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Sposób oczyszczania wodnego ekstraktu z materiału roślinnego,
zawierającego aktywną 5'-fosforodiesterazę, stosowanego do otrzy¬

mywania 5'-mononukleotydów z kwasów nukleinowych

Przedmiotem wynalazku jest sposób oczyszcza¬
nia wodnego ekstraktu z materiału roślinnego, za¬
wierającego aktywną 5'-fosforodiesterazę, stosowa¬
nego do otrzymywania 5'-mononukleotydów z kwa¬
sów nukleinowych.

Wiadomo, że kwasy nukleinowe można rozszcze-
. pić na 5'-mononukleótydy za pomocą enzymów.

Jako substancje, zawierające enzymy odpowiednie
-do tego celu, należy wymienić obok pawnych mi¬
kroorganizmów przede wszystkim jad węży. Jed¬
nakże wadą stosowania jadów węży jest to, że
w wyniku zawartości w nich różnego rodzaju en¬
zymów rozpad jest trudny do kontrolowania i czę¬
sto przebiega aż do wytwarzania nukleozydów. Tak
daleko posunięty rozpad w większości przypad¬
ków jest niepożądany. Dlatego też usiłowano osła¬
bić enzymatyczne działanie jadów węży przez
-utrzymanie wysokiej aktywności 5'-fosforodieste-
razy i równoczesne obniżenie aktywności 5'-nukle-
otydazy. Można to osiągnąć różnymi drogami. Jad
węża np. oczyszczano stosując różnego rodzaju
operacje wytrącające lub poddawano go działaniu
wysokiej temperatury. Jest także rzeczą wiadomą,
ie jony pewnych metali wykazują zdolność dez-
■aktywizacji. Znane są również kombinacje opisa¬
nych metod dezaktywizacji.

Metody te wykazują jednak wady, gdyż są żmud¬
ne, czasochłonne i dają się zastosować tylko przy
rachowaniu określonych warunków. Nadto uzys-
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kanie jadu wężowego, potrzebnego jako materiał
wyjściowy, jest kosztowne i niebezpieczne.

Wiadomo, że można uzyskać 5'-mononukleotydy
w sposób prosty i tani, jeśli enzymatyczny rozpad
kwasów nukleinowch prowadzi się za pomocą wod¬
nych ekstraktów fosforodiesterazy, uzyskanych
z materiału roślinnego w obecności rozpuszczal¬
ników organicznych w ilości od 5 do 20%, ko¬
rzystnie 10% całkowitej objętości płynu, po czym
z mieszaniny reakcyjnej oddziela się powstałe
5'-mononukleotydy. Stwierdzono bowiem, że ma¬
teriał roślinny różnego pochodzenia zawiera 5'-fos-
forodiesterazę, którą można uzyskać w postaci
czynnego ekstraktu enzymatycznego przez wyługo¬
wanie tego materiału wodą, również w obecności
rozpuszczalników organicznych.

Jako materiał roślinny należy rozumieć przede
wszystkim rośliny nadziemne i/lub podziemne częś¬
ci roślin, jak owoce, nasiona, bulwy, korzenie ro¬
ślin zwykłych i/lub okopowych, dalej zarodki ro¬
ślinne, jak również mieszaniny rozmaitych roślin
lub ich części, ewentualnie z zarodkami. Jakc> spe¬
cjalnie odpowiednie okazały się surowe wyciągi
z nasion, zarodków i/lub części składowych zarod¬
ków roślin dwu- lub jednoliściennych, jak np. roś¬
lin motylkowych, pszenicy, ryżu, jęczmienia i/lub
traw, jak również z odpadków otrzymywanych
przy słodowaniu.

Na ogół celowe jest wzbogacenie otrzymanego
ekstraktu w enzym na drodze niewielu zabiegów
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oczyszczających. W tym celu można np. obsorbo-
wać enzym na żelu fosforanu wapniowego, któ¬
ry dodaje się do klarownego roztworu, po czym
odwirowuje się i wymywa roztworem siarczanu
amonowego i roztworem buforowym fosforanu,
a następnie wytrąca z roztworu metanolem, etano¬
lem, acetonem lub podobnymi rozpuszczalnikami
organicznymi. Przez następujące po tym chroma¬
tografowanie usuwa się także obecną jeszcze 5'-nu-
kleotydazę. Poza znacznym nakładem materiało¬
wym i wymaganym długim czasem prowadzenia
procesu istnieje niebezpieczeństwo utraty części
cennej 5'-fosforodiesterazy w poszczególnych fa¬
zach procesu.

