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Vyndlez se tykd skladovatelného vodného
cholesteroloxiddzového prepardtu, obsahu-
jiciho pufr a stabilizatni ¢inidlo. Oblasti
pouZiti tohoto prepardtu podle vyndlezu je
analytické stanoveni cholesterolu a esteril
cholesterolu.

Enzymatickd udinnost proteinu je urle-
na prostorovym uspofddanim zbytkd ami-
nokyselin v jeho polypeptidovych Fet&zcich.
Tato ,konformace’ je ve vodném roztoku
ovlivnéna pritomnosti elektricky nabitych
nebo nenabitych anorganickych i organic-
kych molekul. Proto jsou enzymy ve vod-
ném roztoku zpravidla velmi citlivé a snad-
no u nich dochazi ke sniZeni G¢innosti. Vod-
né enzymatické preparaty musi byt proto
stabilizovdny.

O u¢inku nizkomolekuldrnich anorganic-
kych soli je znamo, Ze jejich aniontové i
kationtové sloZky mohou plsobit na konfor-
maci enzymu bud vice stabilizatné, nebo
vice denaturatn&. Takovéto anionty a ka-
tionty jsou podle tohoto u¢inku zarazeny v
tak zvané Hoffmeisterové Fadé {,,Structure
and Stability of biological Macromolecules®
od Timasheffa a Fasmana, nakl. Mercel Dek-
ker, Inc., New York, 1969, str. 427). Podle
Hoffmeisterovy Fady jsou anionty a kation-
ty vZdy nezdvisle na sob& u¢inné bud vice
stabilizatn®, nebo vice denaturacn&. V Cele
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stabilizatniho udinku jsou pfitom sirano-
vy anion a kvartérni amoniové ionty, za
nimiZ néasleduje amoniovy ion. Je proto
snadno vysvétlitelné, Ze pfevdind Cast ko-
merénich enzymovych prepardtli obsahuje ja-
ko stabiliza¢ni ¢&inidlo siran amonny, sa-
motny nebo popfipad# s daldimi specific-
kymi stabilizatnimi ¢inidly. I cholesterol-
oxiddza je v komerénim vodném roztoku
aZ dosud stabilizovdna siranem amonnym.

Ukéazalo se vsak, %e stabilita cholesterol-
oxiddzy v roztoku siranu amonného sky-
td podnst k vytkdam. NejlepSiho stabilizac-
niho déinku bylo dosaZeno asi pri 1 M roz-
toku siranu amonného; tento G¢inek se viak
pFi vyssi koncentraci siranu amonného sni-
Zuje. JiZ pfi 1 M koncentraci v8ak nékdy do-
chézi k vylucovani hrubg vlofkovych mast-
nych sraZenin enzymu, které jsou sice sta--
le jestd enzymaticky ucinné, avSak ovliv-
fiuji ddvkovdani pfi plnéni.

Ptekvapivd bylo nyni zjiténo, Ze lze tu-
to obtiZ odstranit a jednak zcela zabréanit
vyluovani sraZenin, jednak dosdhnout vy-
nikajici stabilizace, kdyZ se jako stabilizac-
niho ¢inidla pouZije chloridu sodného nebo
chloridu draselného v koncentraci v roz-
mezi 2,0 aZ 3,5 M.

Pfedmé&tem vyndlezu je proto skladova-
telny vodny cholesteroloxiddzovy preparat,
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obsahujici pufr a stabiliza¢ni &inidlo, kte-
ry se vyznatuje tim, Ze v 1 litru obsahuje
jakoZto stabilizaéni ¢inidlo 2 aZ 3,5 molu
chloridu sodného nebo chloridu draselné-
ho. Vyhodné& obsahuje chlorid sodny v kon-
centraci 2,5 aZ 3,2 M.

Nadlazeny stabilizaéni déinek uvedenych
soli nebylo moZno odekdvat, pon&vadZ po-
dle Hoffmeisterovy rady draslik a sodik
stabilizuji znatné méné, to znamend desak-
tivuji siln8ji neZ amonium, a i chlorid
desaktivuje podstatné siln&ji neZ siran. K
tomu jesté pristupuje, Ze — jak zndmo —
flavinové enzymy, k nimZ patii i choleste-
roloxidédza, jsou desaktivovdny chloridy al-
kalickych kovili p¥i vy$8i koncentraci (Theo-
rell, v ¢asopisu Acta Chem. Scand. 3, 1954,
str. 1649).

