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RieSenie sa tyka spdsobu stanovenia akti-
vity endo-1,4-8-glukandz. Podstata spOscbu
stanovenia spofiva v tom, Ze hydroxyetyl-
celuldza obsahujica 2,5 aZ 20 % hmot. ko-
valentne viazaného &erveného farbiva, troj-
sodnej soli 2-chlér-4-(N-etyl-N- fenylammo]
-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydro-
Xy-3,6-bissulfonaft-1-yl)amino]-1,3,5-triazinu
sa rozpusti vo vode alebo v p'ufri o pH 4
8Z 6 a v koncentrédcii 0,1 aZ 0,5 % hmot. sa
pouZije ako substrdt do inkubadnych zme-
si s endo-1,4-g-glukandzami, v kiorych sa
enzymova reakcia uskutoCiiovand pri tep-
lote 20 aZ 50 °C zastavuje pridanim dvoch
aZ Styroch objemov zmesi etylalkchol —
—acetén 1 : 1 aZ 4 : 1 obj. obsahujicej 0
aZ 0,1 mol.1"! octan sodny, ¢im sa vyzré-
Za vysokomolekuldrny podiel substratu, kto-
ry sa takto oddeli od rozpustnych fareb-
nych fragmentov uvolnenych ufinkom en-
zymu, ktoré sa stanovia spektrofotometric-
ky pri 550 ni. Vyndlez méd pouZitie v bio-
chémii, molekuldrnej bioligii a modernych
biotechnoldgiach pri charakterizacii, iden-
tifikdcii a stanoveni aktivit endo-1,4-8-glu-
kanaz.

240462




2490462

3

Vyndlez sa tyka spdsobu stanovenia ak-
tivity endo-1,4-8-glukandz (EC 3.2.1.4).

BeZné spisoby stanovenia aktivity endo-
-1,4-g-glukandz ako zdkladnych zloZiek ce-
lulolytickych enzymovych systémov si za-

loZené na kvantitativnom  stanoveni redu-.

kujicich sacharidov uvolnenych z neroz-
pusingj celuldzy slebo z joi rozpustnych de-
rivatov. Tieto metddy nie sii vak selektiv-
ne, pretoZe na tvorbe redukujicich sacha-
ridov sa podielaji aj iné zloZky celulolytic-
kych enzymovych systémov ako si napr.
exo-g-glukandzy alebo 8-glukéziddzy (ce-
lobidzy). Nedaja sa pouZit na siedovanie ak-
tivity endo-1,4+6-glukandz v roziokoch ob-
sahujacich vys$8ie hladiny redukujtcich la-
tok, hlavne cukrov a tak isto neumeZiuji
stanovenie aktivity uvedenych glukanaz via-
zanych na Zivé bunky, pripadne v pritom-
nosti buniek, ak tieto vyuZivaji uvolnené
nizkomolekulové  fragmenty substrdatu ako
zdroj uhlika. ’
Viskdzimetricki metédu stanovenia akti-
vity endo-1,4-8-glukandz vyuZitim rozpust-
nych derivdatov celulézy moZno oznabi! za
veimi citlivi a Specificktt metddu stanocve-
nia aktivity endo-1,4-g-glukanéz, ktora v3ak
vzhladom na ¢asovt ndrofnost nie je vhod-
néa na analyzu vddsieho pottu vzoriek. Inym
principom stanovenia aktivity endo-1,4-4-
-glukandz je meranie mnoZstva farbiva u-
volneného do roztoku vo forme rozpust-
nych fragmentcv z celulézy s kovalentne
viazanym farbivom. S vynimkou jedného pri-
padu [B. V. McCleary: Carbohydr. Res. 86,
97 (1980)] vSetky doteraz navrhnuté chro-
‘mogénne subsirdty na stanovenie aktivity
endo-1,4-4-glukandz st vo vode nerozpust-
né. Jednd sa o modré derivaly mikrokrys-

talickej celulézy [M. Linko, M. Leisola: Anal.”

