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Izolace se provadi adsorpci protei-
nas na (astice materidlu, ktery obsahuje
vysoké mnoZstvi nerozpustné bilkoviny
keratinu, jako vlasy a rohovina. Eluce
proteinas se provédi roztoky anorganickych
soli, napPiklad sirany a chloridy sodnym,
draselnym nebo amonnym, nebo zméhou pH
eludniho roztoku. ‘
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Vynédlez se tykd zpisobu izolace proteolytickych enzymdi.

Proteolytické enzymy se pouZivaji v nejrdzné&jsich oblastech
primyslu, v medicin& i v biochemickych laboratofich. Proteoly-
tické enzymy se v¥t¥inou z vychozich surovin izolujf pomoci
riznych separadnich technik, Jjako je srédfeni siranem amonhym
nebo vychlazenymi organickymi rOZpoﬁ§tédly, ionexovd chromato-
grafie, gelové chromatografie nebo afinitni ¢_hromatografie.

Z t8chto technik je vyhodnd zejména afinitni chromatografie,
kterd umqﬁﬁuje ziskaet velmi XINXEHM Zisté preperdiy proteinas

v jednom kroku. VyuZivé se pfitom specifickych reverzibilnich
interakc{ mezi ligandem, ktery byvéd imobilizovdn ne vhodném
inertnim nosi&i, a izolovanou proteinasou (Lowe,C.R., Dean,P.D.G.:
Afinitn{ chromatografie, SNTL Praha, 1979, str. 154, GlemZ¥a,A.A.:
Prikl. Biochim. Mikrobiol. 18, 792 (1982); MM Vesa,V.8.: Prikl.
Biochim. Mikrobiol. 16, 629 (1980)). |

Priprava typickych afinitnich sorbentd byvd v mnoha p¥i-
padech ndrolnid, asto je nutno pou¥it n¥kolikastupnovy proces
pro aktivaei nosi%e, jsou poZadovény specidlni chemikdlie pro
aktivacl apod.
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~ Zplsob izolace proteolytickych enzymd z komplexnich sm&-
81 podle vyndlezu spolivd v tom, Ze se proteinasy obsaZené
v ro¥toku adsorbuji na materidl, obsahujici{ vysoké mnoZstvi
" nerozpustné bilkoviny MMM keratinu, s vyhodou na vlasy nebo
na rohovinu. Jejich eluce se provddi roztoky anorganickych
solf, s vyjfmkou soli ovlivnujicfch enzymovou aktivitu, s vy-
hodou sirany a2 chloridy sodnymi, draselnymi a amonnymi, nebo
Jje moZno eluci provést' zménou pH eludniho roztoku. Vyhodou
tohoto zplisobu je pouZit{ velmi dostupné suroviny (v mnoha
pfipadech odpadu) a rovn&% to, Ze uvedeny materidl je moZno
pro izolaci ﬁfipravit'velmi jednoduchym zpisobem.

Vynélez je dokumentovén priklady pouZitif.

Priklad 1
- Lidské vlasy byly umyty vlasovym S3amponem, nast¥fhény na

géstice 2-3 mm dlouhé a poté byly suspendovdny v horkém (60 °C)
1 % roztoku hydroxidu sodného. Promyti v roztoku hydroxidu sod-
ného bylo llIﬁllIHIH n8kolikrdt opakovéno. Poté byly vlasy di-
kladné& promyty vodou. Takto pPfipraveny sorbent byl pfreveden

do kolony, a byl dikladné promyt vodou, roztokem chloridu sod-
ného (1 mol.1”") a op&t vodou, dokud absorbance vodnych a sdl-
nych promyvd pii 280 nm a tlouStce vrstv¥ 1 cm neklesla k nule.
X Na kolonu obsahujici lidské vlasy bylo apllkovéno 10 mg
trypsinu pro bakteriologii rozpulténého v 10 ml vody. Balastni
bilkoviny byly z kolony vymyty vodou. Adsorbovany trypsin byl
z kolony eluovén zvy¥enim iontové sily prost¥edi{ (eluci rozto-
kem chloridu sodného, 1 mol.17'). Obsah bflkovin byl stanoven
Lowryho metodou (Lowry,0.H., Rosebrough,N.J., Farr,A.L.,
Rendall,R.J.: J: Biol. Chem. 193, 265 (1951)) a sktivita
‘proteinasy byla stanovena azokaseinovou metodou (Safatrik,I.:

