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Pouiitie ionexovej chromatografie pri purifikdcii enzimu

KATARINA JANEKOVA - JUDITA HORVATHOVA _ BOHUMIR SABO

Srihrn. Ckinok uv6dza sfhrn o charakterizi{cii a moZnostiach purifikricie deskosloven-
sk€ho potravindrskeho alfa-amyldzov€ho prepardtu met6dou dialfzy a ionexovej chroma-
tografie.

PouZitf prepar6t obsahuje 20 % l6tok bielkovinovej povahy, z ktorich polovica nevyka-
zuje enzj'movrl aktivitu a moZno ich oddelit dialyizou. Pomocou ionexovej chromatografie
sme dosiahli 33,8, resp. 42-n6sobn6 zv!'Senie Specifickej aktivity enzj'mu.

Alfa-amyldza (EC 3.2.1.1) je 1,4-o-o-glukan glukanhydrolSza, ktord hy-
drolyzuje polysacharidy za vzniku dextrinov a oligosacharidov ll, 21.

Mikrobi6lnu alfa-amyl6zu pre priemyselnd ridely produkujf kultfry bakt6-
rii a plesnf . Sirok6 uplatnenie nachadza pri vhodnej distote vzhladom na vy-
brati potravindrsky technologickf proces, resp. na poZiadavky kladend na vy-
robu napr. v Skrobdrenskom alebo pivovarnickom priemysle. Specifickd
vlastnosti alfa-amylilzy vyuZivajri aj in6 odvetvia priemyslu (papierenski, tex-
tilni).

V CSSR bola overen6 priprava technick6ho prepar6tu alf.a-amyl6zy z Bacil-
lus subtilis a priprava potravini{rskeho prepariitu v pr65kovej forme. Sp6sob
pripravy potraviniirskej Bolamylflzy sa zaklad| na alkoholovom zt6Lan( biel-
kovinovej frakcie tekutdho podielu na odstr6nenf biomasy. Vedie k vytvore-
niu viaczloZkovdho bielkovinovdho komplexu vykazujriceho nielen alfa-amy-
lilzovi aktivitu. V tomto komplexe sa nach6dzajf bielkoviny Sirok6ho spektra
i6novfch vlastnosti a molekulovych hmotnostf ,
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Cielom na5ej prdce bolo bliZ5ie charakterizovat potraviniirsku alfa-amyl6-
zu, prfpadne ju vyuZit ako z:ikladnli prepar6t na pripravu distejSieho enzyma-
ticxeho produktu vhodn6ho na Specifick€ tidely.

V sflade s modernymi trendmi pouZitia priemyselnfch chromatografickfch
systdmov pri priprave distych enzymovych prepardtov sa na z|klade uvede-
nfch skutodnosti v prilci pouZila metSda ionexovej chromatografie a diallfza
(ako predseparadnd met6da na oddelenie nizkomolekulovlich bielkovin).
Uveden6 sp6soby predstavujf prv6 kroky purifikdcie enzymu z cel6ho kom-
plexu postupu distenia.

Materidl a met6dY

V experimentdlnej priici sme na purifik6ciu pouZili deskoslovenski enzf-
movf prepariit potraviniirskej prii5kovej alfa-amyl6zy z Bacillus subtilis zako-
tvenej na sietovanom Skrobovom nosidi. Enzym spffia kriterid PN 75421212-
79 [3], vyrobili ho v Slovenskfch Skrobiiriach a liehovaroch Trnava, zdvod
Dolna Krup6 a vykazoval aktivitu 4500 OA.g-t.

Postup purifikricie enzfmu s podmienkami pokusu zndzoriuje schdma i
Stanovenie bielkovtn. Koncentrdcia bielkovfn vo vzorke sa urdila stanove-

nim absorbancie aromatickych a heterocyklickfch aminokyselin pritomnych
v bielkovinovfch molekul{ch met6dou UV spektroskopie (280 nm) na pri-
stroji Spel<tromom 195 D. Vzorky sa merali v 1-cm kyvetiich oproti sodnofos-
fritcv€rfrir tlmivdmu roztoku (vzhtadom na prostredie vzorky). Koncentrdcia
bielkoviny sa odditala z kalibradnej krivky idvislosti absorbancie od koncen-
triicie Standardnej vzorky alf.a-amyl6zy - Alpha-Amylase Rohalase A3 B.
subtilis (Serva).

