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(54) Spésob pripravy nerozpustného chromolytického proteinu

Vynilez sa tyka spdsobu pripravy nerozpustného
chromolytického proteinu.

Podstata vyndlezu spociva v tom, Ze v prvom
stupni sa protein rozpusti pri teplote 15 az25°Cna
10 a% 20 hmot. % roztok, nago sa v druhom stupni
prida sietovaci reagent s vyhodou epichlérhydrin
a dvojsodna sol kyseliny 8-amino-5-[-3/sulfoetyl-
sulfonyl/anilino}-6 antrachinonsulfénovej a po
rozpusteni farbiva sa reakény roztok alkalizuje
hydroxidom sodnym, dobre sa zamie$a a necha
reagovat po dobu 15 aZ 24 hodin pri teplote 15 az
25 °C, nado sa zosieteny chromogénny gél mixuje
v zriedenom metanole, neutralizuje, odfiltruje,
premyva metanolom, vysusi a suchy protein sa
pomelie za sucha na gulovom mlyne na dastice 40
aZz 250 w.

Vynilez mé pouZitie v klinickej biochémii pri
‘stanoveni proteolytickych enzymov v biologickych
tekutindch, v priemyselnej aplikicii pri medziope-
ra¢nej kontrole kultivaénych médii pri priemyslo-
vej vyrobe enzymov.
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Vynéléz sa tjka spdsobu pripravy nerozpustné-

~ ho chromolytického proteinu vhodného na stano- .
venie protedzovej enzymovej aktivity spektrofote-

" metrickou metédou.

Najcastejiie pouZivané zndime met6dy na stano- |

venie proteolytickej aktivity si velmi zdihavé
a mélo presné.

V zdsade sii zaloZené na tom, Ze sa meria
mnoZstvo uvolneného proteinu v priebehu proteo-
lytickej hydrolyzy, ktoré sa stanovuje ako rozpust-
né frakcia v kyseline trichloroctovej M. Kunitz: J.
Gen. Physiol. 30, 291 (1947), pripadne pomocou
pozitivnej reakcie s fenolovym reagens podla
Folina [M. L. Anson: J. Gen. Physiol. 22, 79
- (1938)]. ) '

Metoda zaloZend na vyuzntl chromolytického

substritu na baze kazeinu nie je bezne dostupna
pre pomerne zloZiti pripravu azokazeinu [S. Ber-
man a spol.: Proc. Expzl. Biol. Med. 107, 79883
(1961)].

Velmi citlivy chromolyticky substrat mozno pri-
pravit podfa Aut. osv. & 194 592 zaloZeny na
siefovani a farbeni réznych typov proteinu. VyZa-
- duje vsak lyofilizaciu vyfarbeného a premytého
proteinu &o je pomerne narofna technologicka
operdcia.

Uvadzané nedostatky riesi nova prihldska vyna-
lezu, ktord umoznuje pripravit chromolyticky ne-
rozpustny sietovany proteinovy substrat bez ko-
ne&nej lyofilizacie modifikovaného proteinu s vy-
sokou citlivostou pre rbézne typy protedzovych
enzymov vhodny pre spektrofotometrické stano-
venie proteolytickych enzymovych aktivit.

Podstata vynilezu spodiva v tom, Ze v prvom
stupni sa protein s vyhodou hovddzi sérum albu-
min, ovalbumin, kazein alebo ich zmes rozpusta vo
vode pri teplote 15 aZ 25 °C na 10 az 20 % hmot.
roztok, naéo sa v druhom stupni prlda siefovaci
reagent s vyhodou epichlorhydrin v mnoZstve 0, 5
a% 5 % hmot. na hmotnost suchého proteinu a 5 az
20 % hmot. farbiva s vyhodou dvojsodna sol
kyseliny 8-amino-5-[3/sulfoetylsulfonyl/anilino}-
6-antrachinonsulfonova na hmotnost suchého pro-
teinu a po rozpusteni farbiva sa reakény roztok
alkalizuje s takym mnoZstvom 25 % hmot. rozto-
kom hydroxidu sodného aby jeho vysledna kon-
centracia v reakénom roztoku bola 0,7 az 1,2 %
hmot., dobre sa zamie$a anecha sa staticky reago-
vat po dobu 15 aZ 24 hodin pri teplote 15 az25 °C,
na¢o sa zosieteny chromogénny proteinovy gél

mixuje v zriedenom alkohole s vyhodou metanole .

v rychloobratkovom mixeri, neutralizuje s kyseli-
nou octovou, odfiltruje a na filtri sa premyva
zriedenym metanolom do bezfarebnej reakcie
filtratu, nakoniec sa premyva bezvodym metano-
lom, vysudi pri teplote 60 °C a suchy protein sa
pomelie za sucha na gulovom mlyne na Castice 40
az 250 .

