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Utelom uvedeného vyndlezu je spdsob sta-
bilizdcie enzymu galaktézaoxiddza (D-galak-
toza: oxygen oxidoreduktdza, EC 1.1.3.9). U-
vedeného udelu sa dosiahne tak, Ze enzym ga-
laktozaoxiddza v roztoku fosfatového alebo
tris(hydroxymetyl Jmetylaméniumchlorido-
vého tustojného roztoku o pH 6,5 aZ 8,0 o
koncentracii 0,01 aZ 0,05 mol.dm~3 sa na-
nesie na gél, pripraveny zo sietovaného al-
fa galaktanu, ako karagenanu alebo guara-
nu a ziskany gél s enzymom sa vysuSi. Spo-
sob stabilizdcie enzymu galaktézaoxiddza ma
vyuZitie v klinickej biochémii pri priprave
diagnostiku urfenych k monitorovaniu meta-
bolickych portch (galaktésémia, galaktost-
ria) v potravindrskej a veterindrnej analyti-
ke a vo vyskume.
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Vyndlez sa tyka spoOsobu stabilizdcie en-
zymu galaktbzaoxiddza (D-galakt6za: oxygen-
oxidoreduktaza, EC 1.1.3.9].

‘Galaktozooxiddza je enzym zo skupiny me-
taloproteinov s atdmom medi v prostefickej
skupine, ktory katalyzuje oxiddciu primAr-
nej hydroxylovej skupiny na uhliku D-ga-
laktézy v polohe 6 za vziniku aldehydickej
funkcie. Tato oxidédcia prebieha nie len v
molekule volnej D-galaktozy, ale aj v anhyd-
rogalaktozylovych jednotkdch s touto vol-
nou hydroxylovou skupinou v oligo- a biopo-
lyméroch.

Jednym z obecne vyuZivanych pastupov
stabilizacie enzymovych aktivit je pridavok
reakéného substratu k roztoku enzymu, zvy-
Senie hydrofibnosti prostredia pridavkom
organického rozpaS/adia alebo pridavkom
niektorych mono- alebo disacharidov k roz-
toku enzymu [N. Citri: Adv. Enzymol. 37,
397 (1937)1.

Nevyhodou stabilizdcie v roztoku je u vac-
Siny enzymov a to predovietkym zo skupiny
transglykozyladnych enzyniov a oxidoreduk-
t4z niZSia schopnosi perzistencie aktivity pri
teplotdch nad 60 °C. Z toho dbvodu sa ukazu-
je ako tfelnd stabilizdcia enzymov na fézo-
vom rozhrani, pripravenom z modifikované-
ho polymérneho substrdtu []. Zemek, S. Bau-
er, L. Kuniak: Biopolymers 18, 2135 (1979)],
alebo afinantov. obecného typu []. Zemek,
I.. Kuniak, P. Gemeiner, ]. Zamocky, S. Ku-
¢ar: Enzyme Microb. Technol, 4, 223 (1982} 1,
pripadne kompetitivnych inhibitorov reakcie,
ktor{ sa viaZu na aktivne centrum enzymau,
v priebehu interakcie s enzymom sa vSak
nerozkladaji. Galaktézaoxiddzu sa zatial na
fazovom rozhrani stabilizova{ nepodarilo.

Uvedené nevyhody odstrafiuje postup po-

dla vynélezu, podstata ktorého spociva v
tom, Ze enzym galaktbézaoxiddza v roztoku
fosfatového alebo tri(hydroxymetyl)metyl-
améniumchloridového Gstojného roztoku o
pH 6,5 aZ 8,0 a koncentrdcii 0,01 aZ 0,05
mol.dm~3 sa nanesie na gél pripraveny z
alfa galaktanov ako je karagenan alebo gua-
ran alebo ich zmesi sietovanych bifunkénym
¢inidlom 2-chlormetyloxyrdnom s vysled-
nym napufacim objemom 4 a¥ 10 cm3. gt
a stupen sietovania 0,02 8% 0,1 a to tak, aby
hmotnost gélu k hmotnesti roztoku enzymu
boli v pomere 0,7 aZ 1 a mokry gél sa nako-
niec vysudi do teploty 40 °C.

Vyhodou uvedeného postupu je jeho jed-
noduchost, technickd nenédrodnost, vysokd
stabilita enzymu podas skladovania, ako aj
moZnost pripravy enzymového prepardtu v
tabletovacej forme, priamym suchym table-
tovanim enzymu zakotveného na nosié¢i.