Biocchem .70, 592 (1976)], celuldzy s d&ias-
todne zniZenym stupiiom kryStalinity (Cal-
biochem AG 1980, katalégové ¢&. 219 481)
alebo nerozpustnej sietovanej hydroxyetyl-
celuldzy (&s. AO 192 202). »
~ Pouzitie nerozpustuych substrétov je spo-
jené s taZkostami ich presného davkovania
a potrebou mieSania inkubaénych zmesi, na
6o upozoriiujii vysledky finskych autorov
[M. Leisola, M. Linko: Biochemical Labora-
tory Report 13, Technical Research Centre
of Finland, Helsinky [(1976)]. Nerozpusiné
chromogénne substrdty nie si vhodné na
stanovenie enzymov viszanych na povrch
buniek alebo na rdzne bunkové membrany.
Vytvaranie enzym-substrdtového komplexu
v celom objeme zmesi umoZiiuji substraty
vo vode rozpustné. Takyto chromogénny
substrdt na stanovenie aktivity endo-1,4-8-
-glukandz bol pripraveny na bAze karboxy-
metylcelulézy, ktord sa viak pred viastnym
viazanim farbiva musela eSte parcidlne hyd-
rolyzovat celuldzami ({Austrilsky patent
48 831/79).

Stanovenie aktivity na rozpustny chro-
mogénny substrat spofiva v merani rych-
losti uvoliiovania farbenych fragmentov roz-
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pustnych po pridani organického rozpus-
fadla, ktoré kvantitativie zrdZa vychodzi
polymérny subsirét ¢ jeho vysckomoleku-
ldrne podiely po Cisstodnej enzymovej de-
graddcii. KedZe stanovenie je zaloZené na
depolymerizdcii subsiratu veddcom k tvor-
be farebnych fragmeniov rozpustnych v pri-
tomnoesti organickych rozptitadiel, pres-
nost stanoveniz vyznamne ovplyviluje is-
nova sila prostredia [B. V. McCleary: Car-
hohyds. Res. 86, 97 (1976)]. Podobné sub-
stratové visstnosti ma 1 chromozénay sub-
sirdt na stanovenie aktivity endo-i,4-g-glu-
ltandz pripraveny auiormi tohio vyndlezu —
trojsodna so! 4-(N-etyl-N-fenvlamino)-6-
-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydroxy-
-3,6-bissulfonaft-1-ylJamino|-1,3,5-triazin-
-2-yl-hydroxyetylcelulézy.

Podstata vynélezu spo€iva v tom, Ze hyd-
roxyetylceluléza obsahujica 2,5 aZz 20 %
hmot. kovalentne viazaného €erveného far-
biva trojsodnej soli 2-chlér-4-(N-etyl-N-fe-
nylamino}-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-
-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-1-yl)amino]-
-1,3,5-triazinu sa rozpusti v pufri o pH 4,0
a7 6,0 v koncentrdcii 0,1 aZ 1,5 % hmot.
za intenzivneho mieSania pri teplote 20 aZ
30 °C & ziskany roztok sa pouZije ako sub-
strat do zmesi 3 rozickom aleho suspenzicu
na partikuly viazanych endo-1,4-8-glukanéz,
v ktorych sa enzymovéa reakcia prebiehaji-
ca pri teplote 20 aZ 50 °C po dobu 5 aZ
180 min. zastavuje pridanim dvoch aZ Sty-
roch objemov zmesi etylalkohol acetén 1:
:1 aZ 4:1 obj. obsahujticej 0 aZ 0,1 mol.
.11 octan sodny, 8im sa vyzradZa podiel ne-
hydrolyzovaného substratu, ktory sa po cen-
trifugdcii oddeli od rozpustnych farebnych
fragmentov uveinenych afinkom enzymu a
kiorych mnoZstvo ‘e Umerné koncentracii
enzymu v.zmesi, ako i trvaniu inkubécie,
2 ktoré sa stanovia spektrofotometricky pri
550 nm.

Vyhodou navrhovaného spfsobu stanove-
nia aktivity endo-1,4-g-glukandz je, Ze vy-
uZiva chromogénny substrat rozpusiny vo
vode a v puiroch, resp. v koncentrovanej-
§ich pufroch z malej Casti homogzénne dis-
pergovany, €o zaruduje rovnomerné rozlo-
Zenie substrdatu v enzymovych inkubanych
zmeslach a ocdstraziiuje poZiadavky na mie-
Sanie, a Ze enzymova reakcia sa zastavu-
je jednoducho pridanim organického roz-
pistadla, 6o vedie k vyzrdZaniu substratu
s vynimkou nizkomolekuldrnych farebnych
fragmentov uvolnenych uc¢inkom enzymu z
pivodne zraZateIného substratu. Daldou vy-
hodou je, Ze spbsob stanovenia aktivity je
Specificky pre endo-1,4-8-glukandzy, Ze je
vynimoéne citlivy, Ze nie je ovplyvneny pri-
tomnosiou exo-g-glukandz a g-glukoézidaz,
e umoZiiuje stanovit aktivitu endo-1,4-8-
-glukandz aj v pritomnosti redukujicich la-
tok, napr. sacharidov, ak tieto nemaji in-
hibiény Géinok na enzymi, Ze je vhodny pre
analyzu enzymu v pritomnosti Zivych bu-
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niek, akc i enzymu viazaného na bunkoveé.

