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Utelom rieSenia je spdsob pripravy chro-
molytického substrdtu na stanovenie beta
glukandzy. Uvedeného ufelu sa dosiahne
tak, Ze v prvom stupni sa beta (1-3) glukéan
alkyluje etylénoxidom alebo kyselinou mo-
nochléroctovou v alkalickom prostredi na
stupeil substiticie 0,2 aZ 0,3 a v druhom
stupni sa na alkyl-polysacharid naviaZe far-
bivo dvojsodnd sol kyseliny 8-amino-5-[3-
-(sulfoetylsulfonyl Janilino |6-antrachindn-
sulfonovej v mnoZstve 10 aZ 12 % hmot. na
hmotnost polysacharidu pri teplote 15 aZ
20°C a koncentréicii hydroxidu sodného 1,0
a¥ 2,0 % hmotnostnych po dobu 2 aZ 4 ho-
din. Spdsob pripravy chromolytického sub-
strdtu na stanovenie beta-glukanfzy mé& po-
uZitie v analytike enzymov, biotechnoldgii
a vSade, kde treba pohotovo merat beta
(1-3) glukandzovd enzymovd aktivitu.
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_ Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy chromo-
lytického subsirdtu na stanovenie g(1-3)
- glukanézy, EC 3.2.1.6.

V poslednych rokoch osvedfenym spdso-
bom stanovenia polysacharid-hydroldzovych
enzymovych aktivit je spdsob fotokolorimet-
ricky. Spodiva v tom, Ze sa enzym neché
reagovat s nerozpustnym polysacharidovym
gélom, na ktorom: je kovalentne viazané
vhodné farbivo. Pofas hydrolyzy ufinkom
pritomnych prisiusnych enzymov polysacha-
rid-hydroldz stdva sa chromolyticky gél po-
stupne rozpustny, pri¢om intenzita zafarbe-
nia supernatantu je tmernd aktivite enzy-

mu. Pochopitelne, toto plati iba za predpo- -

kladu, Ze polysacharidovy chromolyticky
gél je dokonale pristupny molekule enzymu
a Ze kovalentne viazané farbivo na polysa-
charid nemé inhibiény Gfinok na samotni
enzymovi reakciu [K. Kenedy: Advances in
carbohydrate chemistry and biochemistry,
29, (1974) str. 350—376]. SG zndme-aj u nas
postupy na pripravu réznych polysacharido-
vych chromolytickych substratov Cs. AO
192 210, 203 676, 219 575, 224 156. Jednd sa
vd&8inou o polysacharidy v prirode najéas-
tejSie sa vyskytujlce a teda najviac vyskum-
ne i priemyslovo vyuZivané. Priprava vodo-
. rozpustnych chromolytickych substrdtov i
vzacnejSich polysacharidov je predmetom
Cs. AO 237 101.

Je zndme, 7e rézne polysacharidy sa liSia
chemickou a nadmolekulovou Struktirou,
ktora sa musi reSpektovat pri priprave chro-
molytického substrdtu vhodného pre stano-
venie prisludnej enzymovej polysacharid-
-hvdrolézovej aktivity.

K madlo preStudovanym mikrobidlnym po-
lysacharidom patri 8(1-3) glukén, ktory je
stidastou bunefnych stien kvasinkovych
mikroorganizmov, z ktorych sa izoluje. Je to
polysacharid nerozpustny vo vode a velmi
méalo reaktivny pri néslednych modifikag-
nych reakcidch tak v alkalickom alebo kys-
lom prostredi. Z uvedenych dévodov je pria-
me viazanie farbiva na tento polysacharid
nevhodné za titelom pripravy dostatodne cit-
livého chromolytického substrdtu pre sta-
novenie ${1-3) glukanédzovej enzymovej ak-
tivity.

Podstata vyndlezu spotiva v tom, Ze v pr-
vom stupni sa §(1-3) glukén alkyluje ety-
lénoxidom alebo kyselinou monochlérocto-
vou v alkalickom prostredi na stupeit sub-
stitiicie 0,2 a% 0,3 a v druhom stupni sa na
alkyl-polysacharid naviaZe farbivo dvojsod-
na sol kyseliny 8-amino-5-[3-(sulfoetylsul-
fonyl)anilino]6-antrachinén-sulfonovej v
mno#stve 10 aZ 12 % hmot. na hmotnost po-
lysacharidu pri teplote 15 aZ 25°C a kon-
centracii hydroxidu sodného 1,0 aZ 2,0 %
hmot. po dobu 2 aZ 4 hodin.

Pripraveny chromolyticky gél méa napuca-
ci objem 12 aZ 15 ml/g, o je dostatofné pre
poZadovand citlivost na stanovenie enzymo-
vej aktivity. Optimalny stupeii substiticie je
pre hydroxyetyl 0,2 a pre karboxyetyl 0,3.
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Pri tychto drovniach substitiicie ma chro-
molyticky gél maximélne vytaZky a eSte sa
pri vymyvani volného farbiva nerozpt$ta vo
vode. Pri vy§§ich stupiioch substitiicie sa uZ
rychlo zvySuje rozpustnost vo vode, ¢im do-
chiddza ku znalnej strate chromolytického
gélu pri premyvani. Hydroxyetyl-derivat sa
lepsie vyfarbuje ako karboxymetyl-derivat,
posledny sa vSak lahSie pripravuje.
Vyhodou nového postupu pripravy chro-
molytického gélu g(1-3) glukénu je, Ze u-
mo#Ziiuje pripravit z tohto mélo reaktivne-
ho polysacharidu dostato&ne citlivy enzymo-
vy substrat vhodny pre kolorimetrické sta-
novenie prislusnej enzymovej aktivity.

