SZABADALMI
wnormnsa |  LEIRAS 182171

SZOLGALATI TALALMANY B

N LA i m ey -
Ner

(51) NSZO,

Boielenésrapia:  (22) 1980 VIL1T. QD 1T82B0 | ¢y g

ElsBbbsége: L
Drszigos Talﬂln-g”
Vi 2N
* :;ab‘d"’mirgﬂl?’%,
ORSZAGOS Kézzététel napja:  (42)1983. 11 28, Laons %
TALALMANY}
HIVATAL . | pegjetent: 1987.V. 25.
o AL in
Boros Liszl6, biokémikus, 20% Dardezi lv(n, yész, AL Finomvegyszergydr, Budapest
2(»6 _Huber lrén élelmiszeriparl technlkus. vefvony :

10%, Bud Jénosné, ve-
yész, 5%, Szeged dr Sujﬁm Béla, blokémlkus, 35%
gudapest

54)
ljgrds aminoacildz enzim elkiilonitésére emlGsok veséibsl

(ST)KIVONAT

A talilmény tdrgya javitott eljdrds aminoacildz
enzim elkilonitésére emiBsok veséibGl. A taldlmdny
értelmében ~ vigy jémak el, hogy onmagdban  ismert
médon eloallitott emlBsvese-extraktumot 5)15 percig
6080 °C-on hékezelésnek vetnek ald, a hdkezelt
elegyet centrifugdlidk, a feliiliszéhoz literenként
200-300 g K, A dltalinos keéplet sot adnak —
ahol K egyvegyértékii kationt jelent. A valamely
szervetlen sav anionjét jelenti, és x egyenlS az anion
vegyértékével —, a kapott szuszpenziot centrifugil-
ik, az elkiilonitett csapadékot vizben oldjdk és viz-
zel szemben dializdljdk, majd kivdnt esetben a diali- -
z4lt oldaot, illetve az oldatbsl elkillonitett enzim
6,5 és 8,5 kozotti pH-érték( pufferoldattal készj-
tett oldatdt anjoncserés kromatografidnak vetik al,

A taldlmdny szerinti eljdrdssal egyszerfien 4lljt-
haté el6 igen nagy fajlagos aktivitdsti aminioaciliz.
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A taldlminy tdrgya javitott elj4r4e aminoaciléz enzim el-
kiilonitésére emiﬁsbk /elabsorban sertések/ vesdibvdl.

Iemert, hogy az aminoacilfz enzim a sertésvesékben fordnl
eld a legnagyobb koncentrécibban; igy az aminoaciléz elkiiloni-
téeére alkalmazott ismert mddszerek szerint kiinduldsi anyag-
ként sertésvesét hasznilnak fel.

A J. Biol. Chem. 178, 503 /1949/ kdzlemény szerint az ami-
poacilaz elkiildnitése soran a sertésvese-kéreg vizes extraktu-

4t 78 %-os etanollal 15 %~oe etagolkoncentricis eléréséig te—

itik, az elegyet 12 6rén 4t ~6 C -on 41lini hagyjik, majd cent-
gifugélgék, és a feliiluszét etanollal 30 %-ra telitik. Az elegy

