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Zpisob imobilizace enzymu karboxy-

peptiddzy B ziskaného zv1a&t& ze slinivky
b¥i%n{ savcl. Enzym karboxypeptiddzy B se
nand&{ z roztoku v pufru o hodnoté& pH

4,5 a%Z 8,5 na aktivovany nosil z kyseliny
akrylové a/nebo z kyseliny metakrylové
pop¥ipad® z akrylamidu nebo metakrylamidu
obsahujic{ alespon 0,1 m ekv/g funkénich
karboxylovgch skupin. Takto imobilizovany
enzym se promyje, skladuje se ve formé
vodné suspenze p¥i teplot& 0 a% 4 °C a
pop¥ipadd sudi.
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Vyndlez se tykd zplsobu imobilizace enzymu karboxypeptidédzy B.

JakoZto obchodni produkt dostupny enzym karboxypeptiddzy B se izoluje za slinivky
b¥i&ni vepfe. Podle odborné literatury se vZak miZe tento enzym izolovat také z pankreath

jinych savcd, nap¥iklad z pankreatu hov&ziho dobytka nebo koz.

Podle &¢ldnku zvé&fejnéného v &asopise J. Biol. Chem. 235, str. 2 272 /1960/ se vepfovy
pankreas vyfizne a autolyzuje se p¥i teploté mistnosti. ObsaZeny tuk se z orgdnu odstrani
extrakci acetonem, smési acetonu a etheru a nakonec etherem, tuku zbaveny orgén se pak
usus{ a pfevede se na pré&Sek. Acetonovy prdSek se extrahuje vodou a extrakt se frakcionuje
siranem amonnym. Produkt se postupné& podrobi odsoleni, iontové vymé&n& (sloupcovou chromato-
grafif{ na DEAE-celuléze) a vysrdZeni siranem amonnym. Sra¥enina se zbavi soli dialyzou
nebo gelovou filtraci. Enzym se skladuje ve zmrazeném stavu, jelikoZ lyofilizace sniZuje
aktivitu o 25 aZ 45 %.

Specifickd aktivita produktu je 184,2 jednotek/mg (p¥i teplot& 25 °c, m&feno za
pouZit{ hippuryl-L~argininového substrdtu), coZ odpovidd -16 aZ 17n&sobnému &i¥t&ni
ve srovnani s extraktem ziskanym z autolyzované tk&n&.

Tento zplsob je v praxi obecné roz§ifen.

Podle publikace v Casopise Biochemistry 1, str. 1 069 (1962) se enzym karboxypeptidézy B
miZe p¥ipravovat v krystalické formé aktivaci *i%t&ného zimogenu, to znamend enzymu
prokarboxypeptiddzy B. P¥i tomto zpusobu se jakoZto vychozf{ 1l4tky pouZivd rovné&Z vodného
extraktu acetonického pféSku pankreasu. Vodny extrakt obsahuje enzym prokarboxypeptiddzy
B, ktery se podrobuje chromatografickému &iZt&nf nejd¥ive na DEAE-celuldze a poté na
DEAE-Sephadexu. Enzym prokarboxypeptiddzy B se p¥evddi tripsinem na aktivni enzym karboxy-
peptiddzy B, ktery se pak podrobuje krystalizaci.

Podle &ldnku uvefejnéného v Casopise Biochem. 163, str. 253 (1977) se popisuje
zpisob izolace enzymu karboxypeptiddzy B z lidského pankreatu. Vyroba acetonického préaku,
vysrd¥eni siranem amonnym a chromatografie na DEAE-celuldze jsou v podstat& stejné, jako
je popsdno v ¢&lénku J. Biol. Chem. 235, str. 2 272 (1960). Zplsob, popsany pro zpracovéini
lidského pankreatu, se 1i5{ od shora popsanych zplisobl jediné& koncentraci pouZitého
pufru a gradienty eluentd p¥i chromatografii na DEAE-celuldze. Takto ziskany enzym karboxy-
peptiddzy B se rozdéluje na dv& frakce, a to B, a B, chromatografif provdd&nou na inonto-
méni&i Whatmanovy karboxymetylcelulézy. Specifick4 aktivita frakci B, a B, je 1 192 jednotek/-
myg, pop¥ipad® 862 jednotek/mg (p¥i teploté& 37 °c, m&feno na hippuryl-L-argininovém substrédtu),
coZ ndpovidéd ve srovndni s vodnym extraktem 108nédsobnému, pop¥ipadé€ 78n&sobnému vy&i&ténif.
Enzym karboxypeptiddzy B se miZe izolovat také z pankreatu kozy [Indian J. Biophys. 12,
str. 24 (1975), popflpadé 13, str. 106 (1976)].

JakoZto podstatné charakteristiky tohoto zplisobu se uvadéjf:

Pankreas kozy se zmraz{ na teplotu -20 oC, ve zmrazeném stavu se rozfefe a p¥i
teplotd +4 °C se shroma¥duje vytékajicf bun&¥né kapalina. Shrom&%d&nid kapalina se podrobuje
autolyze. Hodnota pH roztoku se upravi na 4,6, roztok se z¥edl destilovanou vodou na
desetindsobny objem a vznikl& suspenze se nechdva stét p¥i teplotéd +4 °¢ po dobu dvou
a? t¥f hodin. PYevdind %4st aktivniho karboxypeptiddzového enzymu se vysr&%¥f{. Srafenina
se extrahuje hydroxidem barnatym p¥i hodnot& pH 10,0 a¥ 10,4. % extraktu se enzym neché
vykrystalovat p¥i hodnoté& pH 6,5 a &ty¥ikrdt se pfekrystaluje.

palsi &istén{ takto ziskaného produktu je popsdno v &ldnku Casopisu Indian J. Biochem.
Biophys. 13, str. 106 (1976). Podle tohoto zplsobu se p¥i hodnoté& pH 6,5 vysrédZeny produkt
rozpustf v 0,2 moldrnim roztoku hydroxidu barnatého, hodnota pH se upravi kyselinou
octovou na 7,0 a litka se ddle &istf frakcionaci provédé&nou sgiranem amonnym a opakovanoi
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iontovou vym&nou na DEAE-celuldze. Roztok enzymu, zbaveny soli, se skladuje p¥i teploté
[e]
-20 “C.

