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MEMORIA DESCLLPTIVA
para solicitar
PATENYE DB IWGVELICIOIX
e nu
Es» AdaA
por VEINTE ailos
a nombre de MILES LABORATCORIES, INC.,entidad norteamericana,
estableeida en, Elkhert, Indiena, Condado de Blkhart, Esta-
dos Unidos de Auérica, por:

w Ui PROCEDIMIEETO PALRA LA DURIFICACICH DE AIILOGLUCOSIDASA »

Este invento se refiere a un procedimiento para la
purificacidn de amiloglucosidasa, Més partioularmente, se
refiere a la utilizecidn de materiales ceubladores de io-
nes catidnicos para separar la inpureza de¢ transglucosida-
sa de la amiloglucosidasa,

Le amiloglucosidasa, una enzima que ha sido citada
también ocomo glucamilasa, emzina élueogénica, gluacogenasa
de almiddn, gamme-anilasa y alfa-1,4-glucsno-glucohidrasa,
es un material bien couocido que cateliza la nidrélisis

del almiddu, de las dextrinmss o de la maltosa a dextrosa.
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Parece que esta enzime asyuda en la formacidn de dextrosa
directemente desde el almiddu sin la produceidu de produc-
tos iutermedios, teles como azdeares superiores y dextrinas
solubles, Este enzima es tambien capaz de catalizay ls hi-
drdlisis de los productos intermedios de hidrdlisis de al=-
middn nara obtener dextrosa,

Bs coaocidlo que la amiloglucosidasa es preparada
nor orocedimientos de fermentacidn que gmplean deteraninadas

cenas de aAongos gue pertenecen 8l grupo de »iAsperglillus

nigern y determiiiadas cepas de la especie de wBhizopusgw,

Hongos ilustretivos son los de las especies rApergillus ni-

gerr, nhsgpergillus oryzaer withizopus delemarn nispergillus

phoenicig® y similares,

Se oconoce también que las eepas de nongos gue produ-
cen mniloglucosidesa producen tembién otras engzinas, tales
como transglucosidasa. ©Da transglucosidase active la for-
macién, particuiarmente & partir de maltosa y glucosa, de
carbohidratos no fermentebles, Cuando la transglucosidasa
estéd presente como un contaminante en la amiloglucosidasa
empleada para aidrolizer el almiddn = dextrosa, se obtie-
nea readimientos mds bajos e: dextrosa que si estuviese
ausente la transglucosidasa, La prescncia de transgluside-
sa en las prenaraciones usnales ce amiloglueosidasz ha si-
Co reconocida generalmente y se han desarrcllado conside-
rables trabajos pare reducir y eliminar sustancislrmente la
impureza de transglucosidasea en la amiloglucosidass,

Los uétedos de la téenica muterior para sesarar
transglucosidess de amiloglucosidase hay ermpleado arcilla,
gilicato meguésico sintético, tierra de batdn, y materieles

cambizdores 8e icues anidnicos para adsorber selectivamente
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la transglucosidase. Generalucate, estos métodos implica-
ban la adsorcidu de tods la amiloglucosidasa y la transe
gluoosidesa con elueidn selective de la amilogl ucosidasa
en una forme purificada, Dichos métodos de »Adsorocidn-elu-
i bn» son complejos y no son completamente satisfactorios,
Se ha empleado tembién la precipitacidu selectiva. Ninguno
de los métodos de purificaeidu de lz tecuica auterior se-
pard todas las Impurezes de transglucosidasa, Tewbién los
métodos de purificecidu de la tecnics aunterior implicaban
generslmelite una pérdida de amiloglucosidasa,

Es un objeto del presente inveato crear un proce-
dimiento que separs todes las cautidades detectables de
transglacosidass de amiloglucosidass,

Otro objeto de preseste inveuto es crear un proce=
dimiento simple pera sepsrar transglucosidesa de amiloélu—
cosidasa,

Otro objeto més es crear unm procedimiento pera la
purificacibn ée amiloglucosidasa que hace miuimas las pér-
didas de emiloyglucosidass,