H-jat 6,3-ra 41llitjak, majd -15 CO-on ujabb 12 érén 4t 4llni
hagyjik. A cesapadékot centrifugiliseal eltavolitjik, a feliil-
ugz6 pH~-jat 5,l-re 4llitjik, és az elegyet ujabb 12 bran 4t 411~
ni hegyjdk. A kivAlt csapadékot - amely az aminoacilézt tartal—
mazza = centrifugilisgal kiildnitik el. Az igy kapott termék faj-
lagos aktivitdsa koriilbeliil négyszerese a k%induléei extraktu-
ménak, ami igen csekély tisztitisi hatasfoknak felel meg.
£ A J. Biol., Chem. l%&, 455 /1952/ kdzlemény hat frakciondla-
gl 1épésbdl és azt kovetd liofilizdlisbél 4116 milveletsort is-
mertet aminoacildz elkiilcnitésére sertésvese vizes extraktumi-
b6l. Ez az eljiris koriilbeliil 30-szoros /tehit még mindig vi-
pzonylag csekély/ tisztitdsi hatédsfokkal szolgdltatja az amino-—
acilazt, ée az eldzbekben ismertetett médszernél lényegesen muns
kaigényesebb. A liofiliz4lt termék fajlagos akbtivitdea mindSezm
gze 4640 egység/mg.
; A Blochem. Z, 336, 162 /1962/ szakcikkben ismertetett el-
Jardgsal igen tiszta 715 686 egység/mg fajlagos aktivitésu/
aminoacilézt lehet elkiiloniteni sertésvese vizes extraktumibdl,
Az elj4rds héitrinya azonban az, hogy kilenc hosszadalmas, idé-
és munkaigényes elkiilonitési és tisztitasi miiveletet igényel.
: A Blochimija 22, 838 /1957/ kdzleményben ismertetett elja-
régban kiindulédsi anyagként sertésvesébdl készitett acetonport
hasznilnak fel, Az acetonport foszfatpufferrel extrahiljik, az
extrakbtumot két lépésben amméniumszulfiattal telitik, és a kapobh
azuazpengiét dializ4ljdk. A dializis utén kapott oldatot 5 per=-
ci% 60 CY-on hékezelik, majd két lépésben telitett amméniumszul-
fit-oldattal frakeionaljak. A képzéddtt csapadék vizes oldatit
i1smét dializ4ljak, majd az oldatot kétlépéses acetonos frakcio-
hildgnak vetik ala., Az utolsd frakciondlAsi lépésben kapott oama~
padékot vizben oldjék, az oldatot desztill4dlt vizzel szemben di=-
aliz4ljak, végiil fagyasztva ezéritjék, Ezzel az eljirdesal,amely
12 miiveleti 1lépésbdl 411, kdriilbellil 15 000 egység/mg ekbivita-
#u termék 4llithaté eld,

i Az ismert eljirédgok kdz8s hatrinya tehit az, hogy az aminos
Bcllizt gyenge vagy kozepes tieztitdsi hat4sfokkal szolgiltat-
gék, és megfelelden tiszta termék c¢sak bonyolult /9-12 tiszti-
b4si 1épéebdl 4116/ milveletsorral 4llithaté elé.

A talédlminy értelmében az ismert médezerek e hatrinyait kiw
iigz6bblve olyan -eljirdst kivanunk biztogitani aminoacilaz el-
iilonitégére, amely kisszému, egyszeriien végrehajthaté miiveleti

lépést igényel, és nagy fajlagos aktivatisu terméket szolgéltat
} Kieérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy ha a sertésvese
vizes extraktumat hdkezeljiik, centrifugdljuk, a feliiluszét va-
lamely egyértékii kation szervetlen savval képezett séjaval te-
Litjiik, a kapott szuszpenziébél elkiilénitjiik a csapadékot, majd
a csapadék vizes oldatét vizzel ezemben dializ&ljuk, és az igyf
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képz8ddtt oldatbdl elkiilonit jik a terméket, korlilbeliil 3000-
--3800 egyaég/mg fajlagos aktivitdsu enzimporhoz Jjubunk, amely
tovabbi tisztitie nélkiil kozvetleniil felhasznialhatd immobili-
z4lt aminoaciliz el8allitdsdra. Abban az esetben, ha az igy ka=-
pott enzimport kétlépéses kromatoﬁréfiés tigztit4gnak vetjuk
ald, kdriilbeliil 15 000 egység/ug fajlagos aktivitisu enzimké-
gzitményhez jubtunk. Ezzel az eljirdssal tehit, amely mindbesze
harom elkiilbnitési éz két tieztitisi miiveletbsl 411, rendkiviil
tiszta enzimkészitményt 4llithatunk eld. Meglep® médon azt ta-
pasztaltuk tovabb4, hogy ezzel az eljarassal olyan emlésvesék-
bél /példbul szervasmarha-, 1l6- vagy nyulvesébSl/ is kivald e-
redménnyel kiillénithetiink el nagy %isztasigu aminocacilézt, ame-
lyek az enzimet lényegesen kisebb koncentricidban és tébb bal-
lasztanyaggal szemnyezve tartalmazzik, mint a sertésvese.

