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(54) Sposob pripravy merkaptohydroxypropylcelulozy

Podstata vynalezu spodiva v tom, Ze celu-
16za o 5 a% 15 9, vlhkosti sa v prvom stupni
katalyticky éterifikuje epichlérhydrinom pri
teplote 80 az 95°C po dobu 2 aZ 4 hod pri
moélovych pomeroch andydroglukézové jed-
notky celulézy: epichlérhydrin: kyselina
chlorista alebo kyselina chlérovodikova 1 :3
a? 5:0,03 az 0,04, nato v druhom stupni sa
reakciou s tiosiranom sodnym alebo reakciou
s hydroxidom sodnym a s tiosiranom sodnym
prevedie na tiosulfatohydroxypropylcelulézu,
ktora sa v trefom stupni redukuje tiolmi vo
vodnych tlmivych roztokoch.

Vynélez m4 pouZitie pri izolovani a Cisteni
enzymov a bielkovin obsahujticich tiolove
skupiny, purifikacii peptidov, syntetizovani
adsorbentov pre afinitnti dhromatografiu, re-
dukeii disulfidickych vézieb v bielkovinach,
reverzibilnom imobilizovani enzymov pro-
strednictvom ich cysteinovych zvyskov a to
v priemyselnej praxi alebo vo vyskume.
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Vynédlez sa tyka spOsobu pripravy mer-
kaptohydroxypropylcelulézy, vhodnej pre
viactcCelové pouZitie v enzymovom inZinier-
stve.

O vyzname vodonerozpustnycdh nosi¢ov ob-
sahujucich tiolové skupiny sa pojednalo uz
pri priprave merkaptodeoxyiceluldzy. Este
lepsie vlastnosti z hladiska ich wuplatnenia
v enzymovom inZinierstve méZzu mat polytio-
ly, u ktorych su SH-skupiny naviazané na
matricu prostrednictvom ,,mostika“ (spacera),
napr. v pripade merkaptohydroxypropylcelu-
1lézy by to bol hydroxypropylovy méstik. Ta-
kyto derivat agarézy dodava Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala (Svédsko) pod oznadenim
Thiopropyl-Sepharose 6B (v cene 357 §véd-
skych kortn za 10 g).

Postup pripravy tohto derivatu, vychéddza-
juci z pripravy oxiranového derivatu a pouzi-
viajiuici wadginu chemikalii z devizového dovo-
zu, hie je vhodné u celulézy pouzit (¢s. AO
€. 201 363). Lepsie moZnosti dava kyslo ka-
talyzovana éterifikécia celuldzy 1-chléro-2,3-
-epoxypropanom (epichlérhydrinom) za pouzi-
tia fluoroboritnych katalyzatorov. Su tu viak
urcité obmedzenia z hladiska moZnosti vybe-
ru celuldzy (P. Gemeiner, J. Zemek, Collect.
Czech. Chem. Commun., V 46 (1981)). Tento
nedostatok, pri zachovani dobrych konverzii,
odstratiuje pouZitie anorganickych kyselin
(HClO;, HCl) ako ,kyslych“ katalyzatorowv.
Velkym prinosom je tu hlavne moZnost po-
uZitia makro-
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— cel-OCH;CH(OH)CH,C1 (1))
poréznej perlovej celuldzy, ktord ma mespor-
né vyhody oproti tradiénym celulézovym ma-
teridlom (c¢s. AO 201 363; &s. AO ¢&. 206 346
a ¢s. AO ¢. 206 378).

V dal$om postupe je najvyhodnej$ou cesta
cez tiosulfdtové derivaty, v tomto pripade
reakciou chlérhydroxypropylceluldzy s tiosi-
ranom sodnym (¢s. AO ¢. 203 818) za vzniku
ttosulfatohydroxypropylcelulézy. O mieo
mensie konverzie déva priprava tiosulféto-
vého derivatu cez oxiran. Postup je vSak
energeticky menej naroény. Redukcia tiosul-
fatovydh derivatov tiolmi sa pougiva tak pri
priprave Thiopropyl-Sepharose 6B ako aj
merkaptodeoxyceluldzy.

Uvedené nevyhody odstrariuje predmetny
vynélez, ktorého podstata spotiva v tom, Ze
v prvom stupni sa katalyticky éterifikuje ce-
luléza o 5 az 15 %, vlhkosti epidhlérhyidrinom
pri ‘teplote 80° aZ 95°C po dobu 2 aZ 4 hod
pri mélovych pomeroch anhydroglukézové
jednotky celulézy: epichlérhydrin: kyselina
chlorista alebo kyselina chlorovodikova 1:3 aZ
5 : 0,03 az 0,04, nac¢o v druhom stupni sa reak-
ciou s tiosiranom sodnym alebo reakciou
s hydroxidom sodnym a s tiosiranom sodnym
prevedie na tiosulfatohydroxypropylceluldzu,
ktord sa v trefom stupni redukuje tiolmi vo
vodnydh tlmivych roztokoch,