Za vy&e uvedenych podminek dochézi k
dobré stabilit¢ pfi hodnotdch pH v rozme-
zi 4,5 aZ 8,5. Cholesteroloxidazovy preparat
podle vynédlezu mé hodnotu pH vyhodn& v
rozmezi 5,0 aZ 6,5. Moldrni koncentrace puf-
ru je obecné v rozmezi 0,01 aZ 0,5 M/l, vy-
hodné rozmezi je 0,01 aZ 0,1 M/1.

Jako pufrlt je moZno pouZit vSech soli
pufrujicich ve vy3e uvedeném rozmezi, na-
pfiklad fosforefnanu draselného, fosforec-
nanu sodného, smési fosforefnanu drasel-
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ného a kyseliny citrénové, ddle octanu sod-
ného atd. '

V jednotlivgch piipadech sice jiz byly
enzymy skladovdny v roztocich chloridd al-
kalickych kovil, byly viak pro to smérodat-
né provozni diévody, naptiklad lepsi schop-
nost krystalizace papainu v chioridu sod-
ném ve srovndni s chloridem amonnym ne-
bo -ciSténi lectinlt chromatograficky v roz-
tocich chloridu sodného, takZe bylo moZno
se smifit se zhorSenou stabilitou. Pro fla-
vinové enzymy vSak nebyla takovd forma
skladovani zndma, pon&vadZ vede k odsts-
peni prostetické skupiny pii hodnotdch pH
v kyselé oblasti.

Nadrazend stabilita pti skladovani choles-
teroloxiddzovych preparatit podle vynale-
zu oproti cholesteroloxiddzovym prepar4-
tim stabilizovanym sfranem amonnym vy-
plyva z téchto pokusi:

Davka cholesteroloxiddzy s obsahem en-
zymu 450 j./ml v 0,05 M roztoku fosforeé-
nanu draselného jakoZto pufru, o pH 86, se
nastavi na koncentraci soli uvedenou v na-
sledujici tabulce I a udrZuje se &tyfi tydny
pii teplotd 4 °C, popfipadé +35 C° Zbyt-
kovd ufinnost, zjist&nd po uplynuti této
doby, je patrnd z tabulky (udaje po dvou
tydnech jsou uvedeny v zdvorce).

Tabulka I
druh kioncentrace p¥isad
teplota, na niZ se zkou$ena 3 M chlorid
oxiddza udrZuje 1 M siran amonny 3 M chlorid sodny draselny
+4 °C {100 %) (96 %) (100 %)
‘ 100 % 96 % 100 %
kalny ¢iry ¢iry
+33 °C (86 1%!) {88 %) (91 %)
55 % 88 Yy 87 %
kalny ¢iry ¢iry

Nadfazené stabilizace podle vynédlezu se
dosahuje nezdvisle na koncentraci enzymu
a na davce enzymu [jednotlivé ndsady se
dasto 1i8 svou stabilitou) a stabilizace je
jesté vyraznéjSi, kdyZ se porovnd niko-
liv s 1 M roztokem siranu amonného, nybrz
s 3 M roztokem siranu amonného.

Dvé rdzné dévky enzymu s vy3e uvede-

nym pufrem se nastavi na koncentraci 300
j/ml, popfipadé 30 g/ml, a pak se — jak
vy3e popsdno — udrZuji &tyfi tydny pii
teploté 35 °C. V dédle uvedené tabulce II jsou
uvedeny zbytkové dfinnosti méFené po &ty-
fech tydnech. V zavorkdch jsou uvedeny
hodnoty po dvou tydnech.