La figura 1 es uus gréfica de densidad de un oroma-~
tog:ama electroforético obtenido a pertir de una amiloglu-
cosidasa de técnica anberior que coutenfs una impureza de
transglucosidesa,

La figura 2 es une grifica de densidad de un croma-
tograma electroforético obtenido a partir de amiloglucosi-
desa tratada por el procedimiento del preseste invento,

De acaerdo con el presente iuvento, un ﬁaterial cam~
biador de iones ocetidnico es puesto en contacto con una so-
luoidn de amiloglucosidase que contlene impurezas de trans-

glucoslidasa para adsorber selectivenente la impureza de

-3 -
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transglucosidasa por el material cambiador catidnico sin
adsorber ninguna cantidad apreaiable de amiloglucosidasa,
listo se efectua convenlentewente por el simple procedimien-
to de hecer ciroular una solucidn acuose de smiloglucosi-
dassa que ocontiene une impureza de transglucosidase z tra-
vés de un lecino de material csmbimdor de iones catidnico

y retirar del lecno la solucidn de amiloglucosidass asi
purificada, La transglucosidase queda atras en el lecho,
Alternativamente, se puede introducir material cambiedor
de iones catidnico en una solucidn de amiloglucosidase, se
puede dejar reposar hesta que la impureza de transgluco-
sidasa es edsorbida y entonces el meterial catiduico que
gontiene la lupureze de transglucosidasa puede ser separe-
do, si se desea, de la amiloglucosidesa. Este procedimien-
to separe todas las centidades detectables de impurezes de
transglucosidesa de la amiloglucosidasa con pérdida mini-
ma en amilozlucosidass,

BEl procedimiento del presente iavento es dtil para
purificar amiloglucosidasa en diversas formas, Puede esgtar
en la forma de cultivos totalmente aguosos y de cervezas
de ferwentacidn eonocidas en la técuica, Puede estar en
la forwa de waterial sscado gue &8 disuelto eubonces en
medios acuosos para su ubilizacidn en el presente procedi-
miento. La concentraocidn de amiloglucosidasa en la solu-
eidn aocuosa no es ceritiea, Tal como es conocido en la teo-
nica, soluciones diluidas regueriran grandes centidades
de materiel liguido = tratar eon el fin de purificar una
caatidad dede de smiloglucosidasa, Ies soluciones mds
conceatradas posibilitarsu purificar una cantided dada

de amiloglucosidasa con menos esfuerzo y en un periodo de

uq.;-
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Los naterisles combiadores de ioues cationicos dti-
les cii este wuevo procedimiento estan nreferiblemente en
uaa forma sdélida, Son preferidas las formes sblidas, tales
como resinas sélidas, ya que proporcioinza uua fase separada
y son facilmente separades de las solucioines de amiloglu-
cosidasa purifiocadas, Estos materiales sdlidos son utiliza-
dos eun forne grenular de temeaiic conveilente de forma gque no
cresn une resistencis sustencisl e la circulscidn del flui-
do a través de un lecno relleuo de los materiales, Dichas
consideraciones son bien conocidas en la téenica. Los ma-
teriales cambiadores de iones cationicos som bien conocidos
y estan disponibles comercialmente desde diversas fuentes.
Méteriales cembiadores de cationes deidos caramcteristicos
y su preparacién estan deseritos, por ejemnlo, en las pa-
tentes USA 2.340,110; 2,366.007; y 2,68L,320, Tales mate-
riales puedein consistir por ejeaplo, en estireno-divinilben-
ceno polimerizado que counbtiene lugares o puntos reactivos
cambladores de iones. Pueden ser empleados también otros
materiales tales como resines de fenol-formaldenido, polies-
tireno y derivados de carbdn que contienen los lugares reace
tivos spropiados, En los meteriales cembiadores de cationes
fuertenente deidos Los lugares reactivos son geperalmente
grupos de deido sulfénico, En los materiales cambiazdores
de cationes de acldez intermedis los Llugares reactivos son
generslmeute -rupos de doido fosforieo, En los meteriales
cambiadores de cationes debilmente écidos, los lugares reac-
tivos son geuerslmente grupos de deide carboxilico. Las sa-
les dé los antoriores gruapos deidns, teles como las sales

de sodio y de potzsio, pueden ser empleadas tanbién como
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lugares reactivos en los materiasles cambiadores de iones

cationicos, Otros materizles cambiadores de iones cabio-
nicos dtiles en el preseunte invento son la carboximetil-
celulosa y el fosfato de celulosa deseritos en la J, Am,
Chem, Soo. 78, 751-786 (1,9B6),

