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Refien{ se tykd zpisobu pFipravy mat-
rixovych proteinG a peptidi, kde se vychozi
biologicky materidl jenZ obsahuje znadné
podily krve, nap¥iklad placenta, po pfed-
béZné mechanické vpravs extrahuje v kyse-
lém grostfedi pPi pH 2 aZ 4 a pri teplotd
42 a7 125 °C, Tim se krevni bilkoviny vy-
srd¥eji do pevného koagule a piislusné
matrixové proteiny &i peptidy pFejdou do
roztoku, ktery se ndslednd oddéluje od
pevného zbytku. Vodnd souldst extraktu se
miZe odstranit Uplné nebo jen &dstedns.
VyuZiti produktu se pPedpoklddd v kosmeti-
ce, potravind¥etvi, lékarstvi, biologii
a biotechnologiich. ,
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Predmétem vyndlezu je zplsob piipravy matrixovych proteind
a peptidd.

Je popsdna tada postupl vhodnych pro izolaci kolagennich
‘bilkovin z rdznych pojivovych tkani - extracelularni matrix.
Tyto postupy jsou zaloZeny pievdzné na extrakénich technikach,
kde se vychozi surovina, tj. vhodny biologicky materidl jako
napf. k8z2e, Slacha, kost, vystavi uéinku pfislusnych extrak=~
gnich &inidel. Témi jsou obvykle vodné roztoky organickych &i
anorganickych kyselin nebo soli, mocéoviny apod., které, podle
své povahy, se pouZivaji v 8irokém rozmezi koncentrace vodiko-
vych ipntﬁ;»pH 2 az 12.

V nékterych pripadech se tyto extrakdéni techniky kombinuji
& tzv. limitovanou digesci, pfi které se vychozi biologicky
materidl napted vystavi Qéinku béZnych proteolytickych enzymi,
napt. pepsinu v kyselém prostfedi., Takovy postup je vhodny
zejména pro vyzralé tkané s vysokym obsaheﬁ pfiénych vazeb,
napt, u kloubni chrupavky, cévy, trachey apod. Zde se ucinkem
protedz odsté&puji malé peptidy na‘koncich kolagennich molekul,

kde jsou hlavné sousttfedény zminéné priéné vazby. Takto celkem

neporusSené kolagenni retézce mohou byt uvolnény z extrahované

tkdnd a ve vétsim vytézZzku pak ptevedeny do roztoku.
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V rozmezi teplot +4 aZ 40°C 1ze uvedenymi postupy izolovat

matrixové proteiny viceméné v neporudeném stavu., Naproti tomu
extrakce provedena pt*i teplotach kolem 60°C a vyse vede zpra-
vidla k nevratné denaturaci bilkovinného materidlu a byva do-
provazena $tépenim peptidickych vazeb v hlavninm Fétézci prote=
inu. To.mé za nasledek podstatné sniZeni molekulové hmotnosti

u vysledného produktu extrakce, tj. vznikaji zde peptidy o r=
zné velikosti.‘Takto se b&zné pfipravuji Zelatiny pro technicka
¢i potravinarska pouziti,

Existuji vsak tkané s rozsahlou vaskularizaci a bohaté krev-
nimi bilkovinami i krvinkami, jako je nap#. tkan placenty, coZ
znaéné znesnadnuje izolaci éis;ych matrixovych proteind ¢&i pe-
ptidd. Obvyklé vypirani suroviny proudici studenou vodou je velmi
zdlouhavé a nékladné., Pritom vznikaji velké objemy odpadnich vod
~a vyvstava problém jejich ¢isténi. Navic zde snadno dochazi k
bakteridlni kontaminaci,a tim se znehodnocuje kone&ny produkt,
Krevni bilkoviny pfitomné ve tkani jsou velmi néchylné k mikro-
bidlnimu rozkladu a pro fetné mikroorganismy jsou pfimo idedle
nim substratem, PouZiti inhibitorl, napt#. azidu sodného nebo
organortutnatych sloudenin, je sice u&inné k potladeni ristu
mikroorganismé, zato vSak velice problematické pro nutnost od=-
stranéni té&chto toxickych latek z produktu.

Uvedené obtife zaptfilinuji, 2e dostupny biologicky material
neni dosud vyuZivéan a jeho cenné matrixové komponenty prichazi
nazmar.,

Nyni bylo zjidténo a prakticky provéfeno, Ze vhodnou kombi=-
naci kyselého prostedi a tepla lze témérF kvantitativné koagu=
lovat krevni bilkoviny spolu's krvinkami tak, aby nepfechdzely

do extraktu matrixovych proteinl &i peptidl. Tyto se pak daji
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" snadno oddélit od pevného koagula a zbytkl vychozi tkané,
napt. centrifugaci.

