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(54) Spésob izolédcie alfa-amylézy z biologickych materidlov

(57) Riefenie sa tyka nového spbsobu
izoldcie a distenia alfa - amyldzy v priemy-
selnej vyrobe z biologickych materidlov.

Je zalo?ené na vyuZfivani existencie izo-
elektrického bodu tohoto enzymu, kde sa
autofokusdciou pésobenim jednosmerného

pridu pri napdti 200 aZ 1 000 V vydeluje,

zo zmesi enzymov a bielkovin v roztoku o vo-
divosti 100 a% 800 pS.cm™1 pri pH 5,82 a
6,12. Ta&to frakcia sa podrobi deliace]j
technike vyu#ivajdcej rozdielne molekulové
hmotnosti, s vyhodou gélovej chromatografii.
Opakovanim alébo zamieflanim oboch technik
no¥no dosiahnut superdisty enzym potrebny
hlavne v priemyselnej vyrobe.
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Vyndlez sa tyka spbdsobu izoldcie a &istenia enzymu alfa -~ amyldzy (EC 3.2.1.1.) v prie-
myselnej vyrobe, ktory vyuZiva existenciu izoelektrického bodu tohoto enzymu ako kritéria
jeho Eistoty.

Podla doterajSich postupov sa alfa - amyldza vyrdbala niekolkymi pochodmi, zahrfiujdcimi
zréd?anie siranom aménnym, etanolom,acetdénom, dalej rdznymi systémami gélovej a iontomenidovej
chromatografie ¢i elektroforézou v rozliénych usporiadaniach. Ich spolo&nou nevyhodou bola
prdcnost, ndro¢nost na technické vybavenie pridom dosiahnutiu vy3Sej &istoty branila td skuto&-
nost, Ze v konelnom $t&diu izolacie bola zmes bielkovin pribliZne rovnakej molekulovej hmotnos-
ti, kde podstatnu ast tvoril enzym, ale obsah primesi bol + 5 a% 10 %. Tieto balastné bielko-
viny zniZujd mernd aktivitu a spdsobuji aj iné vedlajdie efekty, ako postupnd degraddciu
izolétu.

V naSich vyndlezoch CS AO 211 856 a 234 801 sa chrdni principidlne novy spdsob samo-
¢inného izoelektrického fokusovania pdsobenim jednésmerného pridu v rovnorodom roztoku delenej
latky, ktory je mechanicky stabilizovany, ako aj jednoduché zariadenie na uskutocifiovanie
spdsobu.

VyS8ie opisané nedostatky izoldcie a ¢istenia enzymu v podstatnej miere odstrafiuje vynd-
lez, ktorého podstata spoliva v tom, Ze dialyzou, alebo ultfafilt}éciou sa upravi vodivost
roztoku biologického materidlu obsahujiceho alfa - amylézovd aktivitu na hodnoty 100 aZ
800 ;1S.cm_1 a obsah bielkovin sa upravi na 1 aZ 30 g.l_l, roztok sa autofokusuje jednosmernym
elektrickym pruidom pri napdti 200 aZ | 000 V, roztok tvoriaci frakciu s najvy$Sou enzymatic-
kou aktivitou, s vyhodou pri pH 5,82 aZ 6,18 sa izoluje a podrobi deliacej technike vyuZiva-
jdce] rozdielnu molekulovd hmotnost delenych lédtok, s vyhodou gélovi chromatografiu, pridom
v zévislésti na poZadovanej &istote sa jedna alebo obe deliace techniky opakuji aspofl jeden-
krat.

Vyndlez je vhodny pre ziskavanie superéistej alfa ~ amyldzy v technologickom meradle
pri vyrobe tohoto enzymu pre potreby viacerych odvetvi priemyslu.

