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Pouzitie ionexovej chromatografie pri purifikacii enzymu

KATARINA JANEKOVA - JUDITA HORVATHOVA - BOHUMIR SABO

Suhrn. Clanok uvadza sihrn o charakterizacii a moznostiach purifikacie ¢eskosloven-

ského potravindrskeho alfa-amyldzového preparatu metédou dialyzy a ionexovej chroma-
tografie.

Pouzity preparat obsahuje 20 % latok bielkovinovej povahy, z ktorych polovica nevyka-
zuje enzymovu aktivitu a mozno ich oddelit dialyzou. Pomocou ionexovej chromatografie
sme dosiahli 33,8, resp. 42-ndsobné zvysenie Specifickej aktivity enzymu.

Alfa-amyldza (EC 3.2.1.1) je 1,4-a-D-glukan glukanhydrolaza, ktord hy-
drolyzuje polysacharidy za vzniku dextrinov a oligosacharidov [1, 2].

Mikrobidlnu alfa-amylazu pre priemyselné ucely produkujui kultiry bakté-
rif a plesni. Siroké uplatnenie nachddza pri vhodnej ¢&istote vzhfadom na vy-
braty potravinarsky technologicky proces, resp. na poZiadavky kladené na vy-
robu napr. v $krobarenskom alebo pivovarnickom priemysle. Specifické
vlastnosti alfa-amylazy vyuZzivaju aj iné odvetvia priemyslu (papierensky, tex-
tilny).

V CSSR bola overena priprava technického preparatu alfa-amylazy z Bacil-
lus subtilis a priprava potravindrskeho preparatu v pradkovej forme. Sposob
pripravy potravinarskej Bolamyldzy sa zakladd na alkoholovom zrdZani biel-
kovinovej frakcie tekutého podielu na odstraneni biomasy. Vedie k vytvore-
niu viaczlozkového bielkovinového komplexu vykazujiceho nielen alfa-amy-
l4zovu aktivitu. V tomto komplexe sa nachddzajui bielkoviny Sirokého spektra
i6novych vlastnosti a molekulovych hmotnosti.
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¢ianska 53, 825 09 Bratislava.
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Cielom nasej price bolo blizsie charakterizovat potravindrsku alfa-amyla-
zu, pripadne ju vyuzit ako zakladny preparat na pripravu CistejSieho enzyma-
tickeho produktu vhodného na Specifické tucely.

V silade s modernymi trendmi pouZzitia priemyselnych chromatografickych
systémov pri priprave Cistych enzymovych preparatov sa na zaklade uvede-
nych skutocnosti v praci pouzila metdda ionexovej chromatografie a dialyza
(ako predsepara¢nd metdda na oddelenie nizkomolekulovych bielkovin).
Uvedené spdsoby predstavuji prvé kroky purifikdcie enzymu z celého kom-
plexu postupu ¢istenia.

Material a metody

V experimentdlnej praci sme na purifikdciu pouzili ¢eskoslovensky enzy-
movy preparat potravinarskej pra§kovej alfa-amylazy z Bacillus subtilis zako-
tvenej na siefovanom $krobovom nosic¢i. Enzym spliia kritéria PN 754 212/2-
79 [3], vyrobili ho v Slovenskych $krobdrnach a liehovaroch Trnava, zdvod
Dolnd Krupa a vykazoval aktivitu 4500 DA.g™.

Postup purifikdcie enzymu s podmienkami pokusu znazornuje schéma |

Stanovenie bielkovin. Koncentracia bielkovin vo vzorke sa urcila stanove-
nim absorbancie aromatickych a heterocyklickych aminokyselin pritomnych
v bielkovinovych molekuldch metédou UV spektroskopie (280 nm) na pri-
stroji Spektromom 195 D. Vzorky sa merali v 1-cm kyvetach oproti sodnofos-
fétovém{i;tlmivému roztoku (vzhladom na prostredie vzorky). Koncentracia
bielkoviny sa od¢itala z kalibracnej krivky zavislosti absorbancie od koncen-
tracie $tandardnej vzorky alfa-amyldazy — Alpha-Amylase Rohalase A3 B.
subtilis (Serva).

Stanovenie aktivity alfa-amyldzy. Pouzila sa metdda zaloZend na zmene far-
by sposobenej rozkladom jodoskrobového komplexu a naslednou reakciou
jodu s hydrolycckymi Stiepnymi produktmi Skrobu.