Podstata zplsobu pripravy matrixovych proteind a peptidd
podle sbuéasného vynalezu spodivd na empiricky zjisténém poz-
natku, e krevni a matrixové bilkoviny se chovaji zcela roi-
dilné v kyselémAprostFedi pfi soudasném plsobeni tepla.

Krevni bilkoviny se za téchto podminek denaturuji a precha=-
zeji tak do nerozpustné formy =~ krevniho koagula., Pfitom se
do vznikajiciho koagula strhuje i vétSina krevnich buné&k. Zde
se zFejmé, alespon &astednd, uplatnuji i ndkteré ze znamych
koagulaénich faktorl, jeZz maji povahu enzyml. Jak znamo, ty jsou
vice éktivni pfi mirné zvysSenych teplotach, napf. 37°C az do
teplot okolo 56°C; pfi teplotach vy&dich jsou jiZ denaturovény
a inaktivovany,.

Matrixové proteiny se za uvedenych podminek sice taktéZ de=-
naturuji, avsak produkty denaturace jsou v kyselém prostredi
dobfe rozpustné. To prakticky umoZnuje jejich extrakci z pfie
sludného biologického materialu,

Teploté potfebnéd pro udinnou extrakci matrixovych proteind
¢i peptidl mlze byti zvolena v pomérné Sirokych mezich. Avsak,
spodni hranice mé byti nejméné 42°C a horni hranice teploty
je #rakticky omezena na cca 125°C, tjo pfi pouziti autoklavu,
Obecné& zde plati zaeada, Ze &im je teplota pfi extrakci vys$si,
tim hlub$i degradaéni zmény probihaji v daném biologickém ma=-
teridlu, Z proteinovych tfetézcl tak vznikaji vét$i &i mensi
peptidy, jejichZ velikostni ¢i hmotova distribuce je zavisld

nejvice na zvoleném teplotnim reZimu,

Dalsim faktorem, ktery se vyznamnd uplatfiuje v procesech
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extrakce, je doba po kterou plsobi dané prostifedi na zpraco-
vavanou surovinu. Empiricky bylo provétreno, Ze tato doba ma
jen maly vliv na v?téinost extrakce, pokud tato probiha pfi
mirnéjdim teplotnim reZimu, tj. nejvysSe do 95°Cc, Zato vsak,
pi teplotdch kolem 100°C a vyse, kdy dochazi ve vychozim ma-
teridalu k hlub$im degradaénim zmé&nam, ma byti‘doba kontaktu -
suroviny s danym prostiedim co nejkrats$i, Jinak je totiZ pro-
dukt zatiZen ﬁevhodnymi a navic i rdzn& zabarvenymi latkami,
které zde vznikaji rozkladem né&kterych sloZek krevniho koagula,
jako napt. hemovych sloucenin,

Z uvedeného vyplyva, ze volba teplotniho reZimu a doby ex-
trakce jsou rozhodujicimi faktory pro jakoét vysledného produktu.

Definice kyselého prostifedi mlZe byt vymezena hodnotou pH; |
zde v pblasti hodnot 2 aZ 4. K okyseleni prostredi lze pouZit
vhodn&ch anorganickych nebo organickych kyselin, nap¥. kyselinu
chlorovodikovou, mravenéi, octovou, propionovou, malonovou,
mléénou, citronovou apod. Posledné& jmenované latky jsou dobfe
znamy z izolaénich technik pro kolagenni bilkoviny. Tyto latky
se ke zpracovavané suroving p?idévaji vhodné zredéné vodou,
prigemz pomér vodné faze k vychozimu mnoZstvi suroviny volime
vyhodné 1:1 a? 2:1 ; vétSi mnoZstvi vodné féze'pFestavujé pék
vys8§i naklady na energii nufnou k jejimu naslednému odstranéni.

Nékdy je vyhodné pouziti tékavych kyselin, nap®. chlorovodi=~
kové nebo octové, které se daji pfi daldim zpracovani extraktu
snadno odstranit. Tak je tomu pfi suSeni vodného extraktu ma=-
trixovych proteinl ¢&i peptidl pomoci mrazové sublimace neboli
lyofilizace, nebo odpafenim ve vakuu za horka = na vakuové od=-
parce. Neni vsak vidy nutné odstranovat veskerou vodu a potom

stadil jen Césteéné zahusdténi extraktu. V takovych a podobnych
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pFipadéch je pfitomnost kyselin &i jinych vhodnych konzervaé-
nich prostfedkd spise Zadouci., Tyto latky zabranuji mikrobidl=
nimu napadeni a znehodnoceni produktu, Kromé zminénych konzer-
vacénich léték je moZno k vodnému extraktu matrixovych proteind
¢i peptidl prfidavat i jiné ingredience, podle zamysSleného vy=-
uZziti produktu. .

