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(54) Spbsob pripravy para-aminobenzylcelulézy

1
Vynélez sa tyka sp&sobu pripravy b-eminobenzylcélulééy vhodnej pre imobilizédciu enzy~

mov a pre afinitnd chromatografiu enzymov.

Polysacharidy, obsahujice primdrne aromatické amlnoskupxny, sd uZ dlh3{ &as vyhladd-
vanyml materzélml (nosidmi) vo vietkych oblestiach enzymového inZinierstva. Pritom sa
8 uspechom pou¥fvaji polysacharidy na béze agarozy {napr. Sepharose) &i dextrénu {napr.
Sephadex), ktoré doddvejui zehranidné firm&. fostupy vypracované pre pripravu primédrnych
aromatickfch eminoderivdtov uvedenfch polysachéridov, vyufivajice ektivédciu polysachearidov
brc;mkyénom ¢i reakciu s 2-hydroxy-3-(p-nitrofenoxy) propyléterom nedévaj\i'u celulozy uspo-
kojivé vysledky (H. Axén, S. Ernback, Eur. J. Biochenm. 18/1971v’351, S. A. Barker, P, J.
Somers, R. Epton, Carbohydr. Res. 8/1968/491). Na druhej strane postupy uZ ddvne j3ie vypra-
cované pre pripravu p-amlnobenzylcelulozy (PAB) 2za pouiltla p-nltrobenzylchlorldu (PNBC )
pre éterifikdeiu celulozy v 1. stupni sd u% pre dne¥né pozladavky nevyhovuJﬁce. PouZivaju
sa pri nich toti% zna¥ne extrémne podmienky (3 hodinovéd reakcia v 40 % NaCH pri 95 °c),
pri%om produkt neobsshuje viac ne¥ 0,3 % dusika (napr. D. H. Campbell, E. Luescher, L. S.
Lerman, Proc. Natl. Aced. Sci. USA_37/1951/575). Tomu zodpovedé i v sd¥asnosti. jedind ko-
mer&ne dostupné PAB celuloza-Servacel PAB 23, dod4vand firmou Serva Feinbiochemica, Heidel-

berg, NSR v cene 18,90 DM za 10 g. ‘ .

Nade  v¥sledky vyskumu v tejto oblasti ukézaii, Ze pouZitie sieeovanej-préékovej, mik=-
rokrydtalickej &i vléknitej celulozy ako vjchodiskového materidlu pre éterifikéciu s PNBC
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umofnuje zésadne zmiernit reekdné podmienky pri podstatne vyééich stupfioch subatitdcie.

Teké vysoké stupne substitdcie nie je moZné dosishnut ani.pri pouZiti réznych druhov ne-
sietovenych celuldz v rozmedz{ priemernych polymera¥nych stupfiov PPS od 150 do 1350 pri
inaek optimdlnych podmienkech, Vzhledom ku charakteru bouzitych sietovanych ce1u16z Jje po-
trebné viest redukciu PNB celulozy ditioni¥itenom sodnym vo vodngch roztokoch NaOH.

Podstata vyndlezu spolfiva v tom, Ze celuldze sa v prvoﬁ etupni aktivuje s 20 32'25-%
hydréxidom sodnym pri izbovej teplote a sietuje é 15 a% 75 % epichlorhydrinu na vdhu celu-
1ozy pri teplote 20 a% 50 °c, po dobu 1 a% 3 hod.; pri hydromodule 10, na %o sa v druhom
stupni nechd zosietend celuloza reagovat s PNEC v 1,075 a% 3,2 ndsobnom véhovom mnoZstve
na suchd véhu celhlozy v 11 a% 12 % NaOH, pri hydromodule 1C, pri teplote 45 a% 75 °C, po
dobu 3 hodiny, za stéleho. mieéania, nato sa reakins zmes vyleje do 25 nédscbného objemu vo-
dy, premyae sa na flltrl vodou, '50 % etanolom & acetonom do bezfarebnej reakcie filtrdtu,
aby sa potom extrahovala v Soxhletovea extrak®nej aparatire acetonom 4 af 6 dnf do bezfa-
rebnej reekcie acetpnu, a.v treﬁom stupni sa neché.yysuéené PNB celuloza reagovat s ditio-
ni%itenom sodnym, 4-nésobn§ﬁ méldvim prebytkoﬁ_vzhladom k obsahu dusika v PNB celuloze,

v 1,45 M NaOH, po dobu 1 hod. pfi teplote 65 °C, za stéleho mieSania, nafo sa ochladf a preQ
mfve na filtri vodou, 0,1 M HC1, vodou, 50 4 etenolom, acetonom do bezfarebnej reakcie

f11trétu a neché sa vysudit pri 40 °.