Struktiry, a Ze je vynimotne vhedny na
analyzu velkéhc pociu vzoriek ziskanych
po frakciondcii bielkovin chromatografion,
chromatcfockusiciou, elekiroforézou a e-
lektrofckuséciou,

Priklad 1

80 msz hydrovyetyleelulizy obsahujice]
10 % hmot trejsodnej soli 4-[N-etyl-N-fe-
nylamino)-6-[4-metyli-2-sulfchenzén-1-azo-
-2-(1-hydromwy-2,6-bissulfonaft-1-yvl}amino |-
-1,3,5-triazin-2-yl (Ostazin bril. Servefi H--
—-3B) sa rozpusti za stdlehs mieSania v 10
mililitroch citrat-fosfatovéhe pufru  zloZe-
nia: 1 diel 0,1 mol. 1! kyseliny ciirénovej
a 1 diel 0,2 mol. 1! hydrogénfosforetnanu
disodného a 2 diely vody, o pM 4,8. 0,5ml
alikvoty tohto roztoku vyhriateho na 30 °C
sa mieSaju s 5 aZ 50 ul neriedeného, desat-
krat a pitdesiatkrat riedeného roztoku ce-
luldz, resp. endo-1,4-8-glukandz a zmesi sa
inkubujd pri teplote 30 °C po dobu 10 min.
Reakcia sa zastavi pridanim troch objemov
zmesi 96 % etylalkohol — acetén 2 : 1 obj.
(1,5 ml), ¢im sa vyzrdZa vysokomolekuldr-
ny podiel substratu, kym nizkomolekularne
fragmenty uvolnené t&inkom enzymu -osté-
vajl po pridani organického zrdZadla v roz-
toku. Po 10 min. stani pri teplote 22 °C sa
zmesi op&t premieSaji a centrifugujao 1
min. pri 2000 g.

Absorbancia €irych supernatantov sa me-
ria pri 550 nm oproti vzorke neobsahuid-
cej roztok enzymau. Farebnd intenzita super-
natantov je v urfitom rozmedzi dGmerna
mnoZstvu enzymu v inkubalnej zmesi ako
aj trvaniu inkubdcie. Citlivostf stancvenia
je dané teplotou zraZania nehydrolyzované-
ho substratu sko aj itnovou silou roztoku.
Za jednotku aktivity endo-1,4-8-glukandzy
sa povazuje mnoZstvo larebnych fragmen-
tov rozpustenych v zmesi citrat-fosfatovy
pufer — etylalkohol — acetén 1 : 2 : 1 obj,
v ktorych sa nachddza 1 % hmot. z celko-
vého mnoZstva farbiva viazaného v sub-
strate pritomnom v inkubalnej zmesi. Pre-
vod hoduft absorbancie pri 550 nm na ks-
taly alebo medzindrodné jednotky akiivity
je moZny po stanoveni mnoZsiva redukujs-
cich sacharidov uvonenych za rowvnakych
podmienck z ekvivalentného mnoZstva ne-
farebnei hydroxyetylcelulézy.

Priklad 2

Hydroxyetylceluléza obsahujica 15 %
hmot. kovalentne viazanej trojsodnej soli
4(N-etyl-N-fenylamino)-6-[4-metyl-2-sulfo-
benzén-1-azo0-2-(1-hydroxy-3,6-bissulfonaft-
-1-yl)-amino]-1,3,5-triazin-2-yl- sa za mie3a-
nia pri teplote 25.°C rozpusti v 0,1 mol.
.17t acetatovom pufri o pH 5,0 a zloZenia
7dielov 0,1 mol. 1! octanu sodného a 3 die-
ly 0,1 mol.1"! kyseliny octovej, aby kon-
centrdcio substrdtu bola 16 mg/ml. Za tych-
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to podmienck ostdva nepsatrnd fast substréd-
tu nerczpusiend, aviak homoegénne disper-
govand vo jorme jemnej zrazeniny. 0,25 mi
tohic rozioku subsirdatu vyhriateho na tep-
lotu 23 “C sa mieSa s 0,25 mi vhodne riede-
ného rozioku enzymu a inkubuje sa pritep-
lote 30 °C. Emzymova reakcla sz zastavuje
a vyhoduocuje ako v prikiade 1, berie sa
v3gk do Gvahy vy35i obsah farbiva viszané--

o na hydroxyetvicelulizu.

