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E ' j(54) VSpésorb vysdkokapaciinéj imobilizécié proteinov

'Vyndlez sa tyka spésobu vysokokapacnne] imo-
bilizdcie proteinov.

‘Podstata vynalezu, v ktorom sa v prvom stupni
pektin alebo vodorozpustna sol kyseliny pektovej
zosietuje v alkalickom prostredi 2-chlérmetyloxi-
rdnom spociva v tom, Ze sa v druhom stupni

~aktivuji karboxylové skupmy karbodnmldml, hyd-)‘
" razin hydritom & hydrazin hydriatom a potom

dusitanom sodnym v pritomnosti kyseliny solnej
a v tretom stupni sa vyuZitim zndmych met6d
prevedie naviazanie proteinu.
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Vynilez Satyks -
~ bilizdcie proteinov n modifikovanom pektine.
'+ Kovalentn4 ‘imobilizdcia proteinov na polysa-

. .charidy vyzaduje v prvom rade vhodnt aktivaciu |

1 polysachandu Jednymzéasto pouzwanych sposo-
' bov je zavedenie karboxylovych skupin. Tak je
tomu napr. v pripade komerénych karboxymetyl-

- ~derivitov celulézy (CM-celulézy Lovosa, What- .

.man), agarozy (CM-Sepharose®), alebo siefova-
. nych dextranov (CM- Sephadex C). Takéto kar-"
boxylové derivaty moZno po aktivécii karbodiimi-

dom priamo ‘pouZit na imobilizdciu proteinov.
Vi&inou je viak vhodnejsie previest ich na hydra-
zxdy, resp. azidy &i aZ izokyandty.

‘Zavedenie karboxylovych skupln ako jeden zo

. 'sposobov aktivdcie polysacharidov nie je oviem

potrebné, ked polysacharid uZ tieto skupiny obsa- |
huje. Tak je tomu v pripade siefovanej kyseliny’

pektovej, ktord sa pripravi sictovanim pektinu

epichlérhydrinom v alkalickom prostredi (V. Ti-
bensky, L. Kuniak, Cs. patent 140 713 [1971]).

Takto sictované kyselina pektové je makroporéz-

nym, gélovitym materidlom s napuciavacim obje- -

mom (n. 0.) vo vode 4 aZ 14 ml/g. Stupeii
napuéiavania moZno nastavit yofbou podmienok
sietovania. Sietovand kyselina pektova ma vysoky
stupen substitiicie karboxylovyml skup1nam1 DS
i

moZno pouZif siefovani kyselinu pektova ako
nosi& pre kovalentnua imobiliziciu proteinov. Dal-
. Sie moZnosti ddva prevedenie siefovanej kyseliny
. pektovej na hydrazidy, resp. dalej na azidy. Zatial
" &o hydrazidové derivaty umoZiuji vihodne viazat
. glykoproteiny cez ich cukorné zloZky, azidy viazu
~ proteiny cez ich polypeptidicky retazec.
Podstata spésobu vysqkokapacunej imobilizdcie
: proteinov, v ktorom sa v prvom stupni pektin alebo
vodorozpustnd sol kyseliny pektovej zosietuje
- v alkalickom prostredi 2-chlérmetyl-oxiranom,
' spodiva v tom, Ze sa v druhom stupni aktivujd
- karboxylové skupiny karbodiimidmi, hydrazin
hydrdatom & hydrazin hydriatom a potom dusita-

nom sodnym v pritomnosti kyseliny solnej a v tre--

tom stupni sa vyuZitim znémych metdd prevedie
. naviazanie proteinu. !
. Pre uvedené postupy 1moblhzac1e proteinov je
} vhodnd slabo zosietovanid kyselina pektova
(s epichlorhydrinom), s napicacim objemom (n.

D) ﬁ4 ml H,0/g resp. 3,7 ml metanolu/g. Takyto
’ ;el 4 totiZ vysoky vyludovaci limit pre proteiny
: c(lo molekulovej -hmotnosti 80 000). Tiez pr1
s pnprave jej derivatov, napr. hydrazidov, mozno

- dosiahnut aZ DS 0,42, pri€om zvySok karboxylo— :

. vych skupin je vo forme esteru.

Vyhodou navrhovaného sposobu vysokokapa-
én!nej imobilizicie proteinov.na vodonerozpustné
derivaty kyseliny pektovej je, Ze

- — zakladny materidl (pektin) je Tahko dostupny |

' prn'odny biopolymér
{— pri siefovani sa pektin sidasne deestenflku_]e

— siefovand Kkyselina pektova ma ‘DS Nij, ¢o .

Uz v takejto forme, s vyuZitim karbodiimidov, -

Py

_s&iih"vysdkbkapaéifﬁéj imo- |

3
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u11102nu3e tiez pnprav1t iej d’a151e denVaty S VYSO-
kymi DS .