1 — sample: purified alpha-amylase

2 — centrifugation

3 — sediment

4 — supernatant

5 — dialysis

6 - difused substance

7 — application of the sample on column

8 — column ablution by buffer solution (50ml)
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I
.zorka: alfa-amyldza purifikovana 1-10 g/100 ml sodnofosfatového timivého
roztoku koncentracie h
¢ = 0,002 mol.dm= !

centrifugdcia’ 10 min pri 2000 ot./min'?

> sediment®

supernatant?

dialyza® 24-96 hodin;
stanovenie bielkovin!?

—————> difuzat”
nanesenie vzorky na kolonu’ 18-73 ml dialyzatu™

vySka naplne: 20 cm
parametre kolény: 0,9 X 60 cm

premyvanic kolony timivym roztokom

(50 ml)*
nanesenie linedrneho Covacry = 00,15 mol.dm™?
gradientu NaCl” 0-0,3 mol.dm™
0-0.5 mol.dm™
O—nasyteny roztok'”
objem gradientu: 2 X 100 ml
separované frakcie!” stanovenice biclkovin, enzymovej aktivity!®

Schéma 1. Postup purifikdcie enzymu Bolamyldzy
Scheme 1. Purification procedure of the enzyme Bolamylédza.

9 — application of linear gradient of NaCl

10 - separated fractions

11 = 1-10 g/100 ml natrium-phosphate buffer solution (concentration ¢=0,002 mol.dm™)
12 = 10 min. at rev./min.

13 — 24 =96 hours; protein determination

14 — 18-73 ml of dialyzate, packing height: 20 cm. column dimensions: 0,9 X 60 cm

15 - saturated solution, volume of gradient: 2 X 100 ml

16 - protein determination. enzyme activity
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Postup: Do 5 ml I % Skrobového roztoku (rozpustny skrob podla Leuliera)
po inkubacii pri 37 °C 10 min sa pridale 0,5 ml enzymu a znova inkubovalo pri
tych istych podmienkach. Reakciu sme zastavili pridanim 5 ml HCI koncen-
tracie 0,1 mol.dm™. 0.5 ml z tejto zmesi sa pridalo do 5 ml jodového roztoku
(500 mg I, a 5 g KI na 100 ml destilovanej vody a reagenciu sme este riedili
100-krat). Intenzita vzniknutého modrého zafarbenia sa merala v 1-cm kyve-
tach oproti slepému pokusu, ktory neobsahoval ani enzym ani substrat, pri
vinovej dizke 620 nm na pristroji Spekol 11 [4]. Alfa-amyldazova aktivita en-
zymu vyjadrena v U.ml™', resp. prepoctom 1 U = 16,67 nkat sa vypocitala
podla vzorca

a[Uml] = D[(R, - R)/R,] 100,

kde R, je absorbancia jéodoskroboveého roztoku bez pritomnosti enzymu,
R — rozdiel absorbancii slepého pokusu a vzorky, D — riedenie.

Stanovenie aktivity glukoamyldzy. Pouzila sa metéda podla Somogyiho [5],
zaloZend na enzymatickom Stiepni substritu a stanoveni §tiepneho produktu —
glukozy.

Dialyza. Dialyzacné vrecka firmy SERVA - Servapor 29 mm, naplnené
vzorkou a uzavreté sme vlozili do banky s destilovanou vodou a natenou cir-
kuldciou za pomoci magnetického miesadla. Tento proces prebiehal v roz-
nych ¢asovych intervaloch. Vysoky koncentracny gradient zabezpecovala vy-
mena destilovanej vody priblizne po 8 hodinach. Dialyza¢na voda a dialyzo-
vana vzorka sa dalej charakterizovali.

Tonexovd chromatografia sa robila na koléne C9 firmy Pharmacia rozmerov
0,9 x 60 cm, ktora bola naplnena ionexom OSTSORB DEAE do vysky 20 cm,
vopred nastavenom na pozadovany cyklus [3]. OSTSORB DEAE je modifi-
kovand perlova celuldza s funkénou dietylénaminoetylénovou skupinou a pra-
covnym rozsahom pH 2-14, s minimalnou kapacitou 1,1 mmol.g™! [6]. Vzor-
ka a ostatné roztoky sa aplikovali na kolénu pomocou ¢erpadla rychlostou
1 ml.min™! a zberali zberacom frakcii po 5 ml.

