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(57) Priprava prostfedku pro stanoveni pro-
teolytické aktivity se provédi tak, Ze se k rozto-
ku kaseinu pfida Cernd tu§, kasein se za souCas-
né inkorporace tuse vysraZzi sniZzenim pH rozto-
ku na hodnotu jeho isoelektrického bodu a zis-
kan4 dernd sraZenina se po vysuSeni podrobi
zéhfevu pii teploté 150 aZ 250 °C po dobu 30
minut aZ 10 hodin. Prostfedek sestdva z kaseinu
a derné tue v poméru 10 : 1 aZ 1 : 1, kde mnoz-
stvi kaselinu je uvedeno v gramech a mnoZstvi
gerné tuSe v mililitrech.




1

Vynalez se tyka prostfedku pro stanoveni
proteolytické aktivity a zpsobu jeho vyroby.
Aktivitu proteolytickych enzymi je moZno

stanovit pomoci celé Fady substrati (Fukal, L,

K43, J., Vodrazka, Z.: Biochem. clin. bohemo-
slov. 14,109 (1985;; Fukal, L., K45, J.: Chem. Lis-
ty 78, 1176 (1984)). Vyznamné misto mezi nimi
zaujimaji substraty, které jsou zaloZeny na ne-
rozpustnych bilkovindch. Mezi né patfi napf.
kolagen (Gisslow, M. T., McBride, B. C.: Anal.
Biochem. 68, 70 (1975), keratin (Nakanishi, T.,
Yamamoto, T.: Agric. Biol. Chem. 38, 2391
(1974), fibrin (Thorsen, S,, Astrup, T.: Proc. Soc.
Exp. Biol. Med. 130, 811 (1969)) nebo elastin

(Bielefeld, D. R, Senior, R. M,, Yu, S. Y.: Bio-.

chem. Biophys. Res. Commun. 67, 1553 (1975)).

Pro zvyseni citlivosti stanoveni byly vyvinuty
nerozpustné bilkovinné substréty s navazanym
barvivem. Pfikladem je napf. fibrin obarveny
indigokarminem (Nelson, W. L., Ciaccio, E. I,
Hess, G. P.: Anal. Biochem. 2, 39 (1961)), nebo
Azocoll (koZni pré¥ek s navdzanym azobarvi-
vem; Moore, G. L.: Anal. Biochem. 32, 122
(1969)).

Soudasné chromogenni nerozpustné substré-
ty pro stanoveni proteolytické aktivity vyzaduj
specidlni zpusoby vyroby, a jejich prfiprava
v laboratofi miZe byt obtiZna.

Pfedmétem vynélezu je novy prostfedek pro
stanoveni proteolytické aktivity a zptsob jeho
pFipravy.

Zplisob pfipravy tohoto prostfedku podie
vynalezu spociva v tom, Ze se k roztoku kasei-
nu ptida roztok &erné tuse, kasein se za soucas-
né inkorporace tuSe vysrdZi snizenim pH na
hodnotu jeho isoelektrického bodu, a ziskani

‘derné sraZenina se po vysuSeni podrobi zdhfe-

vu pii vys3i teploté (s vyhodou 150 aZ 250 °C)
po dobu 30 min aZ 10 hodin. Ziskany tepelné&
modifikovany chromogenni kasein je ve vodé
a vodnych roztocich prakticky nerozpustny.
Plsobenim proteolytickych enzymi se z n&ho
uvolfiuje barvivo, jehoZ mnoZstvi je Gmérné
aktivité proteinasy a je moZno ho stanovit
spektrofotometricky, po odfiltrovani nebo od-
stfedéni nerozloZeného nerozpustného substra-
tu, .
Pfedmétem vynalezu je také prostfedek pro
stanoveni proteolytické aktivity, vyznaceny tim,
7e sestava z kaseinu a Cerné tuSe v pomé&ru
10:1 aZ 1 : 1, kde mno#stvi kaseinu je uvedeno
v gramech a mnoZstvi ¢erné tuse v mililitrech.
Vynélez je dokumentovan priklady:

