Seenisnens IPOPIS VYNALEZU
K AUTORSKEMU OSVEDCENIU

(19)

(21) (PV 6474-83)

(40) Zverejnené

URAD PRO VYNALEZY (45) Vydané 15 03 87
A OBIJEVY

(22) Prihldsené 06 09 83

237101

(11) (B1)

(51) Int. CL4
G 01 N 33/50

(75)

Autor vynélezu KUNIAK LUDOVIT ing. CSc., BRATISLAVA, ZEMEK JURAJ ing. CSc.,

LEHNICE

(54) Sposob pripravy vedorozpustnych chromolytickych pelysacharidevych

enzymovych substraiov

1

Spbsob pripravy vodorozpustnych chro-
molytickych polysacharidovych enzymovych
substratov.

U&elom vyndlezu je priprava vodorozpust-
nyeh chromolytickych polysacharidovych
substrdatov vhodnych na meranie enzymo-
vych aktivit.

Uvedeného tcelu sa dosiahne tak, Ze ne-
rozpustné polysacharidy sa najpr derivati-
zujl alkylaciou na vodorozpusiné produkty,
ktoré sa v druhom stupni vyfarbuja farbi-
vom Remazol brillant blue R a po vyfarbe-
ni sa zbavia fyzikdlne wiazaného farbiva
premyvanim alebo extrakciou metanolom.

Pripraveny chromolyticky substrdat s ob-
sahom kovalentne viazaného farbiva 3 aZ
8:0p hmot. sa velmi dobre rozpista vo vode
a tym moZe sluZit ako vodorozpustny sub-
strat pre meranie polysacharid-hydrolézo-
vych enzymovych aktivit.

Vynalez ma vyuZitie vSade, kde je potreb-
né merat presne a rychlo aktivitu polysa-
charid-hydrolazovych enzymov, & uZ pri
medziopera&nej kontrole vyroby enzymov,
alebo pri merani enzymovej aktivity pre
diagnostické ucely.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy vodo-
rozpustnych chromolytickych polysachari-
dovych enzymovych substrdtov, vhodnych
pre stanovenie prislu§nych polysacharid-
-hydrolazovych enzymovych aktivit.

K velmi efektivnym a preto najviac v po-
slednych rokoch roz8irenym spbsobom sta-
novenia polysacharid-hydroldzovych enzy-
movych aktivit je spdsob fotokolorimetric-
ky. Spoliva na tom, Ze sa enzym nechd re-
agovat s nerozpustnym polysacharidovym
gélom, na ktorom je kovalentne viazané
vhodné farbivo. Poas hydrolyzy uafinkom
pritomnych prisludnych polysacharid-hydro-
14z prechéddza farebny polysacharid postup-
ne do roztoku, pri€om intenzita zafarbenia
roztoku je tmernd aktivite enzymu.

Pochopitelne toto plati iba za predpokla-
du, Ze polysacharidovy chromolyticky gél
je dokonale pristupny molekule enzymu a
7e kovalentne viazané farbivo na polysa-
charide nemd inhibi¢ny G&inok na samotni
enzymovi reakciu []. Kennedy: Advances
in carbohydrate chemistry and biochemis-
try, 29, (1974) str. 350 az 357].

Reakcia viazania farbiva na polysachari-
de musi byt vedend tak, aby distribiicia mo-
lekil farbiva bola homogennd na makromo-
lekule polysacharidu, o moZno dosiahnut
spravnou volbou reakénych podmienok pri
vyfarbovani polysacharidu.

Zname su postupy, ked reakcia viazania
farbiva najmé na rozpustny polysacharid sa
robi v roztoku a po vyfarbeni sa rozpustny
polysacharid prevedie sietovanim do neroz-
pustnej formy, resp. v niektorych pripadoch
sa mOZe pouZit aj v rozpustnej forme. V ta-
kom pripade sa polysacharid oddeli z re-
ak&ného roztoku dialyzou a vyzraZanim s
organickym rozpistadlom [M#kinen K. K,
Paunio I. K.: Anal. Biochem. 39, 202, (1971)].
Uvddzany spbsob sa pouZil pri vyfarbovani
,Blue Dextran 2000, pouZivany ako fareb-
ny 3tandard pre testovanie gélov pri gélo-
vej permeactnej chromatografii.

