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RieSenje sa tyka pripravy chromoly~

Sposob pripravy chromolytického substratu
k stanoveniy aktivity enzymu endo-beta-1,4-
glukan gltukanohydrolazy

analyzach aktivity celuldzovej ¢ zlokky,

tického substrdtu na stanovenie celuldzo-
vej C_ aktivity /endo-beta-1,4-glukan
qlukaﬁohydrolézn, EC 3.2.1.4/ postupos,
kedy vodorozpustna hydroxyetylccluléza sa
najorv sietuje 2,2 ~bis/oxiranylmetyl/
éterom alebo 2~chlorometyloxirdnom v re~-
akéncj zmesi zlolenej popri hydroxyetyl~
celuloze /1 hmotnostny diel/ 2z 6 al 12,5
hmotnostnych dielov roztoku, pripravené-
ho 2 5 a2 9 hmotnostnych dielov metanolu
alebo etanolu, jednoho a% 5 hmotnostaych
.dielov destilovanej vody, 0,01 a% 0,07
hmotnostnych dielov hydroxydu sodného a~
{ebo draselného a 0,03 a2 0,08 hmotnost-
ného dielu stetovadla, pri teplote 20

a1 40 °C po dobu 2 a} 8 hodin, na &o vy-
myty sietovany gél sa dalej kovalentne
farbi v prostredi 9 al 15 hmotnostnych
dielov destilovanej vody za pritomnosti
0,1 a% 0,5 hmotnostného dielu hydroxydu
sodného alebo draselného a 0,08 at 0,12
hmotnostného dielu farbiva, s vyhodou
dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-|-3
/sultoetylsulfonyl/anilinol-6-antrachi-~
nonsul fonovej 3 Salej sa pridéd 0,3 a2
0,7 hmotnostnych dielov tuhého chloridu
alebo siranuy sodného 2 tito zmes sa ne-
ché reagovat pri teplote 15 a2 30 % po
dobu 1 ai S.hodin 3 chromolytickad hydro=~
xyetylceluloza sa na to dokonale vymyva
0d neazreagovaného farbiva a sulf{, Riefe-
nie mé uplatnenie pri priprave $tandard-
nych substrédtov celuldzy ¢ vo forme
tabletovych mwonotestov, s ﬁplltnenin v
biotechnologiach pri presnych sériovych

pri slachteni mikroorganizmov, p oduku ju-
cich celuldzy C_, pri priemayselnych kul~
tivadciach produlentov celuldz a pri dav-
kovani celuldz do krmnych zmesi, ako aj
prj analyze enzymového vybavenia mikro-
flory bachorovych 3taiv preldvavcov.
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Vynidlez riedi pripravu chromolytického substritu vhodného na stanovenie celuldzovej
aktivity, beta=1,4=glukan glukanohydroldza,

