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Spésob pripravy kyseliny digalakturénovej

(57) Rie¥enie sa tyka sposobu pripravy kyseli-
ny digalakturénovej, pri ktorom sa na pektan
sodny posobi imobilizovanou D-galakturonan-
digalakturonohydrolazou pri pH 68 az 7,2
a teplote 30 aZ 40 °C po dobu 15 aZ 20 hodin.
Jedingm produktom reakcie je kyselina diga-

laktorénova.
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Vynalez sa tyka sposobu pripravy kyseliny
digalakturénovej G¢inkom imobilizovanej D-
-galakturonandigalakturonohydrolazy na pek-
tan sodny.

Kyselina digalaktoronova sa doteraz prie-
mysclne nevyréba a preto nie je dostupné na
svetovom trhu. Bola pripravena v niekofkych
laboratériach a to cestou parcialnej kyslej hy-
drolyzy: Rexova-Benkova L. Chem. Zvesti 21,
58 (1970), alebo enzymovou hydrolyzou D-ga-
lakturonanu G¢inkom endo-D-galakturonanaz:
Demain A. L., Phaff H. ].: Arch. Biochem. Bio-
phys. 51, 114 (1967), Hatanaka Ch., Ozawa }.: ].
Agr. Chem. Soc. Japan 40, 421 (1968), Nagel C.
W., Wilson T. M.: . Chromatogr. 41, 110 (1968);
Voragen A. G., Pilnik W.: Ztsch. Lebensm. Un-
tersuch, Forsuch. 142 370 (1970), Heinrichové
K.: Biolégia (Bratislava) 38, 335 (1983), Heinri-
chova K.: AO 209874 (1982). Ku priprave oligo-
galakturénovych kyselin sa pouzili i imobilizo-
vané endo-D-galakturonanizy: Van Hounden-
hoven E. A, De Vitt I. G, Visser ].: Carbohydr.
Res. 34, 233 (1972), Bock W., Krause M., Goe-
bel H., Anger H., Schwaller J., Fleming H. A,
Gabert A.: Nahrung 22, 183 (1978), Rexova-
Benkova I., Omelkova J, Kubdnek V.. AO
218198 (1983). Postup pripravy kyseliny diga-
lakturénovej icinkom imobilizovanej D-galak-
turonandigalakturonohydrolazy doteraz nebol
popisany. Vietky doteraz popisané (hore uve-
dené postupy) sa tykaji pripravy viac alebo
menej heterogennej zmesi oligogalakturéno-
vych kyselin s rozdielnym zastapenim kyseliny
digalakturonovej. Spolo¢nym rysom uvede-
nych postupov je, Ze vedd k malym vytazkom
kyseliny digalaktorénovej, popri vytazku ostat-
nych oligogalakturénovych kyselin. Izolacia
kyseliny digalakturénovej zo zmesi oligogalak-
turonovych kyselin ma mnohé nevyhody, prac-
nost, ¢asov ndaro¢nost a viacstupinové delenie
na molekulovych sitdch a biogéloch.

Tieto nedostatky odstraiiuje sposob pripravy
kyseliny digalakturénovej Gc¢inkom imobilizo-
vanej D-galakturonandigalakturonohydroléazy,
ktorého podstata spociva v tom, Ze sa na pek-
tan sodny posobi imobilizovanym selektivne
degradujicim pektolytickym enzymom - D-ga-
lakturonandigalakturonohydroldzou pri teplote
30 az 40°C a pH 6,8 aZ 7,2, pricom jedinym
produktom enzymom katalyzovanej reakcie je
kyselina digalakturonova, ktora sa oddeli na
kolone Sephadexu G-10 a efluent sa odpari,
alebo vysusi mrazovou subliméciou. DalSou vy-
hodou tohoto postupu je kontinudine a viacna-
sobné vyuZitie preparitu imobilizovaného en-
zymu v reakcii, o oproti aplikacii rozpustného
enzymu vedie k zna¢nym Gspordm na nakla-
doch.