A taldlminy targya tehat Javitott eljaris aminoaciliz en-
zim elkiilonitésére emlOsdk veséibsl., A talalminy értelmében ugy
jarunk el, hogy az Onmagaban ismert mdédon eléillitott vizes em-
1égvese-extraktumot 5-15 percig 60-80 C°-on hékezeljik, a hdke=
zelt elegyet centrifugaljuk, a felliluszbhoz literenként 200-
-300g K A A1talinog képletii sbét adunk - ahol K egyvegyértékil

kationt jelent, A valamely szervetlen sav anionjit jelenti, és
x egyenld az anion vegyértékével -, a kapott szuszpenzidt cent-
rifugiljuk, az elkiilonitett csapadékot vizben oldjuk ég vizzel
szemben dializaljuk, majd kivant esetben a dializalt oldatot,
illetve az oldatbdl elkuldnitett enzim 6,5 ée &,5 kozotti pH-
-értékii pufferoldattal készitett oldatiat anloncserés kromatog-
r4fidnak vetjik ald, végll kivant esetben az anioncserés kroma-
tografia coran kapott aktiv frakcidkat, illetve az aktiv frak-
cidkbél KA 41talanos képletii séval végzett kicsapdseal elkiilo-

pitett enzim 6.0 és 8,0 kdzdtti pH-értéki puffercldattal készi-
tebt oldatat gélkromatografisnak vetjik ala egy olyan gélsziirén
ahol a frakcionilisi molekulagzly~tartominy felsé hatara 70 000-
nél nagyobb érték, és a terméket a fent ismertetett médon vala-
mely K A 4ltaldnos képletii gbéval kicsapjuk az aktiv frakcidkbiél

A talalminy szerinti eljirés eled miiveleti lépésében a vi-
zes,emlésvese—gxtraktumot 5-15-percig 60-80 CC-on /elénydsen
10 percig 70 C”-on/ hdkezeljlik., Ezzel a hlkezelési miivelettel
az elkiilonitendd enzimet kigérd fehérjék legnagyobb részét de-
natur4ljuk. A denaturilt fehérje nagyfeliiletii csapadék formi-
jhban valik ki a vizes oldatbol, ée deritd hatédsa révén az ol
datban maradt szennyezlanyagok nagy részét is magival ragadja.
Ezzel a ténnyel magyarizhatd, hogy a taldlminy szerinti eljaras-
gal'mar az elsd hirom elkiilonitési mivelettel /hbkezelés, kicsa-
pés, dializalie/ megkdzelithebjilk azt a tisztibisi hatésfokot,
ameiy a J. Biol. Chem. 194, 455 /1952/ kdzleményben ismertetett
modszer szerint csak ha¥ elkiilonitési miivelettel érhetd el.

A denaturilt fehérje elkiildnitése utin kapott vizes oldate
b6l 200-300 g/1, elénydsen 250-280 g/1l, célgzeriien 260-270 g/1
KXA f1ltalinos képletii gbval kicsapjuk a nyers enzimbartalma

serméketb. KXA 41ltalénos képleti gdéként célszeriien emméniumgzul-

f4tot hagszndlunk fel, azonban egyéb sdkat, igy példiul natrium-
kloridot vaegy amméniumkloridot is alkalmazhatunk. A kivalt csa-
padékot vizben oldjuk, és a vizes oldatot Gnmagiban ismert mé-
don vizzel gzemben dlalizadljuk.