© — v stvislosti s predchadzajucun moZno pnpraﬁ
_vit preparity s vysokym obsahomi protelnov (do
100 mg proteinu/g nosica) -

-

— sietovana kyselina pektova, j€j derivatyakoaj .

_preparity s imobilizovanymi proteinmi s gélovité

. materidly s dobryml hydrodynam1ckym1 vlastnos-
;. tami

— umozituje vyrabat preparéty z lacnych surovin

pomerne jednoduchym technologickym postu- |

_pom.

“Priklady vyhotovenia =

- Priklad 1

Ku 20 'g. pektinu (citrusového) sa pridalo za
staleho mieSania 13 ml 25%-ho NaOH a nechalo
sa reagovat po dobu 1 h pri 20 °C. Pridalosa 1,8 ml |

"epichl6rhydrinu -a po 2 h miedania pri 20 °C sa :
| postupne, v priebehu 1 h, zvysila teplota na 40 °C.
Pri tejto teplote sa nechd reagovat eSte 1 h.
Zosietend sodnd sol kyseliny pektovej sa postupne -
premyla vodou, etanolom a vysusila pri teplote |

60 °C. Siefovany pektan sodny sa pomaly premyl
0,25 N HCl, dalej vodou do negativnej reakcie na
chloridy, etanolom a-nakoniec sa vysusil na vzdu-
chu. 200 mg sietovanej kyseliny pektovej (n. o. 14
ml H,O/g) sa resuspendovalo v 15 ml 1,5 %
- roztoku  N-cyklohexyl-N’-/N-metyl- morfolmo/

/etyl/-karbodiimid-p-toluénsulfonédtu v destllova—-

nej vode okyslenej na pH 4,8 a suspenzia sa

miesala po dobu 1 h pri izbovej teplote. Aktivova-
. ny gél sa dokladne premyl vodou a pridal sa

K'roztoku 10 mg acetylchollnesterazy (acetylchohn ;
* hydroldza, EC 3.1.1.7; 25,4 U-mg) v 8 ml destﬂo-

.vanej vody. Suspenzia sa mieSala po dobu 2 h

0—2°C. Po filtracii a premyti nerozpustneho
" podielu 100 ml 2 M NaClvykazovala imobilizova-
na acetylcholinesterdza Specificki aktivitu 5,8
U/mg a preparat mal celkovi aktivitu 71,3 U/g. Pri
skladovani vo zvlh&enom stave pri 4 °C sa pozoro-
val v priebehu 6 mesicaov 15%-ny pokles kataly-

- tickej aktivity.

" Priklad 2
-Siefovana kyselina pektova (1 g) pripravena ako
\’5 priklade 1, sa suspendovala v 100 ml metanolu,

pndalo sa 0,6 ml koncentrovanej HCl a refluxovalo .
4 ‘hod.. Po premyti metanolom a vysuSeni sa’

":fprodukt (0,95 g) resuspendoval v zmesi 16,6 ml

‘metanolu a 16,6 ml 99 % hydrazin hydratu. .

Suspenzia sa udrZiavala 72 hod pri 38 °C za
.ob&asného premiesania a po zachyteni na sklenej
';ff.ite premyla 0,15 M NaCl do negativnej reakcie na
wydrazin, 250 ml vody, 250 ml etanolu a produkt sa

ysuSil. Hydrazid sietovanej kyseliny pektovej .

%100 ml 0,1 M acetdtového pufru pH 5 sa pridalo
mg jodistanu sodného a nechalo stat 1,5 hod
wvil tme pri izbovej teplote. Po pridani 0,15 mi

(Q 28 g) obsahoval 4,13 % dusika. K roztoku 05¢g
laktozylovaneho hovidzieho sérového albuminu

: ‘e‘tylenglykolu sa nechalo st:it’ daldich 0,5 hod za



thgch istych podmlenok Zmes sa dlalyzovala 2 hod |

v:tme proti2 X 51 50 mM octanovéhd pufru pH 5..
0“'25 g hydrazidu siefovanej kyseliny pektovej sa.

3 {esuspendovalo v oddialyzovanej zmesi, pH sai

upravilo na 6,5 a nechalo sa miefat 24 hod pri
iizbovej teplote. Preparit sa premyl 250° ml vody, .
500 ml 0,1 M boratového purfu pH 8,5 obsahuju-! -

¢eho 1,075 M NaCl a Tween 20 (0,1 % v/v), odsal,
resuspendoval v zndmom objeme a skladoval pri
4 °C. V pripade dlh§icho skladovania sa pridala

kvapka chloroformu alebo azid sodny do koncen- -

trécie 0,1 % (w/v). Preparat obsahoval 85,5 mg
ilbummu/ g siefovanej kyseliny pektove;j.

