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Izolace podle vynadlezu se provadi
adsorbeci proteas na agar, do které¢ho je
8 vyhodou zabudovan ferromagneticky
materidl. Eluce proteas se provadi rozto-
ky anorganickych soli, nap¥iklad siranem
a chloridem sodnym, draselnym nebo amon-
nym .
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Vynélez se tyké zplsobu izolace proteolytickych enzymi.

Proteolytické enzymy se ze sm&s{ /nap¥f. hrubé extrakty Zivo-
¢idnych tkéni nebo rostlinnych pletiv, Zivné nédia po kultivaci
prfodukénich mikroorganismd apod. /izoluji celou radou metod, na-

priklad sréZenim siranem amonnym nebo viodnymi organ1¢kymi roz~
pousdt&dly, ultrafiltraci, ionexovou, geolovou a afinitni chroma-
tografif a dal3imi technikami. Vyznamné misto mezi nim zaujimé
afinitni{ chromatografie, vyuZivajici specifickych reverzibilnich
interakcf mezi vhodnym ligandem, ktery byvé4 imobilizovén na vhod-
ném inertnim nosiéi, a izolovanou proteasou /Vesa, V.S.: Prikl.
Biochim. Mikrobiol. 16, 629 /1980/; Lowe, C.R., Dean, P.D.G.:
Afinitnf chromatografie, SNTL Praha, 1979, str. 154/.

Jako typické priklady je moZno uvést izolaci pepsinu na sloup-
ci polylysin-Sepharosy 4B /Nevaldine, B., Kassell, B.: Biochim.
Biophys. Acta 250, 207 /1971//, izolaci pankreatického trypsinu
na ovomukoid-Spheronu /Turkové, J., Seifertové, A.: J. Chromato-
gr. 148, 293 /1978//. nebo izolaci proteas z listh ovsa na hemo-
globin-Sepharose /Drivdahl, R.H., Thimann, K.: Plant Physiol. 59,
1059 /1977//. |

Typické afinitni sorbenty pro izolaci proteas jsou piipravo-
vény imobilizaci vhodnych ligandd na nerozpustné nosile. Pritom
je nutno &asto pou#fit ndkolikastupnovy proces pro aktivaci nosi-
ge, jsou vyZadovény specidlni chemikédlie apod.

Zplsob izolace proteolytickych enzymd z komplexnich smési
podle vynélezu spolivé v tom, Ze se proteasy obsaZené v roztoku
adsorbuji na agar. Jejich eluce se provéd{ roztoky anorganickych
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solf, s vyjimkou solf ovlivﬁujiciéh enzymovou aktivitu, s vyhodou
sirany a chloridy sodnymi, draselnymi a amonnymi. K izolaci lze
poufit tradi&ni kolonové uspoiéddni. Vyhodou tohoto zpisobu je
pouZitf velmi dostupné suroviny /agaru/ a rovnéZ? to, Ze se k izo-
laci pouZivéd agar bez jakékoli upravy.

Vynélez je dokumentovén pYriklady pouZiti.

P¥{klad 1

Sklensnéd kolona byla naplnéna agerem rozptylenym ve vodé,
pfidem¥ byl vytvofen sloupec o rozmérech 200 x 12 mm. Po naplnéni
byla kolona promyta vodou, roztokem vhodné anorganické soli /napi.

NaCl, 1 mol.1"l,/ g4 op&t vodou, dokud absorbance promyvd pii 280 nm

neklesly k nule. Potombylo aplikovéno 10 ml modelové smési obsa-
hujicf 10 mg trypsinu a 100 mg enzymového hydrolyzdtu kaseinu ve
vodé. Balastn{ bilkoviny byly z kolony vymyty vodou. Adsorbované
proteasa byla z kolony eluovéna zvySenim iontové sily prostiedi
/eluci roztokem NaCl, 1 mol.Il/. Obsah bilkovin byl sledovén
Lowryho metodou a aktivita proteasy azokaseinovou metodou za né-
sledujicich podmfnek stanoveni: 1 ml 1% roztoku azokaseinu ve
fosfétovém pufru /0,2 mol.l‘l/ o pH 7,2 se smisf s 0,5 ml vzorku,
po 30 min inkubace p#i 37 OC se pridd 1,5 ml 5% kyseliny trichlor-
octové. Po odstredéni se md¥{ absorbance supernatantu pfi 366 nm
proti slepému vzorku. Linearita je zarufena do hodnoty absorbance 2.