Neterieles carbiadores de cationes fuertemente dci-
dos dtiles en el preserbe invento son vendidos bajo las si-
guientes marcaes registradas ilustrativas por los suminis-

tradores indicados:

Grupo reectlvo lerca registrade Suministrador
Salfonico Dowex 50w-x-8 Dow Chemical co,
Sulfonieco Amberlite 200 Rohm snd Heas Co,
Sulfonico Amberlite IR - 120 Rohm and Heas Co,
Sulfonico Permutit Q The Permutit Co,
Sulfonieo Zeo~-Kard Tne Permutit Co,
Sulfonieco Naleite HCR National Aluminate Co.
Sulfonico Nalcite HGR Nati;nal Aluminate Co.
Sulfonico Nelecite HIR National Aluminate Co.

Un material cambiador de ceationes de acidez inter-
media dtil en el presente invento es vendido bajo la siguien=
marca registrade ilustrativa por el suministrador indicadot

Grupo reactivo Jarea registrada Suministrador

Fosforico Duolite C-65 Chemical Process Co.
Resinag canbiadoras de cationes debilmente dcidas

Utiles en el presente invento son vendidas ba jo las siguien-

tes marcas registradas ilustrativas por los suministros in-

dicados:
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Grupo reactivo liaroe registrada Suminigtrador
Carboxilico Amberlite I&HC-50 Ronm aund Haas Co,
Carboxilico Permutit H~70 The Permutit Co,

Los materiales ca=biadores de iones cationicos deberan
ser purificados apropiadacente y puestos en la forma reac-
tive deseads antes de su utilizacidn en el presa te pro-
cedimiento, Los materiales que son suminisirados en la
forma de doido libre son dejados reposar en contacto con
agua destilada o desionizada a la temperatura ambiente
durante varias horas eon el fin de sepsrar cuslguler co-
lor u otro material lixiviable, Eubtonces el mabterisl es
lavado varias veces con agua destilada, es filtrado y uti-
iizedo, 51 se deseavun valoxr de pH dcido particular para
el materisl, el material es tratado con un doido tal oomo
deido clorhidrico, y es lavado después con &gua dest ilada
hasta que se obtiene el pH deseado., Entonces es utilizado
¢l materisal catidénico., Los materiales que son suministra-
dos en la forma de sal, tales como la sal de sodio de ma-
terisl cambiador de iones de dcido sulfénico, son también
lavados con agua destilzda paras seperar el material de
color u obro material lixiviable y son tratados sntonces
con dloalis, tales coxzo hidrdxido sdédico, y lavados con
agua haste que se obtiene el piH deseado pera los materia-
les cationicos. Entonces estos son utilizados en el pro-
cedimiento del presente invento.

Segin purifica el msterial cambiador de iones ca~
tidnico a la amiloglucosidasa, resulta cargado con la
impureza de transglucosidasa y disainuye el nimero de

lugares reactivos dtiles, Entonces éste debe ser regene-
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rado para naeve utilizacidn. Ias formas de 4eido libre de
materiales cambiadores de iones oatidnicos son regeneradas
generslmente tratandolas con un dcido tal como 4eido olor-
hidrico y lsvaudo entonces el materisl pare separar la im-
pureza de transglucosidasa. Entonces el material es ajus-
tado al pH apropiado tal comno se describe anteriormente

y es nnevamente utilizado, Ies formas de sal de meterie=
les canbiadores de iones catidnicos son regeneradas gene-
relmente tratandolas con un 4loali tal como hidrdxido sé-
dico, y lavando entonces el meterial para separar impure-
zas, Entohces el material es ajustado el pH apropiade tal
como se describe anteriormente y después es utilizado de
nuevo, Cuando los cambiadores de iones cationicos sou regs-
nerados apropiadamente tal como es bieu conocido en la tec~
nica, pueden ser utilizados de nuevo indefinidamente ya que
no son consumidos durante el proceso de separer la impure-
za de trausglucosidasa de amliloglucosidasa,

