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{54) Nézev vynalezu:

Sposob izoldcie enzymu lysozymu 2z
biologickych materidlov

{5 7) Anotace:

Utelom rie$enia je zlepsif izolaciu enzymu lyso-
zymu z biologickych materidlov v priemyselnej
vyrobe. Uvedeny tdel sa dosiahne tak, Ze sa
vyuZiva existencia izoelektrického bodu enzg-
mu lysozymu, kde autofokusaciou pésobenim
jednosmerného elektrického prudu pri napéati
200 aZ 1 000 V sa vydeluje zo zmesi bielkovin a
enzymov v roztoku o vodivosti 100 aZz 800
1S.cm™! pri pH 10,00 aZ 10,60. T4to frakela sa
podrobi deliacej technike vyuZivajiicej rozdielne
molekulové hmotnosti, s vyhodou gélovej chro-
matografii. Opakovanim alebo zamiehanim
oboch technik moZno dosiahnut &isty enzym.
Sposob izol4cie enzymu lysozymu z biologickych
materidlov ma pouZitie v chemickom a potravi-
narskom priemysle.
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Vyndlez sa tyka spésobu izolacie enzymu lysozymu /EC
3.2.1.17/ z biologickych materidlov. ' :

Podla doteraj$ich postupov sa lysozym ziskaval niekolkymi
pochodmi, zahrnujicimi rdézne zrazZacie systémy a separdcie ako aj
chromatografickymi pochodmi v réznych usporiadaniach. Ich spoloé-
nou nevyhodou bola préacnost, naroénost na vybavenie, pridom
‘¢istota enzymu bola na uUrovni zmesi bielkovin priblizZne rovnakej
molekulovej hmotnosti, kde podstatni éast tvoril lysozym, ale ich
primes bola od 5 do 10 %. Tieto balastné bielkoviny znizZujd mernd
aktivitu a sposébuji aj iné vedlajsie efekty, ako postupni degra-
dédciu 1izoldtu. V nasich vyndlezoch /CS autorské osveddenie &.
211 856, 234 801/ je chraneny principidlne novy spdsob delenia
a ¢istenia 1l4tok na zdklade ich izoelektrického bodu spdsobom
samoc¢innej izoelektrickej fokusdcie pdsobenim jednosmerného elek-
trického pridu v -réznorodom roztoku delenej 1latky, ktory je
mechanicky stabilizovany, ako aj viacero druhov zariadeni na
uskutocnovanie tohto spdsobu.

Vys$sie opisané nedostatky doteraj$ich éistiacich a izolaé-
nych postupov pri ziskavani lysozymu v podstatnej miere odstranu-
je vynalez, ktorého podstata spodiva v tom, Ze vodivost biologic-
kého materidlu, obsahujiceho 1lysozymovd aktivitu, sa dialyzou

alebo ultrafiltrdciou upravi na hodnoty 100 aZ 800 u.,S.cm"’l

a obsah bielkovin sa upravi na hodnoty 1 az 30 g.l"l. Roztok sa
potom autofokusuje Jjednosmernym elektrickym pridom pri napati

200 az 1000 V'a prikone najviac 3 w.1"1 a po ukonc¢eni autofoku-
sdcie sa frakcie s najvyssimi aktivitami, s vyhodou pri pH 10,00
az 10,60 izolujui a podrobia deliacej technike vyuZivajicej ako
kritérium rozdielnu molekulovd hmotnost delenych latok, s vyhodou
gélovi chromatografiu, pricom v zadvislosti na pozZadovanej &istote

sa jedna alebo obe deliace techniky opakujli aspon jedenkrat.

Predmetny vyndlez odstrafuje nutnost pouZivania soli pre
vysolovanie a zrdZanie bielkovin, ktoré zna¢ia znadné znedistenie
okolia a tazkosti pri ich neutralizovani. Litka je éistena podla
dvoch kritérii na rozdiel od doterajsich spésobov, kde bola
€¢istend len na zadklade svojej molekulovej hmotnosti.

Priklad 1.

Vajecné bielka 2z 1 200 vajec, ktoré davaju okolo 30 litrov
bielkoviny sa 2zriedia vodovodnou vodou vV pomere 1:2,5 &im sa
ziska okolo 100 1litrov roztoku bielkovin v koncentracii do

3 g;l-l. Takto upraveny roztok sa podrobi dialyze proti vodovod-
nej vode poc¢as 12 hodin pri teplote 10 °C. Potom sa roztok apli-
kuje do autofokusacnej aparatury objemu 100 1, kt»~rA sa napoji na

zdroj jednosmerného pridu o prikone 3 Ww.1"l. Autofokusicia sa
deje pri teplote 10 °C aZ kym prid klesne pri hraniénom napiti
1 000 V aspon na desatinu pévodnej hodnoty ako pri zadiatku auto-
fokusdcie. V autofokusacnej aparatire sa vytvori stiupajice roz-
hranie pH v kaZdej pracovnej komérke od andédy ku katdéde. Lysozym
sa nachadza vo frakcidch s pH medzi 10,00 aZ 10,60. Obsah komdrok
sa uvedenym pH zjednoti a podrobi refokusdcii v autofokuséri
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objemu 10 1. Po poklese prudu na desatinu pévodnej hodnoty t.j.
blizko nule sa 1lysozym nachddza v komérkach s pH medzi 10,20 az
10,40 v c¢istejSom stave. Ziska sa 180 g enzymu lysozymu.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdlelom, Ze po autofo-
kusacii sa frakcie 1lysozymu podrobia gélovej chromatografii na
stlp01 modulového sita /Spheron P-40/. Majoritnd frakcia obsahuje
lysozym, ktorého aktivita je 20 000 U/mg proteinu /95 % vykazuje
lysoz?movﬁ aktivitu/. Aktivita 1 U predstavuje zniZenie absorban-
cie suspenzie Micrococcus luteus /kmen 331/ pri 450 nm, pH 6,6
a teplote 30 °C za 1 min.o 0,001.

Vyndlez mbéZe najst Vyu21tle pri vyrobe enzymu lysozymu
v technologickom meradle pre jeho vyrobu pre potreby potravindr-
stva, chemického priemyslu, vedeckého vyskumu a iné odvetvia.

PATENTOVE NAROKY

Spésob izoldcie enzymu lysozymu z biologickych materialov,
vyznadujici sa tym, Ze obsah bielkovin v roztoku biologického
materidlu vykazujldceho lysozymovd aktivitu vo vode sa upravi

riedenim na 1 aZ 30 gxl"l a vodivost sa ultrafiltrdciou alebo

dialyzou upravi na 100 aZ 800 u.s.cm"l a roztok s.enzymatickdu
aktivitou sa potom autofokusuje jednosmernym elektrickym prudom

pri napati 200 a% 1 000 V a 3 W.171 pokial hodnota prudu neklesne
pod jednu desatinu pévodnej hodnoty a roztok s najvy$&ou enzyma-
tickou aktivitou, s vyhodou pri pH 10,00 azZ 10,60 sa izoluje
a podrob1 deliacej technike vyuZivajicej rozdielnu molekulova
hmotnost delenych latok, s vyhodou gélovej chromatografii, pricom
v zavislosti na poZadovanej cCistote sa jedna alebo obe deliace.
techniky opakuju aspon jedenkrat.
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