Specifickd aktivita produl tu je 102,66 jednotek/mg (mSfeno na hippuryl-L-argininovém
substrdtu), coZ odpovidd 44ndsopnému vyCiSténi.

Podle ¢lanku uveFejnénéhg Casopise J. Mol. Catal. 10, str. 253 (1981) se vodny
extrakt acetonického prdsSku z , ..nkreatu kozy frakcionuje siranem amornnym a frakce ziskand
p¥i 0,3 aZ 0,7ndsobném syceni se podibbuje chromatografii na CM-Sephadexu C-50 a DEAE-celu~
16ze. Specifickd aktivita takto ziskaného produktu je 82,9 jednotek/mg (m&¥eno na hippuryl-
~L-argininovém substrdtu), coZ odpovi{dd 18,2ndsobnému ¢idténi.

Spoleény nedostatek shora uvedenych zpisobd je zaloZen na tom, Ze se pouzivd jakoZto
vychozi ldtky bun&éné kapaliny pankreasu nebo acetonického présku crganu. ShromaZdovani
bun&¢né kapaliny je obtiiné a v pfipadé& pankreatu vepre je prakticky neproveditelnd
pro vysoky obsah tuku a slizu v orgdnu. Vyroba acetonického prdfku vyZaduje pouZiti
ndkladnych rozpoudtédel, jak z hlediska poZérni bezpelnosti, tak z hlediska nebezpedf
vybuchd (aceton, ether). Lokdlni zah¥4ti miZe Skodit enzymu, tak Ze vytéZky a specifickd
aktivita klesaji. Dal3im nedostatkem je, %e produkt uspokojivé Gistoty je vyrobitelny jen
za pomoci komplikovaného pracovniho postupu sestdvajiciho z mnoha operaci.

Cilem vyndlezu je proto odstranit shora uvedené nedostatky zndmych zplsobd a vyvinout
zpisob, podle kterého se homogenizovany a autolyzovany pankreas fedi pufrem, jehoZ hodnota
pH je 5,0 aZ 8,5, s vyhodou 6,0, v poméru l:1 a potom se tepeln& zpracovdvAd pri teplots
50 a 75 °C po dobu 5 aZ 30 minut, uZeln& p¥i teploté& 60 ®c po dobu 20 minut, Pfi tomto
tepelném zpracovdni se prevdZnd &4st proteind provdzejicich izolovany enzym denaturuje.
Denaturovany protein se vysréZi z vodného roztoku ve formé sraZeniny s velkym povrchem
a pro své Ce¥ic{ plisobeni strhne velkou C&st zbylych nelistot v roztoku. Tim se odstrani

obtiZnd a nakladnd priprava acetonického préasku pankreatu.

Imobilizovaného enzymu karboxypeptiddzy B se mliZe pouZivat pro stanoveni koncovych
karboxylovych skupin =~COOH aminokyselin proteindi a peptidt nebo k déleni DL-argininu

nebo DL~lysinu.

Ci{lem vyndlezu je vyvinout zplsob imobilizace p¥ipravkd imobilizovaného enzymu

karboxypeptidazy B.

Zplisobem podle vynélezu se maji vyrobit p¥ipravky imobilizovaného enzymu karboxypeptidazy B,
které obsahujil enzym na chemicky inertnim nosic¢i, ktery je neomezené odolany proti plisobeni mikro-
organismi, mid dobré mechanické vlastnosti a umoZnuje vysokou prlitokovou rychlost. Dal$im

pofadavkem je aby se enzym s nosifem mohl vdzat za mirnych reakénich podminek.

%Zjistilo se, Ze shora uvedenym poZadavkim na nosi& dokonale vyhovuji nosife z monomerni
kyseliny akrylové a/nebo kyseliny metakrylové, popfipadé z monomernfho akrylamidu a/nebo
metakrylamidu vytvorené za pomoci zesffujfcfho prostfedku akrylového nebo allylového typu
{jako je nap¥fklad N,N -metylenbisakrylamid, etylendiakryl&t nebo N,N-diallylvinnd kyselina
ve formé& amidu) majfci charakter gelu s alespon 0,1 m ekv/g, s vyhodou 2 a% 8 m ekv/g funk&nich

karboxyskupin. Uvedené nosile enzymu se mohou vyrdbét o sob& zndmymi zplsoby.

Funk&ni karboxyskupiny pouZitych nosidd enzymu se mohou o sobé& znamymi zplsoby
zpracovidnim s karbodiimidy aktivovat. Takto zpracované nosiée enzymu jsou vhodné pro
v&zAani enzymu karboxypeptiddzy B. Reakce se také miZe prov4adét za mirnych podminek (pfi
teploté& 0 az 4 °C a hodnot& pH 7,0).

Zphsobem podle vyndlezu se pF¥ipravuji imobilizované p¥ipravky enzymu karboxypeptiddzy
B, p¥i kterém se polymern{ gel, zfskany z kyseliny akrylové a/nebo z kyseliny metakrylové,
popf{pad& z akrylamidu a/nebo z metakrylamidu a obsahujfci alespon 0,1 m ekv/g funk&nich
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karboxyskupin, zpracovdvd s karbodiimidovou slouéeninou rozpustnou ve vodé nebo v organickych
rozpoudtédlech p¥i teploté& pod 0 OC, na takto aktivovany nosié¢ se nandsi enzym karboxy-
peptiddzy B v roztoku o haodnotd pH 4,5 aZz 8,5, ziskany imobilizovany enzym se promyje

a popfipadé se susi.

