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kej enzymovej aktivity

Vynélez sa tyka spdsobu pripravy univerzalnych
testovacich tabliet na stanovenie protedzovej enzy-
movej aktivity v biologickych tekutindch a fermen-
taénych p6édach.

' Nastanovenie proteolytickej aktivity sa v zasade
pouzivaji dve metddy. StarSia metdda, ale este
dost pouZivana je zaloZend na tom, Ze sa meria
mnoZstvo uvolneného proteinu v priebehu proteo-

lytickej hydrolyzy, ktoré sa stanovuje ako rozpust-

' nd frakcia v kyseline trichléroctovej [M. Kunitz: J.

Gen. Physiol. 30, 291 (1947)], pripadne pomocou
pozitivnej reakcie s fenolovym reagens podla
Folina [M. L. Anson: J. Gen. Physiol: 22, 79

(1938)].
Druhd metdda, novsia, je zaloZzena na vyuziti

chromolytického substratu na baze kazeinu, nie je |
bezne dostupnd pre pomerne zloZiti pripravu
- azokazeinu [S. Berman a spol.: Proc. Exptl. Biol. -

Med. 107, 798-83 (1961)].

Velmi citlivy chromolyticky substrdat mozZno pri- 1

pravit podla (Aut. osv. & 194 592) zaloZeny na
' siefovani a farbeni rénych typov proteinu. VyZadu-
je vSak lyofilizaciu vyfarbeného a premytého pro-
teinu, ¢o je pomerne niro¢nd technologickd ope-
récia.

Podstatne vyhodnejsi je spdsob pripravy chro-
molytického - preteinového substriatu podla PV

3546-81, ktory uz nevyZaduje lyofiliziciu premy-
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' tého proteinového substritu ale je moné ho susit
t alkoholom.
. Pri sériovych analyzach je praskova forma chro-
i molytického substrdtu nie vyhodnd, pretoZe je
' potrebné pre kaZzdd analyzu zvI4St navaZovat chro-
- molyticky substrit, o zniZuje produktivitu prace.
i Uvadzané nedostatky rieSi nova prihlaska vynéle-
zu, ktord umoZfiuje pripravit tabletovii formu
' chromolytického proteinovdho substratu, takZe
pre analyzu nie je potrebné chromolyticky substrat
jednotlivo navaZovat ale pouZit hotovi testovaciu
tabletu.

Podstata vyndlezu spoiva v tom, Ze suchy
chromolyticky proteinovy substrat pripraveny
z hovidzieho sérového albuminu, ovoalbuminu,
kazeinu alebo ich zmesi sa v prvom stupni zomelie

' na gulovom mlyne, presituje cez sito o velkosti 6k

0,1 aZ 0,2 mm, naco sa v druhom stupni zmieSa

- v mikrokrystalickou celulézou o priemere velkosti

Castic 0,06 az 0,1 mm v mnozstve 70 aZ 100 %

' hmot. na hmotnost suchého proteinu a mastencom

v mnozstve 2-aZ 3 % hmot. na hmotnost tabletovej

 zmesi a trefom stupni sa zhomogenizovand zmes
' tabletuje na tabletovacom stroji na tablety poZado-
vanej hmotnosti s presnostou * 5 % hmot.

Zistili sme, Ze chromolyticky proteinovy substrat
sa tabletovat na tabletovacom stroji ned4, pretoze
pri nizkych tlakoch st tablety z hladiska mechanic-



_kych vlastnosti nevyhovujice, nakolko sa rozpada-
ju, zatial Co pri vys8ich lisovacich tlakoch si tablety
velmi pevné a vo vode sa velmi zle rozpadajti.
Ukdézalo sa vyhodné chromolyticky protein table-
tovat s pridavkom 70 aZ 100 % hmot. mikrokrysta-

.lickej celulézy na hmotnost proteinu. Za tychto

‘ okolnosti si pripravené tablety dostato&ne pevné

‘a ¢o je doOlezité velmi dobre sa pri analyze vo
vodnom prostredi rozpadaju, takZe pritomny pro-
tedzovy enzym md hned na zadiatku reakcie
dostato¢ne pristupny chromolyticky substrat v pre-

'bytku na enzgmovi reakciu.

., Optimdlna velkost €astic chromolytického pro-

. teinu sa ukyzala byt do 0,2 mm. Vi&ie dastice ako
0,2 mm by zhorSovali homogenitu tablet prf table-
tovani. Vdaka tomu, Ze mikrokrystalickd celuléza
md vysoké samomazacie vlastnosti pri prdci na
tabletovacom stroji nie je potrebné davat\ do
tabletovacej zmesi viac mastenca (ako ‘mazadla)

ako 2 aZ 3 % hmot. Mastenec ani mikrokrystalickd

' celul6za, ktoré st siéastou testovacej tablety nie §t

vinhibitory protedzovych enzymov, takZe ich pri-
tomnost v reakénej zmesi neovplyviiuje protedzo-

vu aktivitu.

