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Utelom rie¥enia si testovacie tablety na
stanovenie C; zloZky celuldzovej aktivity.
Utel sa dosiahne tak, Ze tabletovaci gra-
nuldt obsahujaci 50 aZ 60 % hmot. chro-
molytického celuldzového substrdatu s vel-
kostou Castic 60 aZ 300 ym s obsahom 5 aZ
8 % hmot. kovalentne viazaného farbiva
dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-3-{sul-
foetylsulfonyl )anilino]-6-antrachinén sulfo-
novej, dalej 40 aZ 50 % hmot. mikrokrysta-
lickej celul6zy s velkostou &astic 60 aZ 300
«m s obsahom 15 aZ 20 % hmot. viazaného
2-chlérmetyloxirdnu na hmotnost mikrokrys-
talickej celul6zy a 3 aZ 4 % hmot. bielkovi-
ny, s vyhodou lyofilizovaného hovédzieho
séra alebo rozpustnej frakcie vajetného biel-
ka, sa po homogeniz4icii tablefuje na table-
tovacom stroji na tablety o pevnosti 30 aZ
40 N o hmotnosti 100 mg s presnostou -3
perc. RieSenie méZe ndjst Siroké uplatnenie
v biochémii a biotechnolégii vSade, kde je
potrebné merat spolahlivo troveil C, zloZKy
celuldzovej aktivity.
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Vyndlez sa tyka testovacich tablet na sta-
novenie C* zloZky celuldzovej aktivity [en-
do-g8-1,4-glukan glukanhydrolaza, EC 3.2.1.4).

Chromolytické wvysokomlekulové substra-
ty biopolymérov nachéddzaji v siiasnej do-
be 5iroké uplatnenie pri stanoveni najméi
hydrolazovych enzymovych aktivit pre svo-
ju spolahlivost a pomerni jednoduchost.
Rychly rozvoj biotechnolégie vyvoldva po-
trebu vyvoja dalSich a vhodnej§ich chromo-
Iytickych substrdtov, a to tak pre potreby
zgkladného vyskumu, ako i vyrobnej praxe.
Spolahlivd metodika stanovenia enzymovych
aktivit je limitujicim faktorom - pri objas-
niovani biochemickych reakeil v Zivych or-
ganizmoch a optimalizdcii podmienok pri
priemyslovej vyrobe enzymov. Metoda sta-
novenia hydroldzovych enzymovych aktivit
na nerozpustnom chromolytickom substré-
te je zaloZend na skuto¢nosti, Ze prisludny
substrat- so zodpovedajicimenzymom -hyd-
rolyzuje na rozpustné farebné produkty, t.
j. poskytuje po enzymovej reakcii farebny
roztok, intenzita ktorého je tmernd enzy-
maovej aktivite. Existujd uZ viaceré komerg-
né a v praxi overené tabletové testy najmé
pre potreby huménnej diagnostiky, napr.
tabletové testy na stanovenie drovne alfa

amyldzy v krvhom $6re”a modi pri diagné-

ze funkénych portich pankreasu; Phadebas
Amylase Test [Clinical and technical infor-
mation Almquist, Wirksells Boktryckeri
{1979)] a &sl. vyrobok SPOFA TEST alfa a-
myldza [&s. AO 202 761(1980)].

Prax potvrdila, Ze tabletové testy na sta-
novenie enzymovych aktivit s vyhodnejsie
oproti praSkovej forme, pri ktorej je potreb-
né pre jednotlivé analyzy substrat presne
navaZovat. Pochopitelne, substrat v table-
‘tovej forme je vyhodnej$i, lebo testovacia
tableta obsahuje presné mnoZstvo potreb-
ného chromolytického substrdtu, pripadne
poirebné mnoZstvo zloZiek tstrojného roz-
toku, ktoré vytvoria optimdlne pH analyzo-
vaného enzymu. Okrem toho testovacia tab-
leta nutne obsahuje i pomocné latky, ktoré
podmiefiuji optimdlne mechanické vlastnos-
ti tablety, a ktoré neintereaguji s pritom-
nym enzymaein.

7 uvedenych dbévodov nedaji sa pripravit
rovnakym postupom testovacie tabletky pre
rézne typy enzymov, ale na kaZdy enzym sa
spravidla musia volit Specifické podmienky
i zloZenie tabletovacej zmesi tak, aby tes-
tovacia tableta po styku s testovacim roz-
tokom enzymu sa rozpadla do 5 sekind a
aby vytvorila homogénny gél v celom ob-
jeme analyzovaného pridaného roztoku. Ta-
kéto vlastnosti testovacej tablety spravidla
podmieiiuje pomocnéd inertnéd zloZka, kto-
rou u alfa amylazovych testov byva mikro-
kryStalickd celuldza. U enzymov, ktoré Ste-
pia védzbu g (1-4) vSak mikrokryStalickd
celulézu nemoZno pouZit, nakolko je tieZ
substrdtom aj pre zloZku C, celuldzy.

Zistili sme v3ak, Ze aj mikrokrystalickid
celulézu mozZno modifikovat sietovanim tak,
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Ze nie je viac substrdtom pre celuldzové en-
zymy a moZno ju preto pouZit ako pomocni
zloZku pri tabletovani chromolytického ce-
luldzového substrdtu. Dalej sme zistili, Ze
u celuldzovych testovacich tablet je potreb-
né zvysit proteinové pozadie za ticelom eli-
mindcie ne8pecifickych interakcii mikro-
krystalickej celulézy, ktoré by zhorSovali
spravnost enzymovej analyzy.