La capacidad de los materiales cembiadoxes de iones
catidzicos para la separacidn de impureza de transglucosi-
dasa de amiloglucosidasa variard para cada material parti-
cular, Ests capacidad puede ser determinads experimental-
mente para cada material por métodos bien conocidos en la
teonica,

Las condiciones del procedimiento para llevar a cabo
8l presente invento no son estrechamente ceriticas o deci-
sivas. Se pueden emplear temperaturas de aproxidamente 020
& aproxiuadamente 60eC, 4 temperaturas por debajo de apro=-
ximademente 02C laes soluciones de amiloglucosidasa tende~
ran a congelarse. A temperatura por encima de sproximada-

mente 602¢ la amiloglucosidasa resultaréd inactivadas, Pre=-
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feriblemente, se emplean temperaturas desde aproxihadamen~
te 209C hasta aproximadamente 309C, El procedimiento se
puede llever también & csbo bajo valores de pH desde apro-
ximedanente 4,5 hasta sproxinzdamente 9,5, Se emplea prew
feriblesente las condieiones de presidu atmosferica pero

ge pueden utilizar si se desea presiones por encims y por
debajo de la atmosférioa, sin veubajas materiales. EL tiem-
po de conbacto entre la solucidn de amiloglucosidasa y é
meterial csmbiador de iomes catidnico es gobernado por el
tiempo requerido pera que la solucidn de amiloglucosidasa
pase & través del lecho de materiel cambiador de iones oa=-
t1dénico granulado, Dicnos tiempo de reaceidn no son decisivos
o eriticos en este procedimiento.

’ El proocedimiento del presente iaveato separa trans-
glucosidasa de amiloglucosidasa con pérdidas minimas de
amiloglucomidasa, Se crean métodos para detemminar el oon-
tenido en smiloglucosidasa (definido en téxmino de unida=-
des de actividead por ml) del material de partida y del ma-
terial purificado para medir la recuperacidn de amiloglu-
cogidasa, La separacién de trainsglucosidasa es determina-
da incubando una solucidén de msltosa con la amiloglucosi-
dasa purilicada por el presente procediuniento y midiendo
la actividad dptica (rotacidn especifica) del producto re-
sultente, Bste valor de rotacidn especifica es comparado
entonces con el valor de rotacidn especifica obteunido in-
oubando una solueidn de maltosa con amiloglucosidesa que
no ha sido purificada por el presente procedimiento, El
valor de rotacidn especifica obtenido con material puri=-
ficado serd wmenor que el velor de rotseidn dptica obteni-

do con el material no purificado. Cuanto mayor sea el valor

-9 -
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de rotecidn especifica de cuslquier mueétra dada, taato ma-
yor serd el contenido en transglucosidasa,

Estos metodos de determinazcidn se describen segnida-
mente:

Actividad de amiloglucesidasa. Se prepara una sola-

0idu acuosa gue contiene 4,0 g de almiddn soluble {base exen=
te de humedsd) y u,6 ml de tempdn de acetato 1,1 M, pH 4,2,