Priklad t
10 g kaseinu bylo rozpusténo v 400 ml 0,2 %
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roztoku hydroxidu sodného. K roztoku bylo
pfidano 5ml &erné tuSe pro technickd pera
(,Centrograf“). Poté byla po kapkach za stilého
michani ptidavéna 50 % kyselina octové, dokud
se komplex kasein—tu§ kompletné nevysrazel.
Ziskana erné sraZenina komplexu kasein— tus
byla odfiltrovéna na papirovém filtru, promyta

- vodou, vysuSena v susarné p¥i cca 80 °C a poté -

zahtéta v horkovzdudném sterilizatoru pfi tep-
loté 200 °C po dobu 4 hodiny. Ziskany tepelné
modifikovany chromogenni kasein byl roze-
mlet v ti§tivém kavomlynku a opakovang su-
spendovén ve 2 aZ 4 % roztoku hydroxidu sod-
ného, dokud se uvoliioval pigment. Po odfiltro-
vani byl substrat dukladn& promyt vodou, vysu-
Sen v suSarn& pfi 80 °C a opét rozemlet v tFisti-
vém kédvomlynku na jemny prasek, ktery byl
dile pouZivan pro vlastni stanoveni aktivity
proteinas.

Priklad 2

Analogicky jako v pFikladu 1 byly pfiprave-
ny chromogenni substrity inkorporaci 10 ml
Cerné tu$e/10 g kaseinu a 1 m! gerné tuse/10 g
kaseinu.

Priklad 3

Analogicky jako v pfikladu 1 byly pfiprave-
ny rGzné 3arZe tepelné modifikovaného chro-
mogenniho kaseiny, li§ici se pouZitou teplotou
a dobou plsobeni. Byly pfipraveny nasledujici
vzorky:
150°C/10h; 180°C/6h; 200°C/5h; 220°C/
2 h;240°C/1 h a 250 °C/30 min.

Priklad 4

Do zkumavek bylo navéZeno po 20 mg sub-
strétu, pfiddno po 2 mi vhodného pufru a ne-
chéno 20 min botnat. Poté bylo do zkumavek
pfidano po 1 ml roztoku obsahujiciho alkalické
bakterialnf proteinasy. Po vhodn& dlouhé inku-
baci (napf. 30 min pfi 50 °C) byl substrat odfil-
trovan a filtrat byl spektrofotometricky promé-
fen, napt. pfi vinové délce 400 nm. Alternativng
byly zkumavky po skondeni inkubace pfenese-
ny do ledové 1aznég, obsah zkumavek byl rychle
odstfedén a supernatant spektrofotometricky
proméfen. Mezi hodnotami absorbance cca
0,2—1,0 byla zé4vislost mezi mnoZstvim (aktivi-
tou) alkalické bakteridlni proteinasy a absor-
banci filtrtu (supernatantu) linearni. P¥i vys-
Sich hodnotich absorbance méla z4vislost kon-
vexni charakter. Riizné SarZe substratu, pFipra-
vené podle piiklad 1, 2 a 3, vykazovaly po- .
dobné vlastnosti.

PREDMET VYNALEZU

1. Prostfedek pro stanoveni proteolytické
aktivity vyznadeny tim, Ze sestdvd z kaseinu
a erné tuse v pomeru 10:1 az 1 : 1, kde mnoz-
stvi kaseinu je uvedeno v gramech a mnoZstvi
v mililitrech. _

2. Zplsob vyroby prostiedku podle bodu
1 vyznacdujici se tim, Ze se k roztoku kaseinu

pfida Cernd tus, kasein se za sou€asné inkorpo-
race ¢erné ruSe vysraZi snizenim pH roztoku na
hodnotu jeho isoelektrického bodu, a ziskana
¢erna sraZeniny se po vysuseni podrobi zahte-
vu pii teplotach 150 aZ 250 °C po dobu 30 mi-
nut aZ 10 hodin.
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