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{54) Trojsodné sol 6-[2-sulfo-4-(4-amino-3- -sulfo-1-antrachinén-amino)l-
anilino-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5-triazin-2- yl hydroxyetylskrobu a spdsob
jeho pripravy

1

Vynélez sa tyka trojsodnej soli 6- [2 sulfo-4-(4-amino~3~sulfo- 1-antrach1non-amin0)]—
anilino-4-(x-sulfoanilino)}-1,3,5-triazin-2-yl-hydroxyetylskrobu a spdsobu jeho pripravyL

Trojsodnd sol 6—[2—sulfof4—(4—amino-3-sulfoj1—antrachinén—amino)]anilino-4-(x-su1fo-
anilino)-1,3,5-triazin-2-yl-dextrdnu je vodorozpustnd ldtke a sliZila v afinitnej chromato-
grafii ako prostriedok na 3tidium afinity enzymov a proteinov v8bec k antrachinén-triagi—
novym farbivém, ktoré si jeunym z typov generdlnych afinentov (E. Stellwagen: Accounts
Chem. Res. 10, 92 /1977/). Chromolytické dextrény o priemernej molekulove] hmotnosti 5.103
a% 2.10° sa vyznaovali vyraznou afinitou k enzymom, ktord je zévisléd nielen od typu chro-
moféru, ale aj od molekulovej hmotnosti polysacharidu. Zo skisanjch antrachindn-triazino-
vych farbiv najvadiiu u¥innost vykazovala trojsodnd sol 2-ch16r—6—[2—su1fo-4—(4—amino-3-
-sulfo-1-antrachindn-amino) Janilino~4-(x-sulfoanilino)~-1,3,5~triazinu (P. Gemeiner,

D. MisloviZové, J. Zemek, L. Kuniak: Collect. Czech. Chem. Commun. 46, 419 /1981/). Vplyv
charakteru polysacharidu na afinitu jeho chromolytického derivétu ku enzymom a albuminu
bol zatial dokdzany z rozpustnych polysachariaov iba u dextrédnu, rozpustného ¥krobu a gly-
kogénu a z nerozpustnych polysacharidov u sietovanych dextrdnov, sietovane] agardzy a celu-
16zy (S. Angal, P. D. G. Dean: Biochem. J. 167, 301 /1977/).

Hydroxyetyl3krob je dal3f typ vodorozpustrého polysacharidu vhodného na tieto uZely.
Je to vetveny alfa-glukén (99 % amylopektin) vo forme jeho hydroxyetylderivdtu so stupniom
substitdcie 0,63 a% 0,67. Frakciondciou tohto vodorozpustného polysacharidu sa ziskali
frakecie hydroxyetylikrobu s priemernou molekulovou hmotnostou v rozmedzi 5.104 af 2.106.
Pri vypracovani podmienok reskcie hydroxyetyl¥krobu s trojsodnou solou 2-ch16r-6—[2-su1fo-
-4-(4-amino-3-~sulfo-1-antrachindn-amino) ] anilino-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5-triazinom sa
vychddzalo z podmienck farbenia dextrénov (P. Gemeiner a kol.: Collect. Czech. Chem. Com~
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mun., 46, 419 /1981/). Aby sa dosishol jednotny stupen substitdcie dextrdnov s trojsodnou
soTou 2-ch1dr-6-[2-sulfo-4-(4-emino-3-sulfo-1-antrachinén-amino)] anilino-4-(x-sulfoanili-
no)-1,3,5-triazfnu (65 umél/g), pou¥ivali se hmotnostné pomery trojsodnd sol 2-chldr-6-

- 2-gulfo-4-(4~amino-3-sulfo-1-antrachindn-emino) anilino-4-(x-sulfoenilino)-1,3,5~-triaz{-
nu : dextrdn : uhliditén sodny = 0,5:1:2 s tym, %e reakecia prebiehala po dobu 2 h pri tep=~
lote 80 O¢, Za tgehto podmienck sa viazalo len 10 % trojsodnej soli 2-chlér-6- 2-sulfo-4~
«(4-gmino-3-sulfo-1-antrachinén-smino) anilino-4-(x-sulfoeniline)-1,3,5-triazinu, ¥o Je
ekonomicky ndkladné.