Stanovenie aktivity alfa-amyl6zy. PouZila sa met6da zaloLen6 na zmene far-
by sp6sobenej rozkladom j6doSkrobovdho komplexu a niislednou reakciou
j6du s hydrolytickymi Stiepnymi produktmi Skrobu.

I - sample: purified alpha-amylase
2 - centrifugation
3 - scdinrent
.l - supernatant
5 - dialysis
6 - difused substance

7 - applicatiorr of the sample on column
tl - colunrn ablution by buffer solution (50m1)
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l-10 g/100 ml sodnofosf:itoviho tlmiviho
loztoku konccntrdcie
c : 0.002 mol.dm-r rr

l0 min pri 20(X) ot./minrl

sedimcntl

.upcrnatantl

I

ij ialyza5 24-96 hodin;
stanovcnie bielkovin Ir

difuziit('

lll-73 ml dialyziiturr
vyf5ka ndplne: 20 cm
paranrctre kol6ny: 0,9 X 60 cm

cr\u< tr 
: 0-0,15 mol.dm-r

(H1,3 mol.dmr
()-{J.5 mol.dm-l
(I-naslten1i roztokrs

objem gradientu: 2 x l(X) ml

stanovcnic biclkovin, cnzf movej aktivityr6

Schi m a l. Postuppurifikiiciccnzfmu Bolanryliizv
S c h c m c l. Purification proccdurc of thc cnzyrnc Bolamvlilza.

9 - application of lincar gradicnt of NaCl
l(l - scparatcd fractions
I I - l-10 g/100 ml natrium-phosphatc buffer solution (concentration c:0,(X)2 mol.dm-r)
l2 - l0 min. at rcv./min.
I-3 - 2J - 96 hoursl protcin dctcrmination
Il - llJ-73 nrl of dialyzatc. packing hcight: 20 cm. column dimensions: 0.9 x 60 cm
I5 - saturatcd solution. volumc of gradicnt: 2 x l(X) ml
l(r - protcin dctcrminirtion. cnzvmc activity
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Postup: Do -5 rnl I 'll, Skrobovdho roztoku (rozpustny'skrob poclla Leuliera)
po i:rkubilciipri-i7 "C l0 min sa pridak 0,5 mlenzymu a znova inkubovalo pri
tych istych podmienkach. Reakciu srne zastavili priclanfnr 5 ml HCI koncen-
trdcie (),1 mol.dm-r.0.5 ml z tejto zmesi sa priclalo do 5 ml jtidoveho roztoku
(5{x) mg I, a 5 g KI na l(x) rnl clestikrvanej vody a reagenciu sme este riedili
100-kr6t1. Intenzita vzniknutdho moclreho zafarbenia sa mcrala v l-cm kyve-
tdch opnxi slepemu pokusu. ktory neobsahoval ani enzym ani substr:it, pri
vlnovej dlzke 620 nm na orfstroji Spekol ll [4]. Alfa-amyli'rzovir aktivira en-
zymu vyjadren6 r'U.ml-r. resp. prepodtom I U : 16,67 nkat sa vypodftala
podla vzorca

a[Uiml] : D[(R,, - R)/R()l l(X),

kde R,, jc absorbancia jddoikrobuvdho roztoku bez prftomnosti enzymu,
R - rozdiel absorbancif slepdho pokusu a vzorky, o - riedenie.

Stunov'enie aktivity glukoamvltizl'. PouZila sa metoda podl'a Somogyiho [5],
zalolenA na enzymatickom Stiepnf substrlttu a stanoveni Stiepneho prorluktu -
glukiizy.

Diulitzu. Dialyzadnd vreckd firmy SERVA - Servapor 29 mm, naplnen6
vzorkou a uzavretd sme vloZili do hankv s destikrvanou vodou a ndtenou cir-
kuliiciou za pomoci magnetick6ho mieSadla. Tento proces prebiehal v rdz-
nych dasovfch intervaloch. Vysoky koncentradnyi gradient zabezpedovala vf-
mena destilovanej vody pribliZne po 8 hodin6ch. Dialyzadnd voda a dialyzo-
vand vzorka sa d'alej charakterizovali.

Ionexov,it chromatogrofia sa robila na kol6ne C9 firmy Pharmacia rozmerov
0,9 x 60 cm, ktorii bola naplnend ionexom OSTSORB DEAE do vySky 20 cm,
vopred nastavenom na poZadovany cyklurs [3]. OSTSORB DEAE je modifi-
kovanii perlovd ceh.rl6za s funkdnou dietylenanrinoetyldnovou skupinou a pra-
covnym rozsahom pH 2-14, s minimdlnou kapacitou l,l mmol.g-r [6]. Vzor-
ka a ostatnd roztoky sa aplikovali na kol6nu pomocou derpadla rfchlostou
I ml.min-r a zberali zberadom frakcii po 5 ml.

