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Vynéalez sa tyka spOsobu pripravy imobi-
lizovanej endopolygalakturonazy. Podstata
vyndlezu spofivd v tom, Ze na nosi¢ tvoreny

polymérnou latkou,

naprikiad na bdze poly

2,6-dimetylienylénoxidu, polykondenzatu me-
laninu s formaldehydom, alebo polyetylén-
tereftaldtu adsorbuje glutaraldehyd a na ak-
tivovany nosi¢ sa pdsobi endopolygalaktu-

ronazou.
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- Vynélez sa tyka spOsobu pripravy imobili-
zovanej endopolygalakturonédzy [poly(e-1,4-
-D-galacturonid) glyconahydrolase, E. C. 3.-
2.1.15]. Tento enzym, ktory katalyzuje Stie-
penie vnidtornych glykozidickych vézieb D-
galakturonanovych retazcov v molekule
pektinu sa-v praxi uplatiiuje v potravindr-
skom priemysle, najmé v konzervarenstve a
vinarstve.

Endopolygalakturondzu imobilizovali do-
sial kovalentnym viazanim na nerozpustné
nosice na baze agardzy, celulézy a hydroxy-
alkyl metakrylatu po ich aktivdcii bromkya-
nom, alebo na gél kyseliny polyakrylovej
pomocou Karbodiimidu [F. van Houdenho-
ven, P. de Witt, J. Visser: Carbohyd. Res. 34
(1974) 233; W. Bock, M. Krause, H. Gobel,
H. Anger, H. ]. Schwaller, C. Flemming, A. Ga-
bert: Nahrung 22 (1979) 185; L. Rexov4-Ben-
kova, M. MracCkova, K. Babor: Collect. Czech.
Chem. Comtitun. 45 (1980) 163]. Daliim spo-
sobom imobilizdcie endopolygalakturondzy
je adsorpcia na polyetyléntereftaldt (L. Re-
xovéa-Benkovd, ]. Omelkovd, V. Kubdnek: A.
0. 211 694 [1981). Nevyhodou uvedenych po-
stupov pouZitych je operatna zloZitost akti-
vicie nosiéa, v niektorych pripadoch nesté-
lost zakotvenia enzymu na nosi¢i prejavu-
juca sa jeho postupnym uvoliiovanim do
roztoki a v pripade imobilizdcie adsorpciou
mozZnost adsorbovania aj niektorych inych
latok pritomnych v enzymovych prepardtoch
alebo spracovdvanych substrdtoch, &im sa
kapacita nosi¢a voc¢i enzymu alebo enzymové
aktivita zniZuja.

Uvedené nedostatky si odstrdnené u pri-
pravy imobilizovanej endopolygalakturondzy
podla vyndlezu, ktorého podstatou je, Ze sa
na nosi¢ tvoreny polymérnou latkou, napri-
klad na baze poly (2,6-dimetylfenylénoxidu),
polykondenzdtu melaninu s formaldehydom,
alebo polyetyléntereftaldtu adsorbuje pri tep-
lote 20 a# 25 °C glutaraldehyd z 1 aZ 15 %
vodného roztoku, aktivovany polymérny no-
si¢ sa oddeli od vodného roztoku filtraciou,
potom sa suspenduje v 0,1 mol 1! tlmivom
roztoku pH 5,0 aZ 6.0 a p6sobi sa nail endo-
polygalakturonédzou pri teplote 4 aZ 30 °C po
dobu 1 aZ 48 hodin a imobilizovand endo-
polygalakturondza sa nakoniec oddeli zo
suspenzie filtraciou. Dalej je v niektorych
pripadoch vyhodné, ak sa na polymérny no-
si¢ adsorbuje glutaraldehyd a na vznikld
kompoziciu sa viaZe enzym a zZnovu sa Zo-
sietuje glutaraldehydom.

Vyhodou navrhovaného spfsobu pripravy
imobilizovanej endopolygalakturonédzy oproti
doterajsim spdsobom je, Ze aktivdcia nosita
umoZiujica kovalentné viazanie enzymu je
pri predmetnom spdscbe jednoduchsia, Ze
zakotvenie enzymu na nositi je stdlejsie, o
umoZiiuje dlhodobé kontinudlne pouZivanie.
DalSou vyhodou preparatu pripraveného po-
dla tohoto spfsobu pripravy je, Ze nosi¢ ne-
adsorbuje substrat, ani vd¢Sinu jeho sprie-
vodnych latok. Imobilizdcia enzymu na po-
rézny polymérny sorbent podla vyndlezu
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prebieha kombindciou prostej sorpcie a ko-
valentnej vézby. Aktivita pripraveného za-
kotveného enzymu nie je natolko negativne
ovliviiovdna difdznou bariérou alebo dal$imi
negativnymi vlivmi, ktoré sa prejavujd pri
pouZiti inych imobilizacnych spdsobov.

