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(57) Anotace :

RieSenie sa tyka nosi¢a na stabilizdciu
enzymov fia bdze proteinov. Jeho podstatou
je, Ze je tvoreny praskovou formou proteinu,
s vyhodou vajetného bielka, alebo hovidzieho
albuminu, alebo kazeinu, zosieteného epi--
chlorhydrinom v mnoZstve 15 a# 25 % hmot. na
hmotnost suSiny proteinu, priom velkosf

.Castic nosita je v rozsahu 40 a? 300 mikro-

metrov a hodnota napiéania vo vode je v roz-
sahu 6 aZ 15 ml/g. Podstata spésobu pripra-
vy spociva v tom, Ze roztok proteinu, s vy~
hodou vaje&ného albuminu sa zosietuje epi-
chldrhydrinom v a%kalickom prostredi pri
teplote 15 aZ 30 "C po dobu 12 a% 20 hodin.
Potom sa zosieteny protein za mokra defi-
bruje na gastice o velkosti 40 a% 300 mikro-
metrov a po premyti sa z nich voda vytesni
etanolom, ktory sa z gélu voEIne odparf. Na
vysuSeny nosi& sa nanesie enzymovy roztok
hydroldzy v pomere 0,75 ml enzymového rozto-
ku na 1 g suchého nosi¢a a.nechd sa vorne
vysuSit. Takto zakotveny enzym mi vysokd
stabilitu pri dlhodobom skladovan{. Rie&e-
nie md pouZitie v3ade, kde je potrebné. dlho-
dobo stabilizovat hlavne hydroldzové enzymy
pri dlhodobom skladovani bez straty enzymo-
vej aktivity.
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Vyndlez sa tyka nosiéa na stabilizdciu enzymov a spdsobu jeho pripravy.

Stabilizécia enzymov je dbleZitd tak pre id&ely zdkladného vyskumu, ako i pre potreby
spolo&enskej praxe. Mnoché enzymy najmid pri vysokych stupifioch €istoty sd veImi citlivé na
stratu aktivity pri skladovani, a to nielen pri laboratornych teplotdch, ale i pri znize-
nych teplotdch, #im sa znehodnocuje préca spojend s ich izoldciou a purifikdciou. 54 zndme
rézne spbsoby stabilizécie enzymov tak v roztoku, alebo v pevnom stave ich chemickou modi-
fikéciou'/R.Axén, P.Marin, Jonson J.: Biopolymers 9,401 /1970/, resp. immobilizdciou/ K.
Mosbach: Meth. Enzymol. 44,453 /1976/. Spolo&nym nedostatkom znamych postupov stabilizdcie
enzymov je spravidla ich technologické nirognost, ako i strata znafne} €asti aktivity enzy-
mu v modifikatnom stupni.

Uvedené nedostatky riesi nosi¢ na stabilizédciu enzymov na bdze protefnov podla vyndle-
zu, ktorého podstatou je, Ze je tvoreny prdskovou formou proteinu, s vyhodou vajetného
bielka alebo hovadzieho albuminu alebo kazeinu, zosieteného epichlérhydrinom v mnoZstve 15
aZ 25 % hmot. na hmotnost susiny proteinu, pricom velkost Castic nosi&a je v rozsahu 40 az
300 mikrometrov a hodnota naptifania vo vode je v rozsahu 6 aZ 15 ml/g. Podstatou spdsobu
pripravy nosiéa je, Ze vodny roztok proteinu o koncentrdcii 10 aZ 13 % hmot., s vyhodou
derstvy vajedny bielok, sa siefuje v prostredi hydroxidu sodného o koncentrdcii 0,8 az 1,2 %
hmot. pri teplote 15 aZz 25 o¢ po dobu 12 aZ 20 h s epichlorhydrinom v mno¥stve 1,5 a% 2,5 %
hmot. na hmotnost siefovaného proteinového roztoku, nado sa zosieteny protein zmixuje v ry-
chloobrdtkovom mixeri v etanole na velkost Gastic 40 az 300 mikrometrov, suspenzia sa pre-
myje na filtri destilovanou vodou do neutrdlnej reakcie a nakoniec sa voda z gélu vytesni
alkoholom a alkohol sa odpari voIne na vzduch alebo vo vdkuovej suSiarni pri teplote do 40 O,

Pri vyuziti nosiga podla vyndlezu nedochddza k poklesu aktivity enzymu a spdsob pripra-
vy nosiéa je technologicky podstatne jednoduch8i v porovnani s doteraz zndmymi postupmi.