por 100 wl. Exectamente 50 ml de la solucidn de almiddn tam-

" ponsda son introdicidos con pipeta eu ua frasco volumetrioco

de 100 ml y sou equilibrados en un bafio de agaa a 602 ¢ du~
rante lo minutos. Entonces se ailade y mezola 1,0 ml de solu-
oién de enzime, apropiadamente diluida de menera gue aparece-
r4 ung nidrolisis del 20 a 30 % duraate el periodo de incuba-
oidn. Despuds de exactamente 60 minutos de incubacidn ea el
baiio de agua a 602 §, la solucidn es gjustada a un punto fi-
nal de fanolftaleins Ge color rosa afadiendo hidroxido sddi-
co 2 I, La solucida es enfriada entonces a la temmeratura
ambieute y es diluida en volumen con agua destilada., El aza-
car reductor, ecalculado como dexbrosa, es determinado sobre
la maestra diluida y sobra wua solucidn testigo tratada de

la nmisme manera pero sin enzime aiiadide, por el método Scnoorl
o similares, Ia actividad de amiloglucosidasa es galouleda

a partir de la férmula:

A=8-B en la que
E
A = actividad de emiloglucosidasa, unidades por ml de prepa~

racidn de enzima,

&>
l

Azdcares reductores en la muestra tratada con enzima, gra-
hos por 100 ml de muestra diluida.

D = Azdcares reductores en muestra testigo, g por 100 ml de

-« lo =
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muestre diluida,
B = Cantided de enzima ubtilizada, ml por 100 de maestra di=~
Inida,

Motivided de transglucosidasa,- Se prepara una solucidn de

mal tosa disolviendo 100,0 g de maltosa guimicamente pura en
aguz destileda y dlluyendo wasta 500 nl. Una poreidn de 50,0
ml de esta solucida de maltosa al 20 4 e peso (i p/v) es
colocade entonces en un frasco o watraz de 100 ml y es dilui-
da hasta 100 ml con asgua destilada. Al frasco se siladen S uml
de tampdn de ecetato 1,0 I, pH 4,0. Despuds de mezolar, Se
afisde una caantidad de preparaciéa de enzima que coilfiene 5,0
unidades de asctividad dg emiloglucosidasa, EL frasco es colo-
oaQO en un bado de agua a 602 C y es caleitado durante 48.:ho-
ras, Al final de este periodo de incubgcidn, se mide la rota-
cidn éptica de la solucidn de azucar por téenicas bien como-
cidas. Cuanto meyor sea la rotecidn especifica medida a 250

¢ Aa(/%ﬁ , btento mayor serd la actividad de transglucosidasa
o el contenido de la preparacidén de enzima gue en emsayada.

El presente invento seré desorito més auu en los

giguientes ejemplos ilustrativos,

Bjemplo 1.- Una porcidn de v0 ml de material cambiador de

iones catidnico Duolite C-6% en la forms de éecido fosforico
libre fué colocada en un tubo de vidrio vertical de 2 cm.
de diametro interior. El material catidnico estaba sbportado
de una marera coavencional, EL material caetionico fué lava-
do nasta un pH de 4,:, Una muestra de 930 ml de solucidn
acuosa de amiloglucosidasa que contenis una impureza de
transglucosidasa fue necns pasar hacia abajo bajo la fuer-
ze de ia gravedad & temperatura ambiente a través del leecho

cambiador de iones relleno y fue recogida en 21 fraceiones

- 11 -
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cada una de sproximadamente 45 ml, La solucidn de amilo-
glucosidasa fue obtenidm & partir de una fermentacidn de
masa de maiz aouosa con une cepa de hongo del grupo »Asper-
gillus nigexw, Bl filtrado de esta fermentacién fue dtili~
zado, Anélisis de partes aliocuotas de las éoluoiones trata-
das y no tratadas de smiloglucosidasa indieceron una reoupe-
racidn de 91,34 5 de la aotividad de amiloglucosidasa en el
producto purificado. La actividad de transglucosidasa fué
medida sobre el material de partida no tratado y sobre cada
una de las 21 fracciones de producto. La rotacién espeecifi-
oe Gel material de partida era de /ok/%b = &5,4., La rota-
0idn especifica de las fracciounes de producto era de 53,8,
Esta reducoldn significativa en la rotasidn dptioca del pro-
ducto indica una separacién saustancial de impureza de trans-
gluocosidasa,