Vzhladom na to, Ze stanovenie proteazove;j .
enzymovej aktivity prebieha za pritomnosti pre- |

bytku protedzového substrdtu nie je potrebné

vyzadovat vys§iu presnost pri dodrZiavani hmot- '
nosti vyrabanych testovacich tabliet ako + 5 %

hmot.

pH optima, testovacia tableta neobsahuje zloZky
tlmivého roztoku aby ju bolo mozné pouZit v tom.
rozsahu pH a to tak pre kyslé, tak aj pre neutrdlne
a alkalické protedzy.

Vyhodou nového spdsobu pripravy chromolytic-

kych testovacich tabliet na stanovenie prateolytic- .
kej aktivity je predovSetkym to, Ze substrit nie je

treba navaZovat pre jednotlivé analyzy, o zvySuje
produktivitu prace najmé pri sériovych analyzach

¢i uz v priemysle pri kontrole vyroby proteolytlc- 3

kych enzymov, alebo v klinickej niochémii. Daliou
vyhodou tabletovej formy je, Ze sa méZe dlhsiu

PREDMET

Sp6sob pripravy univerzélnych testovacich tab-
liet na stanovenie proteolytickej enzymovej aktivi-
ty z chromolytického proteinového substritu vy-
znafeny tym, Ze chromolyticky proteinovy substrat
sa v prvom stupni zomelie na gulovom mlyne
a presituje cez sito .o velkosti 6k 0,1 az 0,2 mm,
nato sa v druhom stupni zmie$a s mikrokrystalic-

KedZe protedzové enzymy maji velmi rozdielne
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dobu chromolyticky substrdt v nej obsiahnuty
skladovat bez zmeny fyzikalno-chemickych vlast-
nosti.

Daldie prednosti nového postupu s zrejmé
z nasledovnych prikladov, ktoré nie st vyéerpdva-
juce ale len ilustrativne.

Priklad 1

2 kg suchého chromolytického proteinu pripra-
veného z hovidzieho sérového albuminu sa zomes '
lie na gulovom mlyne, presituje sa cez sito o vel-
kosti 6k 0,2 mm a zmie$a sa s 2 kg mikrokrystalic-
kej celulézy o priemere ¢astic 60 aZ 100 mikrénov
a 80 g mastenca ktord zmes sa homogenizuje |
miéanim po dobu 2 hodin. Po homogenizicii sa
suchy granulat tabletuje na tabletovacom stroji na |
tablety o priemere 7 mm a hmotnosti 100 mg|
s presnostou + 5 % hmot. Tablety maji dostatog-|
nd pevnost, takze sa pri manipulécii nedrobia a vo
vode sa rozpadaji po dobu do 15 sekind. Sd
vhodné a vysoko citlivé najmé na kyslé proteszy.

Priklad 2

Postup podTIa prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako
protein pouZijeme chromolyticky vajeény albumin
v mnoZstve 2 kg, 1,4 kg mikrokrystalickej celulézy
a 100 g mastenca. Pripravené testovacie tablety
maji podobné mechanické vlastnosti ako tablety
pripravené podlfa prikladu 1, ale si citlivejsie
predovietkym na neutrélne a alkalické protedzy,
menej citlivé na kysle protazy.

Priklad 3

Postup podl’a prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako
protein sa pouZije chromolyticky kazein. Priprave-
né tablety maji obdobné mechanické vlastnosti
ako u prikladov 1 a 2 ale sii rovnomerne citlivé ako
na kyslé tak na neutrélne proteazy.

Vynélez md uplatnenie predovietkym v klinickej
biochémii pri stanovovani proteolytickcyh enzy-
mov v biologickych tekutindch ale i v priemyslovej
aplikdcii pri medzioperaénej kontrole kultivaénych
pdd pri vyrobe proteolytickych enzymov.

VYNALEZU

kou celulézou o priemernej velkosti astic 60 aZ
100 mikrénov v mno#stve 70 a% 100 % hmot. na
hmotnost suchého proteinu a mastencom v mnoz-
stve 2 aZ 3 % hmot. na hmotnost suchého granuld-
tu a v tretom stupni sa tabletuje na tabletovacom
stroji na tablety poZadovanej hmotnosti s presnos-
tou + 5 % hmot.
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