Pre diagnostické tfely je zndmy spOsob
stanovenia aktivity alfa amyldzy v biologic-
kych tekutindch pomocou farbeného roz-
pustného amylopektinu pod né4zvom DY-
AMYL [Babson S. R., Bahson A. L.: Clinica
Chimica Acta 44, 193 (1973)]. Ako farbivo
sa v tomto chromolytickom substrate pou-
Ziva farbivo Reacton Rot 2M-Geigy, s maxi-
mom absorbancie 546 nm.

Vo vétSine pripadov pre stanovenie enzy-
movych aktivit sa doposial pouZivali ne-
rozpustné chromolytické substraty, sietova-
né roéznymi sietovacimi reagentami a rbézne-
ho stupiia naputania vo vode.

Ur¢itou obecnou nevyhodou takychto sub-
stratov bolo, Ze pre jednotlivé analyzy bolo
potrebné pouZit znaény prebytok substratu,
ktory sa pohyboval v medziach 50 aZ 150
miligramov na jedno stanovenie. Pochopi-
telne, Ze ak sa pouZije substrdat rozpustny
je moZné stanovit enzymovi aktivitu pri-
slu§ného enzymu i s pouZitim 5 mg rozpust-
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ného chromolytického substrdtu, t j. s
mnoZstvom substrdtu minimélne 10krat niz-
§im. Tato skutodnost je obzvlaSt doleZitd pri
stanoveni takych enzymov, ktorych sub-
straty st pomerne taZko dostupné, cenovo
naro¢né alebo w pripadoch, kde v rutinnej
diagnostickej praxi je potrebné prevadzat
denne pomerne vysoky poCet analyz enzy-
movej aktivity.

Pri rozpustnych polysacharidoch akymi
st napr. glykogén, «-manan, pululan, pek-
tovd kyselina a iné, obyfajne nebyva pro-
blémom pripravit vodorozpusiny chromoly-
ticky substrat, nakolko sprdvnou volbou
stupiia substiticie farbiva sa rozpustnost i
zafarbeného polysacharidu zachova.

ZloZitej8ie to byva ako uké&zali naSe vys-
kumné prace u nerozpustnych polysachari-
dov ako st celuldéza, Skrob, lichenan, chi-
tin, xylan, g-manan a iné. Ani opakovanou
substitdciou aplikovaného farbiva sa nepo-
dari obyfajne ziskat chromolyticky, dobre
rozpustny polysacharid. Naviac pri vy$Som
stupni prefarbenia polysacharidu moZno
takmer pravidelne pozorovat znadny inhi-
bitny Gfinok viazaného farbiva na enzymo-
vii hydrolyzu, ¢o by podstatnou mierou zni-
Zovalo citlivost enzymovej reakcie.

Uvedené nedostatky pripravy rozpustnych
chromolytickych polysacharidovych substra-
tov vhodnych na stanovenie polysacharid-
-hydroldzovych aktivit rie$i novéd prihldska
vynédlezu na zéklade ktorej je moZné z ne-
rozpustného polysacharidu pripravit roz-
pustny enzymovy substrat, ktory spliia viet-
ky podmienky pre meranie prisluSnej enzy-
movej aktivity.