' Pnklad 3

; Siefovand kyselina pektovd (n. 0. 4 ml H,O/g) sa

rlprav1Ia ako v priklade 1, s tym rozdielom, Ze sa .

povzili 4 ml epichlérhydrinu a reakéna doba pri
1zbove] teplote sa predizila o 2 h. Hydrazid
sﬁetovanej kyseliny pektovej (0,59 g; 7,21 %

. dus1ka) sa potom pripravil postupom uvedenym-

- e

v priklade 2. 10 mg pseudocholinesterazy (10
jednotiek) (acylcholin acyl hydroldza, EC 3.1.1.8)

: sa rozpustilo v 2 ml 20 mM fosfdtového pufru pH .

.8 a pridal sa 1 ml 4,35 mM roztoku jodistanu ko anu )
! min naTadovom kipeliza kontrolovania pH. Ak je
"to nutné, pH sa doupravi na 8,7. Potom sa

draselného v tom istom pufrl Reakéna zmes sa
udrZiavala po dobu 5 h pri 4 °C, potom sa enzym
dvakrit prezraZal 10-nasobnym nadbytkom etano-
lu. PrezraZany enzym sa rozpustil v 100 ml 20 mM

fosfdtového pufru pH 8 a k roztoku sa pridalo 0,5 g
" hydrazidu sietovanej kyseliny pektovej. Suspenzia

sa mie§ala po dobu 18 h pri 4 °C. Po premyti 100 ml

20 mM NacCl, 200 ml destilovanej vody a 100 ml 20_ ‘
mM fosfatového pufru pH 8 vykazovala nnoblhzq- :
vand pseudocholinesterdza Specifickd aktivitu ]13,6 ‘

- U/mg a preparit mal Ghrnni aktivitu 23 U/g?

{ PREDMET

Sposob vysokokapamtnej imobilizacie protel- ’

nov, pri ktorom sa v prvom stupni pektin alebo
vodorozpustnd sol kyseliny pektovej zosietuje

' v alkalickom prostredi 2-chlérmetyloxirdanom vy- '
" znacujuci sa tym, Ze sa v druhom stupni aktivuji .

Vytiskly Moravské tiskarské zivody,
prevoz 12, Leninova 21, Olomouc

| 218702
Preparét sa skladoval tak, ako j ]e uvedené v prikla« |

ldel

. Priklad 4

Postupovalo sa éko v priklade 3 s tym rozdle- ;

- lom, Ze siefovand kyselina pektovd (n. o. 7,4 ml

H,O/g) sa pripravila podla priklada 1 s tYm, Ze sa
na sietovanie pouzili 3 ml epichlérhydrinu. Prepa-
rdt obsahoval 72,6 mg albuminu/g s1ef0vane)
kyselmy pektovej. .. i

i H

_ ' Prikiad 5

Hydrazid siefovanej kyseliny pektovej (0, 25
. pripraveny postupom uvedenym v priklade 2 s
- resuspenduje v 10 ml 0,6 NHCI ochladenej na

;,0°C. V priebehu 20 min sa za stdleho ‘mieSania
#pomaly pridd 1,25 ml! 5 % vodného roztoikpi

. dusitanu sodného. Miesa sa dalsich 20 min, stale
pri 0 °C. Azid sa premyje 100 ml Tadovejvody, 50
ml ladového 1 M NaCl, znovu 100 ml Tadovej vody
. a odsaje. K ¢erstvo pripravenému azidu s1elfovane]

i kyseliny pektove] sa prida ochladeny roztok 0,1 g
/' haviidzieho sérového albuminu v 10 ml vody.
7#'Okamzite sa upravi pH na 8,7 nasytenym rozto<

kom tetraboritanu sodného. Suspenzia sa mie$a 20

suspenzia mieSa efte dalSich 40 min. Produkt sa
premyje 10Q m] vody, 200 ml 1 M NaCl, 100 m1 50
mM kyseliny octovej, 100 ml 1 M NaCl, 100 mt
0,5 M’NaHCO;, 100 ml 1 M NaCl, 200 ml vody
a odsaje. Imobilizovany enzym sa resuspendoval
vo vode a skladoval ako je to uvedené v priklade 2.
Preparat obsahoval 104,8 mg albummu/ g s1efova-

| neJ kysehny pektove;

VYNALEZU

" karboxylové skupiny s karbodiimidmi hydrazin

hydritom, & hydrazin hydritom a dusitanom’

- sodnym v pritomnosti kyseliny sofnej a v tretom
! stupni sa s vyuZitim znidmych metéd prevedie
' naviazanie proteinu.

Cena: 240 Kis
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