oeitemea| POPIS VYNALEZU

K AUTORSKEMU OSVEDCENI

(61)

(23) Vystavni priorita

(22) Prihlateno 25 O1 84
(21) PV 543-84

237 699

(1) (B1)

(51) Int. CLY
C 12 N 9/08

URAD PRO VYNALEZY ,
(40) Zvefejnéno 14 12 84
A OBJEVY (45) Vydéno 01 06 87
(75) KUNBICKY JIRt ing. CSc., CHOCERN,

Autor vynélezu OERN? OTAKAR ing. CSc., PARDUBICE,

FIORIAN PETR ing., CHRUDIM,
DOFEK RUDOLF RNDr. PhMr. CSc.,
SMR? MILOSLAV RNDr., BRNO

(54) Zpisob pripravy peroxidasy

Zplisob piiprevy peroxidasy z bruk-
ve zelné, kedlubny nebo kienu spodiva v
exhalaci vodou rozmélndné suroviny, pifi
sra¥eni exhalétu a rafinaci. Rafinace se
provédi tak, Ze se surovy vodny roztok
peroxidasy po presraZeni necha projit
vrstvou nizkoporézniho gelu s vyludovaci
mezi v oblagti 1 000 a% 30 000. Eluent
se Jimé ve frekvencich podle poZadované
distoty a specifické aktivity. Podil s
nizkou specifickou aktivitou se vraci
do stédia sréZeni.
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Vyndlez se tykd zlepfeného zplsobu piipravy peroxmidasy z pidirod-
nich materidll, z brukve zelné, (Brassica oleracca L., var. gongy-
lodes Lo), kedlubny CGigant a z kienu (Armoracia rusticana).lento
zpleob pouZivd k rafinaci gelovou filtraci surového enzymu.

Prémyslové se peroxidasa, enzym katalyzujicl v fivodidnych i
stlinnych tkdnich rozklad peroxidu vodiku, zigkdvd vyhradné z kie-
nu (nepre. Armoracia rusticana). Obsah tohoto enzymu, ktery se jinak
nachdzi prakticky ve vSech Zivych organismech, je totiZ v pZevdiné
v&t&iné potencidlnich zdrojd natolik nizky, Ze izolace z téchto gu-
rovin by nebyla efektivni, Teprve neddvno bylo nalezeno, Ze peroii-
dasu lze izolovat v dobrém vytéZku z brukve zelné, kedlubny, s vy-
hodou nové odrQdy Gigante.
Peroxidasa zdkladni niZ8i kvality se pripravuje nékolikandsobnym
srévenim vodného extraktu suroviny siranem amonnym, nebo vodoroz-
pustnymi rozpoustédly jako je aceton, methanol ethanol a podobné.
Zickany produkt se zbavuje zbytkld nizkomolekulédrnich srdZedel dia-
lyzou, coZ je operace pomérné ndroénd na zellzeni, alec predeviim
je zdlouhavé,a tedy 1 zdrojem ztrdt asktivity. Roztok po dialyze ,
tay, retentdt, se podrobuje findlnimu mrazovému suSeni lyofilizacie
Sleduje-1i ge p¥l pYipravé ziskdni produktu vyssi kvality, rafinuje
ge ddle produkt zdkladni kvality nékterou z chromatografickych me-
tod, tj. diontovyménnou chromatografii na diethylaminoethylcelulbes
nebo karboxymethylceluloze, nebo gelovou i afinitni chromatografif,

obvykle v3ak kombinaci alespon dvou zpisobli.

P¥i zkoumdni chovdni nové jgolované peroxidasy z brukve zelné,
kedlubny bylo s prekvapenim zjisténo, Ze podstatny podil bilkovinnych

p¥imési, znedidfujicich peroxidasu ziskanou prostym ndsobnfm ples-
rdZenim extraktu obdrieného vyllsovanlm rozemleté suroviny tvori
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1dtky pom&rné nizkomolekuldrni , které se odddluji p¥i gelové chro-
matografii i na takovych gelech, které se béZné pouZivaji jen k
odgsolovénie Toto zjisténi, platné i pro isolaci peroxidasy 2z kienu,
je vyufito u nov& navrZeného zplsobu p¥ipravy peroxidasy, ktery je
predmétem tohoto vynadlezue