Podstata vynédlezu spodiva v tom, Ze v
prvom stupni sa nerozpustny polysacharid
alkyluje v alkalickom prostredi s etylénoxi-
dom a/alebo kyselinou monochléroctovou,
a/alebo propylénoxidom, a/alebo alkylhalo-
genidom s po¢tom uhlikov 1aZ 2 a/alebo §-
-chloretylsulfondtom sodnym na taky stu-
peri substitacie, pri ktorom je uZ polysacha-
rid vo vode rozpustny, naco sa v druhom
stupni na alkyl-polysacharid naviaZe rema-
zolové farbivo Remazol brillant blue R
{dvojsodnd sol kyseliny 8-amino-5[3-(sulfo-
etylsulfonyl)anilino] 6-antrachinonsulfono-
vej) v mnoZstve 3 aZ 10 % hmotnostnych na
hmotnost polysacharidu pri teplote 15 aZ
25 °C a koncentrdcii hydroxidu sodného 0,7
a¥ 1,0 % hmotnostnych po dobu 30 aZ 90 mi-
nat, a v trefom stupni sa alkylovany chro-
molyticky polysacharid vyzrdZa z roztoku
alkoholom okyselenym kyselinou octovou
na neutralizdciu voInych alkalii v reak&nej
zmesi a nakoniec sa vyfarbeny polysacharid
zbavi fyzikdlne viazaného farbiva premyva-
nim, alebo extrakciou s metanolom.

Pokial sa tyka vysky stupila substitiicie,
ktory podmiefiuje dobrt rozpustnost poly-
sacharidu vo vode, ta zdvisi od typu poly-
sacharidu a od alkylagného reagentu.  Tak
napr. karboxymetylceluléza sa stdva rlz-
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pustnou wvo vode pri stupni substiticie 0,4,
zatial Skrob je rozpustny uZ pri stupni sub-
stitticie 0,2. Pri alkylacii polysacharidov s
etylénoxidom na dosiahnutie rozpustnosti
vo vode je potrebné substituovat polysacha-
ridy len na stupeil substiticie 0,2 aZ 0,3, a
pri alkylacii g-chloretylsulfondtom sodnym
len na 0,1 aZ 0,2.

Alkylacia sa prevadza v pritomnosti hyd-
roxidu sodného o koncentracii 20 a¥ 40 %
hmot. pri teplotdch 50 aZ 60 °C po dobu 2
aZ 4 hodin. Po potrebnej alkylacii sa reakce-
néd zmes zriedi vodou tak, aby koncentracia
hydroxidu sodného dosahovala hodnotu 0,8
az 1,0 % hmot., pri ktorej koncentracii sa
priddva po dastiach farbivo tak, aby davko-
vanie farbiva sa ukoné&ilo v priebehu 20 mi-
nit a po pridani celkového mnoZstva farbi-
va sa nechd reak¢nd zmes reagovat eSte 60
minut pri teplote 15 aZ 20 °C. Potom sa vy-
farbeny polysacharid wvyzrdZa s okyselenym
alkoholom. MnoZstvo kyseliny sa wvoli tak,
aby postadila len na neutralizdciu volného
hydroxidu sodného. VyzrdZany chromolytic-
ky polysacharid sa potom vypiera, alebo ex-
trahuje najlep3ie metanolom, pripadne zme-
sou metanol-aceton aZ do kvantitativneho
odstranenia fyzikdlne viazaného farbiva na
polysacharid.

U polysacharidov, ktoré sii uZ rozpustné
i bez alkylacie moZno farbivo viazat priamo
v alkalickom prostredi. Treba v3ak volit ta-
ké mnozZstvo farbiva, ktoré eSte nezniZuje
rozpustnost hotového produktu, €o je asi
3 a% 100y hmot. na hmotnost suchého poly-
sacharidu.

Vyhodou navrhovaného spdsobu je predo-
vSetkym skutotnost, Ze umoZiiuje aj z ne-
rozpustnych polysacharidov predchadzaji-
cou alkyldciou s nasledovnym kovalentnym
viazanim farbiva na polysacharid pripravit
vodorozpustné chromolytické substraty spl-
fajuce vSetky kritérid enzymovych substra-
tov vhodnych na meranie prisluSnych enzy-
movych aktivit. Daldie vyhody st v tom, Ze
pripravené substraty sii pre enzymové re-
akcie citlivejSie ako substraty nerozpustné
a preto na analyzu je potrebné 10krat me-
nej substrdatu pri rovnakej citlivosti stano-
venia. Podstatnou vyhodou je moZnost sta-
novenia aktivity v podstatne menSom obje-
me vzorky, ako v pripade nerozpustnych sie-
tovanych substratov.

