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(54) Zpdsob separace glukdzooxidazy

Vynalez se tyka zplsobu separace glukdzooxiddzy z roztokd ziskanych extrakci plisno=-
vych bunék,

K separaci glukozooxidézy z roztokd se dosud u%ivé zplsob, pFi kterém se glukozooxx-
déza sorbuje na mikrokrystalické fibrilarni celuldze s dietylaminoetylovymi nebo dietyl-
aminohydroxipropylovymi vyménnymi skupinami, ionexovd celuldza se zachycenou glukozoox1-
ddzou se odfiltruje a Cista glukézooxidéza se izolujeveluci.

Nevyhody tohoto zpusobu tkvi predevéim v tom,.Ze vldknita struktura mikrokrystalické
'celulézy je pridinou Spatné filtrovatelnosti a sorpci nelze provaddét kontinualné v kolo-
‘nadch, ale pouze nésadou celulézy do zpracovavaného roztoku, Daldi nevyhodou tohoto zpliso~-
bu je jeho nepfesnost a Spatna reprodukovatelnost,

Uvedené nevyhody odstranuje zpisob separace glukozooxldézy podle vynalezu, jehoZ pod-
stata spo&ivéd v tom, Ze se roztok glukozooxldézy uvaddi do styku s celuldzou v perlové for=
mé s dietylaminoetylovymi nebo dietylaminohydroxipropylovymi vyménnymi skupinami o veli~
kosti zrn 30 aZ 800 wm a zachycend glukdzooxidéza se izoluje ze sorbentu eluci,

vyhodou zplisobu podle vyndlezu je; %e jej lze provadét jak SarZovité nasadou celulézy
do roztoku gluk&zooxidézy, tak i kontinudlné pritokem roztoku kolonou naplné&nou perlovou
celuldzou, Je to umoZndno vlestnosti perlové celuldzy a jejich derivatd, které jsou v po=-
tfebném rozsahu tlakt nestla&itelné a nezplisobuji pbkles pratoku v zavislosti na tlaku,
'Daldi wyhodou tohoto zplGsobu je jeho pfesnost a reprodukovatelnost, Makroporézni charakter
~ perloveé celulozy umoZnuje, na rozdil od fibriléarni celulozy,uplatn;t p*i sorpci nejen
vndjsi, ale i vniténi povrch a perlova celuldza obsahuje vy$si mnoistvi sorpind aktivnich
skupin, tak%e dochazi ke zvy$eni sorpéni kapacity vagi glukozooxldéze.
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Priklad 1 1

v 1 000 ml roztoku glukézooxidézy o aktivitd 4,500/ul 0, ml'1 h-l bylo euspendovéno 2,5 g
DEAE-perlové celulozy obsahujici 2,0 milimol& dietylaminoetylovych skupin v l g prfi velie-
kosti zrna 30 (um, Suspenze byla michana 30 minut p#i 20 % a potom byl sorbent odfiltro-
van, Ve filtratu bylo zjisténo 7,75 % plvodni aktivity. Vedkers sorbovana enzymova akti=
vita byla ze sorbentu eluovdna 1 M roztokem chloridu sodného p¥i teplotd 15 az 20 o,

P¥iklad 2 :

v 1 000 ml roztoku glukézooxidazy o aktivit& 4,500 /ul Ozml'lh'l bylo suspendovéno 10 g
DEAMP-celuldzy obsahujici 2,5 milimolu dietylaminohydroxipropylovych skupin v 1 g pfi ve=-
likosti zrna 30 um, Suspenze byla michana 30 minut p#i 20 % a potom byl sorbent odfil-
trovan, Ve filtratu bylo zjisténo 15 % plvodni enzymové aktivity, Vedkeré sorbovana enzy=-
mové sktivita byla ze sorbentu eluovéna 1 M roztokem chloridu sodného p¥i teplotd 15 a2
20 %, ’

Priklad 3 3

DEAE - celuldza perlova o koncentraci dietylaminoetylovych skupin 2,0 milimold / g byla
naplnéna do sloupce rozmérd 0,9 x 15 cm, Sloupcem byl propoustén roztok glukézooxidazy o
aktivité 4,500 wm O, m~1 p=1 rychlosti 1 mi cm=2¢ min,'l,APfi zjigténg aktivitd 340 ml
02 ml” 1 h"1 ve vytékajicim roztoku z kolony, tj. po pritoku 500 ml roztoku kolonou, bylo
propoustdni zastaveno. Potom byl sloupec promyt vodou a2 enzym byl eluovén 1 M roztokem
chloridu sodndho. V eludtu bylo ziskéno 92,25 % vesdkeré vloZené enzymové aktivity,

PREDMET VYNALEZU

1, Zphsob separace glukézooxidézy z roztokd ziskanych extrakci plisnovych bundk sorpci na
celuldze s dietylaminoetylovymi nebo dietylaminohydroxipropylovymi vyménnymi skupinami,
vyznadeny tim, 2e se roztok uvadi do styku s celuldzou v perlové formd o velikosti zrn
30 az 800 wm, nafeZz se zachycens glukézooxidéza izoluje ze sorbentu eluci,

2, Zpfsob separace podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se roztok glukazooxidézy nechéd proté-
kat vrstvou celulézy v perlové formé.
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