Priklad 1

200 g suchého $(1-3) glukanu izolované-
ho z bunefnych stien kvasiniek Saccharo-
myces cerevisiae sa suspenduje v 200 ml
etanolu (o koncentracii 96 9% hmot.), v kto-
rom sa predom rozpustilo 75 ml vodného
roztoku hydroxidu sodného o koncentrécii
600 g.1-1. Suspenzia sa mie3a pri teplote
20°C po dobu 40 miniit a potom sa priddva
po Castiach 40 g kyseliny monochléroctovej.
Reak&na zmes sa potom postupne vyhrieva
na teplotu 55 °C v priebehu 1 hodiny a pri
kone&nej teplote 55°C sa reaktnd zmes u-
drZuje za stadleho mieSania celkove 3 hodi-
ny. Potom sa volny hydroxid sodny neutra-
lizuje konc. kyselinou octovou, reak&na zmes
sa prefiltruje a na filtri sa nerozpustny kar-
boxymetyl-8(1-3) glukdn premyva najprv
destilovanou vodou, potom alkoholom a al-
kohol sa odsaje. Produkt sa suspenduje v 2
litroch hydroxidu sodného o koncentracii
2 % hmot. a pri teplote 15 °C sa po £astiach
priddva v priebehu 30 minut farbivo dvoj-
sodnd sol! kyseliny 8-amono-5-[3-(sulfoetyl-
sulfonyl)anilino]6-antrachinénsulfonovej v
mnoZstve 20 g. Potom sa do roztoku pridé
100 g octanu sodného a reak&nd zmes sa
pri teplote 15 aZ 25 °C mieSa 4 hodiny. Po u-
konSeni vyfarbovania sa reak&ny roztok
zneutralizuje konc. kyselinou octovou, od-
saje sa nerozpustny produkt a premyva sa
na filtri destilovanou vodou tak dlho, aZ
premyvacia voda je bezfarebni. Nakoniec
sa veda z produktu vytesni etanolom a na-
koniec sa etanol odpari volne na vzduchu
alebo vo védkuovej suSiarni pri teplote do
60 °C. VysuSeny produkt sa vytriedi na si-
tich a pouZije sa frakcia s velkostou &as-
tic medzi 80 aZ 250 ym. Hotovy'gél ma napii-
gaci objem vo vode 12 a% 15 ml.g"1 a je
velmi dobrym substrdtom na stanovenie
B8(1-3)glukanézy.

Priklad 2

K 200 g suchého praskového g{1-3) glu-
kédnu izolovaného z buneénych stien kvasi-
niek Saccharomyces cerevisiae sa za mieSa-
nia priddva 200 ml vodného roztoku hydro-
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xidu sodného o koncentracii 20 % hmot. a
nechd sa aktivovat po dobu 1 hodiny. Po-
tom sa aktivovany glukan zaleje v zatvore-
nom reaktore s 2 litrami acetdénu a privadza
sa cez ventil postupne 22 ml etylénoxidu.
Reakéné zmes sa vyhreje na 40°C a pri tej-
to teplote sa reak¢nd zmes udrZuje 2 hodi-
ny. Po ukonceni reakcie sa volny hydroxid
sodny v reaktore neutralizuje konc. kyse-
linou octovou, nerozpustny produkt hydro-
xyetyl-8(1-3} glukéan sa odfiltruje, premyje
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vodou, nakoniec etanolom a dalej sa vyfar-
bi podla postupu v priklade 1 s 12 g farbi-
va dvojsodnej soli kyseliny 8-amino-5-] 3-
-(sulfoetylsulfonyl)anilino ]6-antrachinén-
sulfonovej. Vysledny produkt g(1-3} glukén
s kovalentne viazanym farbivom je velmi
dobrym substrdtom na stanovenie g(1-3)-
glukandzovej enzymovej aktivity.

Vynélez moZe néjst Siroké pouZitie v ana-
lytike enzymov, bictechnoldgii pri merani
8(1-3) glukanézovej enzymovej aktivity.

PREDMET VYNALEZU

Spdsob pripravy chromolytického substré-
tu na stanovenie g(1-3)glukanézy, EC 3.2.1.-
6 vyznaleny tym, Ze v prvom stupni sa
B(1-3) glukéan izolovany z buneénych stien
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae alkylu-
je etylénoxidom, alebo Kkyselinou mono-
chléroctovou v alkalickom prostredi na stu-
peii substiticie 0,2 aZ 0,3 a v druhom stupni

sa na alkyl-polysacharid naviaZe farbivo;
dvojsodnéa sol kyseliny 8-amino-5-[3-(sulfo-
etylsulfonyl)anilino ]6-antrachinénsulfono-
vej v mnoZstve 10 aZ 12 % hmot. na hmot-
nost polysacharidu pri teplote 15 aZ 25°C
a koncentrécii hydroxidu sodného 1,0 aZ 2,0
percent hmot. po dobu 2 aZ 4 hodin.
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