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(54) Zplisob izolace proteolytickych enzymd

Izolace podle vyndlezu se provédi
adsorpei proteas na dievdné piliny. Eluce
proteas se provéddf roztoky snorgenickych
sol{, napi. siranem a chloridem sodnym,
draselnym nebo esmonnym.
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Vynélez se tyk4 zpisebu izelace proteolytickych enzymi.

Proteolytické enzymy se ze sm¥si /#ivmné média pe kultiva-
ci produk¥nich mikroorgenisml, hrubé extrekty Zivelisnych tké-
ni nebe restlinngch pletiv a ped./ izoluji celeu ¥adou metod,
napf. srdZenim sirenem amennym nebe vhednymi ergaenickymi roz-
poudtédly, ultrafiltract, ionexoveu, gelovou a afinitnf chrema-
tografif a daldfmi technikami, Vyznamné misto mezi nimi zaujimé
afinitn{ chromategrafie, vyu¥fvajfet specifickych reverzibilnich
interskcf mezi ligandem (substrét, anzlog substrétu, inhibitor,
protildtka), ktery byvé4 imebilizovdn na vhednédm inertnim neroz-
pustném nosi¥i, a izelovanou proteasou (Lowe,CoRo, Yean,PoDeGo:
Afinitni chromategrafie, SNTL Preha, 1979, str. 154; Vesa,V.S.:
Prikl. 3iechim. Mikrebiol. 16, 629 (1980)5 Glem¥a,A.A.: Prikl.
Biechim. Mikrebiol, 18, 792 (1982)),

Jake typické p¥iklady je mo¥no uvést izelaci pepsinu na
sloupci pelylysin-Sepharesy 4B (Nevéldin,Ba, Kessell,B.: Bio~
chim. Biophys. Acta 250, 207 (1971)), izolaci proteas z mouky
ze sladovené pSenice na slaupeci hemeglobin~Sepharesy (Chua,
G.K., Bushuk,W.: Biochim. Biophys. Res. Commun. 37, 545 (1969)),
izolaci pankreatického trypsinu na ovomukeid~Spheronu (Turkevé,
Je, Seifertovéd,A.: J. Chromatogr. 148, 293 (1978)), nebo izola-
ci proteas z hevdzt penkreatické 3¥4vy na sloupci Sepharesy
- & navézanym inhibitorem trypsinu ze sojovych bobd (Reeck 3Go=Ro,

Walsh,K.A., Neurath,Hy: 3iochemistry 10, 4690 (1971)).

Typické afinitni sorbenty pre izolaci proteas jsou piipra=-
vovény imebilizacf vhednych ligandd na ﬁerozpustné nosife., Piri4’
tem je nutno Zasto poufft nékolikastupnovy . proces pre aktivaci
nosite, jsou vy%adovény specidlnf chemikélie apod.
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Zpldsob izolace proteolytickych enzymli z komplexnich sm¥si
podle vynélezu spolivéd v tom, Ze preoteasy obsaZené v repztoku
'se ebsorbujf na dfevéné piliny. Jejich eluce se provdd{f rozto-
i?ky enorgenickych solf, s vyjimkou solf ovlivnujicich enzymovou
aktivitu, s vyhodou sfreny & chloridy sodnymi, draselnymi a
amonnymi. K izolaci lze pouZf{t tradiéni kelonové uspoiddéni,
Vihodou tohoto zpiscbu izolace je jednoduché p¥iprava sorbentu
z velmi dostupné suroviny (pilin).

Vynélez je dokumentovén p¥fklady pouZitf.

P¥{prava sorbentu

Dbeveéné piliny (maximélnf roznér C4stic byl 2 mm} byly opa-
kovené promyvény 2 ='4 % roztokem hydroxidu sedného, vodou,
1 - 3 % roztokem kyseliny chlorovodikové a op&t vpdou, dokud
se uvolnovalo hn¥dé bervivo. Poté byl sorbent rezsuspendovén
ve vodé a byly nepln®ny sklenéné kolony. Kolony byly ddle pro-
myvény vodou, roztokem chloridu sodného nebo siranu amonného-
(1 mol,l"l) a opét vodou, dokud absorbance vodnych & siranovych
promyvi pfi 280 nm a tlouftce vrstvy 1 cm nebyla mendi ne¥
0,01 a¥ 0,03. |