Jako¥to polymerl se miZe s vyhodou pouZit shora uvedenych polymerd Acrylex C. JakoZto
enzymu lze pouZit enzymu karboxypeptiddzy B jakéhokoliv pivodu.

K aktivaci kopolymert jako%to nosid¢ enzymu se miZfe pouZit nap¥iklad N-cyklohexyl-N"-
—[?—(4—morfolinyl)ety;]karbodiimidmetyl~p~toluensulfonét nebo N-etyl-N"=-(3~-dimetylamino-
propyl) karbodiimidhydrochlorid. S vyhodou se pouZivd ve vodé rozpustnych karbodiimidovych
sloudenin. Jestlife se md pouZit jen v organickych rozpousté&dlech rozpustnych karbo-
diimidovych sloudenin, mohou p¥ichézet v Gvahu derivdty, které jsou dostate&né& rozpustné
v uvedenych organickych rozpoustédlech p¥i teploté pod 0 °c.

Enzym karboxypeptiddzy B se na aktivovany nosi¢, jaky jiZ byl uveden, nands$i z roztoku
o hodnoté& pH 4,5 aZ 8,5,. Hodnota pH je vSak tfelné 6,0 az 7,0. JakoZto reakéniho prost¥edi
se G&elné pouZivd 0,05 aZ 0,l-moldrniho roztoku kaliumfosfdtového pufru o hodnoté& pH 7,0.

Po kopulaéni reakci ziskany imobilizovany enzymovy pE¥ipravek se o sobé zndmym zplsobem
promyje a pop¥ipad® se usuii. Enzymovy p¥ipravek se v3ak také miZe skladovat ve formé

: v . s o
vodné suspenze p¥i teplote v a? 4 “C.

Specifickd aktivita enzymového pI¥iprav - robeného gzplsobem podle vyndlezu Jje
600 aZ 900/umol hydrolyzovaného hippuryl-L-ar, _ alnu/min/mg xerogelu a tato hodnota je pro
praktickou pouZitelnost velmi p¥izniva.

Dal${ jednotlivosti a zpisob podle vyndlezu bliZe objasnuji ndsledujici piiklady

praktického pgovedeni, které vsak vyndlez nijak neomezuji.
P¥iklad 1

Na strojku pro maso se umele 0,25 kg vepfového pankreatu, pak se p¥idd 250 ml 0,05-
-moldrnfho Tris-HCl-pufru (hodnota pH 7,0) a sm&s se nechd stédt noc p¥i teploté +4 c.
rri%ti den se suspenze zah¥eje na teplotu 37 %¢ a nech4 se st4t po dobu jedné hodiny
p¥i této teploté. Suspenze orgdnu se pak odstfedi, supernatant se zahfeje na teplotu
50 °C a pfi této teplotd se inkubuje po dobu 30 minut. Po p¥iddni 2 dilt objemovych
ledov& chladného pufru se sm&s odst¥edf. Do supernatantu se p¥idd 42,2 g siranu amonného.
Smis se nechd st&t pfes noc, suspenze se odst¥edi, srafenina se odloZzi. Hodnota pH
suspernatantu se upravi na 7,0 a% 7,2. Po p¥iddni 36,1 g siranu amonného se suspenze nechd
Stdcl pic. ..o 4 pak se odstfedi. SraZenina se rozpust{ v Tris-NCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0)
a o tepioté +4 Oc a destilovanou vodou se dialyzuje k odstrandni soli. Po dialyze se
roztok zflitruje a zmrazi. Vyt&ikem je 343 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je
17,5 pmol hydrolyzovaného hippuryl—L-argininu/min/mg proteinu.

P¥iklad 2

Na strojku pro maso se umele 0,25 kg vep¥ového pankreatu, pak se p¥idd 250 ml C,05-
~moldrnfho Tris-HCl~pufru (hodnota pH 7,0) a smés se nechd stAt p¥es noc pfi teploté
+4 “C. P¥i{8t{ r&no se suspenze zahfeje na teplotu 37 °c a p¥i této teploté se nechd
stédt po dobu jedné hodiny. Suspenze orgdnu se pak odst¥edi, supernatent se zah¥eje na
teplotu 60 °c a p¥i této teploté se inkubuje po dobu dal$ich 10 minut. Po p¥idéni 2 dild
objemovych ledov& chladného pufru se smés odst¥edi. Do supernatentu se p¥idd 92 ¢ siranu
amonného. Jelikc. se po stér . pFes noc nz2vyloudf 24dnéd sraZenina, ptidéd se do rozioku po
nastaven{ hodnoty p. na 7, . aZz 7,2 dal8ich 78,7 g siranu amonného. Suspenze se nechd stét
pfes noc a odst¥edi «:. SraZenina se rozpusti ve studeném {teplota +4 ¢y Tris~HCl-pufru



5 252482

(o hodnoté pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou do dokonalého odstran&ni soli. Po
dialyze se roztok filtruje a zmrazi se. VytéZek je 295 mg enzymu karboxypeptiddzy B. Specific-
k4 aktivita je 53,1 pumol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.