Przedmiotem -wynalazku jest sposób oczyszcza¬
nia J wodnego ekstraktu materiału roślinnego, za¬
wierającego aktywną i>'-fosforodiesterazę, stosowa¬
nego do otrzymywania 5'-mononukleotydów
z kwasów nukleinowych przez krótkotrwałe pod¬
dawanie działaniu" 'ciepła wodnych ekstraktów
z materiału roślinnego. Ogrzewanie prowadzi się
korzystnie w obecności soli metali ciężkich.

Ekstrakty z materiału roślinnego, do których do¬
daje się organiczne rozpuszczalniki trudno rozpusz¬
czalne lub nierozpuszczalne w wodzie, jak np. to-
ulen lub chloroform w ilości od 0,5 do 3%, ko¬
rzystnie 1 do 1,5% objętości płynu, podgrzewa sic
przed ich zastosowaniem do rozszczepiania kwasów
nukleinowych do temperatury 45—70°C, korzystnie
55—65°C, w ciągu 5—40 minut, najkorzystniej 15—
25 minut.

Ogrzewanie można prowadzić również w obec¬
ności soli metali ciężkich. Szczególnie korzystne
jest zastosowanie soli nieorganicznych, takich jak
chlorki, siarczany i azotany cynku, niklu i miedzi.
Stężenie molowe soli metali ciężkich w wyciągach
powinno wynosić od 10-2 do 10-5.

Nieoczekiwanie stwierdzono, że wartość pH en¬
zymów może wahać się w szerokich granicach,
przy czym ze zrozumiałych względów należy uni¬
kać obszarów krańcowo kwaśnych lub alkalicznych.
W celu daleko idącego zdezaktywowania 5'-mono-
nukleotydazy okazało się szczególnie korzystne
sprowadzenie pH ekstraktu do wartości 4—7. Proces
można prowadzić również w obecności roztworu
buforowego, jak na przykład fosforanowego, ftala-

nowego, octanowego lub trójoksymefyloaminorne-
tanowego.

Zachowując powyższe warunki utrzymuje się
możliwie maksymalną aktywność 5'-fosforodieste-
razy przy równoczesnej jak najdalej posuniętej d--
zaktywizacji 5'-nukleotydazy. Jednocześnie metoda
jest szybka i nie wymaga dużego nakładu materia¬
łowego.

Jeżeli proces prowadzi się bez dodatku soli me¬
tali ciężkich, to dla osiągnięcia daleko idącej d-
zaktywizacji 5'-nukleotydazy szczególnie celowe
jest sprowadzenie pH ekstraktu do wartości 4—7.
Stwierdzono jednakże, że rośliny podczas procesu
ekstrakcji nie muszą być traktowane roztworem
wodnym, nastawionym do określonej wartości pH.

Ekstrakty oczyszczone sposobem według wyna¬
lazku używane są bezpośrednio do rozszczepiania
.kwasów nukleinowych.
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Przytoczenie poniżej lifzykłady wyjaśniają spo¬
sób według wynalazku.

Przykład I. W celu otrzymania ekstraktu
z materiału roślinnego, np. z kiełków oczyszczo¬
nego słodu jęczmiennego, wprowadza się 10 części,
wagowych materiału roślinnego do 100 części wa¬
gowych wody, a następnie miesza w temperaturze
pokojowej przez dwie godziny i odwirowuje. Eks¬
trakt wykazuje wartość pH = 5-^6 i zostaje- za po¬
mocą ługu sodowego lub kwasu octowego sprowa¬
dzony do pożądanej wartości pH, podanej w ta¬
blicy I. Następnie wyciąg podgrzewa się w kąpieli
wodnej w temperaturach i odstępach czasu po¬
danych w tej tablicy. Po ogrzewaniu ochładza się;
i wartość pH sprowadza do 8.