Podle tohoto nového zplsobu se postupuje tek, Ze zdroj peroxi=-
dasyy . jimZ mbZe byt nep¥e. brukev zelnd, kedlubny, nebo kien, se
rozmélni a ziskand mél se vylisuje. Pevné zbytky se mohou p¥ipadnd
nechat nasdknout daldim podilem vody a lisovdni znovu zopakovate
Spojené filtrdty se ddle zbavi suspendovanych drobnych ddstedek fil-
traci pires vrstvu k¥emeliny a peroxidasa se vysrdsi bud rompoudtdnim
anorganické soli jako nap¥. siranu amonného, nebo pPiddnim organic-
kého rozpoustédla, jakym je napiiklad acetone SraZenina surové pero-
xidasy se izoluje v prvém pripadé nejlépe filtraci pres vrstvu kie-
meliny, v druhém odstredénim, Dalsiho stupné rafinace se dosdhne
extrakcl ziskaného koldte, nebo sedimentu odméfenym mnoZstvim vody
a frakénim vysrdZenim peroxidesye Frakéni srdZeni se provddi stejny-
ni nebo obdobnymi dinidly Jjeko prvni srdZeni. Roztok peroxidasy,
ktery se ziskd novou extrakci filtradniho koldde, nebo sedimentu po
frakinim sréfeni se bez jakychkoliv Uprav podrobi gelové chromatogra-
fii , neohd se projit vrestvou nizkoporesniho gelu g vyluéovaci mezi
v oblasti 1000 aZz 30 000, Pritom se chtromatografovany materidl roz-
déli do neékolika fwekci podle poZadované Cistoty a specifické akti-
vitye. Jako prvni putuje vrstva obsahujici globule peroxidasy vézané
slabymi vazbami k vysokomolekuldrnim orgenickym primiSenindm. Tuto
frakci je vyhodné recirkulovat do dalSi ndsady pred sraZeni , kde
lze tyto latky odd&lit, Ddle ndsleduje vrstva vyliSténé peroxidasy.
Ta2olaci jeji vhodné uzké frakce lze jako Cdst produkce ziskdvat
p¥imo i peroxidasu 8pidkové kvality, charakterizovanou hodnotou RZ
3 ( 8islo RZ je kritérium vyjddfené pomérem absorbanci vodného rozto-
ku peroxidasy p¥i 403 a 275 #m, kterym se hodnoti pFitomnost cizich
bilkovine Absorpce p¥i 403 mmm je charakteristickd pro ferriprotopor=
fyrinovou skupinu enzymu, absorpce p¥i 275 nm pro bilkoviny). Do
findlni formy se ziskand roztoky prevédou mrazovym suSenim (lyofi-
lizaci)e Jako posledni odchédzi frakce balastnich léteg tato frakce
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Je Zlutd, a srdZedlas. ©Po vyteleni této frakce je kolona p¥ipre-
vena k novému pouziti,.

Postuppdle tohoto vyndlezu je vyhodny zejména tim, Ze zavddd
zjednoduseny zplsob i2olace a rafinace, gelovou chromatografii
na dzkoporovych gelechs Nahrazuje tak zdlouhavou dlolgzu o nécled-
nou rafinaci jedinou operaci, &imi cely procecs piipravy peroridary
vyznannd urychluje a zkvalitnuje zamezenim ztrdt vonilkejicich ai
doposud prl dlouhodobych a opakovanych rafinadnich procescchs,

Peroxidasa sé pouiZivd plevdiné ke zhotovovédni dioznostickich
materidl ve zdravotnictvi (ddkaz glukosy, cholecterolu).
$igté prepardty ( RZ 3) se vyuiivaji pro znadkovéni a detekei v hic-
tochemii a cytochemii.