vV sGlasnosti je znémy cely rad metdd stanovenia celulizovej Cx aktivity lbeta=1,4-
-glukan glukanohydroldza, EC 3.2.1.4) a cely rad sposobov vyjadrovanis celulizovej cx
aktivity, Tieto metddy sU zaloiené na stamoveni koncentracie uvolnenych redukyjacich
cukrov lglukdzy, celobidzy, celotridozy » pod.|l z nativnej celuldzy slebo jej derivi-
tov, Tieto metody su viak nedpecifické, nakolko nezohladnuju interferencie beta~glu~-
kandz, p%sobiacich exo-mnechanizeom IN.J). Bailey, K.M.H, Nevalainen, Enzyme Microb.
Technol, 3, 143-159, 1981}, Viskozimetrické a nefelometrické metody sG podstatne dpe-
cifickejsie ale natolko zlozité, Ze nevyhovuju k rutinnym stanoveniam [T.M. Enari, P.
nafkkancn, Advances $n Biochemical Engineering, /T.,K. Chose, A, Fiechter, N. Blakes-
brough, eds/, Springer Verlag, Berlin~New York, 1977, Vol.5, 1-14 ; M, Nummi, P.C.
Fox, M.L, Niku-Paavola, Z.M, Tenari, Anal, Biochem. 116, 133~136, 1981|. Stanovenie
celuldzove] Cx sktivity sa zjednoduldilo icvodcnin chromolytickych substratov, vyuid-
vajucich fyzikilnych interakcid niektorych chromoférov s celuldzovym retazcom alebo
substritov, obsahujucich kovalentne viazané farbivo na retazec amorfnej celuldzy ale~
bo jej analdogu lj. Zemek, Z. Pavlicova, J. Kovak, L. Kunfak, Progress in Biotechnolo-
gy, Yol. 5, Enzyme Technologies /A, Blaiej, J. lemek, eds./ Elsevier Sci. Publ., Am=-
sterdam-New York-London-Tokyo, 1988, 469-4781, Uvedené chromolytické substrity su viak
nedtandardné, s ohladom na velkost povrchu fazového rozhrania, neoptimilne modifikova~-
né, vzhladom na typ zavedenej funkinej skupiny Inedpecifické interakcie s ionogénnymi
karboxylovymi skupinamil a neoptimalnom zosieteni chromolytického gélu,

Uvedené nedostatky odstranuje postup podla vynilezu, ktorého podstata spoléva v
tom, (e v prvnom stupni sa jeden hmotnostny diel hydroxyetylceluldzy sietuje v 6 a3
12,5 hmotnostnych dieloch roztoku vztiahnuté na hmotnost hydroxyetyt%elulézy, pripra-
veného 2 piatich ai deviatich hmotnostnych dielov metanolu alebo etanolu, jednoho a2
piatich hmotnostnych dielov destilovanej vody, 0,01 ai 0,07 hmotnostného dielu hydro-
xidu sodného alebo draselného a 0,03 a2 0,08 hmotnostného dielu sietovadla, s vyhodou
2,2 =bis/oxiranylaetyl/éteru alebo 2-chiérometyloxiranu pri teplote 20 a% 40 °c po
dobu 2 a% & hodin, na &o sa v druhom stupni ziskany gél sietovanej hydroxyetylcelulo-
2y neutralizuje a premyje vodou a v tretom stupni sa sietovany gél hydroxyetylceluld-
2y suspenduje v 9 a2 15 hmotnostaych dietoch destilovanej vody na hmotnost vychodisko-
vej hydroxyetylcolu;ézy a pridd sa jeden ai dva hmotnostné diely vodného roztoku, ob-
sahujiceho 0,1 a2 0,5 hmotnostného dielu hydroxidu sodného alebo draselného a dales
jeden hmotnostny diel vodného roztoku 0,08 a% 0,12 hmotnostného dielu farbiva s vyho-
dou dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-|-3/sulfoetylsulfonyl/anilinol-6~antrachinon~
sulfonovej a dalej sa pridd 0,3 a2 0,7 hmotnostnych dielov tuhého chloridu sodného
alebo siranu sodného a tato zmes sa nechd reagovat pri teplote 15 az 30 %% po dobu 1
a2 3 hodin a na to sa v Stvrtom stupni reakind zmes zneutralizuje a chromolytickd hyd~
roxyetylceluldza sa dokonale vymyje od nezreagovaného farbiva najprv destilovanou vo-
dou a potom zriedenym a% koncentrovanym etanolom alebo acetdnom a vysu$t volne na vzdu-
chu alebo vakuovo pri 60 at 70 %c,

Pripraveny gél chromolytickej sietovanej hydroxyetylceluldzy sa frakcionuje na si=-
tach na 0,25 a% 0,35 mesh, Obsah viazaného farbiva na hydroxyetylcelutozovom géli je
6 a2 9 hmotnostnych X, Napulact objem sietovaného chromolytického gétu je 10 az 16

nl.9-1.

