ABSTRAKT

Extracelularni o-N-acetylgalaktosaminidasa byla izolovana hlavné ze zvifecich
zdroji a minimaln¢ z mikrobialnich zdroji (Clostridium perfringens, Aspergillus niger,
Acremonium sp. No. 413). Kultivace patogenni bakterie Clostridium perfringens je
obtizna, protoZe vyzZaduje anaerobni podminky. Produkéni kmeny Aspergillus niger
a Acremonium sp No. 413 nejsou vetfejné dostupné a mimoto neni zcela jisté, Ze jsou
oba kmeny spravné taxonomicky determinovany.

Proto byl proveden screening producenti «o-N-acetylgalaktosaminidasy
vybranych kmenti mikroskopickych vlaknitych hub z vefejn¢ dostupnych sbirek (CCF
a CCIM). Za aerobnich podminek byly houby kultivovany v submersnim médiu
obsahujici so6jovou mouku jako zdroj uhliku. Potencionaln¢ dobii producenti
a-N-acetylgalaktosaminidasy jsou zastupci rodu Aspergillus ze sekce Nigri a nejlep$im
producentem a-N-acetylgalaktosaminidasy byl Aspergillus niger CCIM K2.

o-N-Acetylgalaktosaminidasa izolovand z Aspergillus niger CCIM K2 je
relativné stabilni v rozmezi pH 2 — 6 a jeji stabilita pfi teploté¢ 35 °C se vzrustajici
hodnotou pH kles4d. pH Optimum enzymu je 1,5 pfi teploté 35 °C. Teplotni optimum
enzymu je 55 °C pii pH 2,5 a 45 °C pti pH 1,5. Enzym v pfitomnosti redu¢nich ¢inidel
merkaptoethanolu  a  dithiothreitolu  vykazuje  vysokou stabilitu. Enzym
v koncentrovanych roztocich neztraci aktivitu ani po 14 dnech uchovavani pti teploté
4 °C. Enzym akceptoval pNP-a-GalpNAc a oNP-a-GalpNAc jako své substraty.

a-N-Acetylgalaktosaminidasa z Aspergillus niger CCIM K2 byla v kombinaci
katexové (Fractogel EMD SO; (S)) a gelové chromatografie (Sephacryl S-200
a Superdex 200) purifikovana. Pfesto byla v purifikovaném podilu pfitomna vedlejsi
a-galaktosidasova aktivita, kterA miize byt zplisobena ¢asteCnou nespecifitou
o-N-acetylgalaktosaminidasy, nebo kontaminaci a-galaktosidasou. Metodou
SDS-PAGE bylo zjisténo, Ze molekulova velikost majoritni denaturované jednotky

o-N-acetylgalaktosaminidasy je kolem 116 kDa.