Se indicd la purificacidn de otra-manera. luestras
de solueciones purifiocadas y no tratadas de amiloglucosidasa
fueron sometidas a electroforesis en papel a 250 voltios
dursnte 2 horas & una corriente de 0,6 miliamperios/em de
aneno, en la presencia de tempda de veronal a un pH 9,6 y
una concentracién ionica de O,1. Se hicieron entonces grafi-
sas de densidad de los oromatogramas electrofordticos re-
saltantes., Ia figura 1 muestres la gréfica de densidad obte-
nids & partir del material de partida no tPratado, La ocanbi-
dad relativa Qe proteina (enzima) presente en una posicidn
dada es representada graficemente en funcidn de la posicidn
8 lo largo del crometograms en pespel. La posieién neeron
mostrada sobre el ¢je de aboisas indica el punto de inser-
0idn de la mezcla sometida a electroforesis, La curva a la

izguierda de la poeieidn roeror muestra el desplazamiento

- 12 -
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0 migracidn de los componentes de la mezcla bajo la influen-
cla del campo electrico. ia preseucia de trausglucosidasa
6554 indicada por la albura de la curva en la posieida 10,

L amiloglucosidasa estd indicada en la osieidn 12. La fign-
ra 2 muestra la grafica de densidad obienida a partir del
material purificado. Mo hay transglucosidasa detectable y la
poreidn de amiloglucosidasa de la carva es sustauolalmente
identica a la de la figara 1 indiocando un camblo minimo en
la actividad de amiloglucosidasa,

Ejemplo 2,- Una poroidn de 5C0 ml de material cambiedor de
iones cationico Amberlibte 200 eu la forma de écido sulfonico
libre fue colocada en un tubo de vidrio vertical de 4 om, de
didmetro interior, Ll materisl cationico fue lavado hasta un
pi de 4,0, Una poroidn de ¢,500 ml de solucida acaosa de ani-
loglucosidase preperads como e ei ejemplo L fué hecha pasar
hacia abajo & trevés del lecno cambiador de iomes relleno y
fué recogida eu fracciones de 250 ml, ILa recuperacién de
anlloglucosidasa ers del 93,< ﬁ. Iz aebividad de transgluco-
sidasa eq el materiel de partida fué indicada por una rota-
elén dptica de 55,5, La rotacidu Sptioca media de las fracoio-
nes 1= 12 recogidas fué de 54,6 lo cual indied una separa-
eidn significativa de transglucosidasa por tratamiento de
cambio de iones. El material cationico resultd completamente
cargado despuds que se recogid la fraccidn wimero 12 y las
fracciones subsiguientes tenian igual actividad de transglu-
cosidasa que el materisl de nartida., Tl liguido de las frac-
ciones 1 a 12 {5.000 ml) fué evaporado j counceatrado hasta
600 ml, El concentrado contenla 25,0 unidades de amilogluco-~
sidasa por ml para une reouperacidn total durante la concen~- 7

tracidn de 97,2 4, La rotacidn especifica del conceisrado

- 15 -
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era de 54,2 indicando que incluso en una forme comeentra-
da la actividad de trensglucosidasa estd susbtancialmente
por debajo de la de la solueidn de enzime originsl sutes
del tratamiento de ?ambio de iones.,

Ejemplo &, Una porcidn de 500 ml-de material cambiador

de iones catidnico Amberlite IRC 50 en la forma de dcido
carboxflico libre fus colocada en un tubo de vidrio verti-
cal de 4 om de didmetro interior y fue lavada hasta un pH
de 4,%. Une porcidn de 6.500 ml de solucidn acuosa de ami-
loglucosidase preparada como en el Ejemplo 1 fue hech# pa-
sar haoia abajo & través del lecho relleno y fue reoogida en
fracoiones de 250 ml, La recuperacidn de smiloglucosidaesa
fue de 100%. La rotacidn fptica del material de partida fue
de 56,5 mientras que la rotacidn 6ptica media de fraccio-
nes de producto fue de 54,5 inilcando una separacién sus-
taneial de t;ansglucosidasa. Una porcién de 4,200 ml del
producto purificado fue evaporada haste 700 ml. El concen-
trado tenfa wna rotacidu dptica de 54,5 que estd muy por
debajo de la solucidén de enzima original antes del trata-
miento de intercembio de iones, Hubo una reocuperacidn de
1005 de la amiloglucosidasa durente esta concentracidn.
Ejemplo 4. Une poreidn de 100 ml de materiel ocambiador