Zpﬁsobpﬂle vyndlezu je bliZe popsgédn v ndsledujicich pidkladechs

Priklad 1

5 634 z kedluben odridy Gigant, které byly 10 dnl dozrdviny pii
laboratorni teploté, bylo rozmizovino se stejnym hmotovym dilem
vody v ddvkdch po 400 g v mixéru ETA 1-012. Ziskand mdl byla Vy-
mackdna v polypropylenové filtradéni plachetce, nejdiive po ddstech
v rukdch a pak jedté viechna nasjednou lisovdnim mezi dvéma deskani
400 = 300 mm stehovinim Cty? Sroubl LI 10 v rozich desek. Bylo tal:
ziskdno 8 665 ¢ roztoku o celkové aktivité 1 330 660 PPG a 1 408 g
filtraniho kolddée se zbytkovou aktivitou 170 000 PPG. (PPG =pur-
purogallinovd jednotka referuje k pocétu miligraml purpurogallinu,
které se vylouci katalytickym plsobenim peroxidasy na roztolk pyro-
galolu a peroxidu vodiku za standardnich podminek definovanych v
publikaci J. Davidka: Laboratorni pirirucka analyzy potravin, SNT
Praha 1977 na strané 661). Kolac byl vyhozen , filtrdt byl ponechan
pres noc pri teploté kolem 4 °C & rdno byl zbaven suspendovanych
pevnych &dstic filtraci pres 50 g kremeliny, naplavené na filtralni
papir na Buchnerové ndlevpe o praméru 250 mm. Filtrovéni roztoku
bylo napomédhéno obnovovdnim povrchu filtradni plochy stirdnim Spach-
t1lie Takto byla filtrace ukoncena za dvé hodiny.Aktivita peroxidasy
ve filtrdtu se nezménila. K filtrdtu pak bylo p¥iddno 5,5 kg sira-
nu amonného kvality &isty & po rozpusténi a dvou hodindch stdni
byla suspenze peroxidasy zfiltrovana pres 50 g ktemeliny stejnou
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tochnikou, jakd je popséna vySeo Filtrat vykazoval aktivitu
70 000 PPG, zbytek peroxidasy se z neéj nevylucoval ani delSim
stdnim a byl proto zlikvidovédne Filtradni koldlé byl extrahovén
400 o 300 ml vody, vZdy tak, Ze kolddé byl vyjmut, 10 minut michdn
o urdenym mnodstvim vody p@i laboratorni teploté a suspense byla
vax uxllurovéna. Prvni extrakce poskytla 430 g roztoku s aktivitou
070 000 PPG o drund 348 g roztoku o .aktivité 280 000 PPGe. IMiltrdty
by ly spojenv za nfchdnd a k nim bylo pPi normdalni teploté pridéno
140 ~ siranu amonného hLvality pe.ce. Po rozpusténi stdla smés tri
odiny p¥i teplotd 4 YC & pok byla odstiedéna na odstiedivce Ja-
neteki T-23 (10 nine piv. & 000 1/mine)s Sediment mél 95 000 PPG a
byl vyhozen. & fupcernatantu bylo priddno 40 ml peroxidasy z minu-
1.ého vokusu,(21sxanycn jako okrajové frakce prl gelové chromatozra-

,<

Tii (viz ddle/, o aktivitd 230 000 PPG a 300 g siranu amonného a
po rozouiténi cirsnu byla omés pri teploté 4 °C ponechéna do druhého
dnes Vonikld cuspens2  peronidasy pak byla zfiltrovdna ples 10 g
wlenelinye Piltrdt byl neektivni a byl vyhozen, filtracéni koldd
bl ewtrohovin dvanrdt ctyliceti mililitry vody stejnou technilkou,
jald je popadna vyde, Cini ge ziskalo 97 g filtrdtu g peroxidasou
o alrsivité 1 300 000 PPG. Roztok peroxidacy pak byl precistén chro-
natografif na kolomé o prlméru 37 mm a s vydkou ndplné 460 mm,
ielena byla naplnéra gelem s vyludovaci mezi 1 50030 000 (Sepha-
den G=50 IMine, vyrobce Pheormacio Fine Chemicals, Uppsala, §védsko) .
matocrafic byle provedena ve CtyPech ndsaddch & rychlogti toku
. MiNe T Bylo ziglhino celliem 129 g hilavniho podilu o aktivité
505 000 PPG o 28¢ ¢ olrajovyeh fralel gktivitou 705 000 PPG.
dralice byly cpojovany na zililadé méFeni hodnot RZ, které bylo poska-

w

dnvino lepdf ned 0,75. Lyofilizace hlavniho produktu byla provedena
ve dvou Sardich pii abocolutninm tlaku 30 P. Bylo zigkdno 0,33 g pro-
Gritu o 2 0,98 & egpecifickdé aktivitd 1 200 PPG/mg.