Priklad 3

Na strojku pro maso se mele 0,25 kg vepfového pankreatu, naleZ se p¥idd 250 ml
0,05-moldrniho Tris~HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0} a smé&s se nechd stédt pres noc pri teploté
+4 °C. Pristi réno se suspenze oh¥eje na teplotu 37 °C a nechd se stat po dobu jedné
hodiny pri této teploté. Suspenze orgdnu se odstfedi, supernatant se ohfeje na teplotu
60 °C a pfi této teploté se inkubuje po dobu dalSich 20 minut. Po pfidéni 2 dild objemovych
ledové chladného pufru se smés odst¥edi. Do supernatantu se pfidd 98,2 ¢ siranu amonného.
JelikoZ se po stdni pres noc nevylouéi Zzddnd sraZenina, upravi se hodnota pH roztoku
na 7,0 aZ 7,2 a pfidd se dalSich 86,9 g siranu amonného. Suspenze se nechd stidt pfes noc
a odst¥edi se. SraZenina se rozpusti ve chladném (o teploté +4 °c) Tris-HCl-pufru (o hodnoté
pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou dokonalého odstranéni soli. Po dialyze se
roztok filtruje a zmrazi se. Ziskd se 266 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita

je 63,2 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.
P¥iklad 4

Na strojku pro maso se umele 0,25 kg vep¥ového pankreatu, poté se p¥idd 250 ml 0,05-
-moldrniho Tris-HCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0) a smés se nechd stdat pY¥es noc p¥i teploté
+4 °C. Prigti réno se suspenze zah¥eje na teplotu +37 OC a nechd se stéat pfi této teploté
po dobu jedné hodiny. Suspenze orgdnu se odst¥edi, supernatant se zah¥eje na teplotu
75 °C a pfi této teploté se inkubuje po dobu daldich 5 minut. Po p¥idéni 2 d{1G objemovych
ledové chladného pufru se smés odstfedi. K suspernatantu se p¥idd 66,9 g siranu amonného.
JelikoZ se po stdni p¥es noc nevylou¢i 7Z4dnd sraZenina, p¥idéd se do roztoku po nastaveni
hodnoty pH na 7,0 aZz 7,2 dalsich 55,8 g siranu amonného. Suspenze se nechd stét pfes
noc a odst¥edi se. SraZenina se rozpusti ve studeném (teplota +4 °c) Tris~HCl-pufru
(hodnota pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou aZ do dokonalého odstranéni soli. Po
dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vyt&Zek je 34 mg karboxypeptiddzy B. Specifick4
aktivita je 21,6 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.

V nédsledujici tabulce se uvadi vliv teploty a doby tepelného zpracovani homogenizétu
vepfového pankreatu na aktivitu enzymu karboxypeptiddzy B, pfifemZ 1 jednotka odpovidd
enzymu, ktery katalyzuje hydrolyzu 1,0 mumol hippuryl-L-argininu za minutu (m&feno za
teploty 25 °C a hodnoty pH 7,65).

Tabulka 1

Vliv teploty a doby trvani tepelného zpracovani homogenizdtu vepfového pankreatu
na aktivitu enzymu karboxypeptiddzy B

Teplo- Doba Celkové akti- Celkovy protein Specifickd akti-
ta min vita mg/kg pankreatu vita
°c jednotka/kg jednotka/mg
pankreatu
50 30 23 968 1 372 17,5
60 10 62 660 1 180 53,1
20 67 260 1 064 63,2

75 5 2 932 136 21,6




p¥r{iklad 5

Na strojku pro maso se umele 0,25 kg vep¥ového pankreatu a nechd se stat p¥es noc
pf¥i teploté& mistnosti. P¥i8ti rdno se p¥idd 250 ml 0,05-molérniho acetdtového pufru
(hodnota pH 5,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 ©C a necha se stat pfi této teploté
po dobu 20 minut. Po pfiddni 2 dilu objemovych ledov& chladné vody se smé&s odstfedi. Do
supernatantu se pfidd 274,8 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, odstfedl

a sraZenina se odloZi.

Do suspernatantu se po nastaveni- hodnoty pH na 7,0 aZ 7,2 p¥idd 232,9 g siranu
amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc a odst¥edi se. Zbytek se rozpusti ve studeném
(teplota +4 OC) Tris-HCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou
k dokonalému odstranéni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vyt&Zek je 360 mg
karboxypeptiddzy B. Specifick& aktivita je 14,8 mmol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/-

min/mg proteinu.
P¥{iklad 6

Na masovém strojku se umele 0,25 kg vepYového pankreatu a nechd se stét p¥es noc
pfi teplot® mistnosti. P¥ist{ rdno se p¥idéd 250 ml 0,05-molérniho roztoku acetdtového
pufru (o hodnoté pH 5,5). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 °C a nechd se stét pfi této
teploté po dobu 20 minut. Po p¥idani 2 dilh objemovych ledové chladné vody se smés odstfedf.
Do supernatantu se pfidd 261,2 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, poté
se odsttedi a sra%enina odloZi., Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 aZ
7,2 ptidd 228 g siranu amonného. Suspenze se nechd stét pfes noc a odstfedi se. zbytek’
se rozpusti ve studeném (teplota +4 %¢) Tris-HCl-pufru (o hodnoté pH 7,0) a dialyzuje
se destilovanou vodou, aZ do dokonalého odstranéni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje
a zmrazi. Ziskd se 317 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 20,3 pmol hydrolyzované-
ho hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.

PY¥iklad 7

Na strojku pro maso se umele 0,3 kg vepfového pankreatu a nechd se stdt pfi teploté
mistnosti p¥es noc. P¥i%t{ rdno se p¥idd 300 ml 0,05-moldrniho fosfatového pufru (hodnota
pH 6,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 °C a nech4 se stat pfi této teploté po dobu
20 minut. Po p¥iddni 2 d{14 objemovych ledové chladné vody se smés odstfedi. Do supernatantu
se p¥id4 301 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, potom se odstfedi a
srafenina se odlo?i. Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 a%Z 7,2 se pfidd

252,6 g siranu amonného.

Suspenze se nechs stat pfes noc a odstfedi se. Zbytek se rozpusti ve studeném (+4 °C)
tris~HCl-pufru (o hodnoté pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou aZ do dokonalého
odstranéni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vyt&Zek je 517 mg karboxypeptidazy
B. Specifickd aktivita je 57 mmol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.