Dalsie vyhody a presnejsi popis nového
spdsobu st evidentné v nasledovnych pri-
kladoch, ktoré nie s vyCerpdvajice, ale len
ilustrativne.

Priklad 1

17 g préasSkovej celulézy o polymerainom
stupni 650 sa suspenduje v 600 ml isopro-
panolu, do ktorého sa predom emulgovalo
20 m]l roztoku hydroxidu sodného o koncen-
tracii 25 % hmot. Reakénd zmes sa mieSa
pri laboratornej teplote 1 hodinu, mado sa
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pridd 8 g chloroctanu sodného a reakéna
teplota sa za stdleho mieSania zvySuje po-
stupne po€as 1 hodiny na 60 °C, pri ktorej
sa nechd reagovat 3 hodiny. Nerozpustna
karboxymetylceluléza sa na filtri odsaje a
premyje alkoholom. Dobre odsatd karboxy-
metylceluldza sa zaleje v kadicke 300 aZ 400
mililitrov destilovanej vody, v ktorej sa ce-
luldza rozpusiia po rozpusteni sa pridava
po castiach, celkom 1,3 g farbiva Remazol
brillant blue R anecha sa za mieZania rea-
govat celkove 1 hodinu za postupného pri-
ddvania octanu scdného celkove 8 g. Po u-
kondeni reakcie sa roztok pomaly nalieva
do 4 litrov alkoholu (za intenzivneho mie-
Sania) okyseleného takym mnoZ¥stvom kyse-
liny octovej, aby préve statilo na neutrali-
zdciu volného hydrozidu sodného v reaké-
nom roztoku chromolytickej karboxymetyl-
celulbzy. Vyzrdzany produkt sa odfiltruje a
premyva na filtri metanolom, resp. extrahu-
je metanolom v Soxlethovom extraktore.
Hotovy chromolyticky produkt, vodoroz-
pustnd hydroxyetylceluloza obsahuje 5 %
viazaného farbiva a stupefdl substitncie s
monochléroctovou kyselinou 0,42.

Priklad 2

Postup ako v priklade 1 len namiesto ce-
lulézy ako polysacharid pouZijeme chitin.

Vysledny produkt chromolyticky karboxy-
metylchitin mé 5,5 % viazaného farbiva a
stupeil substitiicie s kyselinou monochlor-
octovou 0,48.

Priklad 3

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom,
Ze ako polysacharid pouZijeme lichenan a
mnoZstvo farbiva 1,7 g.

Vysledny produkt chromolyticky karboxy-
metyllichenan mé 6,2 % viazaného farbiva
a stupenl substiticie kyselinou monochlor-
octovou 0,44.

Priklad 4

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom,
Ze ako polysacharid sa pouZije xylan.

Vysledny produkt chromolyticky karboxy-
metylxylan obsahuje 4 % hmot. viazaného
farbiva a stupeil substitiicie monochlorocto-
vou kyselinou 0,38.

Priklad 5

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ze ako polysacharid sa pouZije zemiakovy
Skrob a mnoZstvo chloroctanu sodného len
4,5 g a mnozstvo farbiva 1,7 g.

Vysledny produkt chromolyticky karboxy-
metylskrob obsahuje 7 % hmot. viazaného
farbiva a stupell substiticie s kyselinou
monochloroctovou 0,25.
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Priklad 6

Postup pod!a prikladu 1 s tym rozdielom,
%e ako alkylatné reagens sa pouZije 2,5 g
etylénoxidu a reakcia sa vedie pri 40 aZ
50 °C po dobu 2 hodin.

