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Proteolyticke enzymy spolu s enzfmami amylo-
lytickymi reprezentuju najrozsirenejSiu  skupinu
biotechnologicky vyuZivanych enzymov. Aj ked
technické vyuZivanie proteindz, extraktov zo Zivo-
¢idnych pankreasov v pracom procese je zndme u¥
od roku 1913 (patent O. R6hm) a Zivocisne protei-
nazy nachadzali Siroké uplatnenie aj v dal3ich od-
vetviach priemyslu [chymozin (E.C.3.4.23.4) v mlie-
karenstve, trypsin (E.C.3.4.4.4), chymotrypsin
(E.C.3.4.45) a pepsin (E.C.3.4.1.1) v zdravotnictve a
pri spracovani mésa] podobne ako aj proteina-
zy extrahované z rastlinného materidlu [papain

(E.C.3.4.22.2), ficin (E.C.3.4.22.3) a bromelain
(E.C.3.4.22.4) pri &ireni piva a zjemiiovani mésa],
najsirSie uplatnenie nachadzaji proteindzy mikro-
bidlneho pévodu, pripravované vo velkoobjemovych
fermentaénych procesoch od konca patdesiatych
rokov.

Siroké uplatnenie proteindz v technickej praxi si
vyZadovalo uZ v minulosti racionalnu aplikaciu
tychto enzymov v technologickych procesoch (res-
pektive do vyrobkov), o predpokladalo zabezpete-
nie jednoduchej, spolahlivej a pritom sprdavnej me-
todiky k stanoveniu ich aktivit. Nejrozsirenejsimi
postupmi sa stali metédy zaloZené na prirastku
absorbancie reak&ného roztoku v ultrafialovej
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oblasti svetla (280 nm), sposobené tvorbou pepti-
dov, ktoré si rozpustné aj v pritomnosti kyseliny
trichléroctovej [1]. Modifikdciu tejto metody pre
viditeIni oblast spektra umoZnil pridavok fenolo-
vého reagens [2]. Tak aj do biotechnologii pre-
nikaji jednotky, poévodne vyuZivané len v uzkej
oblasti vyskumu, tzv. Kunitzove, Ansonove a pod.
[3]. Srinivasanove jednotky proteindzovej aktivity
zasa vychadzajui z rychlosti potrebnej k zrazeniu
odtu¢neného mlieka [4]. Uvedené dnes uZ klasické
metsdy st komplikované, €o sa tyka technického
prevedenia, réznorodost pouZitych substratov ne-
umozZiiuje unifikdciu metoédy a Standardnost jej

prevedenia, a preto nie si vhodné k rutinnej ana-.

lyze. V tomto ohlade podstatny prinos predstavuji
dva typy substrdtov novej generdcie, a to nizkomo-
lekulové chromogénne substrdty a dalej vysoko-
molekulové substraty, sietované proteiny obsa-
hujice kovalentne naviazané reaktivne farbiva.
Chromogénnymi substrdtmi proteindz st napr.
4-nitroanilidy aminokyselin a peptidov [5—8]. Tak
chromogénnym substrdtom pre papain je napr.
Suc-Leu,-Cys(Bzl)-4-nitro-anilid [5]. Aj ked chromo_
génne substraty tohoto typu byvaji Specifickejsie,
¢o mo6Ze mat vyhodu v pripade stanovenia aktivity
jednej proteindzy v zmesi proteolytickych enzymov,
znamou nevyhodou chromogénnych substratov je
ich horSia manipulovatelnost, =zloZitd priprava,
tvorba prchavého nestabilného produktu a interfe-
rencia sfarbenych zloZiek prostredia s chromoférom
produktu. Tieto nevyhody nemajd substraty chromo-
lytického typu pripravené z proteinov (albumin
hovidzieho séra, ovoalbumin, kazein, denaturovany
r¥olagén a pod.) siefovanych v miestach niektorych
primarnych amino-alebo tiolovych skupin elektro-
filnymi bifunk&nymi ¢&inidlami (napr. 2-chlérome-
tyloxirdn, 2,2’-bis(oxiranylmetyl)éter, bis-izotioky-
anat-L-lyzinu a pod.), modifikovany dalej v substi-
tunej reakcii s reaktivnym farbivom, napr. Rema-
zol Brilliant Blue R [9—13]. Substraty uvedeného
typu na3li uZ svoje uplatnenie v zdravotnictve [14]
a v mikrobiolégii pri sledovani producentov protei-
naz platiiovymi radidlne difiiznymi metédami [14 aZ
15].