Kyselina digalakturénova je latka dolezita
z hladiska teoretického §tadia pektinovych la-
tok a pektolytickych enzgmov a pre charakteri-
zéaciu v priemysle pouZivanych pektinaz. Je do-
teraz jedinym substratom na zéklade ktorého
je mozné identifikovat a stanovit aktivitu exo-
-D-galakturoniz v komplexe pektolytickych
enzymov.

CS 267 395 B1

2
Sposob pripravy imobilizovanej D-galaktu-
ronandigalakturonohydroldzy je predmetom

&s. autorského osvedcenia ¢islo 263 186 (Hein-
richovéd 1986).

Priklad |

100 ml 0,7 % roztoku pektanu sodného v 0,1
molu . ' fosfatovom timivom roztoku pH 7,0 sa
perkoluje temperovanou (30 °C) kol6nou imo-
bilizovanej D-galakturonandigalakturonohy-
drolazy. Prietok kolénou 10 ml/h je udrZiavany
peristaltickou pumpou. Upiné limitovand kon-
verzia substratu prebehne za 20 hodin. Efluent
z kolény sa zahusti vakuovym odparovanim pri
40 °C, alebo vysusi mrazovou sublimaciou. Hy-
drolyzét sa nanesie na stlpec Sephadexu G-10,
kde sa oddeli kyselina digalakturénova od po-
lymérneho zvysku za sicasného odsolenia pro-
duktu. Frakcie s kyselinou digalaktur6novou sa
spoja a vysu$ia mrazovou subliméciou.

Vytazok kyseliny digalakturénovej je 54 %.

Priklad 2

Suspenzia kovalentnou vizbou imobilizo-
vanej D-galakturonandigalakturonohydrolazy
v tlmivom roztoku o pH 6,8 aZ 7,2 sa napini do
kolény, ktorou preteka 0,75 % roztok pektanu
sodného (prietok 20 ml/h) do vtedy kym sa ne-
dosiahne 54 % konverzia substratu. Enzymom
katalyzovana reakcia pri 40 °C. Efluent z kolo-
ny sa odpari mrazovou sublimiciou a spracuje
dalej podla prikladu 1.

Vytazok kyseliny digalakturénovej je 54 %.

Priklad 3

50 ml 1%-ného roztoku pektanu sodného
v 0,05 mélu . I"' timivom roztoku pH 6,8 sa inku-
buje so suspenziou D-galakturonandigalaktu-
ronohydrolazy kovalentne viazanej na nosi¢
polyakrylamidového typu. Enzgmom katalyzo-
vana reakcia prebieha za mieSania v tempero-
vanej nadobe s dvojitym plagtom pri 35°C.
Reakcia sa ukonéi odsatim imobilizovaného
enzymu sklenenou fritou. DalSie spracovanie
hydrolyzatu podla prikladu 1.

Schopnost imobilizovaného enzymu kataly-
zovat zmienent degradaciu pektanu sodného
je zavisla od obsahu D-galakturonandigalaktu-
ronohydrolazy na nosi¢i a relativnej aktivite
preparétu ako i od reakénych podmienok uve-
denych v prikladoch 1 az 3. Preparaty pouZité
v prikladoch 1 aZ 3 pri $tiepeni glykozidickych
vizieb pektanu sodného vykazovali 23 az 30 %
z aktivity volného enzymu. Okrem uvedeného
vytazok kyseliny digalakturénovej je zavisly
i od obsahu neutralnych sacharidov v retazci
polygalakturonanu. V nasich pokusoch pouzity
pektan sodny obsahoval 1,8 % ramnézy a preto
54 %-ny vytazok kyseliny digalakturénovej
predstavuje tplna limitovanu degradiciu poly-
méru.
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PREDMET VYNALEZU

Sposob priprévy kyseliny digalaktur6nove]j hydrolazou pri pH 68 aZ 7,2 a teplote 30 az
vyznaceny tym, Ze sa na pektan sodng posobi 40 °C pocas 10 aZ 20 hodin, za vzniku kyseliny
imobilizovanou D-galakturonandigalakturono- digalakturénove).
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