Vysledky a diskusia

V nasej préci sme pouzili supernatant enzymového preparatu, ktory sme
ziskali rozpustenim 5 g enzymu v 100 ml timivého roztoku a nasledujicou
centrifugaciou. Na ionexovu kolénu sme naniesli 18 ml takto ziskaného roz-
toku a na eldciu sme pouzili tlmivy roztok a potom linedrny gradient NaCl,
ako vidief na schéme 1. Ziskany chromatogram vyjadrujuici zavislost absor-
bancie pri 280 nm od vyteceného objemu roztoku je na obrazku 1. Ako je z

354




chromatogramu zrejmé, v relativnom pomere 14 % bielkoviny vyteka pred
nasadenim gradientu, pricom gradient vytesiiuje z ionexu daliie 4 frakcie (86
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O b r. 1. Chromatografické zaznamy pokusov s pouzitim linedrnych gradientov NaCl réznych
koncentracii. Jedna skimavka obsahuje 5 ml elugtu. linedrny gradient je nasadeny od skumavky
&, 19,
=~ Cpnacy = 0-03 mol.I"!, — . — — Covaey = 0 -
0.5 mol.I-.
Fig. i. Chromatograms from experiments with linear NaCl gradients of different concentrations.
One test tube contains 5 mi of eluate, linear gradient starts from test tube 19.

— — — Cpvueny = 0~ 0,15 mol.I"!,

Na zdklade ziskanych vysledkov sme sa rozhodli zaradit pred ionexovi chro-
matografiu dpravu vzorky dialyzou a zaroven zvysit koncentraciu zakladného
preparatu z 5 g na 10 g na 100 ml timivého roztoku. Dialyza enzymového pre-
paratu prebichala v ¢asovych intervaloch 24 — 96 hodin, pri¢om, ako vidiet
z tabulky 1, optimalny ¢as dialyzy vzhladom na distribdciu bielkovin ziskant
tonexovou chromatografiou sa pohybuje okolo 40 — 50 hodin, ¢o sme stanovili
na zdklade pomeru absorbancii piku 2 a 1. Daldie predlzovanie ¢asu uz pod-
statne nevplyva na ucinnost dialyzy. Zmena koncentracie jednotlivych frakcii
bielkovin po nasledujicej ionexovej chromatografii udava pravdepodobne
nehomogenita a rdzna rozpustnost alfa-amylazového preparatu. Z vysledkov
je zrejmé, ze dialyza neovplyviiuje pomerné zastupenie frakcii (hlavne pik 2
a 3 vtab. 1). Ako vidiet z tabulky 2, dochddza priblizne k 50 % oddeleniu roz-
pustnych bielkovin z dialyzovanej vzorky.

Ako dalSiu separacni opericiu po dialyze sme pouzili ionexovii chromato-
grafiu. Pri ionexovej chromatografii nedialyzovaného a dialyzovaného prepa-
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Tabulka 1. Porovnanie pokusov dialyzy v zévislosti od navazky a ¢asu ionexovou chromatografiou
Table 1. Comparison of dialysis experiments in dependence on the sample weight and time by
ion-exchange chromatography

Objem Cas
Navazok' | vzorky T 3 o Pik 3 . ) .
5 hlane? dialyzy Pik* 1 Pik 2 K Pik 4 Pik 5 Pik 6
[2/100 mi] [ml] [h]
5 18 24 0,100 0,333 0,040 0,034 0,042 -
5 18 64.5 0,031 0,432 0.026 - - -
5 27 92 0,049 0,696 0,058 0,035 - =
10 36 70 0,199 0,982 0218 | 0,135 0,206 -
10 73 46.5 0,071 0,643 | 0,096 = - -
10 31 44 0,142 0.925 0.103 0.036 0,037 -
10 73 72 0,512 2,604 0.351 0,195 0,228 0.298

Oznacenie pikov zodpoveda obrdzku 1.
Designation of peaks as in Fig. 1.
'Sample weight; *Sample volume of column; *Dialysis time; *Peak.

Tabulka 2. Obsah bielkovin v dialyza¢nej vzorke a difuzite
Table 2. Protein contents in dialysis sample and in the diffusate

Supernatant® Dialyzovand vzorka® I. difuzat* I1. difuzat’

s objem®| Cy..” objem Coien, objem | C_ 7 |objem | C_ .7

[g.ml™] [mi] | [mg.ml] [ml] [mg.ml!] | [ml] [mg.ml] | [ml] | [mg.ml"]

5/50 34 663 31 348.8 800 144 800 184

'Sample weight: *Supernatant; *Dialysed sample; *Ist diffusate: *Ind diffussate; “Volume; ’C

prot*

ratu sme zistili podstatny rozdiel chromatografického zdznamu pred pouzitim
gradientu. Vo vzorke sa po dialyze vyrazne znizila odozva absorbancie na pri-
tomnost bielkovin. Chromatograficky zaznam oblasti po nasadeni gradientu
NaCl sa dialyzou ovplyvnil iba veImi malo, ako vidiet z obrazku 2.