Vzniknuty derivéat -hydroxyetylcelulozy sa
dalej modifikuje naviazanim farbiva podla
prikladu 1.

Hotovy produkt, chromolyticky vodoroz-
pustny derivdt hydroxyetylcelulozy, so stup-
fiom substiticie 0,3 vzhladom na hydroxy-
etyl a obsahom viazaného farbiva 4,3 % je
vhodny ako rozpustny substrat pre stanove-
nie celulézove]j aktivity.

Priklad 7

Postup podla prikladu 6 s tym rozdielom,
7e ako polysacharid sa pouZije g-manan.

Rozpustny chromolyticky substrat ma po-
dobné vlastnosti z hladiska stupiia sabsti-
ticie a mnoZstva viazaného farbiva ako v
priklade 6 a je vhodny na meranie manana-
zovej aktivity.

Priklad 8

Postup podla prikladu 6 s tym rozdielom,
7e ako polysacharid sa pouZije lichenan.

Vysledny produkt hydroxyetyllichenan s
kovalentne viazanym farbivom je whodnym
rozpustnym substratom na stanovenie liche-
nazovej aktivity.

Priklad 9

Postup podla prikladu 6 s tym rozdielom,
7e ako polysacharid sa pouZije zemiakovy
alebo kukurigny s8krob.

Vysledny produkt chromolyticky hydro-
xyetylSkrob je vhodnym rozpustnym sub-
strdtom na stanovenie aktivity alfa amylé-
zy.

Priklad 10

17 g sodnej soli kyseliny pektovej sa sus-
penduje v 200 ml izopropanolu a za stile-
ho mieSania sa pridd 5 ml hydroxidu sod-
ného o koncentracii 5% hmot. Po 30 mint-
tach sa pridd 0,8 g farbiva Remazol brillant
blue R a mieSa sa 1 hodinu pri teplote 15
az 20 °C. ‘

Vysledny produkt, vodorozpustny chro-
molyticky pektdt sodny je dobry substrat
na stanovenie endopolygalakturondzovej ak-
tivity.

Priklad 11

Postup ako v priklade 10 s tym rozdie-
lom, 7e ako polysacharid sa pouZije e«-ma-
nan.

Vysledny produkt, chromolyticky vodo-
rozpustny «-manan je whodny enzymovy

substrdt na stanovenie g-mananédzovej akti-
vity.

Priklad 12

20 g metylcelulézy s obsahom metoxylu
28 % hmot. sa suspenduje v. 100 ml etanolu
a za mieSania sa pridd 5 ml vodného roz-
toku hydroxidu sodného o koncentracii 2 %
hmot. a reaktnd zmes sa nechd mie3at 30
mindt pri izbovej teplote, potom sa prida po
dastiach 1,0 g farbiva Remazol brillant blue
R a nechd sa reagovat za mieSenia pri tep-
lote 15 aZ 20 °C 1 hodinu. Po 1 hodine sa
pritomné alkdlie neutralizuji s kyselinou
octovou a nezreagované farbivo sa vymyva
alebo extrahuje ako v priklade 1. Vysledny
produkt, vodorozpustnd chromolytickd me-
tylceluléza je velmi dobrym substrdtom pre
meranie celuldzovej enzymovej aktivity.

Priklad 13

17 g zemiakového Skrobu sa suspenduje
do 100 ml izopropanolu v Kktorom sa pre-
dom vozpustilo 8 ml vodného roztoku hyd-
roxidu sodného o koncentracii 40 % hmot-
nostnych. Po zhomogenizovani reak&nej
zmesi sa pridd 3,5 g g-chloretylsulfonatu
sodného a reaknd zmes sa vyhreje na 55 °C,
pri ktorej teplota sa nechd reagovat 90 mi-
niit. Potom sa reakénd zmes ochladi na 20
stupiiov Celsia a pridd sa 1,7 g farbiva Re-
mazol brillant blue R a nechd sa za mieSa-
nia reagovat 1 hodinu. Potom sa chromo-
génny vodorozpustny sulfoetylSkrob -odfil-
truje a premyva, alebo extrahuje metano-
lom od nezreagovaného farbiva.