Pr{iklad 1

Na kolonu z pilin borovice o rozmérech 170 x 12 mm bylo
apllkovén@ 10 ml meodelového vzorku obsahujicihe 10 mg trypsinu
a2 100 mg enzymovéhe hydrolyzdtu kaseinu. Balastni bflkeviny
byly z kolény vymyty‘vodouo Adsorbovany trypsin byl z koloeny.
eluovdn zvySenim iontové s{ly prostiedl (eluef roztokem sira-
nu amonného, 1 mol.1"1), Obssh b{lkevin byl sledovén Lowryho
metodou & aktivita proteasy azokasdinoveu metodou za nésledu-
jicich podminek stanovenf{: 1 ml 1 % roztoku azokaseinu ve fod~
f4tovém pufru (0,2 mol,171) o pH 7,2 se smfsf s 0,5 ml vzorku,
po 30 min inkubace pii 37 °C se prid4 1,5 m1 5 % kyseliny tri-
chloroctové. Po odst¥ed®ni sraZeniny se m&F{ absorbance superna-
tantu p#i 366 nm proti slepému vzorku. Linearkta je zarudena
"do hodnoty abseorbance 2,

Z celkovd aplikované proteolytické aktivity sevs balast~
nimi bflkovinami p*i eluci vodou vymylo 35,4 %
aktivity, pFfi eluci roztokem siranu amenného se v ebjemd 45 ml
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vymyle 47,1 % ektivity a v celkovém objemu 150 ml se roztokem
siranu amonnéhe vymyle 53,3 % z vnesené aktivity. Specifické
aktivite trypsinu se po chromatografii zvysila 11,7-krdt,

Pr{klad 2

Za analogickych podminek jake v p¥ikladu 1 (rezm&r sloupce
150 x 12 mm) byla provedena chromatografie 10 mg trypsinu pro
bakterioiigii (cca 7 let stery preparét), rozpudtiného v 10 ml
vedy. Z celkovd aplikovené proteolytické aktivity se s balast=
nimi b{lkevinami pii eluci vodou vynyleo 24,9 % aktivity, pri
eluci poztokem sfranu smonného sc v celkovém objemu 145 ml vy-
mylo 8033 %. Specifickéd aktivita trypsina se po chromategrafii
zvy8ila 1,7«krét.

P¥{klad 3 _

Za analogickych podminek jako v p¥fkladu 1 (rozmdr gloupce
200 x 12 mm) byla provedena izolace proteasy produkované do
¥ivného media kmenem Bacillus SPey ktery byl izolovén z pldy.
Po aplikaci 10 ml kultivaéniho media byly balestn{ b{lkoviny
vymyty vedou a adsorbované proteasy roztokem siranu amonného

(1 mol.l" )o Z celkov® aplikované proteolytické

aktivity se s belastnimi bilkovinami vymylo 19,8 % aktivity,
pfi eluci roztokem sfranu emonnéhe se v objemu 150 ml vymylo
65,1 % aktivity. Specifickéd aktivita proteasy se po chromato-
grafii zvy3ila TO~krét,

Pifklad 4

Ne sloupci pilin o rozmérech 200 x 12 mm byla provedena
}chromatografié kyselého vyZefeného hov&ziho,pankreatického
extraktu. Extrakt byl p¥ed aplikac{ na kolonu 24 hed dialyzevén
proti tekouc! vod¥ e poté nechdn 24 hod pri leberatornf teplotd,
aby byla umoZnZna konverze trypsinogenu a chymotrypsinogenu na
aktivni proteasy. Byle aplikovéno 6 ml roztoku, z:celkové apli-
kované proteolytické aktivity se s balastnfmi bflkovinami p¥i
eluci vodou vymyle 9,5 % aktivity, p¥i eluci roztokem NaCl
(1 mol.171) se v objemu 120 ml vymylo 83,2 % aktivity. Speci~
fivké4 ektivita proteas se po chromatografii zvysila Sty¥ikrét.
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P¥{klad 5
Pro izelaci proteasy predukovené Bacillus spe byly s uspd-
chem poufity revnd% piliny smrkové a dubové a eluce

byle me¥ne doséhnowut reztoky chloridu sednéhe a chleridu dra-
'selného (1_m91.1'1).
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1. Zpiseb izelace preteelytickjeh enzymd, vyemelujied se tim,
%e se proteasy obsafené v roztoku = adserbujf na d¥evie

né piliny, jejich eluce se provédf reztoky anerganickgch
sell s vyjimkou solf, které evliviujf enzymevou aktivitu,
s vfhodou sirany a chleridy sednymi, dreselnymi a emonnymi.
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