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(54) Spbsob vyroby kyseliny digalakturonovej enzymovou hydrolyzou

Vyndlez sa tyka spbsobu pripravy ky-
seliny digalakturénovej enzymovou hydro-
1y zou.

Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze
sa na kyselinorozpustnd polygalakturénovd
kyselinu pdsobil enzymom endo-D-galakturo-
nandzou pri teplote 30 aZ 40 % a pH 4,2
a%¥ 5, pri¥om kyselina digalakturénové sa
oddell chromatograficky na kolone a eflu-
ent sa odpar{ alebo vysu3l mrazovou subli-
méciou.

Vyznam vyndlezu spodfva v pouZitf ky-
seliny digalakturénovej na testovanie rdz-
nych enzymatickych prepardtov pouZivanych
v konzervédrskom, kofisrskom a textilnom
priemysle.
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Vyndlez se tyka spSsobu pripravy kyseliny digalaktur6novej enzymovou hydrolyzou.

Kyselina digalakturconovd sa doteraz priemyaélne nevyréba. Bola pripravend v niekol-
kych laboratoridch cestou chemickej hydrolyzy (Hatsanaka C., Ozawa J. J. Agr. Chem. Soc;
Japan -Vol. 40 str. 98 (1966); Rexové-Benkovs L., Chem. zvesti 24 (1970), str. 59; van Hon~
denhoven F., Wittp. D., Visser J. Carbohyd. Res. 34, str. 233 (1974)). VBetky popfsané po-
stupy su viacstupnové a znadne aa 0dlisujy heterogenitou zfskaného produktu. Spolodnym ry-
som tychto postupov je, %e vedd k malym vytaZkom kyseliny digelekturonovej popri vysokom
vytaZku vyS3ich oligogalakturonovych kyselin. Z{skenie kyseliny digeiakturonovej v &istom
stave zo zmesi oligogelakturonovjch kyselin mé mnohé nevyhody sko Je pracnost, Sesovd nd-

rodnost a viacstuphové izolécie,

Tieto nedostatky odstrafiuje spbsob vyroby kyseliny digalaktur&novej.enzymovou hydro-
lyzou, ktorého podstata spodfva v tom, %Ze sa na kyselinorozpustny polygalakturdnovy kyse-
linu pésobi enzymom endo-~D-gelakturonanézou pri teplote 30 a% 40 °C & PH 4,2 a% 5, priZom
kyseline digalakturonovéd sa oddelfl chromatograficky na kolone a efluent sa odpar{ alebo vy~

susf mrezovou sublimdeiou.

Vyhodou tohto postupu je, %e endo-D-galakturondza sa nemusi izolovat v tistom stave.
Na enzymovd hydrolyzu sa mbZe pouZit endo-D-galakturonandza z komer&nych preparédtov pekto~-
lytickyceh enzymov (Pectinase, Rohament, Pectinex Ultra, Pekticin, Leozym a i.) beZne pou¥i-
vanych v konzervérenskom priemysle. Jedinou poZisdavkou na pou%ity enzymovy prepardt je
nizky obsah exo-D-galakturonendzy. Balsou velkou prednostou uvedeného spbsobu je, %e hyd-
rolyza prebieha formou jednostupnovej reaskcie a pre priebeh reskeie nie Jje potrebny dalsf

substrdt alebo koenzym.

Kyselina digelakturonové je l4tka ddleZitd z hladiska teoretického Stuidia enzymov
a pektinovych 14tok a pre charakterizdciu v priemysle pouZfvengch pektolytickych enzymov.