Nejvyhodne j8ia z celuloz je préékové u ktorej sa dosahuJe naavyééi stupen substltﬁ-
cie. 2 nej prlpravené PAB celuloza mé dobré hydrodynamické vlestnosti pre précu 8 kolonami,

ako aj pre “"batch" ueporiadanla.

Sietovenie s epichlérhydrinom jé volené tak, aby napﬁéacf,objem zosietovene celuldzy
‘sa pohyboval v medziach 3,4-5,5 ml/g, %o Jje zérukou vysokého stupna konverzie pri miernych
reak¥nfch podmienkach. Pri vy3sich stupnoch zosxefovanla,ako ad pri vyssich napdéacich ob- ..
Jjemoch zoszefovanea celulozy klesd stupen substxtdcxe. Optlmélna.doba sietovenia je za re- .
ak¥ngch podmienok predmetu vynélezu 1 hodxna pri teplote 20 % a potom 45 mindt pri teplo—
te 50 °C. Zosietené celuloza 8a nechd aktzvovaf vas % NaOH, 1l hod1nu, pri teplote 4 °c,
k suspenzii sa pridd PNEC a voda, aby ‘88 dosishla 11 a% 12°% koncentrécza NaCH a potom sa
za¥ne zvySovat teplota. Reak¥nd zmea Je potrebné ddékladne mieéar, pretoZe PNBC Je slabo

rozpustnj ‘vo vode.

Po ukonfen{ reakcie sa premfvenim verkym mho%stvom vody 8o slabo alkalickou reakciou
odstréni p-nitrobenzylalkohol ako vedIaJéi produkt reakcie. Premjvanie PNB celulozy je naj-
pomaldf technologicky stupen pripravy, nakolko volny nezreagoveny PNBC sa mus{ kventita-

t{vne z medziproduktu vymyﬂ a% je flltrét dplne éiry. Premyvenie medziproduktu Jje nutné
ukon¥&it extrakeiou horﬂclm acetonom, pretoZe za 1aboratornea teploty -nie je moZné dosishnut

uspoko jivé premytie. Premfvanie koneéného produktu uZ nie Je natolko nirodné na %as.

~PAB celuldzs s obsahom dusfika 0,15 aZ 1,85 % Je vhodnym'noaiﬁqm pre imqbillzéciu en-
zymOV;tradiénymi postupmi vyuZivajicimi diazota¥né a;kopulaéné reakcie primérnych eroma-
tickfeh aminoskupin sko aj tvorbu izotiokyandtov pb ich reakecii & tiofosgénom. bo premene
ne izotiokyandtové derivdty mdZe ?yﬂ PAB celuloza vhodnym materidlom na izoldciu tiolov
(P. Gemeinér, J. Augustin, L, Drobnice, Carbohydr. Res. 53/1977/217) ako aj na izoldciu
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a purifikdciu tiolovych enzymov (P. Gemelner, L. Drobnica, K. Pol4kov4, Journal of Solid-

Phase Biochemistry 3/1978/289). : s
Vyhodou navrhovaného sp8sobu prfpravy PAB celulézy Je, Ze:

- u?oiﬁuje pripravu PAB celulozy v miernych reak&njch podmienkach, ktoré nekladd teké né-

roky na prevddzkovi preax,

v

fazmieiﬁuje reak&né podmienky pri 1. stupni reakcie z hlediske zniZenia teploty z 95° na
; 45 °C a koncentrdcie pouZitého NaOH zo 40 % na 11,5 %, %o mbZe znamenat vyznamny ekono-~

f_mlcky faktGF o '

