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(64) Zpasob izolace proteolytickych enzymii

Izolace se provad{ adsorbci proteoly-
tick§ch enzymi na &4stice obilné slémy.
Eluce proteinas se provdd{ roztoky anorga-
nickgch soli, nap¥. chloridy a sirany
sodnym, draselnym nebo amonnym.
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Vyndlez se tykd zpisobu izolace proteolytickych enzymi.

Proteolytické enzymy se v soufasné dob& izolujf celou Fadou metod, jako je nap¥. sr&¥ent
siranem amonnym nebo siranem sodnym, sré&%en{ vychlazenymi organickymi rozpou¥t&dly (aceton,
etanol), ionexovA chromatografie, gelovd chromatografie, afinitni chromatografie nebo ultra-
filtrace. Pouze za pomoci afinitni chromoatografie je moZno ziskat znadn& p¥e&istény prepa-
rdt proteinas v jediném izola¥nim stupni.

Typické sorbenty pro afinitni chromatografii proteinas se p¥ipravujf imobilizac{ vhod-
nych ligandd (substrdt, inhibitor, protildtka) na nerozpustny nosi&. Jako typické p¥iklady
je moZno uvést izolaci pankreatického trypsinu na ovomukoid-Spheronu (Turkovd, J., Seifertové,
A.: J. Chromatogr. 148, 293 /1978/), izolaci proteinas z mouky ze sladované pHenice na sloup-
ci hemoglobin-Sepharosy (Chua, G. K., Bushuk, W.: Biochim. Biophys. Res. Commun. 37, 545
/1969/) nebo izolaci pepsinu na sloupci polylysin-Sepharosy 4B (Nevaldine, B., Kessel, B.:
Biochim. Biophys. Acta 250, 207 /1971/).

" P¥i p¥ipravé sorbentd pro afinitni chromatografii je &asto nutno poufit n&kolikastup-
novy proces pro aktivaci nosie, jsou vyZadovdny specidlni chemikdlie apod.

Zpisob izolace proteolytickych enzymd z komplexnich sm&si podle vyndlezu spodiv4 v tom,
%e se proteinasy obsaZené v roztoku adsorbujf na &4stice obilné sldmy. Jejich eluce se pro-’
v&di roztoky anorganickych soli, s v¢jimkou soli ovliviiujicich enzymovou aktivitu, s vfhodou
sirany a chloridy sodnymi, draselnymi a amonnymi. V§hodou tohoto zpisobu je pouZiti velmi
dostupné suroviny a rovn&Z to, Ze sldmu je moZno pro izolaci proteolytickych enzymd pfipra—'
vit velmi jednoduchym zpdsobem.

vyndlez je dokumentovdn p¥iklady pouZiti.
P¥iprava sorbentu

Obiln4 sléma byla namleta nebo nast¥fhé&na na malé S&stice. C&stice sldmy byly pova¥eny
v 1-10% roztoku hydroxidu sodného nebo draselného po dobu 1-10 hodin. Po pova¥eni byly &as-
tice sldmy pYevedeny do kolony, byly dikladn& promyty vodou, roztokem chloridu sodného nebo siranu
amonného (1 mol. 1_1) a op&t vodou, dokud absorbance vodnych a solngch promyvd p¥i 280 nm
a tlousfce vrstvy 1 cm nebyla menZf{ ne% 0,01.

P¥riklad 1

Na sloupec &4stic pSenidné slémy o rozm&rech 130x12 mm bylo aplikovéno 10 ml modelového
roztoku obsahujfciho 10 mg trypsinu a 100 mg enzymového hydrolyzdtu kaseinu. Balastni bilko-
viny byly z kolony vymyty vodou. Adsorbovany trypsin byl z kolony eluovdn zvy3enim iontové
si{ly prost¥edi{ (elucf roztokem chloridu sodného, 1 mol.l_l). Obsah bflkovin byl stanoven
Lowryho metodou {(Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L., Randall, R.J.: J. Biol. Chem. 193,
265 /1951/) a aktivita proteinasy byla stanovena azokaseinovou metodou (8afa¥fk, I.: J. Chro-
matogr. 261, 138 /1983/).

Z celkové aplikované proteolytické aktivity se s balastnimi bflkovinami p¥i eluci vodou
vymylo 2 % aktivity, p¥i eluci roztokem chloridu sodného se v prvych 110 ml roztoku vymylo
70 % aktivity. Specifickd aktivita trypsinu se po chromatografii zvgSila 8,5krédt.

p¥{Lklad 2

za analogickych podminek jako v p¥fkladu 1 byla provedena chromatografie 10 mg komerd&-
niho prepardtu trypsinu, rozpu¥tdného v 10 ml vody. % celkov& aplikované proteolytické akti-
vity se s balastnimi bflkovinami vymylo 5 % aktivity, p¥i eluci roztokem chloridu sodného se
v celkovém objemu 96 ml vymylo 66 % aktivity. Specifickd aktivita trypsinu se po chromatogra-
fii zvy$ila 2krét.
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P¥{fiklad 3

Na sloupci jefné slémy o rozmérech 105x12 mm byla provedena izolace bakteridlnich pro-

teinas produkovanych kmenem Bacillus sp., kter§y byl izolovdn z pidy. Po aplikaci 10 ml odstfe~

déného kultiva&niho média byly balastni bflkoviny vymyty vodou a adsorbované proteinasy byly
vymyty roztokem siranu amonného (1 mol.l_l). Z celkov® aplikované proteolytické aktivity se
8 balastnimi bflkovinami p¥i eluci vodou vymylo 30 % aktivity, p¥i eluci roztokem soli se

v objemu 130 ml vymylo 65 % aktivity. Specifick& aktivita proteinas se po chromatografii
zvySila 20krét.

PEfklad 4

%Za analogickych podminek jako v p¥fkladu 1 byla provedena chromatografie kyselého vy&e-
feného hové&ziho pankreatického extraktu. Extrakt byl p¥ed aplikac{ na kolonu 24 h dialyzovén
proti tekuci vodé& a poté nechdn 24 h p¥i laboratorni teplot&, aby byla umoZné&na konverze
trypsinogenu a chymotrypsinogenu na aktivni proteinasy. Bylo aplikovéno 6 ml roztoku, z cel-
kov& aplikované proteolytické aktivity se s balastnimi bilkovinami p#i eluci vodou vymylo
15 % aktivity, p#i eluci roztokem chloridu sodného (1 mol.l'l) se v objemu 150 ml vymylo
70 % aktivity. Specifickd aktivita proteas se po chromatografii zvy¥ila 4krédt. )

P¥{iklad 5

Za analogick§ch podminek jako v p¥ikladu 1 byla provedena chromatografie modelové smési
obsahujici trypsin. Jako sorbent byly pouZity C&stice pSeni&né, jeZné, Zitné a ovesné slémy.
Mezi jednotliv¢mi druhy slémy nebyly vyrazné rozdily.

P¥f{klad 6

zZa analogickych podminek jako v p¥fkladu 2 byla provedena chromatografie trypsinu.

K eluci aktivni proteasy bylo rovn&% moZno pouZfit roztok chloridu draselného (1 mol.l-lj.

PREDMET VYNALEGZU

Zpisob izolace proteolytickych enzymi, vyznadujic{f se tim, Ze se proteolytické enzymy
obsa%ené v roztoku adsorbuji na &4stice obilné slémy, jejich eluce se provAdd{ roztoky anor-
ganickych solf s vyjimkou soll, které ovliviujf enzymovou aktivitu, s vfhodou sirany a chlo-

ridy sodnymi, draselnymi a amonnymi.
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