V predloZenej prdci sa prezentuji skudsenosti
s rutinnym vyuZivdnim chromolytického tableto-
vého S-testu Celkova proteindza pri dévkovani
preparatu Profix (papain) pouZivaného pri preven-
cii chladovych zéakalov piva.

MATERIAL A METODY

Albumin hovéddzieho séra (AHS) sa zakipil
v Imune n. p., Sari§ské Michalany. D,L-Alanin bol
vyrobok fy Merck (NSR), kyselina 2,4,6-trinitroben-
zénsulfonova (2,4,6—TNBS) sa ziskala od fy Serva
(NSR]. Tabletovy S-TEST CELKOVA PROTEINAZA
je v§robok JZD Agrokombinét (Agrogén], SluSovice.
Enzymova reakcia s S-TESTOM CELKOVA PROTEI-
NAZA sa zastavila pridavkom zastavovacieho roz-
toku o zloZeni 10 g uhli¢itanu sodného v 900 ml
destilovanej vody a 100 ml acet6nu. Preparat Profix
sa dovaZa od fy Biocon (Irsko) pre tigely koloidnej
stabiliz4cie piva.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Ako referen¢nii metodu k stanoveniu proteolytic-
kej aktivity sme zvolili nami modifikovany postup
vyuZivajici ako substrdt albumin hovddzieho séra
a kyselinu 2,4,6-trinitrobenzénsulfénovi ako &inidlo
Specificky reagujice s primarnymi aminoskupinami
[16]. Stanovenie prirastku primarnych aminoskupin
(umol.l-') v ¢Casovom intervale umoZiiuje totiZ
§tandardné vyjadrenie proteolytickych aktivit
v ukat.1-'. Postup stanovenia aktivity papainv
v prepardte Profix referen¢nou metédou je uvede-
ny v tabulke 1.

Tabulka 1. Stanovenie aktivity papalnu v Profixe refe-
renénou metédou s 2,4,6-TNBS kyselinou

a) pokusné vzorka

Fosfatovy tlmivy roztok (ml)

(0,05 mol .1-1, pH 4,5) 0,9
Roztok enzymu
(1%, obj.) 0,1

Predinkubéacia 5 min pri 30°C

Roztok albuminu (AHS)
(1 %, hm) 1,0

Inkubécia 1 hodinu pri 30 °C

Boritanovy tlmivy roztok

(0,1 mol.1-%, pH 9,3) 2,0
2,4,6-TNBS kyselina
(0,1 %, hm) 2,0

Inkubécia 2 hodiny pri 30°C

Zmeranie absorbancie reak&ného roztoku oproti slepému
pokusu pri 490 nm

b) slepy pokus

f‘ostétovv tlmivy roztok 0,9
(0,05 mol .1-1, pH 4,5)

Roztok enzymu

(1%, obj.) 0,1
Boritanovy tlmivy roztok

(0,1 mol.1-1, pH 9,3) 2,0
2,4,6-TNBS kyselina

(0,1 % hm) 2,0
Roztok AHS

(1%, hm) 1,0

Inkubéacia 2 hodiny pri 30 °C

Pri stanoveni aktivity papainu v preparéte Profix
S-testom Celkova proteindza navrhujeme postup
podla schémy v tabulke 2. Postup pri stanoveni
proteolytickych aktivit, ako je z tabulky 2 zrejmeé,
je rovnaky ako postup uvddzany pre stanovenie
aktivit amylolytickfch enzymov S-TESTOM SLA-
DOVA AMYLAZA [17] a g-glukandz S-TESTOM
LICHENAZA [18] a S-TESTOM LAMINARINAZA [19],
¢o je vyhodné pre 3tandardizdciu a normalizéciu
metodik stanovenia enzymov v biotechnologii.

Paralelné stanovenie absorbancie, ktori déava roz-
tok enz§mového preparatu Profix (1 % obj.) pri me-
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Tabulka 2. Postup stanovenia aktivity papainu v Profixe

S-TESTOM CELKOVA PROTEINAZA 18+
Pokusna Slepy
vzorka pokus 16
(ml) (ml)
Fosfatovy tlmivy roztok 0,9 0,9 A4k
(0,05 mol.1-1, pH 4,5) !
Roztok enzymu
(1% obj.) 0,1 —

1

Predinkubédcia 5 min pri 30 °C

e
[=)
I

Pridavok jednej substratovej tablety — inkubacia 30 min

Pridavok zastavovacieho roztoku 4,0 4,0

=)
)
I

obsorbancia pri 490 nm ( j)