2 ako v prikiade 1 s tym roz-

i . > 53 pouZije hydroayetylceluldza
obsahuifica 2,5 Y% hmot. kovalentine visza-
ného farbiva, Ze enzymova reakcia sa usku-
toéiivnie pri teplote 50 °C a zastavuje sa pri-
danim Styroch objemov zmesi etylalkohol
acetén 4 : 1 obj.

(]
w

Priklad 4

Pri zvySenych poZiadavkach na presnost
stanovenia aktivity endo-1,4-8-glukanédz po-
dla prikladu 1 aZ 3 sa meria pre kaZdd
vzorku analyzovanu Casova zdavislost uvol-
fiovania farebnych fragmentov substratu. Z
grafickych zdvislosti absorbancie pri 550
nm trvania enzymovej reakcie sa urcia smer-
nice zavislosti pre podiatofny Cas reakcie,
ktoré s priamotmerné koncentracii enzy-
mu v inkubadnej zmesi, teda. i jeho aktivi-

te.
Priklad 5

Spbscb stanovenia aktivity endo-1,4-4-glu-
kandz na farebni hydroxyetylcelulézu po-
da! prikladov 1 aZ 4 poskytuje reproduko-
vateiné vysledky, ak sa vo. v8etkych pripa-
doch zachovévajd parameire, kioré ovplyv-
fiujd rozpustnost farebnych fragmentov u-
voinenych Gfinkom enzymu v zmesi po pri-
dani organického zraZadla, a to teplota zra-
Zania & centrifugécie a idnova sila zréZa-
cej zmesl. Vplyv mensich zmien koncentra-
cii soli sa d4d eliminovai pridanim interné-
ho elektrolytu, napr. 0,2 mol.1"! chloridu
sodného do roztoku substrdatu. ZvySenie i6-
novej sily zniZuje rozpustnest farebnych.
fragmentov hydroxyetylcelulézy v pritom-
nesti organického zraZadla, o ma za na-
sledok celkové zniZenie citlivosti stanove-
nia.

Priklad 6

Vplyv meniacej sa koncentrdacie soli v
roztoku enzymu na reprodukovaieinost sta-
novenia aktivity endo-1,4-g-glukandz, ako
je uvedené v priklade 5, sa odstrani prida-
nim interného elektrolytu do zrédZacej zme-
si. Enzymové reakcie uskutodiiované podla
prikladu 1 aZ 4 sa zastavuji pridanim troch
objemov zmesi etylalkohol — acetéon 2 : 1
obj., cbsahujicej 0,1 mol.1~! octan sodny.
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Vynédlez mé pouZitie v biochémii, moleku-
larnej biologii a modernych biotechnols-

giach pri charakterizécii, identifikécii a sta-
noveni aktivit endo-1,4+8-glukanéz.

PREDMET VYNALEZU

Spdsob stanovenia aktivity endo-1,4-g-glu-
kandz vyznateny tym, Ze hydroxyetylcelu-
16za obsahujica 2,5 aZ 20 % hmot. kova-
lentne viazaného d&erveného farbiva, troj-
sodnej soli 2-chlor-4(N-etyl-N-fenylamino)-
-6-[4-metyl-2-sulfobenzén-1-azo-2-(1-hydro-
xy-3,6-bissulfonaft-1-yl)amino]-1,3,5-triazi-
nu sa rozpusti v koncentracii 0,1 aZ 1,5
perc. hmot. pri teplote 20 aZ 30 °C vo vo-
de alebe v puiri o pH 4 aZ 6 a inkubujesa
v objeme 0,5 aZ 2,0 ml s roztokom endo-
-1,4-8-glukandz pri teplote 20 aZ 50 °C po

Severografia, n. p., zdvod 7, Most

dobu 5 aZ 180 min, kedy sa enzymov§ reak-
cia zastavi pridanim dvoch aZ Styroch ob-
jemov zmesi etylalkohol — aceton 1 : 1 aZ
4 : 1 obj. obsahujtcej 0 aZ 0,1 mol.1"! oc-
tan sodny, ¢im sa vyzrdZa vysokomoleku-
larny podiel substratu, ktory sa centrifugé-
ciou oddeli od rozpustnych farebnych frag-
mentov uvolnenych aéinkom enzymu, kto-
rych mnoZstvo je tinerné koncentracii en-
zgmu v reakénej zmesi a trvaniu inkubé-
cie, a ktoré sa stanovia spektrofotometric-
ky pri 550 nm. .

Cena 2,40 Kés
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