Vj'sledky a diskusia

V naSej pr6ci sme pouZili supernatant enzfmovdho prepariitu. ktorlr sme
ziskali rozpustenfm 5 g enzymu v 100 ml tlmiv6ho roztoku a nasledujticou
centrifug6ciou. Na ionexovu koltinu sme naniesli 18 ml takto ziskandho roz-
toku a na elriciu sme pouZili tlmivf roztok a potom linedrny gradient NaCl,
ako vidiet' na sch6me l. Ziskany chromatogram vyjadrujfci ziivislosf absor-
bancie pri 28i) nm od vyteden6ho objemu roztoku je na obriizku l. Ako je z
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o b r. l Chromatograficki zdznamv pokusov s pouzitirn linedrnvch
koncentriicii. Jedna skrima'ka obsahLrje -5 nrl cl'irtu. lincir.nr crn.li"nr

c.19.
rrNucn:0 -0.15 mol.l-r.-,rrkii :0-0,3 mol.l-r. c(xur.rr : {J-

F i g t Chromatograms from expcriments rvith linear NaCl gradicnts of diffcrent c()ncentrations.
C)ne test tube contains.5 ml of eluate, linear gradient stlrts from rest tube 19.

Na ziiklade zfskanlfch vlsledkov srne sa rozhodli zaradii pred ionexovir chr6-
matografiu upravu vzorky dialyzou a zdrovei zvlSit koncentriiciu zdkla6n6ho
prepardtu z 5 g na 10 g na 100 ml tlrnivdho roztoku. Dialyza enz'i'moveho pre-
pardtu prebiehala v dasovfch inrervalocli 24 - 96 hodfn, pridom, ako vidiet
z tabul'ky 1. optim:ilny das dialyzy vzhladom na distribfciu bielkov(n zfskanri
ionexovou chromatografiou sa pohybuje okolo :10 - 50 hodin, do sme stanovili
na ziiklade pomeru absorbancii pfku 2 a 1. Daliie predlzovanie dasu uz pod-
statne nevplyva na ridinnost dialy'zy. Zmena koncentriicie jednotlivych frikcii
bielkovin po nasleduj(rcej ionexovej chromarografii uddva pravdepodobne
nehomogenita a r6zna rozpustnost alfa-amyldzov6ho prepariitu. Z vysledkov
je zrejm6, 2e dialyza neovplvviuje pomerncl zastfpenie frakcif (hlaine pik 2
a3r'tab. i).Akovidietztabul'ky2,dochiidzapribliZnek,s0%,gclcleleniuroz-
pustnlch bielkovfn z dialyzo."'anej vzorkv.

Ako d'alSiu separadnf operhciu po diall,ze sme pouZili ionexovri chronrato-
grafiu. Pri ionexovej chromatografii neclialvzor,'an6ho a dialvzovanehe prepa-
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NiivaZok'
Objem
vzorky

na kol6nel

Cas
diallizyl PiKJ I Pfk l Prk 3

Amax
Pik 4 Pfk 5 Pik 6

Ie/100 mll lmll lhl

5

5

5

l0
l0
l0
l0

l8
l8
27

36

73

3l
73

24

64.5
92

70

46.5
.14

72

0.100
0.031
0.049
0.199
0.071
0.142
0.-512

0.33-l
0.431
0.696
0.981
0.613
0.925
2.601

0.040
0.026
0.058
0,218
0.096
0.103
0.351

0.034

0.035
0,135

0.036
0.19-5

0.042

o.zoe

0.037
0.228 0.298

Tabulka l. Porovnanie pokusov dialfzy v zilvislosti od nav62ky a iasu
Table l. Comparison of dialysis experiments in dependence on the

ion-exchange chromatography

ionexovou chromatografiou
sample weight and time by

Oznadenie pfkov zodpovedii obrdzku l.
Designation of peaks as in Fig. l.
Isample rveightl :Sample volume of columnl rDialysis time; rPeak.

