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Sposéb izolacji proteaz

Przedmiotem wynalazku jest sposéb izolacji proteaz z przesaczy hodowlanych po oddzieleniu Zn-bacytra-
cyny. ‘

Znany jest sposdb jednoczesnego wytwarzania bacytracyny i proteaz w procesie hodowli np. Bacillus
subtilis w warunkach konwencjonalnych. Z otrzymanej tym sposobem brzeczki hodowlanej izoluje sie bacytracy-
ne wpostaci kompleksu zcynkiem przy wartosci pH 5—7, a nastepnie wyodrebnia sle proteazy przez
zag@szczenie supernatantu i ewentualnie frakcjonowane wytrgcanie enzymu.

Stwierdzono, ze proteazy mozna izolowaé z przesaczy hodowlanych po oddzieleniu Zn-bacytracyny
zwigkszajac stezenie jonéw cynku przez dodanie tych samych soli, ktére stosuje si¢ przy wytracaniu
antybiotyku, przy jednoczesnej zmianie wartosci pH Srodowiska. Sposéb ten pozwala uniknaé¢ kiopotliwego
procesu oddzielania zwigzkéw drobnoczasteczkowych oraz odparowywania roztworéw wodnych enzyméw pod
zmniejszonym cisnieniem iotrzymaé wytrgcony preparat enzymatyczny w prosty sposéb, w zmniejszonej
objetosci i pozbawiony innych zanieczyszczeri biatkowych, z roztworéw o réznej zawartosci proteaz i aktywnos-
ci proteolityczne;.

Wedtug wynalazku sposéb izolacji proteaz polega na tym, ze przesacz hodowlany po odzieleniu
Zn-bacytracyny alkalizuje sie do warto$ci pH 7—10, korzystnie do wartosci pH 8—8,5, dodaje sie do niego soli .
cynkowej do stezenia jondw cynku do 180 mM, korzystnie do stezenia 60—90 mM, wytracony osad ekstrahuje
si¢ wodnym roztworem fosforanu jednosodowego o stezeniu 0,1—0,25 M, a nastgpnie wytraca sie enzymy przez
frakcjonowane wysalanie ekstraktu slarczanem amonowym przy wartosci pH 6— 10 korzystnie przy wartosci pH
okoto 8, oraz suszy. i

Przyktad |. Przesagcz po oddzieleniu Zn- bacytracyny tawwra]acy 4040 j proteazy/ml alkalizowano do
wartosci pH 10 przy uzyciu 10 n NaOH i dodawano 20% ZnSO4+7H, 0O w taklej ilosci, aby doprowadzié stezenie
ZnnS0O, w roztworze do wartosdci 1,5%, przy ciagtym mieszaniu. Mieszanine o wartosci pH 7,8 pozostawiono na
okres 1 godziny, osad oddzielono przez dekantowanie i wirowanie i ekstrahowano 0,25 M roztworem NaH; POy’
1/5 objetosci roztworu wyjéciowego przez godzine i ponownie 1/8 objgtosci roztworu wyjsciowego w ciggu
12 godzin w temperaturze 0—4°C. Wydajnos¢ ekstrakcji wynosi 87% aktywnosci proteolitycznej w odniesieniu
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do roztworu wyjéciowego. Z potaczonych ekstraktéw wysalano enzym przy 60% nasyceniu siarczanem amono-
wym, przez 12 godzin w temperaturze 0—4°C i oddzielony osad liofilizowano. Z 1 litra wyjsciowego roztworu
uzyskano 4,9 g preparatu o aktywnosci 680 j proteazy/mg suchej masy, co stanowi 81% wydajnoéci. Aktywnos¢’
wtasciwa preparatu jest okoto 10-krotnie wyzsza w stosunku do roztworu wyjsciowego.
"~ Przyktad Il. Proteazy wytracono jak w przyktadzie |z przesaczu zawierajacego, po oddzieleniu
Zn-bacytracyny, 8100 j/ml aktywnosci proteazowej. Wytracanie przenrowadzano przy wartoéci pH 8,15,
Ekstrakcje przeprowadzono dwukrotnle 1/3 objetosci roztworu wyjsciowego za pomocg 0,25 M NaH,PQj,.
Z potaczonych ekstraktéw proteazy wysolono enzym za pomoca siarczanu amonowego jak w przyktadzie I.
Z 1 litra wyjéciowego roztworu uzyskano 6 g preparatu o aktywmsci 1140 j/mg suchej masy, co stanowi 84%
wydajnosci. Aktywno$é wtasciwa preparatu jest okoto 5-krotnie wyzsza w stosunku do roztworu wyjsciowego.
Przyktad Ill. Zprzesagczu zawierajacego po oddzieleniu Zn-bacytracyny proteazy w stezeniu
12500 j/ml wytrgcono enzym za pomoca 20% roztworu ZnSO, * 7H, O doprowadzajac stezenie ZnSO, do
wartosci 2,0% przy ciggtym mieszaniu, przy wartosci pH 8,5. Ekstrakcje i wysalanie przeprowadzono jak
w przyktadzie |ill, uzyskujgc z 1 litra roztworu wyjsciowego 9,8 g preparatu. o aktywnoséci proteazowej
850 j/ml, co stanowi 68% wydajnosci. Aktywno$é¢ wiasciwa preparatu jest okoto czterokrotnie wyzsza
w stosunku do roztworu wyjsciowego.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb izolacji proteaz z przesgczy hodowlanych po oddzieleniu Zn-bacytracyny,znamienny tym,
Zze przesacz alkalizuje si@ do wartosci PH 7—10, korzystnie do wartosci pH 8—8,5, dodaje sie do niego soli
cynkowej do stgzenia jonéw cynku 180 mM, korzystnie do stezenia 60—90 mM, wytracony osad ekstrahuje sie
wodnym roztworem jednosodowego fosforanu o stezeniu 0,1—0,25 M, a nastepnie wytraca sie enzymy przez
frakcjonowane wysalanie ekstraktu siarczanem amonowym przy wartosci pH 6—10, kg_rzystnie przy wartosci pH
okoto 8 i suszy.
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