" Priklad 1
Enzym galaktézaoxiddza z Polyporus cir-

cinatus o aktivite 2 uykat a Specifickej aktivi-
te 1,2 nkat. mg~! sa rozpusti v 10 cm3 fosfa-
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tového tistojného roztoku o pH 6,5 a koncen-
tracii 0,01 mol.dm™% 68,5 cm?® dihydrogen-
fosforetnanu sodného (27,8 g.dm~%) a 31,5
centimetrov Kkrychlovych hydrogenfesforel-
nanu sodného (53,65 g.dm™3), doplnené na
1 dm?3 dest. vodou a nanesie na 10 g gélu,
pripraveného z karagenanu, sieftovaného 2-
-chlorometyloxyrdnom na stupefi siefovania
0,02 a naptifacom ohjeme 10 cm3. g~1. Ziska-
ny gél sietovaného karagenanu s galaktsza-
oxidézou sa vysuSi pri tlaku 5 kPa a podrobi
tepelne expozi¢nym testom pri teplote 70 aZ
90 °C. Zatial, Co lyofilizovany enzymovy pre-
pardt sa dezaktivoval uZ po 3 diiovej expo-
zicii pri teplote 70 °C, enzym stabilizovany na
povrchu gélu sie.ovaného karagenanu za-
znamenal po 3 diloch expozicie pri teplote
90 °C len 18 % pokles aktivity.

Priklad 2

Enzym galaktozaoxiddza z Dactylium den-
droides o aktivite 1,4 ukat a 3pecifickej ak-
tivite 0,95 nkat.mg~! sa rozpust! v. 25 cm?
tris(hydroxymetyl Jmetylaméniumchlorido-
vého tstojného roztoku o koncentracii 0,05
mol . dm~3 50 cm? roztoku tris{hydroxyme-
tyl)metylaminu (24,2 g.dm~3% kyseliny chlo-
rovodikovej sa dopini vodou do 200 cm3 a
nanesie sa na 50 g gélu pripraveného z gua-
ranu, sietovaného 2-chlormetyloxyrdnom na
stupeii sietovania 0,1 a o napti¢acom objeme
4 cmd. gl Ziskany gél s enzymom sa vy-
suSi volne a podrobi tepelne expoziénym
testom pri teplote 70 aZ 90 °C. Zatial, &o lyo-
filizovany enzymovy preparat sa dezaktivo-
val uZ po 3 diiovej expozicii pri teplote 70 °C,
enzym stabilizovany na povrechu gélu sieto-
vaného garagenanu zaznamenal po 3 diloch
expozicie pri teplote 90°C len 18 % pokles
aktivity.

Priklad 3

Postupuje sa podla prikladu 1 s tym roz-
dielom, Ze sa roztok enzymu nanaSa na gél
pripraveny zo smesi karagenanu a guaranu v
hmotnostnych pomeroch 1:1 a sietovany 2-
-chlormetyloxyrdnom na stupefl siefovania
0,05 a o naptdacom objeme 7 cm?. g1 Za-
tial, ¢o lyofilizavany enzymovy preparét sa
dezaktivoval uZ po 3 dilovej expozicili pri
teplote 70 °C, enzym stabilizovany na povr-
chu gélu zo zmesi sietovaného karagenanu
a guaranu zaznamenal po 3 drioch expozicie
pri teplote 90°C iba 18 % pokles aktivity.

Vyndlez m6Ze néjst Siroké uplatnenie pri
stabilizicii enzymu galaktozaoxiddza pri vy-
robe diagnostik pre uCely klinickej bioché-
mie, napr. pri monitorovani galaktosémie a
galaktostirie, k S$iruktirnej analyze oligo-
sacharidov a biopolymérov, v potravindrskej
a veterindrnej analytike a vo vyskume.
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PREDMET VYNALEZU

SpoOsob stabilizdcie enzymu galaktozaoxi-
daza EC 1.1.9.9 vyznateny tym, 7e enzym
galakt6zaoxidaza v roztoku fosfdatoveého ale-
bo tris(hydroxymetyl)metylaméniumchlori-
dového tUstojného roztoku o pH 6,5 aZ 8,0
a koncentracii 0,01 aZ 0,05 mol. dm™3 sa na-
nesie na gél pripraveny z alfa galaktdnov
ako je karagenan alebo guaran alebo ich

zmesi siefovanych bifunkénym ¢&inidlom 2-
-chlormetyloxyrdnom na stupeil sietovania
0,02 aZ 0,1 s vyslednym napac¢acim objemom
4 aZ 10 cm3. g-! tak, aby hmotnost gélu k
hmotnosti roztoku enzymu boli v pomere 0,7
aZ 1,0 a mokry gél sa nakoniec vysusi do
teploty 40 °C.
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