Vysledny produkt, biely prd%ok s velkostou €astfc 40 aZ 300 mikrometrov je vhodny ako
peviny nosi& na stabilizdciu najmd hydroldzovych enzymov. Stabilizdcia enzymu na pripravenom
nosiéi sa robi jednoducho tak, Ze enzymovy roztok nalejeme na suchy nosi& najlepSie v pome-
re 0,75 ml roztoku enzymu na 1 g suchého nosia, dobre rozmie3ame nechdme 5 aZ 10 mindt na-
sat kvapalni fdzu do porov nosi&a a potom zvlh&eny nosi& nechdme voIne na vzduchu vysusit .
v tenkej vrstve. Vysu3eny nosicé s enzymom sa mbze skladovat pri laboratornej teplote, resp.
u citlivejgich enzymov pri teplote 4 aZ 8 OC d1lhd dobu bez zjavne] straty enzymovej aktivi-
ty. Enzym podYa potreby uvolnime z nosi¢a miedanim v 20 aZ 50 ndsobku destilovanej vody. pri
izbovej teplote po dobu 15 mindGt. Zosieteny gél sa odcentrifuguje alebo odfiliruje. Super-
natant, resp. filtrdt s rozpustenym enzymom o pbvodne) aktivite pouZijeme podIla potreby.

Pochopi%erne roztok enzymu pred $tabilizdciou s ohfadom na pH a ionovd silu upravime
na optimdlne hodnoty konkrétneho enzymu. Pri navrhovanom spdsobe stabilizécie enzymov na
pevnej bielkovinovej matrici nedochddza ku kovalentnej vdzbe enzymu na pevny nosi&, ale jed-
nd sa tu o fyzikdlnu adsorbciu enzymu na pevny nosié, ktory mé protektorové vliastnosti opro-
ti molekule enzymu, ktord sa pri vysu3ovdni orientuje na povrchproteinu tak, Ze aktivne cen-
trd uchovdvaného enzymu su chrdnené proti fyzikdlno-chemickej dezaktivdcii.

Na pripravu navrhovaného nosita moZno pouZif aj iny typ profefnu, napr. hovddz{ albumin,
kaZzein a.i., no ekonomicky je najvyhodnejsf vaje€ny bielok.

Hlavnou vyhodou navrhovaného spbsobu pripravy nosia na stabilizdciu enzymov je jeho
vieobecnd dostupnost, jednoduchost pripravy a vysokd d&innost stabilizécie hydroldzovych

enzymov.

Priklad 1

v K 100 g vaje&ného bielka so su3inou 12,6'% sa pridéd 1,5 ml epichlorhydrinu a mieda sa
pri laboratdrnej teplote 30 min., kedy je epichlorhydrin homogénne rozpusteny v celom obje-
me bielka. Potom sa pridd za zfychleného mieéénia 1,5 ml 17,5 % hydroxid sodny a nechd sa
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pri laboratornej teplote siefovat 20 hodin. Po zosieteni sa pevny gél mixuje v mixeri pri
otdckdch 1500/min v 200 ml etanoclu po dobu 2 mindt. IZmixovany gél sa potom odfiliruje cez
skleny filter a na filtri sa premyva destilovanou vodou do neutrilnej reakcie filtratu.
Voda sa z gélu vytesni etanolom a etanol sa odpari na vzduchu z tenkej vrstvy gélu na fil-
tracnom papieri, alebo sa odpari vo vékuovej sufiarni pri teplote do 40 °C. VysuSeny gél