" Aby sa ziskal proteinovy gél s homgénnou

~distribuciou prie¢nych vizieb medzi makromole-
~kulami proteinu ako i homogennou distribiciou
’viazaného farbiva v zosietenom proteinovom géle
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terogénnych reakcii v konkrétnom reak&nom sys-
téme.
Predovietkym je ddleZité, aby protein bol dobre

rozpustny vo vode. Ked je protein rozpusteny tak-

sa pridad siefovaci reagent a a7 po dokonalom
premiesani sa prida pevné farbivo, ktoré sa v rozto-
ku proteinu rozptsta pomaly. Na dobré rozpuste-
nie farbiva si potrebné 1 az 2 hodiny za intenzivne-
ho mieSania reak&ného roztoku.

Na dostato&né zosietenie bielkoviny je potrebné
okolo 1 % siefovacieho reagentu. AXk sa pouZije
via&sie mnoZstvo siefovacieho reagentu, tak hotovy
produkt m4 niZsi napucaci objem a teda i niZsiu
citlivost k proteolytickej hydrolyze.

Rovnako délezitou operaciou pripravy chromo-
lytického proteinového gélu je spolahlivé vymytie
nezreagovaného farbiva.

Je Vyhodne voIné farbivo odstraﬁovat’ postupnou |

.....

v rychloobratkovom mixéri na pozadovanu velkost

Zastic a zbytok farbiva vymyt na filtri najprv vodou,
potom zmesou vody a alkoholu resp. acetéonu’ :

v pomere 1 : 1 aZ nakoniec bezvodym alkoholom
alebo aceténom. Vysuseny chromogénny vo vode
nerozpustny protein sa pomelie na €astice 50 azZ
100 p a je vhodny pre analytické Gcely stanovenia
roéznych proteolytickych enzgymov.

Vyhodou nového sposobu pripravy chromolytic-
kého nerozpustného proteinového gélu je, Ze:

— je energeticky nendro¢ny, pretoZe vietky mo-

difika&né reakcie pri jeho priprave prebiehaji pri-

laboratérnej teplote,
— umozZiuje pripravu chromolytického prote1-
nového gélu so $irokym rozsahom fyzikalnych

vlastnosti gélu pre $pecifické potreby jeho pouZi-

vania,

— hotovy produkt nie je potrebné skladovat pri

zniZenej teplote a je dostato¢ne stabilny prisklado-
vani pri teplote do 30 °C,

— nevyZaduje Zadne nédkladné technologické
opericie a mézZe sa preto vyrabat v beznych
laboratornych zariadeniach.

DalSie prednosti nového postupu si ev1dentne
z nasledovnych prikladov, ktoré vSak nie si vycer-

{pavajtce, ale len ilustrativne.

Priklad 1

_je nevyhnutné respektovt niektoré zvlétnosti he-

1 kg hovidzieho sérového lyofilizovaného albu-
minu sa rozpusti v 6,25 litra destilovanej vody. Po

dokonalom rozpusteni proteinu sa pridd 10 ml

epichlorhydrinu a miesa sa 30 minat. Potom sa
naraz pridd 120 g farbiva Remazol brillant blue
R (sol kyseliny 8-amino-5-[3- /sulfoetylsulfonyl/

anilino}-6-antrachinonsulfonovd), a mieSa sa pri

teplote miestnosti po dobu 2 hodin. Potom sa prida
za intenzivneho mie$ania naraz 250 ml hydroxidu
sodného o konc. 25 % hmot. a mieSanie pokracuje
aZ? kym reak&ny roztok nezhustne, o trva okolo
2 aZ 5 minit. Po zhustnuti reakéného roztoku sa

zastavi mie$anie a reakénd zmes sa necha reagovat -

cez noc (16 az 20 hodin) pri laboratérnej teplote,



kedy sa reakcie ukonli. Zosieteny a vyfarbeny
pevny protein sa mixuje v alkohole (najvyhodne;j-
§ie v metanole) zriedenom vodou v pomere 2 : 1.
K rozmixovanému proteinu v alkohole sa prida 100
ml konc. kyseliny octovej zriedenej dvojndsobnym
mnoZstvom metanolu aby sa zneutralizoval volny
hydroxid sodny. Reak¢énd suspenzia sa odfiltruje
a na filtri sa premyva zriedenym metanolom
s vodou (1 : 1) aZ filtraény roztok je bezfarebny.
Potom sa premyva stdle koncentrovanej§im meta-
nolom aZ nakoniec bezvodym, dobre sa odsaje
a zosieteny vyfarbeny protein sa vysusi v susiarni
pri teplote do 60 °C. VysuSeny protein sa pomelie
v gufovom mlyne a presituje cez sito 0,250 mesch
a nakoniec cez sito 0,04 mesch aby sa odstranili
najjemnejsie podiely.