PE¥iklad 8

Na strojku pro maso se umele 0,3 kg vepfového pankreatu a nechd se stit pfi teploté
mistnosti p¥es noc. P¥ist{ rdno se p¥idd 300 ml 0,05-molédrniho fosfdtového pufru (hodnota
pH 6,5). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 OC a nech4 se stat po dobu 20 minut p¥i této
teploté. P¥i pridéni 2 dild objemovych ledové chladné vody se smés odst¥ed{i. Do supernatantu
se pridd 326 g siranu amonného. Suspenze se nechd stadt pfes noc, poté se odstfedi a
sraZenina se odloZi. Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 a%¥ 7,2 p¥id4 275 g
siranu amonného. Suspenze se nechd stédt pfes noc a odst¥edi se. Zbytek se rozpusti ve
studeném (teplota +4 °c) Tris-HCl-pufru (o hodnoté pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou
vodou aZ do dokonalého odstrané&ni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. VytéZek
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je 361 mg karboxypeptiddzy B. Specifické‘aktivita je 43,8 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-

-argininu/min/mg proteinu.
P¥rfiklad 9

Na strojku pro maso se umele 0,3 kg vepfového pankreatu a neché se stdt p¥i teploté
mistnosti p¥es noc. P¥{3t{ rdno se p¥idd 300 ml 0,05 molédrniho fosfi&tového pufru (o hodnoté&
pH 7,0). Suspenze se zah¥eje na teplotu 60 OC a nechd se stat po dobu 20 minut p¥i této
teplot&. Po p¥idani 2 A4{14 objemovych ledové chladné vody se smés odstfedi. Do supernatantu
se pfidd 326 g sfranu amonného. Suspenze se nechd st&t pfes noc, poté odstfedi a sraZenina
se odlo%fi. Do supernatantu se po nastavenf hodnoty pH na 7,0 aZ 7,2 pfidd 272 g siranu
amonného. Suspenze se nechd stdt pYres noc a odstfedi. Zbytek se rozpusti ve studeném
(teplota +4 °c) Tris-HCl-pufru (hodnota pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou az do
dokonalého odstranéni solf. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vytéiek je 488 mg
karboxypeptidézy B. Specifickd aktivita je 39,9 mmol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/-

min/mg proteinu.
PpP¥iklad 10

Na strojku pro maso s= rozemele 0,25 kg vepfového pankreatu a nechd se stdt pfe noc
p¥i teplot& mistnosti. P¥i&ti rdno se p¥idd 250 ml 0,05-moldrniho Tir-HCl-pufru (o hodnoté
pH 7,5). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 9C a nechd se stat pfi této teploté po dobu
20 minut. Po p¥idéni 2 dild objemovych ledové studené vody se smEs odst¥edi. Do supernatantu
se p¥id4 247 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, poté odstfedi a Sraéenina‘
se odlo¥f. Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 aZ 7,2 p¥idd 202 g siranu
amonného. Suspenze se nechd stdt p¥es noc a odst¥edi. Zbytek se rozpusti ve studeném
(o teploté& +4 ¢y Tris-HCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0) a dialyzuje destilovanou vodbu aZ do
dokonalého odstrandni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. VytéZiek je 695 mg
karboxypeptiddzy B. Specifickd akitivita je 17,4,Nmol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/-

min/mg proteinu.
P¥{iklad 11

Na strojku pro maso se rozemele 0,25 kg veptového pankreatu a nechd se stdt pfes
noc p¥i teplot& mistnosti. P¥{8t{ rdno se p¥idd 250 ml 0,05 moldrniho Tris-HCl-pufru
(hodnota pH 8,0). Suspenze se zah¥eje na teplotu 60 ©C a nechd se stat pFi této teploté
po dobu 20 minut. Po p¥iddni 2 dilt objemovych ledové& chladné vody se smés odstfedi. Do
supernatantu se prid4 225 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, poté se odstfedf

a srafenina se odloZf.

Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 a%Z 7,2 p¥idd 198 g siranu amonného.
Suspenze se nechd stdt p¥es noc a odst¥edi se. Zbytek se rozpusti ve studeném (teplota +4 %¢)
Tris-HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0) a dialyzuje destilovanou vodou aZ do dokonalého odstran&ni
sol{. Dialyzovany roztok se zfiltruje a zmrazi. Vyté&Zek je 552 mg karboxypeptiddzy B.
Specifickd aktivita je 14,3 pmol hydrolyzovaného hippuryl-L=-argininu/min/mg proteinu.

P¥{iklad 12

Na strojku pro maso se rozemele vepfovy pankreas v mnozZstvi 0,25 kg a nechd se stét pfes

noc p¥i teploté mistnosti. P¥{8t{ réno se p¥idd 250 ml 0,05-molérniho Tris-HCl-pufru

( o hodnoté& pH 8,5). Suspenze se zah¥eje na teplotu 60 ©C a nech4 se stét pfi této teploté

po dobu 20 minut. Po p¥iddni 2 41184 objemovych ledov& chladné vody se sm&s odstfedi. Do
supernatantu se p¥id4 247 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc, poté odst¥edf

a sra¥enina se odloZi. Do supernatantu se po nastaveni hodnoty pH na 7,0 a%¥ 7,2 ptid4

197 g siranu amonného. Suspenze se nechd stdt pfes noc a odst¥edi. 2Zbytek se rozpusti

ve studeném (+4 °C) Tris~HCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0) a dialyzuje destilovanou vodou a¥
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do dokonalého odstranéni soli. Dialyzovany roztok se zfiltruje a zmrazi. VytéZek je
1 209 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 6,4 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-

-argininu/min/mg proteinu.

V tabulce 2 se uvddi vliv hodnoty pH pufru pouZitého p¥i tepelném zpracovidni homogenizova~
ného vep¥ového pantkreatu na aktivitu karboxypeptidédzy B.

.