4 dializAlt oldatbél kivéint esetben Onmagukban ismert méd=
gzerekkel, pléddul liofiliz4léssal, porlasztva szhritdssal vagy
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beparléssal elkiildnithetjlik az e%zimtartalmu terméket. Az igy

kapott enzimbartalmu termék 37 CY-on mért aktivitisa 3000~3600

egység/mg, ami kdriilbeliil 20-25-gz6r6s tisztitdsi hatisfoknak

felel meg. Ez a termék tovabbi tisztitds nélkil kozvetleniil fel-

%aaznélhabé példaul immobilizilt enzimkészitmények eldallitasa-
0Z.

Amennyiben a fentiek szerint kapott nyers terméket tovabb
kivanjuk btisztitani, a szilard enzimtartalmu anyagot nem gziik-
séges feltétlenll elkiildnitenlink a diasliz4alt oldatbdél. A diali-
z4lt oldatot -~ adott esetben a pH bedllitiza utin - kdzvetle-
niil felvihetjlik az anioncseréld oszlopra. Anioncseréld anyag-
ként elbnydgen Sephadex kereskedelmi nevil gyantiakat, példiul
DEAE-Sephadex A-50-et hasznilhatunk fel. Ha az ioncserésg kroma-
tografia coran szilard enzimtartalmu anyagbdél indulunk ki,ezt
az anyagot pufferoldatban /példaul 0,05 mbélos kaliumfogzfat-
~-pufferoldatban /pH = 7,0// oldva visszlik fel a gyantaoszlopra,
A gyantaoszlopot ugyanezzel a pufferoldattal hozzuk egyensuly-
ba egy elbzetes miiveletben. A gyantaoszlopot eldnydsen nitrium-
kloridot /célezeriien 0,3 mél natriumkloridot/ tartalmazdé 0,05
m6élos kdliumfoszfat-pufferoldsttal /pH = 7,0/ eluiljuk, eluald-
gzerként azonban mis, megfeleld ionerdsségl sdoldatot is fel-
hasznialhatunk.

Az anioncseréld oszlopot elhagyd akbtiv frakcidkat egyesit-
juk, majd az aktiv frakcidkbol kivant esetben a fent ismerte-
tett kicsapisos milvelettel elkiilénitjiik az enzimtartalmu termé-
ket. A kicsapishoz 1 liter oldatra vonatkoztatva rendszerint
200-300 g, elénydgen 250-280 g, célezeriien 260-270 g K A alta-

lénogz képletil sét /elényéseg amméniumgzulfitot/ hagznilunk fel,
Az elklilonitett termék 37 C--on meghatarozott fajlagos aktivi-
t4sa 6000-6600 egység/mg, ami a kiindulisi extraktumhoz vigzo- -
nyltva kdriillbeliil 40-45-gz0rbs tiszbtitasi hatisfoknak felel meg.
-Amennyiben az enzimtartalmu terméket tovabb kivénjuk tisz-
titani, a szilard enzimtartalmu anyagot nem szlikgéges feltétle~
niil elkiiloniteniink az anioncseréld oszlopot elhagyo akbtiv frak-
c¢ibébdl, hanem az aktiv frakcibkat - adott egetben a pH megfele-
16 bedllitasa ubin - kOzvetleniil felvihet jik a géloszlopra. A
gélkromatografias miivelethez eldnydsen Sephadex kereskedelmi
nevi géleket, példiul Sephadex G-200-at hasznilunk fel. E tisz-
tit4si miiveletben csak olyan géleket alkalmazhatunk, amelyek
frakeiondliei molekulasuly-tartominyinak felsd hatira 70 000~
nél nagyobb érték. Ha a gélkromatografia corin gzilird enzim-
tartalmu anyagb6l indulunk ki, ezt az anyagot pufferoldatban
/péld4ul 0,05 mbloe kaliumfoszfiat-pufferoldatban /pH = 7,0/ old-
va vigszlik fel a géloszlopra. A géloszlopot eldzetesen ugyanez+
zel a pufferoldattal egyensulyba hozzuk. A géloszlopot célsze~
riien 0,05 mdlos kaliumfoszfat-pufferoldattal /pH = 7,0/ elual-
juk, eludldszerként azonban mis hig pufferoldatokat is felhasz=
nalhatunk. A géloszlopot elhagyd akbtiv frakcidkat egyesit jiik,
majd az aktiv frakciodkbol a korabbiakban ismertetett kicsapasog
mbédszerrel elklilonitjik az enzimtartalmu terméket. A kicsapds-
hoz 1 liter oldatra vonatkoztatva rendszerint 200-300 g, elény3-
gen 250-280 g, célazeriien 260-270 g K A 4ltalinos képletii gdét