Uvedend nevyhodu odstrafiuje v podstatnej miere tento vyndlez. Podstatou vyndlezu je
trojsodnd sol 6-[2-sulfo-4-(4-amino~3-sulfo-1-antrachinén-amino)]| enilino-4-(x-sulfosnili-
no)-1,3,5-triazin-2-yl-hydroxyetyl8krobu, kde x je poloha substituenta 2 alebo 4 vzorea I

SO3Na

(1)

kde R predstavuje hydroxyetylskrob so stupnom substiticie 0,63 a% 0,67 a o priemernej mo~
lekulovej hmotnosti 5.104 a¥ 2.106. Balej podstatou vyndlezu je spdsob pripravy tfchto de-
rivdtov, ktory sa vyznaduje tym, Ze Jednotlivé frakcie hydroxyetylSkrobu sa po dobu 30 min
aktivujd vodnym roztokom trojsodnej soli 2—ch16r-6~[2—3u1f0-4-(4—amino-3-su1fo-1-antrachi-
ndn-emino)| enilino-4-(x-sulfoenilino)-1,3,5-triaz{nu vzorca II pri teplote 60 % a po
pridani chloridu sodného a uhliitenu sodného reaguji s trojsodnou solou 2—ch15r-6-[2-:ulfo—
-4-(4-amino-3-sulfo-1-entrachinén~amino)] anilino-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5-triazinu po dobu
2 h pri teplote 70 °C pri hmotnostnych pomeroch trojsodnd sol 2-chlér~6- [2-sulfo-4-(4-amino-
~3-sulfo-1-antrachindn-smino)] enilino-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5-triazfnu : hydroxyetyl-
gkrob : uhli¥itan sodny = 0,18 a¥ 0,25:1:0,2 v prostredf 3,5 % vodného roztoku chloridu
sodného.

0 NH,
SO3Ne SO4Na
C] O NHO (11)
N—< ’
(o] NH NH N
N=
SO3Na cl

Vy¥hodou navrhovaného sp8sobu pripravy oproti doterajSiemu spbsobu pripravy chromoly-
tickgeh dextrdnov je, e pri 2 a% Sndsobne ni%¥ej spotrebe trojsodnej soli 2-ch16r-6—[2—
—sulfo-4-(4-amino-3-su1fo—1—antrachinén-amino)] anilino~-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5~-triezinu,
10ndsobne ni¥3ej spotrebe uhliZitanu sodného a pri zniZenf{ teploty o 10 9C sa dosahuje
rovnaky stupen substitucie sko pri farbeni dextrénov a ze uvedeny postup je jednoduchy a
nendro¥ny na pou¥ité chemikdlie a pristroje. '



Priklad 1

25 mg hydroxyetylZkrobu (HES) o priemernej molekulovej hmotnosti 53 500 a 4,9 mg troj-
sodnej soli 2—ch16r—6-[2-su1fo—4-(4-amino—3-sulfo—]«entrachinén—aminoﬂ anilino-4-{x-gulfo-
anilino)~1,3,5~triazinu (Cibacron Blue 3G-A dalej Blue) sa rozpusti v 1,25 ml destilovane]
vody pri teplote 60 OC a miesa sa po dobu 30 min. Potom sa pridé 43,75 wmg chloridu sodnsgho
a zmes sa zohreje na teplotu 70 %¢. Po pridan{ 5 mg uhliditanu sodného sa reak&nd zmes
miela edte po dobu 2 h. Potom sa reakdné zmes ochladf, zneutralizuje zriedenou kyselinou
chlorovodfkovou na pH 7 a pregist{ na kolone naplnenej dextrdnom sietovanym epichlorhydri-
nom (Sephadex G-25 fine). Objem néplne kolony je 100 ml, vy¥ka 21,5 cu a priemer 2,5 cm.
Eluuje sa destilovanou vodou, pri prietoku eludtu kolonou 30 aZ 35 ml/h.