Tabulka 2

V1iv hodnoty pH pufru poufitého p¥i tepelném zpracovani (60 °C po dobu 20 minut)
homogenizovaného vepfového pankreatu na aktivitu karboxypeptiddzy B

Hodno- Celkové aktivita Celkovy protein Specifickd aktivita
ta pH jednotka (kg pan~ ng/kg pankreatu jednotka/mg
kreatu
5,0 21 348 1 440 14,8
25 808 1 268 20,3
6,0 98 333 1 724 57,0
6,5 52 767 1 204 43,8
7.0 64 882 1 625 39,9
48 400 2 780 17,4
8,0 31 632 2 210 14,3
8,5 30 753 4 863 6,4
P¥iklad 13

Na strojku na maso se rozemele 0,25 kg vepfového pankreatu a nechd se stdt pf¥es noc
p¥i teplot& mistnosti. P¥i%t{ réno se p¥idd 250 ml 0,05-moldrniho fosfdtového pufru (o hodnoté
pH 6,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 ©C a nechd se stat po dobu 20 minut p¥i této
teplot&. Po p¥iddn{ 2 dild objemovych ledové chladné vody se suspenze odstfedi. Supernatant.
se upravi p¥iddnim siranu amonného aZ do koncentrace 340 g/1 (408 g). Suspenze se nechd
st&t p¥es noc, poté se odst¥edi, sraZenina se odloif a do supernatantu se p¥idd siran
amonny a#% do koncentrace 370 g/l (41,1 g). Suspenze se nechd stdt pfes noc a odst¥edi.
SraZenina se rozpusti ve studeném (+4 °¢) Tris-HCl-pufru (o hodnoté pH 7,0) a dialyzuje
destilovanou vodou aZz do odstranéni vedkerych soli. Po dialyze se roztok zfiltruje
a zmrazi. Vyt&fek je 95 mg karboxypeptiddzy B. Specifick4 aktivita je 56,2 umol hydrolyzova-
ného hippuryl-L~-argininu/min/mg proteinu. '

I

P¥{klad 14

Na strojku pro maso se rozemele 0,2 kg vep¥ového pankreatu a nechd se st&t p¥es noc
p¥i teplot® mistnosti. pfisti réno se p¥idd 200 ml 0,05-moldrniho fosfdtu pufru (o hodnoté&
pH 6,0). Suspenze se oh¥eje na teplotu 60 %¢ a nechd se po dobu 20 minut p¥i této teploté.
Po pfiddni 2 dild objemovych ledové chladné vody se suspenze odst¥edf. Do supernatantu
se p¥id4 siran amonny aZ do koncentrace 330 g/l (33g). Suspenze se nechd stdt pf¥es noc,
poté se odst¥edi a sraZenina se odloZi. Supernatant se nasyti{ siranem amonnym a% do
koncentrace 370 g/1 (44,8 g). Suspenze se nechd stat pres noc'potom se odstiedi. SraZenina
se rozpusti ve studeném (teplota +4 oC) Tris-HCl-pufru (o hodnoté& pH 7,0) a dialyzuje
destilovanou vodou a% do dokonalého odstrané&ni soli. Vyté&Ziek je 62 mg karboxypeptiddzy B.
Specifick4 aktivita je 89,0ﬁmwl hydrolyzovandho hippuryl-L-~argininu/min/mg proteinu.

P¥Fi1iklad 15
Na strojku pro maso se rozemele 0,25 kg vep¥ového pankreatu a nechd se stét pres

noc p¥i teploté mistnosti. P¥i3t{ réno se p¥idd 250 ml 0,05 moldrniho fosfdtového pufru
{o hodnot& pH 6,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 OC a nech4 se st&t pri této teplotd



9 252482

po dobu 20 minut. Po pfiddni 2 dildé objemovych ledové chladné vody se suspenze odstF¥edf.
Supernatant se nasyti siranem amonnym ai do koncentrace 320 g/l (386 g). Suspenze se

nechd stdt p¥es noc, potom odst¥edi, sraZenina se odloZi a supernatant se nasyti sfranem
amonnym aZ do koncentrace 370 g/1 (65 g). Suspenze se nechd stdt p¥es noc a odstfedf se.
Sra%enina se rozpusti ve studeném (+4 °¢) Tris-HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0) a dialyzuije
destilovanou vodou aZ do odstranéni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vyté&Zek
je 106,5 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 95,5 jimol hydrolyzovaného hippuryl-
-L-argininu/min/mg proteinu.

P¥{klagd 16

Na strojku pro maso se rozemele 0,2 kg vepfového pankreatu a nechd se stit pfes
noc p¥i teploté& mistnosti. P¥i8tl réno se p¥idd 200 ml 0,85-molédrniho fosfédtového pufru
(o hodnoté pH 6,0). Suspenze se zah¥eje na teplotu 60 ©C a nechd stat pfi této teplotéd
po dobu 20 minut. Po p¥idéni 2 41l objemovych ledové studené vody se suspenze odst¥edi.
Supernatant se nasyti siranem amonnym a% do koncentrace 310 g/l (310 g). Suspenze se
nechd stdt pfes noc, poté odst¥edi, sraZenina se odloZf{ a supernatant se nasyt{ sfiranem
amonnym aZ do koncentrace 370 g(1 (67,2 g). Suspenze se nechd stdt pfes noc a potom
se odst¥edi. Srafenina se rozpusti ve studeném (+4 °C) Tris-HCl-pufru ( o hodnot& pH 7,0)
a dialyzuje destilovanou vodou aZ do dokonalého- odstranéni soli. Po dialyze se roztok
zfiltruje a zmrazi. VytéZek je 135 mg karboxypeptiddzy B. Specifick& aktivita je 44,3/umol
hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu.