Olixajové frekce z chromatografie na Sephadexu G-50 (288 g)
bylv nesyeceny 180 g siranu amonného a po stdni pres noc p#i teploté
4 °c byla peroxidaca oddélens. filtraci pres 10 g kremeliny. Neaktiv-
N filtrdt byl vyhozen, filtracéni koldd byl exﬁrahovan dvakrdt
tiicetl mililitry vody. 63 g cutmaltu obsahovalo peroxidasu o gkti-
vitl 700 000 PPG. Ciromatografifi na Sephadexu G-50 (kolona o pri-
néru 27 nme vySke 290 mn) ve tPech ddvkdch bylo ziskdno 64 g roztoku

"

o altivitd 00C PPG a 40 g okrajovych frakei o aktivité 180 000 PPG,
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které byly reeyklovidny pro dalSi pokus. Lyofilizaci hlavnich Tralcd
v jedné ddvce bylo ziskdno 0,35 g peroxidasy o RZ = 0,68 a cpeci-
fické aktivité 1046 PPG/mg,.

Celkem tedy bylo ziskdno bez ohledu na odliSnost hodnot RY a
maly rozdil v aktivité. recykll i specifické aktivité obou pcodild
produktu z 5 634 g kedluben 0,68 g yreroxidasy o aktivitd 762 000
PPG (57,3 % aktivity plvodniho extraktu), resp. 50,8 ¢ plivodnd
aktivity suroviny .

Piiklead 2 -

Pokus popsany v pPikladu 1 byl opakovdn s vifchozim mnefzivin
5 385 g kedlubny odridy Gigants PP?i prvni gelevd chromatografiil
bjla odebrdéna Uzkd frakce o hmotnosti 11 gz, kterd byle lyofilizovi-
na zv1lést. Pokus byl dédle dokonden tal, jak je popséno v pPikladu
1. Bylo zigkdno 0,045 g peroxidasy o RZ 3,1 a gpecificitd nktivitd
1 400 PPG/mg, 0,260 g peroxidasy o RZ O, 93 a gpecs aktivits 1 200
PPG/mg a 0,290 g pOxOde&“J o RZ 0,63 a spece aktivitd 1 020 PPG/m7.

&)

Piiklad 2

Pokus popsany v pPikladu 1 byl opakovédn. NamZcto giranu emo-
nného byl vdak ke erdZeni pouZivdn aceton. Teplota obou kapalin
(roztoku peroxidasy a acetonu) byla pied miSenim sniiena na =5 °c
a béhem miSeni byla smég jesSté ddle chlazena, aby jeji teplota
nepiestoupila -4 °c. K Uplnému vysrdzeni peroxidasy byl brdn 1,7
objemovy ndsobek acetonu, k frakénimu srdiZeni 0,4 ndsobek, Lpra-
covavanim 4 023 g kedluben Gigant bylo ziskdno 0,25 g peroxidacy o
RZ 1,1 a specifické aktivité 1 300 PPG/mg a 0,21 g peroxidasy o RZ
0,72 a specifické aktivité 1 050 PPG/mg.

Priklad 4

Pokus popsany v piiklaedu 1 byl opakovdn, namisto gelu o vy=-
ludovaci mezi 1 500 az 30 000 (Sephade:{ G-BO)byl véak k chromatogra-
£ii vzat gel s vyluSovaci mezi 1 000 @ 5 000 (Sephadex G-254 Z
6 030 g kedluben Gigant bylo ziskéno 0,38 g peroxidasy o RZ 1,05
a specifické aktivité 1100 PPG/mg.
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Postup dle pr¥ikladu 1 byl opakovan, namisto kedluben odridy
Gigant v3ak bylo ke zpracovdni vzato 4 895 g k¥enu selského (Armo-
racia rusticana), ktery byl p¥ed rozmélndnim v mixeru dva dny
méden v tekouci vodé, Roztok ziskany trojndsobnym vylisovanim drti
ge stejnym hmotovym dilem vody obsahoval peroxidasu o celkové skti-
vité 1 720 000 PPG a jeho zpracovanim podle postupu popsaného v
prikladé 1 bylo ziskdno 0,495 g peroxidasy o RZ 1,13 a specifické
aktivité 1 736 PPG,
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Zptsob priprsvy peroxidesy z brukve zelné, kedlubny,,
Brassica elerscea L., var, gengyledes L., s vfhodeu edridy
Gigant nebe krenu extrskef rezm&ln¥né suroviny vodeu, pire-
sré¥enim extraktu s rofinac{, vyzneleny tim, %e se surovy
vodny roztok peroxidesy po presréZenf neché preojft vrstveu
nizkoporézntho gelu s vylulovaci mez{ v eblasti 1 000 a%

30 000, pricdemZ z eluentu ziskanéhe ve frakcich podle peZes-
dované &istety a specifické aktivity se podil s nizkou spe-
cifickou aktivitou vraci de stédie sraZent.
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