Prvd modrd frakcia obsahujica vodny roztok trojsodnej soli 6—[?-sulfo-4~(4~amino—3—
-sulfo—l-antrachinén‘aminoﬂ anilino~-4-(x-sulfoaniline)~-1,3,5-triaz{n-2-yl-hydroxyetyl-
gkrobu (Cibacron Blue-HES, dalej Biue-HES) sa odpari na rotad¥nej vdkuovej odperke do sucha
pri tlaku 5 kPa; po pridanf a znovu odparen{ etanolu a potom aceténu sa zfska suchy Blue-
-HES (23,1 mg) s obsahom 65,4 umolu Blue/g.

Priklaead 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, %e sa pou¥ije hydroxyetylZkrob o priemernej
molekulove] hmotnosti 127 000 a 4,63 mg Cibacron Blue 3G-A. Z{ska sa Blue-HES (22,5 mg)
o obsahu 65,4 umol Blue/g.

Prikxlad 3

Posgtup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze sa pouZije hydroxyetylskrob o priemernej
molekulove] hmotnosti 402 000 a 6,23 mg Blue. Suchy Blue-HES (22,2 mg) obsahuje 68,7 umol
Blue/g.

Priklad 4

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze sa pou#il hydroxyetyldkrob o priemerne}
molekulovej hmotnosti 1 920 000 a 6,23 mg Blue. Suchy Blue-HES (21,7 mg) obsahuje 72,08
umdl Blue/g.

Vynédlez md pouzitie v enzymovom inZinierstve a v biochémii; a to pri izoldeii a purifi-
kdcii enzymov alebo ako substrédty a inhibfitory enzymami katalyzovanych reakeif.

PREDMET VYNALEZU

1. Trojsodnd sol 6-[2-sulfo«4~(4~amino-3—sulfo—1—antrachin5n~aminoﬂ anilino-4-(x-sulfo~
anilino)-1,3,5-triazin-2-yl-hydroxyetyl&krobu, kde x je poloha substituenta 2 alebo 4

vzorca I
(o] NH,
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kde R predstavuje hydroxyetylZkrob so stupnom substiticie 0,63 a% 0,67 a priemernou mole~
kulovou hmotnostou 5.104 aj 2.106.

2. Spbsob pripravy podla bodu 1 vyzna¥ujici sa tym, Ze frakcionovany vodorozpustny
hydroxyetyldkrob sa po dobu 30 min ektivuje vodnym roztokom trojsodned soli 2—ch16r-6-[2-
—su1f0-4-(4-am1no-3—sulfo-1-antrachinén-amino)] anilino-4-(x-sulfoanilino)-1,3,5~-triazinu
vzorca II

0 NH,
soo
L
I
N_< (11)
NH n—{ N
-
803N8 Cl -

pri teplote 60 °c a po pridenf chloridu sodného a uhliditenu sodného reaguje s trojsodnou
solou 2-ch16r—6—[2-3u1fo-4-(4-amino-3-su1fo-l-antrachinén-aminoﬂ anilino-4-(x-sulfo-
anilino)-1,3,5-triazfinu po dobu 2 h pri teplote 70 °c pri hmotnostnych pomeroch trojsodnd
sol 2-ch16r—6-[2—su1fo-4~(4-amino—3—sulfo-l-antrachinén-aminoﬂ ‘anilino-4-(x-sulfoanilino)-
-1,3,5-triazfnu : hydroxyetylikrob : uhli¥itan sodny = 0,18 a% 0,25:1:0,2 v prostredf 3,5 %
vodného chloridu sodného.
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