Vyhodou uvedeného postupu je priprava substritu dalej aplikovate(ného v enzymovej
analyze vo forme tabletového monotestu, &o zabezpefujie 3tandardizovatelnost a unifiko-
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vatelnost analytickeho postupu. Vyhodou je vysoka cittivost pripraveného chromolytickée
ho substritu a 3peciticits pre GZinok celuldzy C, a rozsiahle péswo Linearity, ktoréd
uvedeny substrbdt poskytuje v zdvislosti na aktivitéich poulitych celulsz cx'

Priklad 1,

do sklenenej 2 Litrove] nidoby opatrene} mieladlom sa pridal etanol /0,5 kg/ & des~
tilovand vods /0,5 kg/ obsahujice 0,8 g hydroxidu sodného a 2,6'g 2,2 =bis/oxiranylme~-
tyl/éteru a 80 9 hydroxyitylcelulézy /rozpustnej vo vode, poskytujucej v svojom 2 X
vodnom roztoku pri 25 °C viskozitu SO0C mPa.s/ a reakcia sietovania sa uskutodnila pri
teplote 20 %¢ po dobu 8 hodin. Sietovany gél sa zneutralizoval kyselinou octovou
premyl nadbytkom vody /2 x 1000 al/ a suspendoval v 720 ml dcstilovnhoj vody a prida-
to sa 80 g roztoku destilovanej vody, obsahujiceho 8 g NaOH a dalej 80 ml roztoku ob-
sahujuceho 6,4 g dvojsodnej soli kyseliny 8=amino=5-{=3/sylfoetylsulfonyl/anilinol=6~
-antrachinonsulfonovej a dalej sa pridalo 24 g tuhého chloridu sodného. Kovalentné
farbenie sietovantho gélu hydroxyetylceluldzy sa uskutoinilo pri teplote 15 % po do=
bu 3 hodin, Potom sa reakind zmes z2neutralizovala a premyvala pdstupno 3 x 1000 =l
destilovanej vody na frite, potom 3 x 1000 ml etanolu /50 X/ a nikoniec sa suspendo-
val tento gél 3 x 500 al etanolu /96 X/. Vymyty gél neobsahujuci fyzikalne zachytené
farbivo sa vysul3il na rotalnej viaxuovej odparke pri 70 °c, mechanicky rozmelnil a vy=-
sitoval na site s 0,35 mesh, Obsah naviazaného farbiva bol 6 %. Napulact objem chro=
molytického celuldzového gélu bot 16 ml.g".

Priklad 2.

Do sklenenej 2 Litrovej nddoby opatrenej mielSadiom sa pridal etanol /0,9 kg/, des~
tilovand voda /0,1 kg/, obsahujlca 11,2 g Na OH a 12,8 g 2=-chlorometyloxirinu a nako-
niec 160 g hydroxyetylcelulozy /viskozita 1 % vodného roztoku pri 25 % 1500 mPa,.s/

3 reakind xmes sa miel3ala pri teplote 20 o¢ po dobu 8 hodin.'s{ciovany gél sa zneutra~
lizoval kyselinou chlorovodikovou a premyl nadbytkom vody /2 x 1000 ml/ a suspendoval
v 2,4 kg destilovanej vody obsahujucej 80 g KOH a dalej 160 ml roztoku obsahujGceho
19,2 g dvojsodnej soli kyseliny 8-amino~5~{=3/sulfoetylsulfonyl/anilinol-b-antrachi~
nonsulfonovej, prifom sa pridavalo sulasne 112 g siranu sodného. Kovalentné farbenie
sietovaného gélu hydroxyetylceluldzy sa uskutoinilo pri teplote 30 % po dobu 1 hodi-
ny. Potom sa reakind zmes zneutralizovala a premyvala postupne 3 x 2000 ml destilova-
nej vody na frite, potom 3 x 1000 ml etanolu /50 X%/ a nakoniec sa tento gél suspendo-
val v 1000 mi acetdnu, %o sa opakovalo 2 kriat, Vymyty gél neobsahujuci fyzikidlne za=-
chytené farbivo sa vysudil pri fzbovej teplote v digestori, mechanicky rozmelnil a
vysitoval na site s 0,35 mesh, Obsah naviazeného farbiva bol 9 X hmotnostnych. Napu-
%aci objem sietovaného gélu chromolytickej hydroxyetylceluldzy bol 10 nl.g”.