/e16nydseB amméniumgzulfitot/ hagznilunk fel. Az elklilonitebt
termék 37°-on meghatirozott fajlagos sktivitdsa 15 000 egység/
-/mg korili érték, a termék tisztasdgi foka tehit kivalé.

: A taldlminy szerintl eljarist az oltalmi kdr korliatozhsa
nélkiil az alabbi példakban részletesen ismerbtet jik.
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1. példa

kg tisztitott sertésvesét felapritottunk, majd 2 1 hideg
/++ C -o8/ desztillalt vizzel homogenizaltuk. A homogenizitumot
1 6ra hosazat jeges viafﬁrdében kevertettiilk, majd centrifughl-
tuk. A fellilusz6t 60 C -ra melegitettiik fel, és 15 percig ezen
a hémérsékleten tartottuk, majd jeges vizfiirddben lehiitottiik éa
centrufugiltuk. 4 feliillugzdhoz 280 g amméniumszulfitot adtunk.
E%y éjszakal 4llbe utén a szuszpenzidt centrifughltuk. A csapa-=
dékot kevés hideg /+4 C%-os/ desztillAlt vizben feloldottuk,
deszt11141lt vizzel szemben gémentesre dializaltuk. Dializig u-
t4n az oldatot szirtik, majd liofilizaltuk. Kitermelée: 4,2 g
aminoaciléz. Aktivitég: 1000 Mm¢l N-acetil-I-metionin hidroli-
zige/b6ra/mg fehérje.

2. példa :

1 kg tleztitott sertésvesét felapritottunk, majd 2 liter
hideg /+4 C ~o0s/ desztillalt vizzel homogeniziltuk. A homogeni~
zdtumot 1 6ra hogszat Jeges vizfiird6ben kevertettilk, majd cent-
rifugaltuk. 4 feliiluszdt 80 CO-ra melegitettiik fel s 5 percig
ezen a hémérsékleten tartottuk, majd jeges vizfiird8ben lehiitot-
tilk é3'centrifugiltuk. A fellUluszbhoz 359 g amméniumszulfitot-
adtunk. Bgy éjezakai 4ll4s utdn a szugzpenzidt centrifughltuk.

A csapadékot kevés hidep /+4 CC-o0g/ desztillalt vizben feloldot-
tuk, ég desztillalt vizzel szemben sémentesre dializ4ltuk.Diali-
zig utén az oldatot szlirtiik, majd liofilizdltuk. Kitermelészl,l
g aminoacilédz. Aktivitas: 800 mm¢l N-acetil-I~metionin hidroli-

zise/éra/mg fehérje.