Pri skusani roznych koncentrécii gradientu sme nepozorovali vyznamnejsi
rozdiel v posune jednotlivych pasov chromatogramu. Na zaklade dosiahnu-
tych vysledkov, ako vidiet na obrazku 1, mozno napriek tomu konstatovat, ze
z pouzitych linedrnych gradientov NaCl koncentracii ¢ y,¢, = 0 - 0,15; 0 -
0,3; 0-0,5 mol.dm™ a 0-nasyteny roztok NaCl je optimalny gradient Cvac) =
0-0,3 mol.dm™, pri ktorom sa dosiahlo najlepsie rozdelenie aj pri najvyssej po-
uzitej koncentrdcii 10 g/100 ml zo zdkladnej vzorky.
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O b r. 2. Chromatograficky zaznam dialyzovanej a nedialyzovanej vzorky.
dialyzovana vzorka, — — — nedialyzovand vzorka.

Fig. 2. Chromatograms of dialysed and non-dialysed samples.
dialysed sample, — — — non-dialysed sample.

Vyznamnym udajom o deliacej schopnosti pouzitych separa¢nych metod
a zaroven Cistote preparatu je hodnota Specifickych aktivit jednotlivych eluo-
vanych frakcii. Zistilo sa, ze alfa-amylolyticku aktivitu vykazuju vzorky eluo-
vané z kolény ako pik 1 a 2 po nasadeni gradientu (t.j. pik 2 a 3 na obr. 3).
Pri ostatnych frakciach sme nezistili alfa-amylolytickd aktivitu. Pri vypocte
Specifickej aktivity vychodiskového supernatantu pred dialyzou piku 2 a 3
(obr. 1) sme ziskali tieto hodnoty: 79,51 nkat.mg™', 2688,871 nkat.mg™', resp.
3547,37 nkat.mg™!, ¢o predstavuje 33,8, resp. 44,6-nasobné zvysenie Specific-
kej aktivity oproti vychodiskovej vzorke. Glukoamylaza bola na velmi nizke;]
az nereprodukovatelnej drovni okrem 3. signdlu po nasadeni gradientu (t. j.
pik 4 na obr. 3).

Na zaklade zistenych skuto¢nosti sa javia dialyza a ionexova chromatogra-
fia ako vhodné predpurifika¢né metédy dalSieho Cistenia vzorky gélovou fil-
traciou.
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Ipumenenne HOHOOOMeHHOH XpoMaTorpady NMPH OYMCTKE 3H3WMA
Pezmome

CraTea npencrasiseT 0630p mosHaHmit 06 XapaKTepMUCTUKE Y BO3MOKHOCTIAX OYUCTKYU
YEX0CJIOBALIKOTO IMUIIEBOT0 abda-aMMIa30BOro NperapaTa METOAOM AUaIn3a M MOHOO6-
MEHHOM XpoMaTorpaduin.

IIpMMeHeHHBI Ipenapar cogepxaer 20 % BelllecTB HeJIKOBOrO XapaKTepa, U3 KOTOPbIX
TIOJIOBMHA He ITOKa3bIBAET SH3MMHYO aKTUBHOCTB M €CTh BO3MOKHOCTb UX OTHEJIEHUSA Aa-
Jmzom. IIpy moMoiy MOHOOOMeHHOM XpoMaToTpadMy MbI HOJIYHYMUIIY ITOBBIIIIEHUe CITeLN~
¢ MuecKoy aKTMBHOCTY 3H3uMa B 33,8 1 Takxke 42 pas.

Utilization of ion-exchange chromatography for enzyme purification
Summary

The paper presents a summary of informations on the characterization and possibilities of pu-
rification of Czechoslovak alpha-amylase preparation by dialysis and ion-exchange chromato-
graphy.

The preparation contains 20 % compounds of protein character, half of which do not show any
enzyme activity. These can be separated by dialysis. By ion-exchange chromatography, a 33.8-
-fold or 42-fold increase of specific activity of the enzyme has been achieved.
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