15 części objętościowych wyciągu z kiełków
z oczyszczonego słodu jęczmiennego, otrzymanego-
w wyżej opisany sposób, albo wyciągu z innego
materiału roślinnego, np. z kiełków pszenicznych,,
dodaje się do 10 części objętościowych roztworu nu-
kleinianu sodowego (2%-go roztworu kwasu nu¬
kleinowego) i 12 części objętościowych wodnego
roztworu, zawierającego 0,1 mola trój-(oksymety-
lo)-aminometanu jako buforu o wartości pH = 8,0
z dodatkiem 0,5—3% toluenu. W ślepych próbach
zastępuje się roztwór kwasu nukleinowego 10 częś¬
ciami objętościowymi wody. Czas trwania roz¬
szczepiania enzymatycznego wynosi około 20 go¬
dzin przy temperaturze 37°C.

Wyniki podane są w kolumnach 5 i 6 poniższej^
tablicy I.

Tablica I

Kolumna

Doświadczenie
1

2

3

4

5

1

Materiał ekstrakcyjny
kiełki

z oczyszczo¬

nego słodu
jęczmiennego

>»

,,

kiełki

pszenicy
"

2' 3 ' 4

Wstępna obróbka
ekstraktu

ogrzewanie

temperatura G°C

55

65
65

65
65

czas ogrzewania wminutach
20

20

15

20

15

wartość PH

4

5

6

5

6

5 6

Kwas

nukleinowy

rozszczepienie kwasu nukleinowego%
81
87

92

78

84

o

V

'n „

o Hi

2,0

1,6 [
2,3 [

r

5,3 |
6,1

W dalszej tablicy II przytoczono przykłady.,
w których użyto wyciągów z materiałów roślin¬
nych ogrzewanych w obecności soli metali ciężkich.

Przykład II. Wytwarzanie ekstraktu z zarod¬
ków: 10 części wagowych kiełków z oczyszCzonega
słodu jęczmiennego i 100 części objętościowych wo¬
dy, o wartości pH doprowadzonej na początku
ekstrakcji ługiem sodowym do 8,0, miesza się dwie
godziny w temperaturze pokojowej i następnie od¬
wirowuje. Ekstrakt sprowadza się za pomocą łu¬
gu sodowego lub kwasu octowego do pożądanej
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wartości pH, podanej w tablicy II. Następnie do¬
daje się tyle roztworu soli metalu ciężkiego, ażeby
osiągnąć pożądaną ilość w molach, podaną rów¬
nież w tablicy II, i ogrzewa w kąpieli wodnej
w temperaturach i okresach czasu podanych w ta¬
blicy II. Po zakończeniu ogrzewania ekstrakt
ochładza się i sprowadza wartość pH z powrotem
do 8,0 (kolumny 1—6 w podanej dalej tablicy II).

W celu otrzymania 5'-mononukleotydów, 3 części
objętościowe ekstraktu z kiełków z oczyszczonego
słodu jęczmiennego otrzymanego jak wyżej lub
wyciągu z innych roślin, np. z kiełków pszenicz¬
nych, dodaje się do 2 części objętościowych roz¬
tworu nukleinianu sodowego (1,687% roztworu
kwasu nukleinowego) i 3 części objętościowych
roztworu, zawierającego 0,1 mola trój-(oksymety-
lo)-aminometanu jako buforu o wartości pH = 8,0
z dodatkiem 0,5—3% toluenu. W jednocześnie pro¬
wadzonych ślepych próbach zastępuje się roztwór
kwasu nukleinowego dwoma częściami objętościo¬
wymi wody. Czas trwania rozszczepiania enzyma¬
tycznego wynosi około 20 godzin w temperaturze
37°C.

Wyniki przedstawiono w kolumnach 7 i 8 niżej
podanej tablicy II.
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Tablica II
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ZnCl2
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stęż
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0,001
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0,00025
0,01
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0,001
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0,001
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4
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100
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80
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odd:

11

4

15 |
18

15 1
16 1
15

8

10

3,6
2,6'
2,7 |

32
23

16

2
23

0,5
0,3
0,1

[I. Wytwarzanie ekstraktu z za-
kiełkó^sv pszerlicziiycli mriesza się

30

35

40

50

z 1000 cm3 wody w ciągu dwóch godzin w tem¬
peraturze pokojowej i przy wartości pH = 7,5
(uzyskanej przez dodatek roztworu wodorotlenku 65

potasowego). Następnie mieszaninę odwirowuje się.
Po doprowadzeniu ekstraktu do wartości pH = 5
przez dodatek kwasu solnego, dodaje się roztworu
chlorku cynkowego tak, aby stężenie molowe wy¬
nosiło 0,005 mola ZnCI2. Na koniec ekstrakt utrzy¬
muje się w temperaturze 65°C przez 20 minut,
ochładza i ponownie sprowadza otrzymany eks¬
trakt z zarodków do wartości pH = 5.

