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(54) Sposob pripfavy kyselin D-galaktopyranurénovej, digalakturénovei

-a trigalakturénovej

Vynélez sa tyka spdsobu pripravy kyselin
D-galaktopyranurénovej,  digalakturénove]
a trigalakturénovej.

Podstata vynalezu spo¢iva v tom, Ze sa pek-
tan sodny degraduje za katalytického ucin-
ku endopolygalakturonazy ireverzibilné imo-
bilizovanej na polymérnu latku typu poly-
kondenzatu na baze diolov a dikarboxylovych
kyselin. ’

Latky pripravené podla vyndlezu maju po-
uzitie pri izolacii a charakterizdcii pektolytic-
kych enzymov.
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Vynélez sa tyka sposobu selektivnej pro-
dukcie kyselin D-galaktopyranurénovej, di-
galakturénovej a trigalakturénovej enzymo-
vou hydrolyzou pektanu sodného. Uvedené
latky sa pouZivaju pri izoldcii a charakteri-
zacii pektolytickych enzymov; kyselina D-
-galaktopyranurénova ako Standarda pri sta-
novovani aktivity polygalakturonaz, kyselina
digalakturénové ako substrat exopolygalaktu-
rondzy a kyselina trigalakturénova po ko-
valentnom naviazani na nerozpustny nosié
ako Specifickd afinanta pre selektivnu izo-
laciu endopolygalakturonazy.

Doteraz zndme sposoby ziskavania tychto
latok sa zakladaju na parcidlnej hydrolyze
kyseliny pektovej uskutotfiovanej v kyslom
prostredi pri vysokej teplote, alebo za mier-
nejsich podmienok v roztokoch obsahujucich
pektolytické enzgmy endopolygalakturonézu
a exopolygalakturonazu. Obecnou nevyhodou
tychto postupov je, Ze pri obidvoch spdsoboch
degradacie vznik4 zmes oligogalakturénovych
kyselin so Sirokym rozpitim stupria polyme-
rizdcie, v dosledku éoho st vytazky uvede-
nych troch sacharidov nizke a ich oddelenie
z reak¢nej zmesi obtiaZne. Produkciu oligo-
galakturénovych kyselin so stupfiom polyme-
rizacie vyS$im ako 3 je moZné potladit ak sa
enzymova degradicia uskutoéni endopolyga-
lakturondzou kovalentne imobilizovanou na
_-Sepharézu, celulézu, alebo sklo. Nevyhodou
pouzitia takto imobilizovanych enzymov je
nizka operaéna stabilita, suvisiaca s postup-
mym uvoltiovanim enzymu z nerozpustného
nosi¢a do roztoku, ako aj operaéna a materia-
lovad médrocnost pripravy tychto imobilizova-
nych enzymovych preparatov.

Uvedené nedostatky dosial znidmeho spo-
sobu ziskavania uvedenych latok parcidlnou
hydrolyzou kyseliny pektovej sa odstratiuju
postupom podla vynélezu. Jeho podstatou je,
Ze sa pektan sodny degraduje za katalytic-
kého ucinku endopolygalakturonazy ireverzi-
bilne imobilizovanej na polymérnu latku ty-

" pu polykondenzitu na baze diolov a dikarbo-
xylovych kyselin, s vyhodou na polyetylén-
tereftalat.

Zékladny tcinok spdsobu pripravy uvede-
nych latok podla vyndlezu spoéiva v selek-
tivnej produkeii priblizne ekvimoldrnej zmesi
kyselin D-galaktopyranurénovej, digalakturs-
novej a trigalakturénovej, podmietiujicej vy-
soké vytazky a moZnost jednoduchej separa-
cie tychto latok chromatografiou na vymie-
nacoch iénov, alebo molekulovych sitich.
Dalgou vyhodou spdsobu podla vynélezu je
moZnost mnohonésobne opakovaného pouzi-
tia imobilizovaného enzymu, kontinualne ale-

bo diskontinuédlne, daného neobyé&ajne vyso-
kou opera¢nou stabilitou zakotvenia. Spdsob
podla vynalezu dalej umoziiuje uskutoénenie
imobiliz4cie enzymu, ako aj degradicie sub-
stratu v jednom opera®nom stupni, za rovna-
kych reakénych podmienok, bez kontamind-
cie reakénej zmesi chemikaliami na imobili-
zZacu.

Sposob pripravy galakturénovych kyselin
podla vyndlezu je vysvetleny na nasledujui-
cich prikladoch jeho prevedenia.

Priklad 1

1 g preparatu imobilizovanej endopolyga-
lakturonazy pripraveného adsorpciou enzgmu
na polyetyléntereftalat sa suspenduje v 0,1
M octanovom tlmivom roztoku o pH odpove- .
dajucom pH optimu pouZitého enzymu,. naj-
¢astejsie 3,8 az 4,6. Suspenzia sa zmie$a s roz-
tokom pektanu sodného v rovnakom tlmivom
roztoku a zmes sa inkubuje za mieSania pri
teplote nepresahujticej 45 °C dovtedy, kym
sa Stiepia glykozidické vizby substratu. Po
skonceni reakcie sa gél imobilizovaného en-
zgymu oddeli filtraciou alebo centrifugéciou
a moZe sa pouzif k degradicii dalsej davky
substratu. V roztoku pritomné produkty de-
gradacie — kyseliny D-galaktopyranurénova,
digalakturénova a trigalakturénové sa po za-
husteni separuju obvyklym spésobom, napr.
chromatografiou na vymietiadoch iénov, ale-
bo na molekulovom site.

Priklad 2

1 g polyetyléntereftalatu sa suspenduje v
0,1 M octanovom tlmivom roztoku o pH od-
povedajicom pH optimu pouZitej endopoly-
galakturonazy, najéastejsie pH 3,8 aZ 4,6 a na-
plni sa do chromatografickej kolonky. Cez
stlpec gélu sa najskér prefiltruje roztok ob-
sahujuci endopolygalakturonazu a potom sa
fou nechd pretekat roztok pektanu sodného
v tom istom tlmivom roztoku. Efluent z ko-
lonky sa zahusti a produkty enzymovej de-
graddcie, ktorymi st kyseliny D-galaktopy-
ranurénova, digalakturénovs a trigalakturé-
nova sa separuje ako je uvedené v priklade
1. .

Vytazky selektivne produkovanych kyselin
D-galaktopyranurénovej,  digalakturénovej
a trigalakturénovej su zavislé na stupni de-
gradacie substratu, ktory je dany ako pri kon-
tinudlnom, tak pri diskontinudlnom spodsobe
degradacie dlzkou doby styku pektanu sod-
ného s imobilizovanym enzymom.

PREDMET VYNALEZU

Sposob pripravy kyselin D-galaktopyranu-
ronovej, digalakturénovej a trigalakturénovej
parcidlnou hydrolyzou kyseliny pektovej vy-
znadujuci sa tym, Ze sa pektan sodny degra-
duje za katalytického udinku endopolygalak-

turondzy ireverzibilne imobilizovanej na
polymérnu latku typu polykondenzatu na ba-
ze diolov a dikarboxylovych kyselin, s vy-
hodou na polyetyléntereftalat.
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