Z celkové aplikované protealytické aktivity se s balastnimi
bilkovinami p#i eluci vodou eluovalo 6,5 % aktivity, pri eluci
roztokem chloridu sodného se v objemu 109,5 ml eluovalo 90 % akti-
vity. Specifickéd aktivita trypsinu se po chromatografii zvys8ila
20-krét.

- PP{klad 2

Za analogickych podminek jako v pPrikladu 1 /rozmdr sloupce
210 x 12 mm/ byla provedena chromagfografie 15 mg amorfniho trypsi-
nmu pro bakteriologii /cca 7 let stary préparét/, rozpudténého
v 10 ml vody. Z celkov& aplikované proteolytické aktivity se s ba-
lastnimi bflkovinami p¥i eluci vodou vymylo 9,7 % aktivity, p¥i
eluci roztokem chloridu sodného /1 mol.l'l/ se v objemu 114,5 ml
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vymylo 86 % aktivity. Specifické aktivita trypsinu se po chroma-
tografii zvysila 2,2-krét.

Priklad 3

7a analogickych podmfinek jako v prikladu 1 /rozmeér sloupce
170 x 12 mm/ byla provedena chromatografie 1 000 mg trypsinu ve
100 ml vody pro urdeni kapacity agaru. Po eluci nenavézaného tryp-
sinu a balastnich bflkovin vodou byl adsorbovany trypsin eluovan
roztokem chloridu sodného /1 mol.l'l/. Kaspacita agaru je pribliz-
né 1,8 mg &istého trypsinu na 1 ml sorbentu.

Priklad 4 ‘

Na sloupci agaru o rozmérech 220 x 12 mm byla izolovéna pro-
teasa produkované do Zivného media kmenem Bacillus sp., ktery byl
i1zolovén z pudy. Po aplikaci 10 ml kultivadnfho media byly balast-
n{ bilkoviny vymyty vodou a adsorbované proteasy byly vymyty roz-
tokem sfranu amonného /1 mol.l™l/, 7 celkové aplikované proteoly-
tické aktivity se s balastnfmi bilkovinami vymylo 18,3 % aktivi-
ty, pPi eluci roztokem siranu amonného se v prvych 73,5 ml eluen-
tu vymylo 67,3 % aktivity a v celkovém objemu 168 ml se vymylo
74,8 % aktivity. Specifické aktivita proteasy se po chromatogra-
- fii zvysila 8l-krét.

Analogické vysledky byly ziskény, kdyZ byl pro eluci adsor-
bovanych proteas pou%it roztok chloridu draselného /1 mol.l'l/.

Priklad 5

Na sloupci agaru o rozmérech 220 x 12 mm byla provedena
chromatografie kyselého vyle¥eného hovéziho pankreatického extrak-
tu. Extrakt byl pied aplikaci na kolonu 24 hod dialyzovén proti
tekouci vodovodni vodd® a potom nechdn 24 hod pri laboratorni tep-
lot&, aby byla umoZn&na konverze trypsinogenu a chymotrypsinoge-
nu na aktivni proteasy. Bylo aplikovéno 6 ml roztoku, po eluci.
balastnich bflkovin voaou byly adsorbované proteasy eluovény roz-
tokem NaCl /1 mol.l'l/. Z celkov® aplikované proteolytické akti-
vity se s balastnfmi bilkovinami vymylo 5,7 % aktivity, pfi elu-
- ¢i roztokem NaCl se v prvych 110 ml eludtu vymylo 90,6 % aktivi-
ty. Specifickd aktivita proteasy se po chromatografii zvy3ila
4,5-krét,
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Na sloupci agaru o rozmérech 250 x 12 mm byla provedena
chromatografie surového preparétu papainu. Bylo aplikovéno 5 ml
vzorku obséhujiciho 35 mg bilkoViny. Pr*i chromatografii provede-
né jako v pifkladu 1 se s balastnimi bilkovinami p¥i eluci vo-
dou vymylo 15 % aktivity, p¥i eluci roztokem NaCl /1 mol.l‘l/ se -
v objemu 130 ml vymylo 80 % aktivity. Specifické aktivita se
zvy8ila po chromatografii 2,5-krét.