Pri1klad 17

Na strojku na maso se rozemele 0,25 kg vepFového pankreatu a nechd se stdt pfes
noc p¥i teplot& mistnosti. P¥iSti réno se p¥idd 250 ml 0,05-molérniho fosfétového pufru
(o hodnoté pH 6,0). Suspenze se zah¥eje na teplotu 60 ®c a nech4 se stat p¥i této teploté
po dobu 20 minut. Po p¥idéni 2 3110 objemovych ledové chladné vody se suspenze odst¥edi.
Supernatant se nasyti siranem amonnym a%¥ do koncentrace 320 g/l (386,4 g). Suspenze
se nechd stdt pres noc, potom odst¥edf, sraZenina se odloZf a supernatant se nasytf siranem
amonnym do koncentrace 360 g/l (52 g). Suspenze se nechd stét p¥es noc a odst¥edi se.
SraZenina se rozpusti ve.studeném (+4 °c) Tris-HCl-pufru ( o hodnoté pH 7,0} a dialyzuje
destilovanou vodou aZ do dokonalého odstranéni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje
a zmrazi. vytéZek je 76 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 123,8 pimol hydrolyzova-
ného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu. :

P¥riklaada 18

wa strojku pro maso se rozemele 0,25 kg vep¥ového pankreatu a nechd se stdt pres
rno n¥i teplot€ mistnosti. PY{3tf réno se p¥idéd 250 ml moldrniho fosfétového pufru (o hodnotd&
I 6,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 ®C a neché stét p¥i této teploté& po dobu 20 minut.
Po p¥idéni 2 4714 objemovych ledové chladné vody se suspenze odst¥edi. Supernatant se
nasyt{ siranem amonnym aZ do koncentrace 320 g/l (386,4 g). Suspenze se nech& stét pfes
noc, poté se ostfed’, srafenina se odloZi a supernatant se nasyti siranem amonnym a% do
koncentrace 350 /1 {39 g}. Suspenze se rechd stat p¥es noc a potom se odst¥edf. SraZenina
se rozpust{ ve studeném (+4 °c) Tris-HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0) a dialyzuje destilovanou
vodou aZ do dokonalého odstranéni solf. Po dial§yze se roztok zfiltruje a zmrazi se. VytdZek
je 45 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 286,7 ,nnol hydrolyzovaného hippuryl-L-
-argininu/min/mg proteinu.

-P¥Fiklad 19

Na strojku pro maso se rozemele 0,25 kg vepfového pankreatu a nechd se stét pes
noc p¥i teploté& mistnosti. P¥iSt{ réno se p¥id& 250 ml 0,05 moldrnfho fosfdtového pufru
(o hodnoté& pH 6,0). Suspenze se zahfeje na teplotu 60 9C a nech4 se stat po dobu 20 minut
p¥i této teploté. Po p¥idéni 2 dila objemovych ledov& chladné vody se suspenze odst¥ed{.
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Supernatant se nasytf siranem.amonnym do koncentrace 320 g/l (386,4 g). Suspenze se nechéd
st&t pfes noc, poté se odst¥edf, sraZenina odloZi a supernatant se nasyt{ siranem amonnym

a¥ do koncentrace 340 g/1 (26 g). Suspenze se nechd stdt pfes noc a odst¥edi se. SraZenina

se rozpusti ve studeném (+4 c) Tris-HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou
vodou a? do dokonalého odstrandni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vyt&Zek

je 25,5 mg karboxypeptiddzy B. Specifickd aktivita je 195,8 pmol hydrolyzovaného hippuryl-

-L-argininu/min/mg proteinu.

V ndsledujici tabulce se uvadi vliv frakcionace siranem amonnym na aktivitu karboxy-
peptiddzy B.

Tabulka 3

Pisobeni frakcionace siranem amonnym na aktivitu karboxypeptiddzy B.

Koncentrace siranu Celkova aktivita Celkovy protein Specifickd aktivita
amonného/g/1 jednotky/kg pro- mg/kg pankreatu jednotka/mg
1l.syceni 2.syceni teinu

340 370 21 373 380 56,2

330 370 27 670 310 89,0

320 370 40 697 426 95,5

310 370 29 914 675 44,3

320 - 360 37 629 304 123,8

320 350 51 610 180 286,7

320 340 19 877 102 195,8
P¥iklad 20

Na strojku pro maso se rozemele 1 kg hov&ziho pankreatu a nechd se Stét.pfes noc p¥i
teplot& mistnosti. P¥{%¥tl rdno se p¥idd jeden litr 0,05-moldrnfho fosfdtového pufru
(hodnota pH 6,0) a suspenze se zahfeje na teplotu 60 OC a nech& stat p¥i této teplotd
po dobu 20 minut. Po p¥iddnf 2 dfll objemovych (3,8 litrli) ledové chladné vody se suspenze
odst¥edf{. Supernatant se nasyti siranem amonnym aZ do koncentrace 320 g/l (1,6 kg). Suspenze

se nech4 stédt pfes noc, potom se odst¥edl a srafenina odloZf. Supernatant se nasytl

‘siranem amonnym aZ do koncentrace 350 g/l (165 g).

Suspenze se nechd stdt p¥es noc a poté odstfedi. SraZenina se rozpusti ve studeném
(+4 °¢) Tris-HCl-pufru (o hodnot& pH 7,0) a dialyzuje se destilovanou vodou a% do dokonalého
odstran&ni soli. Po dialyze se roztok zfiltruje a zmrazi. Vytd&Zek je 238,7 mg karboxy-
peptiddzy B. Specifickd aktivita je 15,4/umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg
proteinu.