Vytazok o vdhe 1030 g mé velkost Castic medzi
40 aZz 250 p a obsah viazaného farbiva 9,2 % a je
vysokocitlivym substrdtom pre vietky typy proted-
zovych enzymov.

Priklad 2

Postup podTa prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako
protein sa pouZije ovalbumin a 200 g farbiva
Remazol brillant blue R a 20 ml epichlorhydrinu
ako siefovacieho reagentu.

Ziskany protein 1040 g ma obsah viazaného
farbiva 16 % hmot. a je velmi citlivym substratom
na neutralne a alkalické protedzy, menej citlivy na
kyslé protedzy.
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Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako
protein sa pouzije kazeinovy hydrolyzat 1200 g,
ktory sa vSak zle rozpaGsta a na jeho rychlejsie
rozpustenie sa najprv 1 hodinu mie$a vo vode
potom sa pridd hydroxid sodny podla prikladu
1 a mieSa sa 1 hodinu. Potom sa pridd 150 g farbiva
Remazol brillant blue R a mieSa sa 2 hodiny
a nakoniecsa pridd 15 ml epichlorhydrinu, miesa sa
30 minnt a nechd sa reagovat ceznoc ako v priklade
1. VytaZok proteinu 1050 g ma obsah viazanél‘;lo
farbiva 12 % hmot. a je rovnomerne citlivy ku
vietkym typom proteizovych enzymov.

Priklad 4

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom, Ze ako
protein pouZijeme zmes sérového hovidzieho al-
buminu, ovalbuminu v pomere 1 : 1 a dalsi postup
je rovnaky ako v priklade 1.

Vysledny zmesny chromogénny protein ma vy-
rovnani citlivost pre vietky typy proteazovych
€nzymov.

Vyndlez ma uplatnenie predovietkym v klinickej
biochémii pri stanoveni proteolytickych enzymov
v biologickych tekutindch ale i v priemyselnej
aplikécii pri medzioperaénej kontrole kultiva¢nych
médii pri priemyslovej virobe enzymov.

PREDMET VYNALEZU

Spbsob vyroby nerozpustného chromolytického
proteinu vyznadujici sa tym, Ze v prvom stupni sa
protein s vyhodou hovidzi sérum albumin, ovalbu-
min, kazein alebo ich zmes rozpusti vo vode pri

 teplote 15 aZ 25 °C na roztok hmotnostnej koncen-
“tracii 10—20 %, nado sa v druhom stupni prida
siefovaci reagent s vyhodou epichlorhydrin
v mnozstve 0,5 aZ 5,0 % hmotnostnych na hmot-
nost suchého proteinu a 5 az 20 % hmotnostnych
farbiva s vfhodou dvojsodnej soli kyseliny 8-ami-
no-5-[-3/sulfoetylsulfonyl/anilino]-6-antrachi-
nonsulfénovej) na hmotnost suchého proteinu a po
rozpusteni farbiva sa reakény roztok alkalizuje

Vytiskly Moravské tiskaFské zdvody, -
provoz 12, Leninova 21, Olomouc

s takym mnoZstvom roztoku hydroxidu sodného
o koncentricii 25 % hmotnostnych, aby jeho
vyslednd koncentricia v reakénom roztoku bola
0,7 az 1,2 % hmotnostnyjch, dobre sa zamie$a
a necha sa staticky reagovat po dobu 15 az 24 hodin
pri teplote 15 az 25 °C, nado sa zosieteny chromo-
génny gél mixuje v zriedenom metanole, neutrali-
zuje sa s kyselinou octovou, odfiltruje a na filtri sa
premyva zriedenym metanolom do bezfarebnej
reakcie filtratu, nakoniecsa premyva koncentrova-
nym metanolom, vysu$§i pri teplote do 60 °C
a suchy protein sa pomelie za sucha na gulovom
mlyne na ¢astice 40 az 250 p.

Cena: 2,40 Kés
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