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(54) Spdsob pripravy sietovaného proteinu

(57) Rie¥enie sa tyka pripravy sietované-
ho proteinu pre dlely pripravy $tandardnych
chromolytickych substrdtov, Podstata riefenia
spo&iva v tom, Ze protein sa sietuje za
pouZitia homobifuak&ného &inidla odvodené-
ho od L-aminokyselinovych zloZiek primdr-
nej Struktidry proteinu, akym je L-etyl-
ester kyseliny 2,6-diizotiokyandtohexdno-
vej v mnoZstve 0,5 aZ 10 % hmot. vztiahnu-
té na hmotnost suchého proteinu, pri

pH 7 aZ 12 upraveném pomocou roztokov
zriedenych ldhov alebo kyselin alebo
tlmivych roztokov 1 aZ 50 mmol.1-1, s v§-
hodou fosfatovych alebo boradtovych, pri
teplote 10 a% 50 ©C po dobu 10 aZ 120 min.
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Vyndlez sa tyka spbsobu pripravy sietovanych proteinov a to tak pre ddely pripravy
$tandardnych chromolytickych substrdtov, afinantov proteolytickych enzymov obecného typu,
hydrogélov proteinového typu, alebo nosiov k imobilizécii enzymov a buniek.

Doteraz zndme spdsoby sietovania proteinov vyuZivajd prevaZne homobifunk&né latky
typu glutaraldehydu (S. Avrameas, Immunochemistry, 6/1969/43), alebo heterobifunk&né létky
typu 2-chlormetyloxirdnu (AO 194 592; A0 218 709). Zatial &o v priprave sietovania glutaral-~
dehydom vznikajd nedefinované oligomérne a polymérne Struktiry, obsahujice alfa-nenasytené
aldehydy, ktoré taktieZ sa zudastliujd reakcie sietovania (F. M. Richards, J. R. Knowles,
J. Mol. Biol. 37/1968) (231) schiffove bdzy, ktoré v priebehu sietovania vznikajd, nezaru-
&ujd stabilitu vysledného produktu. V pripade sietovania 2-chlorometyl-oxirdnom je potrebné
pomerne vysokd alkalita (pH 14) na premenu intermedi&rneho chlorohydrinu na oxird&novd skupinu,
¢o je sprevddzané degradalnymi reakciami v primdrnej Struktidre proteinu. NavySe uvedend
reakcia sietovania je sprevddzand vysokou tvorbou soli, &o negativne ovplyviluje hydrodynamické
vlastnosti pripravovaného proteinového gélu. Pri priprave v&&8{ch mnoZstiev sietovaného
proteinu za pouZitia 2-chlorometyloxirdnu vznikajd technologické problémy s homogénnou
distribdciou ldhu v priereze reak&nej zmesi, ¢o md za ndsledok nerovnomernost zosietovania
gélu na jednej strane a lokdlnu degradédciu proteinu na vodorozpustné fragmenty v ddsledku
vysokej alkality na strane druhej.

Uvedené nedostatky odstrafluje postup podla vyndlezu, ktorého podstata spoliva v tom,
%Ye v prvom stupni sa protein sietuje za pouZitia homobifunk&ného &inidla odvodeného od
L-aminokyselinovych zloZfiek primdrnej Struktdry proteinu akym je L-etylester kyseliny 2,6-
~diizotiokyandtohexdnovej, v mnoZstve 0,5 aZ 10 % hmot. vztiahnuté na hmotnost suchého
proteinu, v prostredi roztoku o pH 7 a%Z 12, s vyhodou bor&tového alebo fosfdtového pufru,
pri teplote 10 aZ% 50 °c po dobu 10 aZ 120 mindt. V druhom stupni sa sietovany protein vyperie
od zloZiek tlmivého roztoku a adjustuje pre dalfie pouZitie. Hydrogél sietovaného proteinu
mo%no pou%it ako selek&nd pddu k sledovaniu mikrobidlnych producentov enzymov proteolytické-
ho typu alebo v suchom stave po defibrdcii v rychlootdlkovom mixéri a nédslednom vysufeni
a vysitovani ako afinant k izolédcii proteolytickych enzymov zo zmesi enzYmov,‘alebo ako
nerozpustny protein k priprave tandardnych chromolytickych substrdtov k stanoveniu aktivit
proteolytickych enzymov v chemickej dprave so zlifeninami obsahujdcimi chromoférové skupiny.