de iounes catidnicos Amberlite 200 en la foma de €eido sul-
fénico libre fue colocada en un tubo de vidrio vertical de
2 om de dlametro interior y fue lavada nssbta un pH de &,Q.
Une poreidn de 500 ml de solucidn acuosa de amiloglucosi~
daga preparada como en el ejemplo 1 fue hecha pasar haocie
sbajo a trevés del lecho relleno y fue recogida en fracecio-
nes de 14 ml, La recuperacién de amiloglucosidasa fue del

93, 5%, Le rotaeidn dptica del materisl de partida fue de

- 14 -
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55,1 mientras que la rotacidu éptica media de fracciones

de produoto fue de 53,5, indiceundo una separacidn sustan-
cial de transglucosidasa,

Ejemplo 5, TUna poreidn de 100 ml de material cembiador de
iones cationico Amberlite I.R.C. 50 en La forma de sal sb-
dice fue colocada en un tubo de vidrio vertical de 2 em ds
dianetro interior y fue lavadsa nasta un pH de 7,5, Una por-
olén de €00 ml de solucidn acuose de swiloglucosidesa prepa-
reda como en el ejemplo 1 fue necaa pasar nacis abgjo a tra-
vés del lescino relleno y fue recogida en fraceiones de 20 ml,
La recuperacién de amiloglucosidasa fue de 92,3%. La rota-
oidn dptica del material de partida fué de 5,4 mientras

que 1la rotacidn éptica media de las fracciones 1 & £0 in=
ciusive era de £4,%, iudicando una separacidn sustanecial

de transglucosidass.

Ejemplo 6,  Una poreidu de 100 ml de waterisl cambiador

de iones cationico Amberlite 200 en la forma Ge sal sddice
fue eolocada en un tabo de vidrio vertical de 2 cm de dia~-
metro interior y fue lavada hasta un pH de 9,5. Una poreidn
de 500 ml de soluoién scuosa de amiloglucosidasa preparada
somo en el ejemplo 1 fue hecha pasar hacia abajo a través
del leono relleno y fue recogida en 35 fracciones de 14 ml,
Le reoupexacién de smiloglucosidasa fus de @proximedamente
925, La rotacidn dptica del materisl de partids fus de 55,4
mientras gue la rotacidn Sptica media de las fraceloznes 1

& 10 inclusive del producto erz de t4,4, iudicando una. se-
paracidn susteucial de tronmsglucosidasa, El msberial cambia-
dor de iones resulté seturado con transgiucosidasa después
de la.recogida de la fraceidn 10, La rotacidn Sptica (media)

de las fracciomes 11 a 30 inclusive ers de £6,3, 1o mismo

"“15"
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que el mmterial de partida, indloando que no hubo separa-
oidn de tramsglucosidasa de estas fraceiones,
Bjenplo 7. Una porciln de 50 ml de material cambiedor de
iones catidnico Duolite C-65 en la forma de sel sbdica fue
colocada en un tubo de vidrio vertical-de 2 cm de diametro
interior y fue lavada & un pH de 7,5, Una porcidn de 869 ml
de solueidn acuosa de amiloglucosidasa preparada como en el
ejemplo 1 fue hecha pasar haeia abajo a través del lecho re-
lleno y fue recogida en fracciones de 4& ml, ia recuperacidn
de smiloglucosidasa fue de 99, 0%, Ia rotacidn dptica del
material originael fue de 55,8, mienbtras gque la rotacidn dp-
tiece media de las fracciones del producto fue de 54,35, in-
dicando una separaciln sustancial de trausglucosidasa,