Tabulka II
davka koncentrace enzymu 1 M siran amonny 3 M siran amonny 3 M chlorid sodny
1 300 j/mi (73 %) 58 % (100 %) 92 %
30 j/ml (77 %) 67 % (68 %) 49 % (100 %) 96 %
2 300 j/ml (73 %) 68 % (100 %) 88 %
30 j/ml (55 %) 55 % (87 %) 33 % (100 %) 88 %

Aby bylo doloZeno, Ze nadfazend stabili-
zace podle vyndlezu je omezena na urity
rozsah koncentrace, byl pfi ddvce enzymu
0 koncentraci 30 j/ml proveden vySe popsa-
ny test stdrnuti pfi teplot& 4 °C, popfipadé

35 °C, po dobu ¢tyf tydnd (dvou tydnil) s
dvéma rfiznymi koncentracemi siranu amon-
ného a ¢tyfmi riznymi koncentracemi chlo-
ridu sodného. Vysledky jsou uvedeny v ta-
bulce III.
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siran amonny
teplota 1M 32 M
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Tabulka III

chlorid amonny

2M 3M 4 M 5M

+4 °C
+35 °C

NiZe je uveden piiklad vyroby a sloZe-
ni skladovatelného vodného chloresterolo-
xidazového prepardtu podle vynalezu, sta-
bilizovaného pridavkem chloridu sodného.

Priklad 1

100 ml suspenze cholesteroloxiddzy v si-
ranu amonném se dialyzuje proti nadb¥t-
ku 0,07 molarniho fosforecnanového pufru
o pH 6,0. Dialyzat se zredi dialyzovym puf-
rem na enzymovou aktivitu 300 j. choles-
teroloxiddzy/ml a po priddni tuhého chlo-
ridu sodného se upravi na kone¢nou kon-
centraci 3 molt NaCl.

Takto vyrobeny skladovatelny chloleste-
roloxiddzovy prepardat ma toto sloZeni:

cholesteroloxidaza 10¢g
chlorid sodny 175 g
hydrofosforetnan dvojsodny 15¢g
dihydrofosfore¢nan draselny 81g
voda doplnit do 1000 g

(95 %) 100 % (100 %) 90% (72 %) 95 % (64 %) 95 % (76 %) 80 % (100 %) 80%
(72 %) 46 % (61 %) 45 % (88 %) 71 % (88 %) 77 % (26 %) 40 % (16 %) 0

Priklad 2

0,02 ml séra se p¥idd k 10,0 ml 0,5 M roz-
toku fosforetnanu draselného jakoZto puf-
ru, o pH 7,5, ktery obsahuje 0,4 % hydro-
xypolyethoxydodekanu. Ve spektralnim fo-
tometru se odecte extinkce (E;) pfi 240 nm
a zahaji se reakce pfriddnim 0,02 ml (coZ
odpovidd 0,5 j.) cholesteroloxiddzy, obsa-
hujici 3,0 M chloridu sodného, 0,05 M fos-
fore¢nanu draselného, jakoZto pufru, o pH
6,0.

Po 5 minutdch se znovu odelte extinkce
(E;). Koncentrace vzniklého A%-cholesten-
-3-onu a tim i volného cholesterolu vyply-
vd z rozdilu mezi prvnim a druhym odecte-
nim s pfihlédnutim molarniho extinkéniho
koeficientu pro A“-cholesten-3-on pri 240
nm (¢ = 15,5 cm?/umol).

PREDMET VYNALEZU

1. Skladovatelny vodny cholesteroloxidé-
zovy preparat, obsahujici pufr a stabilizat-
ni ¢&inidlo, pro stanoveni hladiny choleste-
rolu v biologickém materidlu, vyznacujici
se tim, Ze v 1 litru obsahuje jakoZto stabi-
lizaéni Cinidlo 2 aZ 3,5 molu chloridu sod-
ného nebo chloridu draseiného, ma hod-
notu pH v rozmezi od 4,5 do 8,5 a koncen-

traci pufrovaci soli v rozmezi od 0,01 do

0,5 M/1.

2. Cholesterol-oxiddzovy prepardt podle
bodu 1, vyzna&ujici se tim, Ze v 1 litru ob-
sahuje 2,5 a¥ 3,2 molu chloridu sodného.

3. Cholesteroloxiddzovy preparét podle bo-
du 1, vyznad&ujici se tim, Ze mé hodnotu pH
v rozmezi od 5 do 6,5.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

