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{(54) Prostiedek pro stanoveni proteclytické aktivity a zpisob jeho vyroby

Prostifedek pro stanoveni proteolytické
aktivity je tepeln& modifikovany kasein
a jeho derivaty. Piiprava prostfedku
podle vyndlezu se provddi zdhfevem kaseinu
a jeho deriv4td, jako je azokasein a
nitrokasein, na teplotu 150 aZ 250 ©C
po dobu 30 minut aZ 10 hodin.

263665




263665 . , 2.

Vyndlez se tykd novych prosttedkd pro stanoven{ proteolytické aktivity a zpisobu
jejich vgroby.

Aktivitu proteolytickfch enzymi je moZno stanovit pomoc{ celé Fady substrédtd. DileZitou
skupinu tvo¥i substrdty zalo¥ené na nerozpustnych, v pffrodé se vyskytujfcich bilkoviné&ch.
Patf{ mezi n& napi. elastin, fibrin, kolagen nebo keratin.

Pro zv{fenf citlivosti stanoveni byly vyvinuty nerozpustné bflkovinné substrity s navézanym
barvivem. P¥ikladem je napf. kofni prdSek s navdzangm azobarvivem, fibrin obarveny indigokarmi~
nem nebo koZn{ prdSek s navdzanou remazolovou brilantni modf{i.

Rovné% byly popsdny metody pfipravy nerozpustnych chromolytickfch substrdtd z rozpustnych
bilkovin jejich chemickou modifikaci.

zplsob pfipravy nerozpustnych substritd pro stanoveni proteolytické aktivity podle
vyndlezu spodivd v tom, %e se kasein newvo jeho derivdty /jako je nap¥. azokasein nebo
nitrokasein/ zahfivaji v horkovzduiném sterilizdtoru p¥i teploté& 150 a% 250 ¢ po dobu
30 min a¥ 10 hodin. Ziskany tepeln® modifikovany kasein a jeho derivaty jsou ve vodd a
vodnych roztocich prakticky nerozpustné. Pisobenim proteolytickych enzymd se z nich uvoliuji
peptidy, jejich% mnofstvi je GmErné aktivitd proteinasy a je moZno je stanovit napf. spektro-
fotometricky, po odfiltrovéni nebo odstfed&ni nerozloZeného nerozpustného substritu.

Vyndlez je dokumentovan p¥iklady.
PEiklad 1

Azokasein byl v tenké vrstvd zah¥ivin v horkovzdufném sterilizdtoru p¥i teplotZ 200 %¢
po dobu 5 hodin. Po z&hfevu byl tepeln& modifikovan{¢ azokasein opakovan® suspendovin ve
2 a% 4% roztoku hydroxidu scdného, dokud se uvoliiovalo intenzivni hn¥dofervené a¥ Servené
zabarveni. Poté byl odfiltrovédn a na filtru dikladnd promyt vodou. Po usudeni byl promyty§
substrit rozetfen v t¥eci misce. Byl ziskdn jemny prések, ktery byl ddle pouZivén pro
vlastn{ stanoveni aktivity proteinas.

pfiklad 2

Analogicky jako v pfikladu 1 byly p¥ipraveny substrity na bAzi tepeln& modifikovaného
kaseinu a tepeln& modifikovaného nitrokaseinu.

p¥fiklaad 3

Analogicky jako v p¥ikladu 1 byly pfipraveny rdzné SarZe tepeln& modifikovaného azokaseinu,
lisfcf se poufitou teplotou a dobou pisobeni. Byly pfipraveny ndsledujici vzorky:

156 ©¢/10 hs 180 °c/6 hy 200 °c/s hy 220 °c/2 hs 240 °c/1 ks 250 °C/30 min

Rovné# byl pfipraven tepeln& modifikovany kasein z&hfevem na 200 % po dobu 9 hodin.

Déle bylo postupovéno jako v p¥ikladu 1.

. Pou%it{ p¥ipravenfch nerozpustnych substrétld je dokumentovéno ndsledujfcim pE¥fkladem.
L]

Lo zkumavek bylo navéZfeno po 20 mg substrdtd, které byly p¥ipraveny podle p¥ikladu 1,
2 a 3. Byly pfidény 2 ml vhodného pufru a substrdt poté botnal 20 minut. Poté bylo do
zkumavek pfidéno po 1 ml roztoku obsahujiciho proteinasy. Po inkubaci o délce 30 min pii
teploté& 37 a% 50 9¢ byl substrdt ocdfiltrovan a filtrdt byl spektrofotometricky promEfen

v 1 cm sklendné kyvetd p¥i vlnové délce 400 nm proti slepému pokusu. Do hodnoty absorbance
1,0 byla z4dsivlost mezi mnoZstvim proteinasy a absorbanci k filtr&tu lineérni.
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PREDMET VYNALEZU

1. Prost¥edek pro stanovenf{ proteolytické aktivity vyznaleny tim, Ze sestdvd z kaseinu
nebo jeho derivitd, jako je azokasein nebo nitrokasein.

2. zpisob vyroby podle bodu 1 vyznafujici{ se tim, Ze se kasein nebo jeho derivéty,
jako je azokasein nebo nitrokasein, podrob{ zdhfevu p¥i teplotdch 150 aZ 250 % po dobu
30 minut aZ 10 hodin.
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