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(54) Zpusob izolace proteolytickych enzym

Izolace se provddf adsorpsi proteolytic-
kych enzymd na &4stice uhl{. Eluce proteinas
se provdd{ roztoky anorganickych solf, nap¥.
sirany a chloridy sodnymi, draselnymi a
amonnymi, nebo zm&nou pH eludniho roztoku.
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Vyndlez se tykd zplsobu izolace proteolytickych enzymil.

Proteolytické enzymy se ze smési /nap¥. Zivnd média po kultivaci produk&nich mikro-
organismi, hrubé extraity #ivodi¥nych tkdni nebo rostlinnych pletiv apod./ mohou izolovat .
celou Fadou metod, jako je nap¥. srdZeni siranem amonnym nebo vychlazenymi organickymi
rozpou$té&dly, ultrafiltraci, ionexovou, gelovou a afinitn{ chromatografif a dalsf{mi technika-
mi. Pouze p¥i pou¥itf afinitnf chromatografie je moZno ziskat vyrazn¥ pfedistdné prepardty
proteinas v jednom kroku.

Jako typické pEfklady izolace proteinas afin;tni chromatografi{ je moZno uvést izolaci
pepsinu na sloupci polylys{n—Sepharosy 4B /Nevaldine, B., Kassell, B.: Biochim. Biophys.
Acta 250, 207 /1971//, izolaci pankreatického trypsinu na ovomukoid-Spheronu /Trukovd, J.,
seifertovd, A.: J. Chromatogr. 148, 293 /1978//, nebo izolaci proteinas 2z 1istd ovsa
na hemoglobin-Sepharose /Drivdahl, R. H., Thimann, K.: Plant Physiol. 59, 1059 /1977//.

Typické afinitn{ sorbenty pro izolaci proteinas jsou ptipravovdny imobilizact vhodnych
ligandd na nerozpustné noside. Pritom je &asto nutno pouZit n&kolikastuptiovy proces pro
aktivaci nosile, jsou vyZadovény specidlnf chemikdlie apod.

Zpisob izolace proteolytickych enzymb z komplexnich smé&s{ podle vyndlezu spolivd v tom,
%e se proteinasy obsafené v roztoku adsorbujf na &dstice uhlf. Jejich eluce se prové&d{
roztoky anorganickych solf, s vyjimkou solf ovliviiujfcich enzymovou aktivitu, s vy¥hodou
sf{rany a chloridy sodnymi, draselnymi a amonnymi, nebo je mo¥no eluci provést zménou pH,
nap¥. roztokem tetraboritanu dvojsodného nebo hydroxidu amonného.

K izolaci je mo¥no pouzfit jak xolonové, tak i vsddkové uspoidddni. Vyhodou tohoto
zpisobu je pouZitf{ velmi dostupné suroviny suhl{/ a. rovn&% to, Ze uhlf{ je moZfno piipravit
pro izolaci velmi jednoduchym zplsobem.

vyndlez je dokumentovén piiklady pouZitf.
p¥{klad 1

Sklen&nd kolona byla napln&na &dsticemi hn&dého uhlf o rozmérech 0,30-0,35 mm, rozpty-
lenymi ve vod&, piifemi byl vytvofen sloupec O rozm&rech 180 x 12 mm. Po naplné&éni byla
kolona promyta vodou, roztokem chloridu sodného /1 mol;l'l/ a op&t vodou, dokud absor-
bance promyvd p¥i 280 nm a tlouk¥ce vrstvy 1 cm neklesly k nule. Poté bylo aplikovéno
10 ml kultiva®nfho média po kultivaci Bacillus sp., ktery produkuje extraceluldrni pro-

teinasy.