Ochrana proti mikrobidalni kontaminaci plati také pro vychozi
surovinu, ktera musi byt zajisténa jiZ od samého pocatku, tj.
- pfi odbéru biologického materidlu. Napfiklad u hovézi placenty
se konzervace provadi zmrazenim na nejméné -10%, lépe na =18
az =-20°C. Surovina se takto skladuje aZz do jejiho dal$iho zpra=-
covani; zmrazend vydrzi rfadu mésich bez znehodnoceni,

P#iprava matrixovych proteind c¢i peptid&, zpﬁsobem podle sou=-
éasﬁého vynalezu, se vyznaduje témito kroky:
(a) rozfezani zmrazené suroviny na mendi kousky,
(b) mleti suroviny na masovém stroji za chladu,
(c) miseni suroviny s vodnym roztokem kyseliny,
(d) bofnéni suroviny za chladu a jeji homogenizace,
(e) tepelnad extrakce v kyselém prostiedi,
(f) oddéleni extraktu od pevnych soucédsti materialu,
(g) pripadné zahusténi extraktu a/nebo pfidavek ingredienci,

(h) pripadné vysudeni extraktu na pevny produkt,

Zplhsobem podleAvynélézu mohou byti pfipraveny matrixové pro-
teiny &i peptidy v pomérné cisté formé a ve vysokém vytézku,
Podle zVolenych fyzikdlnich a fyzikélnéchemickych podminek lze
pFiprévovat uvedené latky v Siroké skale molekulovych hmotnosti.
Tyto létky mohou nalézti vyznamné uplétnéni v riznych oborech,
napi. kosmetice, potravinarstvi, lékaistvi, biologii a biotech=

nologiich,
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Dale uvedené piiklady zde slouzZi pro ilustraci vynalezu
a nikterak nevymezuji podet mozZnych kombinaci, latkovych po=-

mér& a podminek pro pfipravu matrixovych proteint a peptidd.

Pifiklad 1

Hovézi placenta, skladovana pfi -18°¢c, byla mechanicky rozrte=-
zana na kousky pfibliZn& ve tvaru hranolkd 3x3x5 cm, které
byly néasledné pomlety na nozovém masovém stroji“s ocelovym si-
tem s otvory @ 2 mm, Ziskédno tak ca 5 kg rozmdlnéné suroviny,
ktera byla bezprosttedné promichana se trfemi litry vodného roz=-
toku kyseliny octové o koncenfraci 1%~objem. Celkovy objem
byl pak upraven na deset litrd pridavkem studené vody. Material
ponechdn botnat v.chladu pfi +4°¢ po dobu 15 hodin; smés byla
obéas promichana drevénou kopisti.

Zbobtnaly materidl byl pak kratce promichéan a z né&ho byly
odebirany vzorky o objemu 200 ml; ty byly umistény ve skleﬁé-
nych infuznich lahvich obsahu 1/4 litru, které byly opatieny
pryzovou zatkou a kovovym $roubovym uzévérem;

Vlastni tepelnd extrakce v kyselém prostfedi (pH 3,85) byla

.provédéna zahtfivanim nadob prfi teploté 42°C, nebo,60°C. nebo
‘90°C, nebo 100°C - vie po dobu 2, nebo 4, nebo 6 hodin; nebo
pFi 120°C po dobu 1, nebo 2, nebo 3 hodin. Ohfev na 42°C byl
realizovan ve vodnim termostatu; na 60 a2 10090'v horkovzdusné
cirkulacni sus8arné; na 120°C ve sterilizadnim autoklavu,

Po ochlazeni nédob na teplotu mistnosti byl jejich obsah
pfeveden do centrifugalnich kyvet a provedeno odsfFedéni pri
10,000 oto/min. po dobu 30 minu; pfi teploté 20°C; materidl

za chladu snadno geiuje.
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Ciré supernatanty byly nédsledn& odd&leny od pevného zbytku
materidlu odlitim do dal$ich infuznich lahvi obsahu 1/2 litru.
V nich pak, po zmrazeni na cca -60°C v lézni lihu a pevného
oxidu uhliditého, byla provedena jejich lyofilizéce. Pevné zbyt-
ky materidlu byly vysouseny pomoci horkovzdus$né susSdrny pfi te=-
ploté 105°C az do konstantni hmotnosti. Pro kontrolu byl vzat
vzorek plvodniho rozemletého materidlu, u kterého byia stanovena
sudina stejnym zplsobem; zde 8,3%=~hmot. .