P¥i{iklad 21

Suspenduje se 1 g Akrilexu C-100 xerogelu (obsah karboxyskupin: 6,2 pt 0,3 m-skv./g
v 50 ml 0,l-moldrniho roztoku kaliumfosfdtového pufru, nadeZ se do suspenze na ledové
chladné l4zni za st&lého mich&ni p¥idd roztok 2 g‘N-cyklohexyl-N'—[Z-/4—morfolinyl/etyi]—
karbo~-diimidmetyl-p-toluensulfondtu ve 20 ml chladného (+4 °C) roztoku pufru. Po 10minutovém
michdni se do roztoku p¥idd vodny roztok karboxypeptiéézy B {koncentrace: 16,45 mg/ml,
specifickd aktivita enzymu: 17/umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu).
Reakdni doba je 48 hodin, pfidemi se sm&s dvakrdt mich& vZdy po dobu 6 hodin. Gel se odstrani,
promyje se t¥ikrdt vZdy 100 ml 0,l-moldrniho roztoku kaliumfosfdtového pufru (o hodnoté&
pH 7,0), t¥ikrdt vZdy 100 ml 0,l-moldrnfho roztoku kaliumfosfdtového pufru obsahujiciho
1 mol chloridu sodného (o hodnoté& pH 7,0) a t¥ikrdt viZdy 100 ml 0,l-moldrniho roztoku
kaliumfosfdtového pufru (o hodnot& pH 7,0). Gel se nakonec promyje p&tkrdt vidy 200 ml
destilované vody a lyofilizuje se. Vyt&Zek je 1,43 g. Aktivita je 690 Jjamol hydrolyzovaného
hippuryl-L-argininu/min/mg suché 1l4tky.
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P¥iklad 22

Suspenduje se 1 g Akrilex C-100.xerogelu (obsah karboxyskupin: 6,2 * 0,3 m-ekv./g)
v 50 ml 0,l-molérnfho roztoku kaliumfosfdtového pufru (o hodnoté pH 7,0). Do suspenze
se potom na ledov& chladné l&zni p¥id4 za stdlého michéni roztok 2 g N—cyklohexyl~N'—[2—(4-
—morfolinyl)etyﬂ karbodimimetyl-p-toluensulfondtu ve 20 ml studeného (+4 °c) roztoku
pufru. Po lOminutovém michdni se do roztoku p¥idd 15,5 ml vodného roztoku karboxypeptidézy
B (koncentrace: 16,45 mg/ml, specifickd aktivita enzymu: 17 umol hydrolyzovaného hippuryl-
-L-argininu/min/mg proteinu). Reak&ni doba je 48 hodin, p¥ifemZ? se v pribéhu této doby
dvakrdt vidy po dobu 6 hodin. Gel se oddé&li, tfikrédt promyje vZdy 100 ml 0,l-moldrniho
roztoku kaliumfosfédtového pufru (o hodnoté& pH 7,0), t¥ikrdt vidy 100 ml 0,l-molérniho
roztoku kaliumfosfdtového pufru obsahujficiho 1 mol chloridu sodného (o hodnoté& pH 7,0)
a t¥iktdt vZdy 100 ml 0,1l-molérnfho roztoku kaliumfosfdtového pufru (o hodnoté& pH 7,0).
Gel se nakonec promyje p&tkrat vidy 200 ml destilované vody a lyofilizuje se. Vyté&Zek
je 1,6 g. Aktivita je 880 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/g suché latky.

P¥iklad 23

suspenduje se 1 g Akrilex C-100 xerogelu (obsah karboxylovych skupin: 6,2 t 0,3 m
ekv /g ) v 50 ml 0,l-moldrniho roztoku kaliumfosfdtového pufru (o hodnoté& pH 7,0), nale?
se do suspenze na ledov& chladné l4zni za stdlého michdni pfidéd roztok 2 g N-cyklohexyl-
_N'—[Z—(4—morfolinyl)etyi]karbodiimidmetyl-p-toluensulfonétu ve 20 ml studeného (+4 °C)
roztoku pufru. Po l0minutovém michdni se do roztoku pf¥id4 62 ml vodného roztoku karboxy-
peptiddzy B (koncentrace: 16,45 mg/ml, specifickd aktivita enzymu: 17/umol hydrolyzovaného

hippuryl-L-argininu/min/mg proteinu).

Reak&ni doba je 48 hodin, ptrilem% se v prib&hu této doby sm&s dvakrdt michd vidy
po dobu 6 hodin. Gel se odd&l{i a promyje se t¥ikr&t vZdy 100 ml 0,l-molédrniho roztoku
kalimfosfdtového pufru (o hodnot& pH 7,0), t¥ikrdt vZdy 100 ml 0,1l-molédrniho roztoku
kaliumfosfétového pufru obsahujic{ 1 mol chloridu sodného (o hodnot& pH 7,0) a tfikré4t
vzdy 100 ml 0,l-molérniho roztoku kaliumfosf4tového pufru (o hodnoté pH 7,0). Nakonec
se gel promyje p&tkrdt vidy 200 ml destilované vody a lyofilizuje. Vyt&Zek je 1,55 g. Aktivita
je 740 umol hydrolyzovaného hippuryl-L-argininu/min/mg suché latky. V tabulce 4 se uvadf
imobilizace karboxypeptidézy B.
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OPRAVA

popisu vynélezu k patentu €. 252 482
mt. c1.? ¢ 12 N 11/08

V popisu vynélezu k patentu €. 252 482 neni dotistén
Uplny nézev vynélezu.

Spravné mé byt:

Zpusob imobilizace enzymu karboxypeptiddzy B

Ufad pro vynélezy a objevy
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PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob imobilizace enzymu karboxypeptidadzy B, vyznalujici se tim, %e polymerni gel,
pfipraveny z kyseliny akrylové a/nebo z kyseliny metakrylové, pop¥ipadé z akrylamidu a/nebo
z metakrylamidu, obsahujici alespon 0,1 m ekv /g funk&nich karboxylovych skupin, se zpracuje
karbodiimidovou sloudeninou rozpustnou ve vodé nebo v organickém rozpoudtddle p¥i teplot&
pod 0 OC, na takto aktivovany noci se nanese enzym karboxypeptiddzy B z roztoku pufru
o hodnot& pH 4,5 a% 8,5, s vyhodou 6,0 aZ 7,0, takto ziskany imobilizovany enzym se promyje

a popfipadd se ususi.

2. Zpuisob podle bodu 1, vyznalujici se tim, Ze se nosife, karbodiimidu a enzymu pouZivé
v pom&ru 1:1 aZ 2:0,25 a% 1, zvl4std v poméru 1:2:0,25.
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