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{(64) Spodsob vyroby amfolytickych pufrov

O¢elom spdsobu vyroby amfolytickych
pufrov na baze bielkovin je ich rozloZenie
na zdkladné stavebné kamene - aminokyseliny
a ich torza minerdlnou hydrolyzou. Uvedeného
G8elu sa dosiahne pouZitim Standardného
odstredeného mlieka s 6 moldrnou kyselinou
chlorovodikovou pri teplote 105 ©C po
dobu 40 hodfin. Po hydrolyze sa kyselina
chlorovod{kovd z roztoku odpari a zostavajici
roztok sa podrobi autofokusdcii. Zo ziskanych
frakcii sa pre konedny produkt vyberaju
tie, ktoré sa najviac bliZ¥ia svojimi
hodnotami pofadovanému rozsahu. Spdsob
vyroby amfolytickgch pufrov méZe ndjst
Ziroké praktické pouZitie vo vyskumnych
pracoviskdch, v priemysle farmaceutickom,
chemickom, potravindrskom a pri vSetkych
vyuZitiach elektromigra&nych technik.
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Vyndlez sa tyka spdsobu pripravy amfolytickych pufrov, vhodnych pre elektromigrainé

metddy, ako izoelektrické fokusovanie.

Doteraz sa pre izoelektrjcké fokusovanie a iné elektromigradné metodiky ako amfolytické
pufre pouZivali syntetické laeky. Priprava tfchto ldtok je velmi zlo¥itd a ndkladnd. Preto
si uvedené vyrobky ta%ko doscupné a vylu¥ujd ich pouZitie v preparativnom meradle pri
priemyselnom poufitf. Vyrqba amfolytickgch pufrov podla €SSR AO &. 187 104 m& td nevghodu,
Ze vychodzia surovina obsahuje a%¥ 40 % solf, %o komplikuje sp8sob vyroby, pretofe vy%aduje
odsolovanie gélovou filtrdciou.

Uvedené nevyhoéy odstrafiuje vyp&lez, ktorého podstata spo&iva v tom, ¥e bielkoviny
ziskané z odstrodeného mlieka Standardného zloZenia sa podrobia minerédlnej hydrolyze
kyselinou chlorovodikovou. Tdto sa zo vzniknutého roztoku odstrdni odparenim a zostdvajdcim
roztokom sa po prefiltrovani napln{ autofokusalnd aparatira, kde pdsobenim jednosmerného
pridu sa ziska gradient pH. ZmieSanim vybranych frakcif sa ziskavajd amfolytické pufre
poZadovaného rozsahu.

Vyndlez umoZiiuje jednoduchd vyrobu velkého mnofstva amfolytickgch pufrov so &tandardnymi
vlastnostami, bez obsahu sachardzy pre analytické i priemyselné pouZitie izoelektrickej
separdcie, expedovatelné aj v lyofilizovanom stave, %o predl¥i expira&nd dobu pufrov.

Priklad

K priprave amfolytickych pufrov z odstredeného mlieka s maximdlnym obsahom tuku

0,05 objem. percent, ktoré obsahuje 26 a¥ 30 g kazeinu v litri. Prvym krokom je izolécia
mlie&nej bielkoviny vyzrdZanim v izoelektrickom bode pri pH 4,7 jednomoldrnym roztokom
kyseliny chlorovodikovej. Po naslednom odstredeni{ pri 104 m.s_2 20 minit sa na izolovany
kazein p8sobi ¥estmoldrnym roztokom kyseliny chlorovodikovej v pomere 1:50 k mno¥stvu
bielkoviny, ktor4d sa dalej hydrolyzuje pod sp4tngm chladiom pri teplote 105 °C 40 hodin.
Do roztoku sa priddva 10 ml/l kyseliny mravendej, aby sa zabrénilo vzniku huminovych
l4tok, ktoré si produktami rozkladajiceho sa tryptofénu v pritomnosti cukorngch zlo¥iek.

Préd zapolatim hydrolyzy sa do roztoku pridéva 1 % hmot. aktivného uhlf, ktory
uZ behom hydrolyzy viaZe na seba vi&¥inu ladtok obsahujdcich ultrafialové svetlo a roztok
vy&iruje. Po skondenf hydrolyzy sa roztok ochladf na teplotu 20 °C a po filtrécii-sa
z filtrdtu odpari kyselina chlorovodikové za zniZeného tlaku najvhodnejdie v rotadnom
odparovékﬁ pri teplote 40 S¢ tak, aby vysledny roztok vykazoval mernou elektrickou vodivost
2 aZ 3 ms.cm-l. Potom sa roztok naleje do autofokusera, kde prebieha autofokusdcia pri
4 °¢ po dobu 48 a¥ 72 hodin tak, aby prikon elektrického pridu nepresahoval 3 W. Napitie
sa postupne zvySuje z poliatodngch 100 W a% na 100 W. Po ukondenf autofokusovania, kéd
klesne prud pod 0,5 mA sa z fokusalnej aparatiry zhromaZdia tie frakcie, ktoré sd najbliZ$ie
v gradiente pH k hodnotdm, Ziaddcim po projekcii potrebného rozsahu pH pre v¢sledny produkt.

Zvolend zmes sa podla potreby mé%e e¥te raz refokusovat. V§slednd vodivost pufrov
sa upravi na 1 ms.cm_1 a obsah su$iny na 40 % hmot. Ziskany produkt sd pre izoelektrickid
fokusdciu pouZije v 2 a% 3 objemovych % koncentrdcii v pomere k médiu.

Vyndlez mb%e n&jst Eiroké praktické pouZitie vo v¢skumnych.pracoviskdch, v priemysle
farmaceutickom, chemickom, potravindrskom a pri vZetkych vyuZitiach elektromigradngch
technfk.

PREDMET VYNALEZU
Spbsob vyroby amfolvtickych pufrov na bédze bielkovin vyznadujici sa tym, Ze odstredené

mlieko sa hydrolyzuje kyselinou chlorovodikovou, vyhodne 6 mol kyselinou chlorovodikovou,
nidsledne odparuje do hodnoty vodivosti roztoku 2 aZ 3 ms.cm—1 a roztok sa autofokusuje aspoil 48 hod.
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