Uvedeny spdsob kyslo katalyzovanej éteri-
fikdcie umoziiuje pouzitf tak traditné formy

celulozy (pragkova, vlidkmita @i mikrokry&ta-
lickd), ich siefované modifikacie ¢ makropo-
réznu perlovii celuldzu. Najreaktivnej§ou for-
mou je epichlérhydrinom siefovana prasko-
va celuldza (P. Gemeiner et al., Collect. Czech.
Chem. Commun. 45, 2847 (1980)). U mej sa
dosahuje pri najnizSej teplote (80 °C) najvyssi
stupeni substitticie (DS¢ = 0,67). Perlova ce-
luléza vyzaduje pred pouZitim wodstramenie
vody, najlepsie equilibraciou v aceténe a po-
tom éteri (J. Pedka et al., Cell. Chem. Technol.
21, 419 (1978)).

Vymena chléru za tiosulfatové skupiny vy-
zaduje teplotu 95° aZ 105°C po dobu 15 a#
60 hodin a to podla obsahu chléru. Pri postu-
pe ,,cez oxirdny“ staéi izbovi teplota a kralt-
Sie doby reakcii; v 1. stupni 1 hod., v 2, stup-
ni 6 az 16 hod. Ak je matricou napr. sie-
tovana celuléza, pri priamej vymene sa
zabuduje 8,74 9, siry, pri postupe ,,cez oxi-
ran“ 8,15 9/, siry. Z hladiska celkovej konver-
zie na merkapbohydroxypropylcelulézu st
vyhodnej§imi matricami perlova (29,3 9%,) a
pragkova (19,4 %) celuléza, u ktorych sa do-
sahuje aj vys8i obsah SH-skupin (0,43 resp.
0,33 mmdlov SH/g).

Redukcia tiosulfatovych derivatov tiolmi vo
vodnych tlmivych roztokoch je udinnejsia
v alkalickejSom prostredi (pH 9), tu je viak
potrebné pouzitf aj Uéinni ochrannu reagen-
ciu na tioly, napr. tri-n-butylfosfin. Pokial nie
su vysoké naroky na obsah SH-skupin v ko-
nefnom produkte, stali pracovat v pH 8 a
pouzif lacnejsi Chelaton 3 a kys. tioglyko-
lovid,

Vyhodou navrhovaného spdsobu pripravy
merkaptohydroxypropylcelulézy je, Ze umiod-
nuje vyrdbat preparaty z domécich lacnych
surovin pomerne jednoduchym tedhnologic-
kym postupom.

Priklad 1

K 9 g vysuSene]j celulézy sa pridalo 1,6 ml
vody a 17,6 ml epichlérhydrinu, 30 min sa
mieSalo pri izbovej teplote a pridalo sa po
Castiach 0,2 ml 609, kyseliny chloristej.
Suspenzia sa udrZiavala 3 hod. pri teplote
95°C za obGasného premiefania. Produkt
(8,6 g) sa premyl vodou a acetémom; obsa-
hoval 4,6 %, chléru. 5 g tejto chlérhydroxy-
propylceluldzy sa resuspendovialo v 15 ml 4,4
M tiosiranu sodného a udrZiavalo 15 hod pri
teplote 100 °C za oblasného premie¥ania, Po
premyti vodou a aceténom produkt (4,95 g)
obsahoval 4,05 %, siry. Tento sa resuspendo-
val v 27 ml 50 mM tetraboritanu sodného ob-
sahujuceho 1,15 %, v/v tributylfosfin, pridalo-
sa 3,7 ml 2-merkaptoetanclu a po upraveni
PH na 9 sa 30 min suspenzia mieSala pri iz-
bovej teplote a pH 9. Produkt (4,3 g) sa rych-
lo premyl 1 mM Chelatonom 3, vodou a ace-
ténom; obsahoval 2,39, siry a 0,33 mmélov
SH-skupin/g. |

Prikilad 2

Chlérhydroxypropyleeluléza (11,9 g; 10,6 9/,
chléru) sa pripravila postupom podla prikla-



du 1, s tym rozdielom, Ze sa pouzila siefovand
praskova celuldza stupeni sietovania = 10 na-
putiavaci objem 3,6 ml vody/g a teplota 80 °C.
5 g tohto medziproduktu sa suspendovalo
v 15 ml 20 M tiosiranu sodného a udrziavalo
40 hod pri teplote 100 °C za obcasného pre-
miefania. Po premyt{ vodou a aceténom pro-
dukt (5,25 g) obsahoval 8,74 Y, siry. Po jeho
resuspendovani v 51 ml 50 mM tetraboritanu
sodného obsahujtceho 1,2 v/v tributylfosfinu
sa pridalo 9 ml 2-merkaptoetanoclu a po upra-
weni pH na 9 sa suspenzia mie$ala 30 min pri
izbovej teplote a pH 9. Produkt (4,45 g) sa
premyl rychlo 1 mM Chelatonom, vodou a
aicetémom: obsahoval 5,8 % siry a 0,19 mmo-
lov SH-skupin/g.