Priklad 1

Bakteridlna kultura kmefia Bacillus subtilis sa odstredi a ziskany supernatant sa zahust{
vo vékuovej odparke. Vodivost zahusteného supernatantu sa dialyzou alebo ultrafiltrdciou
upravi na 100 a% 800 ;1S.cm"l za priddvania McIlvariovho tlmivého roztoku 0,01 mol.171 pH 6,0
s obsahom citrdtovych iontov, ktoré stabilizujd alfa - amyldzovi aktivitu. Obsah bielkovin
sa upravi na 10 aZ 30 g.l—1 riedenim tlmivym roztokom. Takto upravenym roztokom sa naplni
autofokusaénd aparatira s poctom komdrok 20 a po uzatvoreni sa aplikuje jednosmerny elektricky
regulovany prud o napdti 200 aZ 1 000 V regulovanom tak, aby silin pridu a napitia neprekrocil
3 W. Autofokusdcia prebieha pri chlade do +4 ©c. Proces autofokusdcie je ukonleny, ked pri
napdti 1 000 V klesne pruid na nulu. Delend zmes si samolinne vytvdra vzostupny gradient pH,
pozdlZ ktorého sa jednotlivé frakcie bielkovin formuju do vrcholov podla svojich izoelektric-
kych bodov. Alfa - amyldza sa nachddza vo frakcidch s najvy38ou enzymatickou aktivitou, hlavne
v komdrkach s pH medzi 5,82 aZ 6,18 priCom enzymatickd& aktivita sa stanovuje na zéklade
narastajicej~oxidadnej aktivity enzymom $tiepeného Skrobu. Bielkoviny z tohoto rozmedzia sa
zjednotia a nanesd na koldnu rozmerov 80x50 cm naplnend molekuldrnym sitom Spheron P-40,
ekvilibrovand McIlvainovym tlmivym roztokom. Chromatografia prebieha pri 4 °c pri prietoku
120 ml/h a zhromaZ?dujd sa frakcie po 30 ml. Po ukonéeni gélovej filtrdcie sa vo vSetkych
frakcidch stanovi obsah bielkovin podla Lawryho a alfa - amyldzovd aktivita ako boleo opisané
vy8§ie. Gélovou filtrédciou sa autofokusdciou izolované bhielkoviny rozdelia do Ztyroch vrcholov,
kde &isté alfa - amyldza sa nachddza v tretom vrchole od po&iatku zhromaZdovania frakcii.
Jednotlivé kroky moZno opakovat podla potrebného stupia &istoty, ktord je definovand jednak
elektroforeticky pritomnostou jedinej linie ale tieZ mernou aktivitou, ktord m& dosiahnut

1

aspofi 3 U.mg ~ podla medzindrodného hodnotenia. Tak sa dosahuje aZ 99,99 %-nej &istoty enzymu.
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Priklad 2

Technickd alfa - amyldza, ktord obsahuje priemerne 60 % &istého enzymu sa rozpusti
v destilovanej vode tak, aby obsah bielkovin bol 10 aZ 30 g.lél. Potom sa roztok podrobi
ultrafiltrdcii v takom usporiadani (napr. systém AMICON) aby sa z neho eliminovali vSetky
molekuly s molekulovou hmotnostou do 40 000. Vysledny roztok je zbaveny solf.a podstatnej
¢asti bielkovin a ako taky sa aplikuje do autofokusanej aparatiry a deli ako bolo opisané
v priklade ¢. 1. Po zjednoteni aktivnych frakcii sa ziskany roztok alfa - amyldzy znova pod-
robi ultrafiltrdcii ale tak, aby sa eliminovali v8etky molekuly s molekulovou hmotnostou
pod 60 000. Vo filtrdte sa nachddza alfa - amyléza, ktorej molekulovd hrotnost je okolo 54
az 56 000. Filtrdt sa aplikuje do autofokusalnej aparatiry menZieho obsahu a znova sa fokusuje
v podmienkach opisanych v priklade ¢. 1. Po ukoneni fokusdcie sa v komdrkach s pH medzi
5,82 aZ 6,18 nachddza superfistd alfa - amyléza, ktord zodpovedd vyEEieuvedenym kritéri&m

cistoty.

Okrem uvedenych deliacich technik vyuZivajdcich rozdielnu molekulovid hmotnost delenych

latok, moZno autofokusdciu kombinovat tieZ s elektroforézou alebo s vysolovanim.

PREDMET VYNALEZU

Spdsob izolacie alfa - amyldzy z biologickych materidlov, vyznadujici sa tym, Ze sa
dialyzou, alebo ultrafiltréciou upravi vodivost roztoku biologického materidlu na 100 aZ

! a obsah bielkovin sa upravi na 1 aZz 30 g.l_l a roztok sa autofokusuje jednosmer-

800 nS.cm”
nym elektrickym prddom pri napdti 200 aZ 1 000 V, pokial prdd neklesne na nulu a roztok
tvoriaci frakciu s najvy$Sou enzymatickou aktivitou, s vyhodou pri pH 5,82 a%Z 6,18 sa izoluje
a podrobi deliacej technike vyuZivajicej rozdielnu molekulovi hmotnost delenych létok, s vyho-
dou gélovi chromatografiu, prifom v z4vislosti na poZadovanej &istote sa jedna alebo obe

deliace techniky opakujl aspofl jedenkrdt.
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