vyhodou uvedeného postupu je skutolnost, Ze v priebehu reakcie nedochddza k tvorbe
vedlaj8ich produktov, reakcia sietovania prebieha kontrolovane v jednom smere bez tvorby
sprievodnych solf, umoZifiuje pripravu novych proteinovych gélov v Sirokom rozsahu fyzikélnych
a chemickych vlastnostf pre ¥pecifické potreby ich vyuZivania. VysuZeny sietovany protein
sa dobre skladuje. Podla reakdnych podmienok moZno reakciu sietovania viest tak, aby pred-
nostne reagovali len tioiové skupiny proteinu, alebo tak tiolové, ako aj primdrne amino-

-skupiny proteinu.
Pr fklad 1

Lyofilizovany albumin hovizieho séra (5 g) sa rozpiSta za miefania na elektromagnetickej
miefadke v 100 ml bordtového pufru (10 mmol.l_l; pH 12) za pridavku 0,01 ml n-oktanolu.
K rozpustnému proteinu sa pridd 0,5 g etylesteru 2,6-diizokyandtu lyzinu za rgchleho premieSa-
nia a reakdné zmes sa vyleje do formy (40x40 cm) o.vySke 0,5 cm. Reakcia sietovania sa
ukoné{ po 10 mindtach pri 50 %c. Vzniknuty hydrogél sietovaného proteinu sa vyperie v desti-
lovanej vode od zvyZkov bordtového pufru. Ziskany produkt po vymyt{ a dal¥om napudani vo
vode mA suchd hmotnost 1,1 % a modul elasticity penetrometricky 26 mm.

Ppriklad 2

Postup podla prfkladu 1l s tym rozdielom, %e ako protein sa pou¥ije ovalbumin. Zziskany
produkt m& suchd hmotnost 1,8 % a modul elasticity penetrometricky 24 mm.
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Pr{iklad 3

Postup podla prikladu 1, s tym rozdielom, Ze ako protein sa pouZije kazein. Reakcia
sietovania sa uskotoéni v prostred{ fosfatového pufru (40 mmol.l—l; pH 7) a za pridavku
25 mg etylesteru 2,6-diizotiokyandtu L-lyzinu. Reakcia sietovania sa ukon&f po 10 mindtach
pri 10 °c. Ziskany produkt sa za mokra defibruje vo vysokootd&kovom mixéri, premyva destilo-
vanou vodou a etanolom a su${ za izbove]j teploty (20 °C). ziskany suchy gél sa situje
na velkost &astic 0,06 a% 0,3 mm napudaci objem 33 ml.g—1 a pouZije ako afinant proteolytickych

enzymov (pepsin, trypsin, chymotrypsin} obecného typu.

Vyndlez md Siroké uplatnenie predovSetkym v enzymovom inZinierstve, potravindrstve

a v obecnej aplikovanej mikrobioldgii.

PREDMET VYNALEZ3ZU

Spbsob pripravy sietovaného proteinu vyznaleny tym, Ze protein sa sietuje za pouZitia
homobifunk&ného &inidla odvodeného od L-aminokyselinovych zloZiek primdrnej $truktiry
proteinu akym je L-etylester kyseliny 2,6-diizotiokyndtohexdnovej v mnoZstve 0,5 aZ 10 %
hmot. vztiahnuté na hmotnost suchého proteinu, pri pH 7 aZ 12 upravendm pomocou roztokov
zriedenych ldhov alebo kyselin, alebo pomocou tlmivych roztokov 1 aZ 50 mmol.l_l, s v§hodou
fosfdtovych alebo bordtovych, pri teplote 10 aZ 50 °c po dobu 10 aZ 120 mindt.
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