Priklad 3,

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, e namiesto etano-
lu sa pou2il metanol, Ziskany gél chromolytickej hydroxyetylceluldzy obsahoval 7,2 %
hmotnostného naviazaného farbiva, naputaci objem gélu bol 14,8 ul.g”.

Priklad 4,

Postupuje sa tak, ako je uvedené v priklade 2, s tym rozdielom, 2e k sietovaniu sa
poutije hydroxyetylceluldza, ktorej 1 X vodny roztok poskytuje viskozity 3500 mPa.s
pri 25 °C. Pripraveny sietovany gél chromolytickej hydroxyetylcetuldézy obsahoval 6,5 %
hmotnostnych naviazanetho farbiva a napulfaci objem vo vode mat 10,5 ul.;;"1
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Vynalez mad poulitie v biotechnoldgiach pri presnych sériovych analyzach aktivity
cetlulazovej ¢, ztotky, pri $lachteni mikroorganizmov produkujucich celuldzy cx, pri
priemyselnych kultividctach mikroorganizmov, produkujucich cetuldzy cx a pri ddvkovant
celulaz do krmnych zmesi, ako aj pri analyze enzymového vybavenia mikroflory bachoro=
vych $tiav preilvavcov,

PREDODMET VYNALEZU

Spssob pripravy chromolytického substratu na stanovenie aktivity endo-~beta-1,4-
~glukanohydrolazy vyznalteny tym, Ze jeden hmotnostny diel hydroxyetylceluldzy sa v
prvom stupni sietuje v 6 a2 12,5 hmotnostnych dielov roztoku vztiahnuté na hmotnost
hydroxyetylcelulozy, pripraveného z 5 a: 9 hmotnostnych dielov metanolu alebo etano-
lu, jednoho a% 5 hmotnostnych dielov destilovanej vody, 0,01 a2 0,07 hmotnostného die-
tu hyd}oxidu sodného alebo draselného a 0,03 a2 0,08 hmotnostného dielu sietovadla, s
vyhodou 2,2 «bis/oxiranylmetyl/éteru alebo 2-chlorometyloxirdnu pri teplote 20 a2 40
% po dobu 2 a% 8 hodin, na %o v druhom stupni ziskany gét sietovanej hydroxyetylce~
tuldzy sa neutralizuje a premyje vodou a v tretom stupni sa sfetovany gél hydroxy=-
etylceluldzy suspenduje v 9 a% 15 hmotnostnych dieloch destilovanej vody na hmotnost
vychodiskovej hydroxyetytceluldzy a pridaju sa 1 a% 2 hmotnostné diely vodného roz-
toku, obsahujuceho 0,1 a¢ 0,5 hmotnostného dielu hydroxydu sodného alebo draselného
a dalej jeden hmotnostny diel vodného roztoku 0,08 a% 0,12 hmotnostného dielu farbi-
va, s vyhodou dvojsodnej soli kyseliny 8~=amino=5-|=3/sutfoetylsulfonyl/anilino|=-6=~
~antrachinonsulfonovej a dalej sa prida 0,3 a2 0,7 hmotnostnych dielov tuhého chloridu
sodného alebo siranu sodného a3 tito zmes sa neché reagovat pri teplote 15 a% 30 °¢ po
dobu 1 a% 3 hodin a na to sa v $tvrtom stupni reakind zmes zneutralizuje a chromoly~-
ticka hydroxyetylceluloza sa dokonale vymyje od nezreagovaného farbiva najprv destilo-
vanou vodou a potom 2riedenym etanolom aZ koncentrovanym etanolom alebo acetonom a vy-
susi volne na vzduchu atebo vakuovo pri 60 a: 70 °C.
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