= taky vysoky obsah dusika nemoZno dosiahndﬁ gri.optimélnych podmienkaech ani u nesietova-

nych celuloz s priemernym polymeraényﬁ.stupﬁom v rozmedz{ 0d 150 do 1350,

F'prlpravu PAB celulozy Jje moZné v mlernych reakénych podmienkach viest tek, aby pri z{ska-

ni produktu 8 vyhovuad01m1 vlustnostemi sa d091ahla Uspora PNEC, R

- stupen substitucie PAB celulozy Je moznéiregulovaf stuphom zosietovania celuldzy pri za-

chovenf miernyéh reakénjch podmienok,

- navrhovany postup umoﬁﬁujg‘pripraVu PAB derivédtov pqusaéharidov dostupngch z domdcich

zdro jov.

'Priklad 1l

20 g préékovea celulozy sa m1e§a v roztoku 100 ml: acetonu, 80 ml.vody, 16,25 ml 25 %
NaOH pri laboratorneJ teplote. Potom sa roztok odfiltruje cez skleny filter a dobre odsat4
celuloza se nechd na vzduchu tak dlho, pokial sa neodpari acetdn. Acetonu zbavené celuloza
sa d4 do reakénea banky, prldé sa 9,5 ml eplchlorhydrinu a miesa sa 1 hodlnu pri teplote
20 °c. Potom sa teplota zvysi na 50 C a nechd sa prl teato teplote 45 min. Celuloza sa
'potom premyje a vysusi organlckym ro;pﬂétadlom. K 20 g tsekejto celulozy sa pridd 92 ml
25 % NaQH a suspenzié sa mie3a l’hodiﬁu pri tepiote 4 °C. Prid4 sa 64 g PNEC a 108 ml vo-
dy. Reakéné zmes za stdleho mleéanla se zehreje na 60 °C -a takto udrZieve 3 hodiny. Po
skonéeni sa vyleje reak&nd zmes do 51 vody a po dbékladnom premleéani 8sa preflltruqe cez
' skleny filter, ne ktorom sa dalej premyva vodou a 50 % etanolom dovtedy, a% filtr4t nie Je
1ba slabo#lto sfarbeny a nakonlec acetonom pokial nle Je filtrst bezfarebny. Premyvac{ po-
stup vodou, 50 % etanolom a acetonom sa 'znovu zopakuje, tentokrét po ka¥dom premyvani mus{i.
. byt £iltrét bezfarebpy. Su:ovy produkt sa odgage, prenesie do extraknej patrony a,ex@rahu-
‘Qe v Soxhletovej aparatire (1606 ml) esi 500 ml acetonu dovtedy, kjm\acet6n skondenzoveany
had patréﬁqu nie je bezfarebny. Acetén.sa d6kledne odsaje a produkt vysusi ne vzduchu ale-
bo v sudiarni pri 40 90;'20 g FPNB celulézy 8a nechd napulat v 100 ml vody a 40 ml 5 M NaOH,
pridd sa 17 g:ditioniéifanu aodnéhd a suspenzie sa za stdleho mieZania zahreje na 65 °C
a takto udriave 1 hodinu. Po oéhlgdeni'aa produkt premyva vodou, 0,1 M‘HC{ a znovu vodou,
dokiar'filtrét'nie Je iﬁa slaboZlto sfhrbenyt‘v premyvani sa pokraduje 50 % etanolom & ne-
koniec acetonom dovtedy, kym filtrét nie je_begfaéebny. Premytie vodou, 0,1 ¥ HC1l, vodou,
- 50.% etenolom a acetonom sa iopakuje, tentokrdt po kaZdom premyt{ musf byt filtrédt bezfa-
rebny. Aceton sa dbkladne oasaje a produkt sa vysu3i na vzduchu alebo v suSiarni pri 40 °c.

Suchy produkt vykazuje 1,22 % dusika.
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Priklad 2

5
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l

Postup podla prikledu 1 s tym rozdielom, Ze "teplotu reakcie eiefovaneg celulozy s PNBC:
zni%ime na 45 °C, pri redukc1i PNB celulozy pridéme ll 9 g dxtioniéitanu sodného a dalej po-
kraéuaeme ako v priklade 1.