Pre praktickd aplikdciu imobilizovanych
enzymov podla vyndlezu je rozhodujice i to,
7e sa pouZivaji vhodné a lacné nosice, resp.
sorbenty a jednoduchy spdsob imobiliz4cie.
Polymerné sorbenty, resp. nosi¢e pre imobi-
lizdciu enzymu podla vyndlezu sa vyrdbaji
postupmi, Ktoré spodivaji v tom, Ze sa poly-
mér rozpusti v roztavenom rozpistadle a po
ochladeni na Kkrystalickd hmotu, ktord sa
podrobi dalSiemu mechanickému zpracova-
vaniu sa tavné rozpustadlo dokonale vyex-
trahuje z polymérnej Strukttry extrakénym
ginidlom, ktoré rozpusta tavné rozpustadlo
a neatakuje polymér. Ziska sa polymér ob-
vykle v praskovej forme s mikroporéznou
Struktarou a vysokym mernym povrchom.
Sorbent na baze poly(2,6-dimetyl)fenyloxidu
sa pripravuje za pouZitia kaprolaktamu ako
rozpustadla polyfenylenoxidu pri teplote
145 °C a extrakén# ¢inidla vody. Sorbent ma
pravidelnt mikroporézna Struktiru a tzku
distribtciu porov so Specifickym povrchom
okolo 700 m%/g a bod topenia 252 °C.

Melaninformaldehydovy sorbent sa pripra-
vuje polykondenzdciou melaninu s formalde-
hydom za pritomnosti anorganickych soli,
ktoré sa zabuduji do polykondenzacného
gélu a po jeho vytvrdeni sa tdto sol vyex-
trahuje obvykle vodou. Tento sorbent mé
velkost zrna od 0,1 do 0,5 mm a merny po-
vrch 200 m?/g. Sorbent na baze polyetylén-
tereftalatu sa pripravuje prezrdZenim bezvo-
.dého polyetyléntereftaldtu z taveniny nie-
kterych cyklickych monomérov, ktoré neroz-
pastajd vychodzi polymér. Tento sorbent mé
objem pérov 2 az 3 cm?/g a Specificky povrch
50 aZ 120 m?/g polyméru. '

V daldom je vyndlez bliZSie objasneny na
prikladoch, ktoré v3ak rozsah vyndalezu ne-
obmedzuja.

Priklad 1

1 g polyfenylénoxidového nosita o mernom
povrchu 560 m? per g sa postupne premyje
50 ml 72-%ného etylalkoholu a 3-krédt 50 ml
vody a suspenduje sa v 150 ml 5-%ného glu-
taraldehydu. Po 30 minutdch mie$ania pri
20 °C sa suspenzia oddeli filtraciou cez fritu.
Aktivovany nosi¢ sa suspenduje v 200 ml
0,1 mol 11 octanového pufru pH 5,2 a k sus-
penzii sa pridd 10 mg endopolygalakturona-
zy rozpustenej v 1 ml pufru. Po 4 hodindch
mieSania pri laboratornej teplote sa imobili-
zovany systém oddeli filtrdciou cez fritu.

Priklad 2

1 g nosita na bdze polykondenzatu mela-
minu s formaldehydom o mernom povrchu
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165 m?/g a strednom priemere pérov 11 nm
sa suspenduje v 50 ml vody a k suspenzii sa
pridd 150 ml 5-%ného roztoku glutaraldehy-
du a zmes sa mieSa 2 hodiny pri 25 °C. Akti-
vovany nosi¢ sa odfiltruje a znovu sa sus-
penduje v 200 ml 0,1 mol 1~! octanového
pufru pH 6,0. K suspenzii sa potom prida
10 mg endopolygalakturondzy rozpustenej
v 1 ml roztoku pufru. Po 2 hodinach mieSa-
nia sa suspenzia odfiltruje a ziska sa imobi-
lizovany enzym.

Priklad 3

1 g polyetyléntereftaldtového nosita o
mernom povrchu 120 m?/g sa premyje 50 ml
vody a suspenduje sa v 150 ml 15 % glu-
taraldehydu. Po 15 miniitach mieSania pri 25
stupriov Celsia sa suspenzia oddeli filtrdciou
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cez Iritu. Aktivovany nosi¢ sa suspenduje
v 200 m! 0,1 mol 1! octanového pufru pH
6,0 a k suspenzii sa pridd 10 mg endopoly-
galakturondzy rozpustenej v 1 ml pufru. Po
2 hodindch mieSania pri laboratornej teplote
sa imobilizovany enzym oddeli filtrdciou cez
fritu.

Aktivita imobilizovanej endopolygalaktu-
rondzy pripravenej podla navrhovaného spo-
sobu pripravy tvori 15 aZ 40 % aktivity roz-
pusteného enzymu pouZitého k imobilizdcii.
Imobilizovand endopolygalakturondza pripra-
vend podla navrhovaného spdsobu pripravy
sa vyznaduje vysokou stdlostou zakotvenia
na nosiéi a vysokou operacnou stabilitou pre-
javujticou sa nemeniacou sa aktivitou v prie-
behu niekolkomesa¢ného ststavného pouii-
vania.

PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy imobilizovanej endopoly-
galakturondzy, vyznaleny tym, Ze sa na no-
si¢ tvoreny polymérnou latkou, napriklad na
béze poly(2,6-dimetylfenylénoxidu), polykon-
denzatu melaminu s formaldehydom, alebo
polyetyléntereftaldtu, ktord ma poréznu
$truktdru so S3$pecifickym povrchom 1 aZ
700 m?%g najskér sorbuje pri teplote 20 aZ

25 °C glutaraldehyd z 1 aZ 15-%ného vod-
ného roztoku, aktivovany polymérny nosi¢
sa oddeli od vodného roztoku filtraciou, po-
tom sa suspenduje v tlmivom roztoku pH 5,0
aZ 6,0 a pdsobi sa nail endopolygalakturona-
zou pri teplote 4 aZ 30 °C po dobu 1 aZ 48 ho-
din a imobilizovand endopolygalakturonéaza
sa potom oddeli zo suspenzie filtrdciou.
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