Balastn{ bflkoviny byly z kolony vymyty vodou. Adsorbované proteinasy byly z kolony
eluovdny zvyenim iontové s{ly prost¥edf /eluci roztokem chloridu sodného, 1 mol.l-l/.
Obsah bflkovin byl sledovdn Lowryho metodou /Lowry, O. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L.,
Randall, R. J.: J. Biol. Chem. 193, 265 /1951// .a aktivita proteinas azokaseinovou metodou
/Bagaitk, I.:J. Chromatogr. 261, 138 /1983//.

7% celkové aplikované proteolytické aktivity se s balastnimi bflkovinami pEi eluci
vodou vymylo 1,3 % aktivity, p¥i eluci roztokem chloridu sodného se v celkovém objemu 130 ml
vymylo 70,7 % aktivity. Specifickd aktivita proteinas se po chromatografii zvysila
5lkrdt.

p¥fklad 2
za analogickych podminek jako v ptikladu 1 byla provedena chromatografie 30 mg amorf-

nfho trypsinu pro bakteriologii, rozpu¥téného v 10 ml vody. 2 celkové aplikované pro-
teolytické aktivity se s balastnfmi bilkovinami p¥i eluei vodou vymylo 5 % aktivity,
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p¥i eluci roztokem chloridu sodného /1 mol.l_l/ se v celkovém objemu 130 ml vymylo 40 %
aktivity. Specifickd aktivita trypsinu se po chromatografii zvy$ila 2,8kr4t.

Pt{iklad 3

Za’ analogickych podminek jako v p¥fkladu 2 byly provedeny chromatografie trypsinu.
K eluci aktivnf proteinasy bylo rovnd# mo¥no pou#ft roztok chloridu draselného /1 mol.l—l/
a siranu amonného /1 mol.l_l/.

Pf{f{klad 4

Za analogickych podminek jako v p¥fkladu 2 byly provedeny chromatografie trypsinu.
K eluci aktivn{ proteinasy bylo rovn&%¥ moZno pou¥ft zm&ny pH eluénfho roztoku, napt.
promytim sloupce 4% roztokem hydroxidu amonného nebo 4% roztokem tetraboritanu sodného.

P¥{Lf{klad 5

C4stice uhl{ byly pted pou¥itfm suspendovdny v roztoku bflkoviny /i$‘roztok kaseinu/
a poté dikladné& promyty vodou, roztokem chloridu sodného /1 mol.l—l/ a opé&t vodou, jako
v pifkladu 1. Byla provedena chromatografie trypsinu jako v p¥fkladu 2. VytéZnost pro-~
teinasy eluované roztokem NaCl /1 mol.lnl/ byla o 10 aZ 20 % vy$5{ neZ v p¥fpad&, kdy
chromatografie probfhala na nemodifikovaném uhlf. - ‘

PEfLfklad 6

Bylo smfchdno 50 ml kultiva&nfho média po kultivaci Bacillus sp., ktery produkuje
extraceluldrni proteinasy, a 20 g jemn® mletého uhl{ ve 200 ml vody. Po 5 hodinové
inkubaci byly &4stice uhlf odfiltrovdny na Blichnerov& nilevce a dikladn& promyty vodou.
Adsorbované proteinasy byly eluovdny roztokem sfranu amonného /1 mol-l—l/. VytéEnost
proteolytické aktivity byla 50 %, specifickd aktivita se zvy&ila 40krét.

PREDMET VYNALEGZU

1. Zplsob izolace proteolytickych enzymdl, vyznalujfcf se tfm, e se proteolytické
enzymy obsaZené v roztoku adsorbujf na ¥4stice uhli, jejich eluce se prov4d{ roztoky
anorganickych solf s vyjimkou solf, které ovliviuj{ enzymovou aktivitu, s vyhodou sirany
a chloridy sodnymi, draselnymi a amonnymi, nebo se eluce prov4di zmé&nou pH eludnfho roztoku.

2. Zpisob podle bodu 1, vyznadujfci se tfm, %e &4stice uhl{ jsou p¥ed pouZitim
suspendovédny v roztoku bilkoviny.
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