Prikled 1

Pri priprave substritu (kyselinorozpustnej polygalakturénovej kyseliny) pre hydroly-
zu sa postupovaelo podla upraveného postupu Mc Creadi Seegmiller: Archiv of Blochlm. and
Biophys. 50, 440, 1954. 50 g pektinu 88 za stédleho mieSania priddva do 2 1 1N kyseliny
sirovej. Po rozpustenf sa suspenzia zahrieva pri 100 °¢ 60 mindt. Suspenzia sa chlad{

a v kyseline nerozpustny podiel sa oddel{ filtrdciou. Supernatent sa zrd%a 2 litrami etyl-
alkoholu a nechd stdt 24 hodfn. Vyzré¥end kyselinorozpustng polygalakturénové kyselina sa
oddell centrifugovenim pri 10 000 g. Supernatant se éré!a Styrmi litrami 96 % etylalkoho-
lu a postup sa opakuje ako v prvom pripade. Obidva podiely vyzrédZane j kyselinorozpustnej
polygalaktur&novej kyseliny sa spoja, dvakrdt premyjd 70 % etylalkoholom a nakoniec 1 krat
acetonom. Prepardt sa volne vysudi pri laboratérnej teplote alebo sa rozpusti v destilova-

nej vode a vysu3f{ mrazovou subliméciou.

Priklad 2

500 mg kyselinorozpustne j polygalakturénovej kyseliny o priemernom polymeriza&nom

stupni 10, pripravenej podla prikledu 1, sa postupne za mieZania rozpustf v 70 ml octano-



vého tlmivého roztoku (pH = 5). 10 mg enzymového prepardtu (Pektinase) sa rozpusti v 30 ml
octanového tlmivého roztoku. Po prefiltrovan{ roztoku enzymu sa obidva roztoky spoja. Enzy-
movd hydroldza prebieha pri 40 % 2za mieSania alebo trepania 4 a%Z 6 hodin. Priebeh enzymo-
vej hydrolyzy sa kontroluje chromatograficky. Ak v reak&nom médiu sd pritomné len kyselina
digalekturonovd a kyselina D-galaktopyranurénové reakcia sa ukond{ 20 mindtovym verom. Roz-
tok po ochladeni sa prefiltruje a supernatant sa vysu3i mrazovou sublimdciou. Potom sa na
kolonu neplnend molekulovym sitom (Sephadex G-10) dispergovanym vo vode nanesie 180 mg lyo-
filizdtu a efluent 8 kyselinou digalakturénovou sa odperi, alebo vysu3{ mrezovou sublimi-

ciou. VytaZok kyseliny digalaktunénovej Je a% 90 %.

Priklad 3

Postupovalo sa ako v priklade 2 s tym rozdielom, Ze sa enzymovy preparédt (Pektofoedi-
tin) rozpustil v acetonovom tlmivom roztoku o pH = 4,4 a enzymovd hydrolyza prebiehala pri

teplote 30 O podas 3 a# 5 hodin. VjtaZok kyseliny digelekturonovej bol a% 70 %.

Priklad 4

Kvalitat{vne stanovenie ky;eliny digalakturénovej sa uskutodnilo chromatografiou na
tenkych vrstvéch silikagélu ne platniach (Silufol) v systéme n-butanol-kyselina mraviia-
-voda (2:3:1) a detekciou eanilinftaldtom. Kyselina digelekturonovd sa identifikovala na
zdklade hodnoty log ARf/ 1-Rf/, ktoré je linedrne zdvisld od stupna polymerizdcie oligoga-
lakturonovych kyselin. Ako referen¥nd vzorka sa pouZila kyselina D-galaktopyranurénové.
Druhym kritériom &istoty bol pomer obsahu karboxylovych skupin k obsahu redukujicich sku-
pin stanovenych podla Bittera a spc. (Bitter T., Muir H. M. Annal. Biochem. 41, 330, 1962).

Vyznam vyndlezu spodive v pouZiti kyseliny digalakturonove]j na testovanie réznych en-

zymatickyeh preparétov pouZivanych v konzervérskom, koZiarskom a textilnom priemysle.

PREDMET VYNAKALEZU

Spésob vyroby kyseliny digalakturénovej enzymovou hydrolyzou vyznadujici se tym, Ze
se na kyselinorozpustnui polygalekturénovu kyselinu p8sobl enzymom endo~D-galekturonandzou
pri teplote 30 aZ 40 °c a pH 4,2 a% 5, pridom kyselina digelakturénové sa oddelf chromato~-

graficky na koldne a efluent sa odpari alebo vysu3{ mrazovou sublimdciou.
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