V nésledujici tabulce jsou uvedeny podminky extrakce a pfi=-

slusné vytéZnosti; hmotnost suchého extraktu + zbytku = 100%.

Podminky extrakce: vytézek extrakce: Viastnosti praduktu:
Terore aena T exirane sbyiek  prisiiana . seent:
(°C) (hod.) %=hmot,) zbarveni produktu

42 2 16,8 83,2 proteiny, 105

42 4 18,1 81,9 dtto

42 6 18,6 81,4 dtto

60 2 27,4 72,6 peptidy, 10574
60 4 28,3 71,7 dtto

60 | 6 29,9 70,1 dtto
Too 2 s2,7 47,5 peptidy, 104
90 4 : 54,3 45,7 dtto

20 | 6 56,5 43,5 dtto
w00 2z 67,8 32,2 peptidy, 1024
100 : 4 ' 69,1 30,9 dtto
100 6 70,2 29,8 dtto, 2zbarv, prod.
120 1 69,7 30,5 .  peptidy, 10°-%
120 2 | 72,1 27,9 dtto, zbarv. prod.

120 3 75,2 24,8 dtto, zbarv; prod.
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Mrazem konzervovanéd hovézi placenta byla mechanicky upravena
postupem uvedenym v prikladu 13 ziskano 5,3 kg rozmélnéné su=-
roviny, K té bylo za michani p#idano 5,5 litrd studehé vody,
spolu s 55 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Smés byla
ponecﬁéna v chiazeném boxu p#i +4°¢ po dobu 24 hodin; kysele
zbobtnala hmota méla pH 2,18,

Tepelnd extrakce materidlu umist&ného ve smaltované nadobé
byla provedena jeho zahtivénim na vrouci vodni lézni.'Asi po
3/4 hodiny bylo v promichédvaném materidlu dosaZeno teploty 95
az 96°C a p*i tomto ohtevu pokracovano jesté& jednu hodinu. Smés
pak byla za horka zcezena pfes dvé vrstvy gazy, piiéemZ bylo
shromaZzdéno cca 7,5 litr0 tekutého podilu a zbytek likvidovén,
Extrakt byl vylistén centrifugaci za dfive uvedenych podminek.
Cést produktu, tj. 2,5 litru bylo vysuSeno lyofilizaci a zbyva-

jici roztok byl skladovédn v chladu pfi +4°C; susina 2,4%=hmot. .

P*iklad 3

Matrixové peptidy o pfibliZné Mw 102'4

» pFipravené lyofilizaci
kyselého extraktu placenty jak uvedeno v pfFikladu 2, byly pokus-
né pouzity ve formulaci plefového krému s lanolinovym zékladem.
V pfedbé&Znych aplikadnich testech se projevovaly pfiznivé nutri-

&ni d&inky krému pro suchou a stardi plef,
Priklad 4

Tekuty produkt matrixovych peptidl, vyrobeny podle pfikladu 2,
byl neutralizovan pfidavkem 1M=NaOH a déle pouzit k pFipravé
kultiva&nich podloZek pro kralili endothelidlni bufiky izolované
z aorty. Adherence a rist té&chto bunék byly stimulovény tkanové

specifickymi peptidy z bazdlnich membrén placenty,
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1. Zp&éob pfipravy matrixovych proteind a peptidd, vyznaleny

tim, Ze vychozi biologicky material jenz obsahuje znadné
podily krve, jako je plécenta. se po pfedbéZné mecha~
nické ﬂpra?é extrahuje v kyselém prostfedi pH 2 az 4 a pf¥i
teploté 42 az 125%, pridemz se krevni bilkoviny vysraZeji
do pevného koagula a piisludné matrixové proteiny &i peptidy
pifejdou z extrahované tkané do roztoku, ktery se hésledné

oddéluje od pevného zbytku, nap#. centrifugaci,

Zptsob podle bodu 1, vyznadeny tim, Ze k okyseleni prostredi
se pouZije vhodna vodou zfed&nd anorganicka &i organicka ky-
selina, napf. chlorovodikova nebo octovd, pfiéemZ podil vodné

faze k Vthozimu materialu volime vyhodné 1:1 aZ 2:1 dill obj.

3. Zpisob podle bodl 1 a2, vyznaleny tim, Ze vodné soudst

vysledného extraktu matrixovych proteind ¢&i peptidl se od-
stranuje gastednd &i upln&, napf. vakuovym odpaienim

nebo lyofilizacf}
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