Priklad 3

Chlorohydroxypropyl-siefovand celuléza (5
g) pripravend postupom podla prikladu 2 sa
mie$ala s 5 ml 0,485 M hydroxidom sodnym
1 hod pri izbovej teplote, premyla vodou, 50
ml 2,3 M tiosiranu sodného v 0,5 M fasfato-
vom pufri pH 6,3 a odsala. Po resuspendo-
vani v 2,3 ‘M tiosirane sodnom v 0,5 M fos-
fatovom pufri pH 6,3 (25 ml) sa mieSalo cez
noc (16 hod) pri izbovej teplote, premylo vo-
dou, aceténom a odsalo. Produkt (5,7 g) ob-
sahujiici 8,15 %, siry sa resuspendoval v 53
ml 50 mM tetraboritanu sodného obsahuju-
ceho 1,2 %, tributylfosfinu, pridalo sa 9,25 ml
2-merkaptoetanolu a po upraveni pH na 9
sa suspenzia mie$ala 30 min pri izbovej teplo-
te a pH 9. Produkt (4,45 g) sa rychlo premyl
1 mM Chelatonom 3, vodou a aceténiom: ob-
sahoval 5,07 %, siry a 0,16 mmolov SH-sku-
pin/g.

Priklad 4

Chlérhydroxypropyl-perlova celuléza (32,6
g, 6,0 %, chléru) sa pripravila postupom po-
dla prikladu 1, s tym rozdielom, Ze sa pouzilo
9,55 g vzduchosuchej perlovej celulézy, pred-
tym vysuSenej acetémom a éterom, pridalo
sa 1,06 ml vody a teplota bola 90°C. 14,5 g
odsatého medziprodukiu sa pomaly premylo

57 M tiosiranom sodnym (250 mil), odsalo
a resuspendovalo v 30 ml tohto istého roz-
toku tiosiranu. Suspenzia sa udrziavala 20
hod pri 100°C za obtasného premiesania,
produkt (13,7 g) sa premyl vodou a odsal;
obsahoval 7,89, siry. Po rychlom premyti
50 mM tetraboritanom sodnym (200 ml) sa
znovu odsal a resuspendoval v 50 mM tetra-
boritane obsahujticom 1,2 %, v/v tributylfos-
fin (38 ml), pridalo sa 7,5 ml 2-merkajptoeta-
nolu a po upraveni pH na 9 sa suspenzia 30
min mieSala pri izbovej teplote a pH 9. Pro-
dukt (11 g) sa premyl 1 mM Chelatonom 3 a
0,1 M kyiselinou octovou obsahujucou 1 mM
Chelaton 3, v ktorej sa aj skladoval pri 4 °C.
Produkt obgahoval 5,19, siry a 0,43 mmoélov
SH-skupin/g suchej vahy.

Priklad 5

Postup prace podla prikladu 2, s tym roz-
dielom, Ze sa ako katalyzator pridala komc.
kyselina chlérovodikova (0,4 ml) a éterifika-
cia epichlérhydrinom sa viedla 4 hod. Mer-
kaptohydroxypropyl-siefovana celuléza obsa-
hovala 2,32 %, siry a 0,075 mmolov SH-sku-
pin/g.

Priklad 6

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom,
ze pri redukeii tiosulfatohydroxypropyl-pras-
kovej celulézy sa pouzilo 4,2 ml 80 %, kyse-
liny tioglykolovej, 50 mM tetraboritan sodny
obsahoval 1 mM Chelaton 3 a pH sa udrZia-
valo na 8. Produkt obsahoval 2,49, siry a
0,25 mmdlov SH-skupin/g.

Vyndlez méa uplatnenie viade, kde je po-
trebné izolovat alebo ¢istit enzymy a iné biel-
koviny obsahujuce tiolové skupiny, izolovat
nizkomolekulové tiolové zltceniny, purifiko-
vat (syntetické) peptidy, syntetizovat adsor-
benty pre afinitnt chromatografiu, redukovat
disulfidické vizby v bielkovindch, reverzibil-

- ne imobilizovat enzymy prostrednictvom ich

cysteinovych zvyskov a to € uz v priemysel-
nej praxi alebo vo vyskume.

PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy merkaptohydroxypropyl-
celulézy vyznateny tym, Ze celuloza
o0 5 az 159, vlhkosti sa v prvom stupni ka-
talyticky éterifikuje epichlonhydrinom pri
teplote 80 az 95°C po dobu 2 az 4 hod pri
moélovych pomeroch anhydroglukézové jed-
notky celulézy : epichlérhydrin: kyselina chlo-

wista alebo kyselina chlérovodikovd 1:3 aZ
5:0,3 az 0,04, nato v druhom stupni sa reak-
ciou s tiosiranom sodnym alebo reakciou
s hydroxidom sodnym a s tiosiranom sodnym
prevedie na tiosulfatohydroxypropylcelulézu,
ktora sa v treftom stupni redukuje tiolmi vo
vodnych tlmivych roztokoch.
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