Suchy produkt mé’ 0,36 % dusika,
Priklad 3 oo v
Postup podla prikladu 1l s tym rozdielom, Ze teplotu'réakéié sietovanéj celulézy

8 PNEC zvy8ime na 75 °C, pri redukcii PNB celulozy priddme 24 0 & dltxoniéztann sodného
a dalej pokradujeme ako v priklade 1.

Suchy produkt mé 1,84 % duaika.

_Prikled 4
Postup podia prikledu 1 s tym rozdielom, %e mnotstvo PNEC znf%ime na 21,5 g, priAre-
dukecii PNB celulozy pfidéme 7,9 & ditioni¥itann sodného, & dalej pokrafujeme ako v pri-

-klade 1.

Suchy produkt mé'0,4?5 % dusfka.
Prikléa 5
A Postup podIa prikladu 4 8. tym rozdxelom, %e “pri sietoveni celulozy przdéme 2,4 ml
epichlorhydrinu, pri redukeii- PNB celulozy 1,5 8 ditionxéitanq sodného, a dalej pokraéu-
Jjeme ako v priklade’ 4. o : : » R ,
~ Suchy produkt mé 0,15 % dusike. '

Prikled 6

Postup podle prikladu 4 8 tym rozdielom, Ze pri sietovani celulozy pridédme 4, 75 ml
eplchlorhydrinu, pri redukcii PNB celulozy 6, 75 g dltionxéitanu sodného, a dalej pokradu-
jeme eko v priklade 4. ’

- Suchy produkt mé 0,21 % éusiké.

Prikled 7

Postup podIa prikladu 4 8 tym rozdxelom, fe pri azeeovant celulozy pouzlaeme 24,4 ml
25 % NaOH, prldéme 13 ml eplchorhydrinu, pri redukcii PNB celulozy 6,85 g d1tion161tanu
sodného, & Jelej pokratujeme ako . v priklade 4.

Suchy produkt mé 0 1% duaika.

Vyndlez md uplatnenie viade, kde Je yyhodne 1mobilizovaf enzymy prostrednictvom ich
tyrozinovych, imidazolovych, lyzinovych 8i N-termindlnych zvyskov a kde je potrebné izo-
lovat ¥i &istit enzymy a iné bielkovxny obsahu jice tlolové skupiny, a to giuk v priemy-

selnej praxi alebo'vo vyakume., _ Co
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.Spésob pripravy p-aminobenzylcelulozy vhodnej na imobilizdciu enzymov &i afinitnd chro-
?atogfafiu tiolovjch enzymov, vyznalujici sa tym, Ze celuloza sa v prvom stupni zosietuje
;a pouzitia 15 a% 75 % epichldrhydrinu na véhu suchej celulézy, po dbbu 1 e% 3 hodiny,
pr1 teplote 20 °c az 50 °C, za stdleho mleéanxa, pri hydromodule 10, v druhom stupn1 sa
neché z031etené celuloza reagovat s p-nltrobenzylchlorldom v mnozstve 1,075 a% 3 2 nésob-

" pom n& suchud véhu celulozy v 11 aZ 12 % hydroxide scdnom pri hydromodule 10, pri teplote

45 %¢ az 75 °c, po dobu 3 hodiny, nalo sa reakinéd zmes vyleje do ls-nésobného_obJemu vody,’
prefiltruje, premfva vodou, 50 % etanslbm, aéet6nom a extrahuje acetonom v Soxhletovej apa-
ratire do bezfargbnej reakcie filtrdtu, v tretom stupni sa nechd p~nitrobenzylceluloza
reagovat s ditioniditenom sodnym v 4-ﬁgsobnom mélovom prebytku na obsah dus{ka v p-nitro-
beﬂéylceluléze, v 1,45 M hydroxide sddnom, pri teplote 65 QC, po dobu 1 hodiny, & nskoniec
sa premyva na filtri vodou, 0,1 M kyselinou chlorovodikovou, vodou, 50 % etanolom a aceto-

nom do bezfarebnej reakeie filtrétu.
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