sa presituje cez sitd 0,04 a 0,3 mm. Hrub3ie Zastice, ktoré ostand na site 0,3 mm, sa-zo-
meld za sucha tak, aZ cely podiel &astic prejde cez sito 0,3 mm. Frakcia, ktorad prejde si-
tom 0,04 sa pre dcely stabilizdcie enzymov nepouZije, alé len frakcia v rozsahu 0,04 az
0,03 mm. VytaZok pouZitelnej frakcie sa pohybuje v rozsahu 90 aZ 95 % hmot. na hmotnost su-
§iny pouzitého proteinu. Stabilizdcia enzymué Na 10 g pripraveného suchého proteinového no-
si¢a sa naleje naraz 7,5 ml roztoku oﬂ—amylézy pankreatickej o aktivite 6,0 /ukat vo fos-
fétovom pufri 0,05 M o pH 7,0 a dobre sa zamie3a, aby sa kvapalni féza rovnomerne rozdelila
na pevnom nosi€i. Po 15 min moZno vzorku v tenkej vrstve na celofdne nechat vysu3if cez noc
pri izbove) teplote. Po vysu3eéni sa vzorka homogenizuje v trecej miske a uskladni pri izbo-
vej teplote. Po polroctnom skladovani aktivita enzymu poklesla len o 4,5 %.

Ak sa fovnaky roztok enzymu naniesol na rovnaké mnoZstvo suchej mikrokry3talicke]
celulozy a nechal sa rovnako vysusif, tak sa regenerovalo ihned po vysuZeni u% len 2 %
pbvodnej aktivity, tj. mikrokryStalickd celuloza nemd Ziadné protektorové vlastnosti
pre uchovédvanie enzymovej aktivity pri skladovani enzymov.

Priklad 2

Postup akd v priklade 1 s tym rozdielom, Ze na sietovanie sa pouZije 2,5 ml epichlor-
hydrinu a siefovanie trvd 12 hodin pri laboratornej teplote. Vysledny produkt md obdobné
vlastnosti ako produkt v priklade 1.

Priklad 3

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze ako protein sa pouZije hovidzi albumin éoz—
pustny v destilovanej vode na koncentrdciu 12,0 % hmot. Vysledny produkt mad porovnatelné
vlastnosti ako produkt z prikladu 1.

Priklad 4

Postup ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze ako enzym na &tabilizéciu sa pou?ije slinnd
alfa-amyldza. Stabilita enzymu je obdobnid po pol roku ake v priklade pankreatickej alfa
amylazy.

Vynilez md pouzitie vSade, kde je potrebné skladovat hydroldzové enzymy bez straty ak-
tivity, napr. pri priprave enzymovych 3tandardov slinnej a pankreatickej alfa amylazy pri
diagnostikovani funk&nych pordch pankreasu v humdnnej medicine.

PATENTOVE NAROKY

1.Nosi& na stabiliziciu enzimov na bdze protefnov, vyznadujici sa tym, Ye je tvoreny pras-

kovou formou proteinu, s vyhodou vaje&ného bielka alebo hovidzieho albuminu alebo kazeinu,

zosieteného. epichlorhydrinom v mno¥stve 15 a% 25 % hmot. na hmotnost suSiny proteiny, pri-

tom velkost &astic nosita je v rozsahu 40 aZ 300 mikrometrov a hodnota napudania vo vode je
v rozsahu 6 aZ 15 ml/g.

2. Spbsob pripravy nosiéa na stabilizdciu enzymov podla bodu 1, vyznagujici sa tym, Ze -vod-
ny roztok proteinu o koncentrdcii 10 a% 13 % hmot., s vyhodou &erstvy.vajedny bielok, sa
siefuje v prostredi hydroxidu sodného o koncentrdcii 0,8 az 1,2 % hmot. pri teblote 15 az
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30 °¢ po dobu 12 a? 20 h s epichlorhydrinom v mnoZstve 1,5 a% 2,5 % hmot. na hmotnost sieto-
vaného proteinového roztoku, nato sa zosieteny protein zmixuje v etanole na velkost &astic
40 aZ 300 mikrometrov suspenzia sa premyje na filtri destilovanou vodou do neutrdlnej reak-
cie, voda sa z gélu vytesni alkoholom a alkshol sa odparf pri teplote do 40 °. .
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