Hotovy substrat je velmi dobry na sta-
novenie alfa amyldzovej enzymovej aktivi-
ty.

Priklad 14

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
7e ako alkylatné reagens sa pouZije 3,0 g
propylénoxidu a reak&nd zmes sa necha re-
agovat pri teplote 55 °C po dobu 2 hodin.

Vzniknuty derivat hydroxypropylcelulozy
sa dalej modifikuje naviazanim farbiva po-
dla prikladu 1.

Hotovy produkt, chromolyticky vodoroz-
pustny derivat hydroxypropylcelulézy, so
stupfiom substiticie 0,35 a obsahom viaza-
ného farbiva 5,2 % hmotnostnych je vhod-
ny ako rozpustny substrdt pre stanovenie
celulézovej aktivity.

Priklad 15

20 g vodorozpustnej etylcelulozy so stup-
flom substiticie 0,58 sa suspenduje v 100 ml
metanolu, v ktorom sa predom rozpustilo
5 ml vodného roztoku hydroxidu sodného o
koncentracii 2'% hmotnostnych.

Reak&nd zmes sa nechd mieSat 30 minit
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pri laboratornej teplote, potom sa pridd po
gastiach 1,0 g farbiva Remazol brillant blue
R a nechd sa reagovat za mieSania pri tep-
lote 15 aZ 20 °C po dobu 1 hodiny. Po 1 ho-
dine sa pritomné alkdlie neutralizujia s kyse-
linou octovou a nezreagované farbivo sa vy-
myva, alebo extrahuje ako v priklade 1.
Vysledny produkt, vodorozpustna chro-
molytickd etylceluléza je velmi dobrych

PREDMET

Sposob pripravy vodorozpustnych chro-
molytickych polysacharidovych enzymovych
substratov vyznaceny tym, Ze v prvom stup-
ni sa nerozpustny polysacharid alkyluje v
alkalickom prostredi s etylénoxidom a/ale-
bo kyselinou monochléroctovou, a/alebo
propylénoxidom, a/alebo alkylhalogenidom
s pottom uhlikov 1 aZ 2, a/alebo g-chlor-
etylsulfonatom sodnym na taky stupefi sub-
stiticie, pri ktorom je uZ polysacharid vo
vode rozpustny, nato sa v druhom stupni
na alkyl-polysacharid naviaZe remazolové
farbivo Remazo! brillant blue R (dvojsodnd
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substrdtom pre meranie celuldzovej enzy-
movej aktivity.

Vynélez mé Siroké vyuZitie vSade, kde je
potrebné stanovit enzymové polysacharid-
-hydroldzové aktivity, ¢1 uZ v medzioperac-
nej kontrole pri vyrobe jednotlivych enzy-
mov, alebo pri diagnostickom stanoveni en-
zymovych aktivit v biologickych tekutinach.

VYNALEZU

sol kyselina 8-amino-5-]3-(sulfoetylsulfo-
nyl)anilino} 6-antrachinonsulfonovej) v
mno#stve 3 aZ 10 % hmotnostnych na hmot-
nost polysacharidu pri teplote 15 aZ 25 °C
a koncentrdcie hydroxidu scdného 0,7 aZ
1,0 % hmotnostnych po dobu 30 aZ 90 mi-
ndt, a v trefom stupni sa alkylovany chro-
molyticky polysacharid vyzrédZa z roztoku
alkoholom okyselenym Xkyselinou octovou
na neutralizaciu volnych alkdlii v reakenej
zmesi a nakoniec sa vyfarbeny polysacha-
rid zbavi fyzikdlne viazaného farbiva pre-
myvanim, alebo extrahovanim s metanolom.
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