Roztok enz¢ymu

(1 %, obj. ) — 0,1 06

Centrifugdcia (3000g, 5 min) alebo filtrdcia, Whatmann

No. 1 alebo Filtrak No. 595 04

Zmeranie absorbancie supernatantu alebo filtratu oproti

slepému pokusu pri 620 nm 02+

Prepotet aktivity enzgmového prepardtu pomocou ka- , , . . L i

N = s &=}

Mhreine) Kelvley [aeat. 1™ 00720 %0 60 800 1000 4200 %00

——=1,L -Alantn [amol.1"*]

téde S-TEST CELKOVA PROTEINAZA a pri referent- ) .
nej metéde s pouzitim 2,4,6-TNBS je znazornené na OO 2 f;%’bmémuk;fzzm pre metdde & ZAG-TNRS ¥y-
obr. 1. Kalibratna krivka pre metodu s 2,4,6-TNBS LR e

na D,L-alanin je zndzornena na obr. 2. Z uvedenych
grafickych zdvislosti bola zostrojend kalibra&na

krivka pre prepofet absorbancie na aktivitu pa- 10 ®
painu (obr. 3).

Kalibra&na krivka pre proteolyzu chromolytické-
ho albuminu hovéddzieho séra ako substratu v tablete 08

S-TEST CELKOVA PROTEINAZA je vyjadrena vzta-
hom:
a=rnaA+k:,

o
>
I

kde a je aktivita proteindzy (ukat.l-!) a A je absor-
bancia pri 620 nm a k) a k. st kon3tanty z&vislé od

— absorbancia. pri 620 am (j)
<
T

10+ 02~
E o 0 I 1 1 I 1
g = 0 1 4 6 8 12
e E — aktivite [ ukat.l™]
2 08 <068
e 7 Obr.3. Kalibraénd krivka a = f (Ags) k stanoveniu akti-
= & vity papainu (Profix) S-TESTOM CELKOVA PRO-
2 oy Jon2 TEINAZA
g 5
T § sposobu modifikacie a primérnej Struktiry proteinu.
(HE 7027 Pre pouzity AHS ako substrat v tablete a papain
ako uginnd zloZku prepardtu Profix [obr. 3)
0 i L 5 - SIDD 5100 k1 = 6,977 ykatl-?, k; = 2,535 ukat.1-1
e Profix [ail] V tabulke 3 si zhrnuté vysledky presnosti stano-

venia aktivity papainu v Profixe S-TESTOM CEL-
Obr. 1. Vzfah meazit noanoivu absorbancie a objemom KOVA PROTEINAZA. Pre aktivitu papainu 4,90

p;id]ﬂﬂéhﬂ er,;zdgmgvzgggr Pé';g;f(%l% gggﬁ H\{TiL‘;/.A’ ukatl-! bola hodnota variaéného koeficienta
obj.) pri metbde S- = 0 : X
(O] a referentne] metéde za vyutitia 2,4,6-TNBS Uk 1,6 %, ¢o odpovedd hodnote variaéného koe

kyseliny (@) ficienta hmotnosti tabliet (v, = 2,3 %).
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Tabulka 3. Presnost stanovenia aktivity papainu v sérii
S-testom Celkovd proteindza. Opakované stanovenie [10]
z toho istého roztoku enzymového prepardtu Profix

p= S

Vzorka .bsorbam=- iktivita Priemcr. Odchjlka  Cmerodajad  Voriacny
gtg r\:L (wkat.17") 3"’;"“" :‘: prieacs gyehylka "°""f?“°“'~
e

1 0,354 5,0 0,10

2 0,316 1,75 s

3 0,341 5,95 0,06

4 0,211 1,95 0,05

5 32 B
pes mad 1,50 010 +0,08 1,6

6 0,334 1,90 0

7 0,345 4,95 0,05

8 0,336 4,90 .

0 L3zt 1,80 o5

10 0,31 1,85 ovee

Pre kompletnu Standardizdciu pracovného postu-
pu a medzilaboratérnu kontrolu spolahlivosti spek-
trofotometrov je potrebné pouZit aj S-test Farebny
Standard a Enzymovy Standard papain s deklaro-
vanou aktivitou papainu v tabletovej forme, obidva
vyrobky JZD Agrokombindt Agrogen, SluSovice.

Lektoroval Ing. Jaroslav Cepi¢ka, CSc.
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KUNIAK L.: Kvas.

Moncolova, V. - Zemek, ].: Stanovenie aktivit proteoly-
tickjch enzjmov tabletovym S-TESTOM CELKOVA PRO-
TEINAZA. Kvas. priim., 35, 1989, ¢&.8—9, s.229—232.

Przzentuji sa skisenosti s vyuZivanim chromolyticke-

ho albuminu hovéddzieho séra ako substratu v tabletovej
forme S-TEST CELKOVA PROTEINAZA pre stanovenie
proteolytickej aktivity.