KedZe tabletové testy na stanovenie C.
zloZky celuldzovej aktivity nie si doposial
vo svetovomn meradle zndme, je navrhova-
né rieSenie origindine.

Podstata vynélezu spodiva v tom, Ze su-

: chy tabletovaci granuldt obsahuje 50 aZ 60

perc. hmot. chromolytického celuldzového
substrdtu s velkostou &astic 600 aZ 300 um
a obsahom 5 aZ 8 % hmot. kovalentne via-
zaného farbiva dvojsodnej soli kyseliny 8-
-amino-5-[ 3-(sulfoetylsulionyl)anilino]-6-
-antrachinén sulfénovej, dalej 40 aZ 50 %
hmot. mikrokrystalickej celuldézy s velkos-
tou &astic 60 aZ 300 um s obsahom 15 aZ 20
perc. hmot. viazaného 2-chlérmetyloxirdnu
na hmotnost mikrokrystalickej celuldézy a 3
a? 4 % hmot. bielkoviny s vyhodou lyofili-
zovaného hovddzieho séra alebo rozpuste-
nej frakcie vajeného bielka. Testovacie tab-
ley o pevnosti 30 a% 40 N a pevnost 100 mg
s presnostou -+ 3 % sa vyrdbajd na table-
tovacom stroji.

. Hotové tablety zloZenia podla vynalezu
st vhodné na stanovenie C; zloZky celul4-
zovej aktivity najmé pri sériovom merani.
Ich hlavnou vyhodou je dobréa reprodukova-
telnost a sprdvnost stanovenia meranej en-
zymovej aktivity ako i znafnd dspora fasu
najmé pri rutinnej prevéddzkovej kontrole
jednotlivych technologickych postupov pri
vyrobe, izoldcii a purifikédcii celuldzovych
enzymaov.

Testovacie tablety podla vynédlezu neob-
pH optimum celuldz z réznych mikroorga-
nizmov nie je rovnaké, ¢o by znemoZilova-
lo porovndvat aktivity celuldz rozdielnych
mikroorganizmov. PoZadované pH optimum
pre celuldzy rozdielnych mikroorganizmov
sa preto musia upravit v meranom roztoku
pred vlastnym stanovenim aktivity. '

Priklad 1

500 g chromolytického substrdtu (suché-
ho) na stanovenie C, zloZky celuldzovej ak-
tivity s velkostou gastic 60 aZ 300 ym a s
8 % hmot. kovalentne viazaného farbiva
dvojscdnej soli kyseliny 8-amino-5-|3-(sul-
Toetylsulfonyl }anilino]-6-antrachinén sulfé-
novej sa homogenizuje s 460 g mikrokrys-
talickej celulézy zosietenej s 20 9% hmot.
epichlérhydrinu  [2-chlérmetyloxiranu) s
velkostou ¢astic 60 aZ 300 um, 20 6 masten-
ca a 20 g hovidzieho lyofilizovaného albu-
minu, nafo sa tabletuje na tabletovacom
stroji na tablety o hmotnosti 100 mg s pres-
nostou + 3 mg. Hotové tablety sa dobre
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rozpadaji vo vcde do 5 sekiind a si spolah-
livim substratom pre stanovenie C. zloZky
celulazovej aktivity.

Priklad 2

Postup podla priklad 1 s tym rozdielom,
Ze na pripravu tabliet sa pouZilo 580 g
chromolytického substratu na stanovenie C,
zloZky celuldzovej aktivity s velkostou Cas-
tic 60 aZ 300 ym a s 8 % hmot. kovalentne
viazaného farbiva dvojsodnej soli kyseliny
8-amino-5-{3-(sulfoetylsulfonyl)anilinoj-6-
-antrachinén sulfénovej, 370 g mikrokrys-

talickej celulozy zosietenej s 20 % hmot. e-
pichlérhydrinu (2-chlérmetyloxirdnu) s vel-
kostou Castic 60 aZ 300 um, 20 g mastenca
a ako bielkovina na vytvorenie proteinové-
ho pozadia sa miesto hovddzieho albuminu
pouZije vodorozpustnd frakcia vajetného
bielka v mnoZstve 30 g. Hotové tablety ma-
ju obdobné funkiné vlastnosti ako tablety
podla prikladu 1.

RieSenie modZe néjst Sircké uplatnenie v
binchémil a biotechnologii vSade, kde je
potrebné merat spolahlivo troveni C zloZky
celuldzovej aktivity.

PREDMET VYNALEZU

Testovacie tablety na stanovenie C. zloZ-
ky celuldzovej aktivity vyznafujice sa tym,
Ze obsahujd 50 aZ 60 % hmot. chromolytic-
kého celuldzového substrdatu s velkostou
Gastic 60 aZ 300 um a obsahom 5 aZ 8 %
hmot. kovalentne viazaného farbiva dvoj-
sodnej soli kyseliny 8-amino-5-[3-(sulfoetyl-
sulfonyl)anilino]-6-antrachinén sulfénovej,
dalej 37 aZ 50 % hmot. mikrokrystalickej

celuldzy s velkostou astic 60 aZ 300 um s
obsahom 15 aZ 20 % hmot. viazaného 2-
-chlérmetyloxirdnu na hmotnost mikrokrys-
talickej celulézy a 3 aZ 4 % hmot. bielko-
viny s vyhodou lyofilizovaného hovédzie-
ho séra alebo rozpustnej frakcie vajetného
bielka, pri€om pevnost tabliet je 30 aZz 40 N
a hmotnost 100 mg + 3 %.
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