25 cm3 otrzymanego ekstraktu z kiełków psze¬
nicznych dodaje się do 25 cm* 2% roztworu kwasu
nukleinęwego, wytworzonego z mlecza rybiego
i zawierającego kwas dezoksyrybonukleinowy
i sprowadza tę mieszaninę do wartości pH = 7,5.
Wartość pH utrzymywana jest przez stałe doda¬
wanie rozcieńczonego roztworu wodorotlenku po¬
tasowego. Zakończenie rozszczepienia zaznacza się
przez ustalenie się wartości pH. Przeciętny czas
trwania reakcji prowadzonej w*' temperaturze 37°C
wynosi około 27 godzin. Rozszczepienie kwasu nu¬
kleinowego wynosi 85%, oddzielenie P.,0,.—6%.

Przykład IV. Zastosowuje się ekstrakt z za¬
rodków sporządzony w sposób taki, jak w przy¬
kładzie II. Jako sól metalu stosuje się ZnCl2 w ta¬
kiej ilości, aby stężenie wynosiło 0,001 mola/litr
i ogrzewanie prowadzi się przez 20 minut w tem¬
peraturze 65°C, przy wartości pH = 5.

40 cm3 otrzymanego wyciągu dodaje się do 10
cm3 2,5% zobojętnionego roztworu kwasu dezoksy¬
rybonukleinowego. Wartość pH mieszaniny dopro¬
wadza się do 8 przez dodanie ługu sodowego. Po
24 godzinach, w czasie których utrzymuje się war¬
tość pH = 8 przez bieżące dodawanie rozcieńczo¬
nego ługu sodowego oraz temperaturę inkubatora
37°C, rozszczepienie kwasu nukleinowego wynosi
75% przy oddzieleniu fosforanu sodu w 9,6%.
Przykład V. 50 g wysuszonych w suszarce

próżniowej korzonków zarodkowych bobu (Vicia
faba) drobno miele się i ekstrahuje 50 cm3 wody
utrzymując wartość pH = 8 (NaOH) w ciągu 5 go¬
dzin. Ekstrakt ten przez dodanie kwasu solnego
doprowadza się do wartości pH = 5 i dodaje do
roztworu CuCl^ tak, że stężenie soli metalu cięż¬
kiego w mieszaninie wynosi 0,0002 mola/litr. Mie¬
szaninę ogrzewa się w ciągu 20 minut w tempera¬
turze 60°C. Po ochłodzeniu doprowadza się eks¬
trakt z powrotem do wartości pH = 8 przez doda¬
nie ługu sodowego. Do 50 cm3 tego wyciągu doda¬
je się 40 cm3 roztworu, zawierającego 0,1 mola
trój-(oksymetylo)-aminometanu jako buforu o war¬
tości pH = 8 z dodatkim chloroformu i 10 cm3
2,5% roztworu nukleinianu sodowego i ogrzewa
mieszaninę do temperatury 37°C. Po 18 godzinach
rozszczepienie enzymatyczne kwasu nukleinowego
wynosi 92%.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób oczyszczania wodnego ekstraktu z ma¬
teriału roślinnego zawierającego aktywną 5'-fo-
sforodiesterazę, stosowanego do otrzymywania
5'-mononukleotydów z kwasów nukleinowych,
znamienny tym, że surowy ekstrakt poddaje się
ogrzewaniu w obecności metali ciężkich w cią¬
gu krótkiego okresu czasu, a następnie ochła¬
dza.
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2. Sposób według zastrz. 1 znamienny tym, że
ekstrakt poddaje się ogrzewaniu w ciągu 5—40
minut, korzystnie 15—25 minut do temperatury 4
45—70°C, korzystnie 55—65°C i następnie ochła¬
dza do temperatury otoczenia. s

3. Sposób według zastrz. 1 i 2 znamienny tym,

8

że jako sole metalu ciężkiego stosuje się chlorki
cynku, niklu lub miedzi.
Sposób według zastrz. 1—3 znamienny tym, że
ogrzewaniu poddaje się ekstrakt, w którym stę¬
żenie molowe soli metalu ciężkiego wynosi
1'0-s __ io-5.

KRAK 4, Sarego 7. — Zam. 830/67 — 270
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