Priklad 7 ‘

Na sloupci agaru o rozmérech 200 x 12 mm byla provedena
chromatografie 10 ml roztoku obsahujicfho 15 mg amylasy. Preparét
amylasy vykazoval proteolytickou aktivitu diky p¥itomnosti kon-
taminujicf proteasy. P¥i eluci vodou se z kolony vymyla témst
vSechna amylasovéd aktivita A&etnd bmlastnich bilkovin/; proteo-
lytické aktivity se vymylo 10 % z celkov& aplikovaného mno#stvi.
Pri eluci roztokem siranu amonného /1 mol.l'l/ se vymylo 85 %
proteasové aktivity a pouze stopy amylasové aktivity.

Priklad 8 ,

Ke 100 ml horkého /90 OC/ 5% roztoku agaru /rozvareni bylo
provedeno v autoklévu/ bylo priddno 10 g jemn& rozemletého ferro-~
magnetického materidlu a suspenze byla pri laboratorni teplotd
promichévgna tak dlouho, dokud agar neztuhl. Ztuhly agar byl roz-
kréjen na men¥f kousky a protladen pres kovové sito s primérem
ok 1 mm. Vytvorené granule byly suleny v suddrnd pfi teplotd 60
aZ 80 °C do konstantnf hmotnosti. Takto p¥ipraveny magneticky |
agar byl potiy opakované suspendovdn ve vodd a roztoku NaCl /1 mol.
.1”1/, dokud absorbance promyvd p¥i 280 nm neklesla X nule. P¥i
odlévani promyvacich roztokd byl magneticky agar udrZovén v nédo-
bé pomoci permanentniho.magnetu. Po promytf vodou byl agar pii-
praven k pouZiti.

Do banky bylo k takto pfipravenému agaru p¥ilito 100 ml roz-
toku, ktery obsahoval 20 mg trypsinu a 240 mg enzymového hydro-
lyzétu kaseinu. Suspenze byla 20 min tiepdna na rotadni thepadce
pri teploté 28 °C. Po sedimentaci agaru za pomoci magnetu byl v
supernatant odlit a potew byl sorbent promyt 300 ml vody. Déde byi
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sorbent &tyrikrét po sobd promyt 50 ml roztoku NaCl /1 mol. 1‘1/.
Pfi v8ech promyvacich operacich byl sorbent v kontaktu s promyva-
ci kapalinou po dobu 15 min. L
Z celkové aplikované proteolytické aktivity se z modelového
roztoku nenaadsorbovalo a vodou vymylo celkem 20 % aktivity. Roz-
tokem NaCl se v celkovém objemu 200 ml vymylo celkem 50 % aktivi-
ty. Specifickd aktivita trypsinu se po izolaci zvysila 5,5-krét.
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1. Zpisob izolace proteolytickych enzymi, vyznalujici se tim, Ze
se proteasy obsa¥ené v roztoku adsorbujf na agar, jejich elu-
ce se provédf roztoky anorganickych soli s vyjimkou soli, kte-~
ré ovliviujf enzymovou aktivitu, s vyhodou sirany a chloridy
sodnymi, draselnymi a amonnymi.

2. Zptsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se proteasy
adsorbujf na agar, do kterého je zabudovén feromagne ticky
materiédl.

Vytiskly Moravské tiskatské zdvody,
stfed. 11 100, tf.Lidovych milic{ 3, Olomouc Cena: 2,40 Ké&s
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