Tabul'ka 2. Obsah bielkovfn v dialyzadnej vzorke a difuziite
Table 2. Protein contents in dialysis sample and in the diffusate

rsample weight: rsupernatant; 3Dialysed sample; rlst diffusate: :lnd diffussate; 6Volum€i 7Cp*,,.

rdtu sme zistili podstatnli rozdiel chromatografick6ho zilznamu pred pouZitfm
gradientu. Vo vzorke sa po dialyze vyrazne zniLila odozva absorbancie na pri-
tomnost bielkov(n. Chromatograficky zaznam oblasti po nasadeni gradientu
NaCl sa dialfzou ovplyvnil iba velmi miilo, ako vidiet z obrdzku2.

Pri skfsani r6znych koncentrdcif gradientu sme nepozorovali vyznamnej5i
rozdiel v posune jednotlivfch piisov chromatogramu. Na z6klade dosiahnu-
tfch vfsledkov, ako vidiet na obriizku 1. moZno napriek tomu kon5tatovat. Ze

z pouZitych linedrnych gradientov NaCl koncentriicif c(rncr) - 0 - 0,15; 0 -
0.3; 0-0,5 mol.dm-3 a O-naslitenyi roztok NaCl je optimiilny gradient cgNucr) :
0-0,3 mol.dm{, pri ktorom sa dosiahlo najlep5ie rozdelenie aj pri najvyS5ej po-
uZitej koncentrdcii l0 9/100 ml zo zf.kladnej vzorky.

3-5(r

Ndva2oki
lg.ml-'l

Supernatant: Dialvzovand vzorka'l I. difuzdtr II. difuziitj

objem6
Irni]

Cn,.,*.t

Img.ml-r]
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Irnl]
Cn,",*.-
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Cn,",*. t

Img.ml-r]
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[-U
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Img.ml-rl

-5l-50 3-l 663 3l 3-ltt.8 800 141 800 l8.l
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O b r. 2. Chromatograficky z|znam dialyzovanej a nedialyzovanej vzorky.
dialyzovanii vzorka, nedialyzovan6 vzorka.

F i g 2 
'l::ffi:5'iffiiiYry#":il1":1'JT"iT,::'"'

Vyznamnlim ridajom o deliacej schopnosti pouZitych separadnych met6d
a z6rovefi distote prepardtu je hodnota Specifickfch aktivit jednotlivfch eluo-
\ anych frakci(. Zistilo sa, Ze alfa-amylolytickf aktivitu vykazujri vzorky eluo-
t'an€ zkolSny ako pfk I a 2 po nasadenf gradientu (t.j. pfk 2 a 3 naobr. 3)'
Pri ostatnych frakci6ch sme nezistili alfa-amylolytickti aktivitu. Pri vfpodte
ipecifickej aktivity vlfchodiskovdho supernatantu pred diallizou piku 2 a 3
(obr. 1) sme ziskalitieto hodnoty:79,51nkat.mg-r,2688,871nkat.mg-r, resp.

3547,37 nkat.mg-r, do predstavuje 33,8. resp. 44,6-n6sobn6 zvli5enie Specific-

kej aktivity oproti vfchodiskovej vzorke. Glukoamyl6zabola na velmi nizkej
aZ nereprodukovatelnej rirovni okrem 3. sign:ilu po nasadeni gradientu (t. j.
pik 4 na obr. 3).

Na ziiklade zistenych skutodnost( sa javia dialyza a ionexov6 chromatogra-
fia ako vhodnd predpurifikadnd met6dy dal5ieho distenia vzorky g€lovou fil-
trdciou.
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fipuuenenxe nonoo6rrennori xporrarorpaQnn npn oqrrcrre err3rrua

PesroMe

Ctarrg qpeAcraBJlger o6sop nognanr,sZ 06 xapaKTepr4crrrKe n Bo3Mox(Hocrax oqucrK'l
lrexocJroBarlKoro [r{uleBoro aJlboa-aMuJra3oBoro npenapaTa MgroAoM Avan t3a r,r uonoo6-
MeHHori xpoMarorpaQurr.

Ilprnrenellrad qpenapar coAep)Kaer 20 7" eerqecra 6enrosoro xapaKTepa, r43 Koropbrr(
IIoJIOaUHa He nOKa3bIBaeT 9H3}IMI{IIo aKTI,iBHOCTb rt eCTb BO3MO)IGIOCTb l,rx OTAeJIeHtla AtIa-
Jrr,r3oM. flpn nououlz uonoo6rvrenrrorl xponrarorpaQr{r{ Mbr noJ$rtDrJrr [oBbruleHr4e cueqr{-
Qr.recxoft aKTDrBHocrn gH3rrMa s 33,8 r raK)Ke 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 7o 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 4?-fold increase of specific activity of the enzyme has been achieved.
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