Referenc¢nou metodou bolo stanovenie vyuZivajice ako
substrat albumin hovéddzieho séra a Kyselinu 2,4,6-tri-
nitrobenzénsulfénovi pre stanovenie primarnych amino-
skupin.

Pri stanoveni aktivity papainu S-TESTOM CELKOVA
PROTEINAZA sa navrhuje rovnaky postup ako pre sta-
novenie aktivit doterajSimi S-testami, ¢o je vyhodné pre
Standardizdciu a normalizdciu me2todik stanovenia akti-
vit enzymov.

Pre aktivitu papainu 4,90 pkat.1-! bola hodnota va-
riacného koeficenta vk = 1,6 %.

Monuoaosa, B. - 3emek, H.: OnpeaenenHe aKTHBHOCTH
NPOTEOHTHYECKMX 3IH3IHMOB MNP  NoMowK TabGJaeTHOro
S-tecta OG6was nporeunaza. Ksac. npym., 35, 1989, Ne

8—9, crTp. 229—232.

TlpeacraBagercss onblT 1O NPHMEHEHHIO XPOMOJHTHUECKO-
ro aab0yMHHa ToOBsizKell CLIBOPOTKH Kak cyGcTpara B Tab-
aetHoit  ¢opme S-teer O6ulasg npoTeHHasa s onpeiede-
HHsl TPOTEOJHTHYECKOI! aKTHBHOCTH.

Pedepentbim  MeTo10M OLIJIO  onpejeseHHe, HCMOJAb3Y-
Iollee B KayecTBe cyOcTpaTa aJdbOYMHH TOBszKell CHIBOPOTKH
i 2,4,6-TpHENTPOGEH30.ICY IL(OHOBYIO KHCJIOTY I8 YCTaHOB-
JIeHHsT TIepPBHYHLIX aMHHOIPYIIL

ITpu onpexeseHHH aKTHBHOCTH nanamnHa S-tectom OOGuwias
NpoTeHHa3a NpeaaraeTcst Takoil ke cnoco6 Kak s onpe-
7eJeHHst aKTHBHOCTH HMMEIOIIHMHCS TeCTaMH, YTO SBJSETCH
BBITOJAHBIM /T8 CTAaHAAPTH3ALHH H HOPMAJH3alLHH METOIMK
onpejeaeHHsT aKTHBHOCTel SH3HMOB.

Js aktHBHOcTH nanauHa 4,90 ukar . l—! BeaHunHa KO3(-
¢uunenta Bapnanuit cocraBasia vk = 1,6 %.

Moncolovd, V. - Zemek, ].: Determination of Proteolytic
Activity Enzymes with the Tablet S-Test Whole Protei-
nase. Kvas. pram., 35, 1989, No. 8—9, pp. 229—232.

The application of chromolytic albumin of beef serum
as a substrate in a form of tablets S-test Whole protei-
nase for the determination of the proteolytic activity is
described. As a comparative method, the determination
of primary amino groups with albumin of beef serum
and 2,4,6-tri-nitro-benzensulfonic acid was used. For the
determination of papain activity with S-test Whole pro-
teinase the procedure is the same as that used for this
determination with other S-tests. For the papain activity
of 4,9 ukat.l—! the value of the variation coefficient
was vk = 1.6 %.

Moncolova, V. - Zemek, ].: Bestimmung der Aktivititen
der proteolytischen Enzyme mittels Tabletten-S-Test
Gesamtproteinase. Kvas. prim., 35, 1989, Nr. 8-—9,
S.229—232.

Es werden die Erfahrungen mit der Anwendung des
chromolytischen Albumins des Rindserums als Substrats
in Tabletten-Form S-Test zur Bestimmung der proteolyti-
schen Aktivitdt présentiert.

Als Referenzmethode wurde die Bestimmung appliziert,
die als Substrat das Albumin der Rindserums und die
2,4,6-Trinitrobenzensulphonsdurs zur Ermittlung der
primdren Aminogruppen anwendet.

Zur Bestimmung der Aktivitdit des Papains mittels
S-Test Gesamtproteinase wird das gleiche Verfahren wie
fiir die Bestimmung der Aktivitdten durch die bisherigen
S-Teste vorgeschlagen, was vorteilhaft vom Standpunkt
der Standardisierung und Normalisierung der Methoden
zur Bestimmung der Enzymaktivitdten erscheint.

Fiir die Aktivitdt des Papains 4,90 ukat.l-!
der Wert des Variationskoeffizienten vx = 1,6 %.

betrug

Koupime svi¢kovy naplavovaci kiemelinovy filtr DESTILA 100—200 hl/h v provozuschopném stavu
Zn. IHNED
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