J. Chrometogr. 261, 138 (1983)).

Z celkové@ aplikované proteolytické aktivity se s balastnimi
bflkovinami p¥i eluci vodou vymylo 13,2 % sktivity, pii eluci
roztokem cﬁloridu sodného se vymylo 60 % aktivity. Specificksd
aktivita trypsinu se po chromatografii zvySila 2,1-kréat.
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P¥{klad 2

Za analogickych podmfnek jako v p¥fkladu 1 byle provede-
na chromatografie 10 ml kultiva&niho media po kultivaci Baeil-
lus sp., ktery produkuje extraceluldrni proteinasy. Z celkov®
aplikovand proteolytické aktivity se s balastnimi bilkovinami
p¥i eluci vodod vymylo 24,4 % aktivity, p¥i eluci roztokem
chloridu sodného X¥ (1 mol;l") se v celkovém objemu 130 ml
vymylo 70,3 % aktivity. Specifickd. aktivita proteinas se po
chromatografii zvysila 15-krdt.

Pr{klad 3

l4stice rohoviny (prim&r ééstic‘0,3 - 1 mm) byly opakované&
promyty horkou a studenou vodou. Po napln&ni do kolony byly
promyty jeko v pi¥ikledu 1.

Na sloupec &dstic rohoviny o rozm&rech 140 x 12 mm bylo
naneseno 10 ml kultivadniho media po kultivaci Bacillus sp.,
jako v p¥fkladu 2. Z celkové aplikované proteolytické aktivity
se s balastnimi bilkovinami p#i eluci vodou vymylo 39 % ekti-
vity, p¥i eluci roztokem NaCl (1 mol.1"') se v celkovém objemu
140 ml vymylo 58 % aktivity. Specifickd ektivita proteinas
ae po chromatografii zvysila 35-krdt. :

Prikled 4

Za analogickych podminel§ Jjako v pP¥ikladu 1 byla provedena
'chromatografie trypsin_u. K eluci aktivni proteinésy bylo
rovnd% mo%no pou%it roztoky chloridu draselného a siranu
amonného (1 mol.1”').

Priklad 5

Za analogickych podminek jako v p¥{kladu 3 byla provede-
na chromatogréfie extraceluldrnich bakteridlnich proteinas.
K eluci sktivnich proteinas bylo rovné&Z moZno pouZit roztok
kyseliny chlorovodikové (cca 0,01 mol.1” ")

Pfiklad 6

Za analogickych podminek jako v piikladech + a 3 bylo
rovnéZ moZno izolovat proteinasy z pankreatického extraktu
a prefistit komeré&ni prepéréi chymotrypsinu.




PREDMET : VYINALEZU
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1.Zptsob izolace proteolytickych enzymi, Vyzqaéujici ge tim,
fZe se proteinasy obsaZené v roztoku adsorbuji na &dstice
materidlu, ktery obsahuje vysoké,mnoﬁstvi nerézpustné bilko~
viny keratinutfs vyhodou vlasy nebo rbhovina#, jejich
eluce se provddi roztoky anorganickych soli s vyjimkou
solf, kterd ovlivauji enzymovou aktivitu, s v¥hodou sirany
a chloridy sodnymi, HXH¥ draselnymi = amonnymi, nebo je
moZno jejich eluci provést zm&nou pH eluiniho rdztoku.
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