3. példa

8 kg t%sztitott gertésvesét felapritottunk, majd 16 liter
hideg /+4 C ~0s/ desztillalt vizzel homogeniz4ltuk. A homogéni-
zdtumot 1 dra hosgzat Jeges v%zfﬁrd6ben kevertettiik, majd cent-
rifughltuk. A feliiluszdt 70 C -ra melegitettiik fel, éa 10 percig
ezen a hdmérsékleten tartottuk, majd Jeges vizfiirdoben lehlitdt-
tilk, végiil centrifugiltuk. A fellilugzdhoz 2554 g ammdéniumszulfa-
tot-adtunk. Bgy éjszakal 41l4s utan a szuszpenzidt centrifugél-
tuk. A ceapadékot kevés hideg /+4 C°-6s/ desztillélt vizben fel~
oldottuk, és desgztillalt vizzel szemben gdmentesre dializaltuk.
Dializis utén az oldatot sziirtiik, majd liofilizaltuk. Kiterme-
léa: 7,2 g aminoacildz. Aktivitas: 2735 pumél N-acetil-I-metio-
nin hidrolizise/6ra/mg fehérje. ’

4, példa

346 kg _tleztitott marhavesét felapritottunk, mejd 7,2 liter
hideg /+4 C%-09/ desztilldlt vizzel homogenizaltuk. A homogeni -
patumot 1 éra hosgzat jeges vizfiirdében kevertettiik, majd cent~
rifugiltuk. A feliilugzot 70 CO%-rz melegitebttiik fel és 10 percig
pzen a hdméreékleten bartottuk, majd jeges vizfiirdében lehiitdt-
filk é2-centrifugiltuk. A feliilugzéhoz 1234 g amméniumszulfitot
bdtunk; Bgy éjazakai Allde-ubdn s szuszpenzidét centrifugiltuky
A csapadékot kevés hideg /+4 C-=cs/ deszbtillllt vizben feloldot»
tuk, &5 desztillalt vizzel gzemben gbémentesre dializéltuk. Dia-
liz{a utin az oldatot ssziirtiik, majd liofilizaltuk. Kitermelés:
5,4 g aminoaciléz. Aktlvités: 791 mél N-acetil-L-metionin hide
rolizise/éra/mg fehérje.

5. példa

245 kg tisztitott lévesét felapritotbtunk, majd 5 liter hi-
8og /+4 C%-08/ diesztillalt vizzel homogenizéltuk. A homogenizés
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tumot 1 6ra hosgszat jeges vizfiirdében kevertetbilk, majd cent-
rifugélbuk. A fellilugzdt 70 CP-ra melegitettiik fel és 10 per-
clg ezen a homérsékleten tartottuk, majd jeges vizfiirdében le-
hiitottiik és centrifugiltuk. :

A felililugzdhoz 1200 g amméniumszulfétot adtunk. Egy éjsza-
kai 4ll4s utin a szuszpenzidt centrifugaltuk. A csapadékot ke-
vég hideg /+4 C%-0g/ desztillalt vizben feloldotbuk, ég desztil-
141t vizzel szemben gémentesre dializdltuk. Dializie utin az
oldatot szlirtiik, majd liofilizdltuk. Kitermelés: 3,8 g amino-
acilédz. Aktivitas: 319 lpmél N-acetil-I~metionin hidrolizicse/
/éra/mg fehérje. T

6. példa.

3 g, 8 3. példa szerint elkiildnitett sertésvese-aminoaci-
lazt 0,05 mélos kiliumfoszfit-pufferoldatban /pH = 7,0/ oldot-
tunk, és az oldathoz 50 g, eldzetesen ugyanezzel a pufferoldat<
tal egyensulyba hozott DEAE-Spehadex A-50 gyantét adunk. Az igy
kapott szugzpenzidt 3 brdn At jeges vizfilirddn kevertettik,majd
éjgzakin it hiitészekrényben /+4 C%-on/ 4llni hagytuk. Misnap a
gyantat hiromszor 1 liter fenti pufferoldattal mosbuk, majd u-
jabb 1 liter fenti pufferoldatban felvéve egy 5,3 cm atmérdji,
55 cm magas osgzlopba tO8ltottiik. A gyantaoszlopot 0,3 mdl nitri-
umkloridot tartalmazé 0,05 mdélos kiliumfoszfit-pufferoldattal
/pH = 7,0/ eluidltuk 200 ml/éra Atfolyssi sebesgéggel. Az eff-
luenst 100 ml-es frakcidkba gyljtottik. Az enzimakbtivitast tan
talmzad frakcldkat Ogszedntottiik, és az oldathoz 80 g amméium—
gzulfatot adtunk. Kitermelés: 0,7 g aminoacilaz., Aktivitas:
5240 pm6l N-acetil-I-metionin hidrolizise/éra/mg fehérje.

2. példa

A 6. példa gzerint eldillitott enzimszugzpenzidbbl 25 ml-§
/57 mg fehérje/ cenbtrifugiltunk, ég a csapadékot 9 ml 0,05 mbd-
los kaliumfoszfat-pufferoldatban /pH = 7,0/ oldottuk. Az olda-
tot egy, elbz8leg a fenti pufferoldattal atmosott, 2,4 cm atmé-
réji, 43 cn magas Sephadex G~200 oszlopra vittiilk fel. A gélosz~
lopot a fenti pufferoldattal eludltuk 60 ml/éra 4tfolydsi se-
beggépggel. Az effluenst 5 ml-es frakeidkba gylijtdttilk, Az enzim-
aktivitiast tartalmazé frakclékat Cgszedntodttik, és az oldathoz
9 g ammbéniumgzulfitot adtunk. Kitermeléa: 25 mg aminocacilaz.
Aktivit4s: 10 000 mmél N-acetil-I~-metionin hidrolizise/éra/mg
Pehér o. R T e

J; Szabadalmi igénypontok

1. Eljards aminocaciléiz enzim elkiildnitésére vizes emlég-
vese extrakbumgél azzal jellemezve, hogy az extrakbumot 5-15
percig 60-80 C®-on hdkezeljlik, a hokezelt elegyet centrifugil-
juk, a feliiluszbhoz literenként 200-300 g K A 81ltalanog képletit

got adunk - ahol K egyvegyértéki kationt Jjelent, A valamely
gzervetlen gav anionjat jelenti, és x egyenld az anion vegyér-
tékével -, a kapott szuszpenzidt centrifugiljuk, az elkiilonitett
paapadékot vizben oldjuk és vizzel szemben dializéljuk, majd ki-
vint esetben a dializ4lt oldatot, illetve az oldatbol elkiiléni<
tett enzim 6,5 és 8,5 kozdtti pH-értékii pufferoldattal készitetf
oldabtat snioncserés kromatogrifidnak vetjik ald, végil kiving
egetben az anioncserés kromatografia soran kapott aktiv frakci-
Okat, illetve az aktiv frakelékbdl K A 4ltaldnos képletil géval

@ fenti médon végzett kicsaphseal elkiildnitett enzim 6,0 és 8,0
kdz6tt1 pH-értékil pufferoldattal készitett oldatat gélkromabog=~
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r4fidnsk vetjlik ald egy olyan gélszlirén, ahol a frakcionaldsi
molekulaguly-tartominy felsd hatéra 70 000-nél nagyobb érték,
és a terméket a fent igmertetett mdédon valamely KxA 4ltalénos
képletii séval kicsapjuk az aktiv frakcidékbdl,

2. Az l. igénypont szerinti eljarie fo anatosj
azzal Jellemezve, hogy a hdkezelést 10 percig 70 C
zﬁk. ‘ ’ '

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljérés foganatosité-
g1 médja, azzal Jellemezve, hogy K A dltaldnos képletii géként
amméniumszulfétot hasznélunk fel.

tési médja,
~-on végez-

rajz nélkil

“F.k.: Himer 2oltén
Orszigos Taidiményl Hivatal
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