la téenica enterior ha sugerido la utilizacién de ma-
teriales cambiadores de iones anidanicos para la separacién
de impurezas de transglucosidasa desde amiioglucosidasa.
El siguiente ejemplo deseribe la utilizaciénrde diecho mate~
rial cembiador de iones anidnico: .
Ejemplo 8 , Una poreidn de 100 ml de material cambiador de
iones aaidnico Duolite A~2 {vendido por Chemical Process Com
pany y que contiene un grupo reactivo de fosfato) fue coloca~
da en un tubo de vidrio vertical de 2 cm de didmetro interior
y fue lavade hasta un pH de 6,3, Una poreidn de 485 ml de so-
lueidn acuosa de amiloglucosidasa preparada como en el ejem~
plo 1 fue heoha pasar hacia abajo a través del lecho relleno
¥y fue recogida en fracciones de 50 ml, La columna fue lavada
con agua destilada pare formar un volumen total de efluente
de 50 mi., La recupsraocidn de smiloglucosidasa fue de 92%.
Ia rotacidn dptica del material original fue de 55,3 mientras

que ia rotacidn dptica de las fracoiones era como media de
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55,2, Asf, no hubo seperacidn de transglucosidasa por uh

material cambiador de fones anidnico empleado de esta ma=-
nera,

| Bn resumen, el presente luvento se refiere & la ubi=-
lizacidn de un materisl cembiador de lones catidnico para
separar gselectivemente toda la impureza de transglucosidasa
desde una solueién de emiloglucosidesa sin pérdida o adsor-
eidn epreoiabie de amiloglucosidasa, Como tal, ésté es una
ventaja olara sobre la téenica aaterior, Le purificacidn es
mds completa, la pérdide ea emiloglucosideca €s menor y el
procedimiento es més conveniente, ya que se elimina la elu-

eidn seleotiva para la recuperacidn de amiloglucosidasa.

¥ O T A

Los puntos de inveneidn propia y nueva gque se presen-
tan para que sean objebo Ge esba solieitud de Patente de
Invencidn eu Bspada por VEILYE aflos son los Sigqientes:

19,- Un procedimiento para la purificacidén de ami-
loglucosidasa que comprende ponsr en ¢contacto wi material
ceabiador de iones eationico con uma solueidn de amiloglu-
cosi dagsa gne contiene una impureze de transglucosidassa pa-
ra adsorber seleotivamente la impureza de transglucoslde-
sa por el material cambilador de lones catidnico sin adsor-
ber ninguna cantidad aenpreciable de amiloglucosidasa,

22,- Un procedimiento para la nurificacidan de amilo-
glucosidasa gque comprende hacer pasar uns solueidn acuosa
de amiloglucosidasa que contiene una impureza de transglu-

gosidasa a travds de ui lecho de mabterial ocasmbiador de iones

- 17 -
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cationico con lo que la impureza de transglucosidasea es
separada selectivamente de la solucidn por el material cem-
biador de iones ceationlco con una separaeién minima de ami=
loglucosidasa, y separar después la solucidn acuosa as{ puri-
ficada de amiloglucosidasa desde el material oambiador de
iones cationico que contiene la imbureza de transglucosida-
88,

42,- Un procadimiento seghn la reivindicacidn 2 en
gae el material cambisdor de iones oationico estd en la for-
ma de 4eido libre,

42,- Un procedimiento segin la reivincicacidn 2 en
que el material cambiador de iones cationlco estd en la for-
ma de sal, ‘

58,- Un procedimiento para la purificecidn de amilo-
glucosidasa que comprende pouer en contacto un material ocan-
biador de iomes cationico con wna solucidnw de amiloglucosi-
dasa que coutiene une impureza de transglucosidasa para se-
perar selectivamente la impureza de transglucosidase con
separacidn minima de smiloglucosidasa, separar la solucidn
as{ purificada de amiloglucosidasa del material cembiador
de iones cationico, repetir las anteriores operaciones nage-
ta que el material cembiador de iones cationico resulta sus~
tencislmente saturado con impureza de transglucosidasa, re-
generar el material cambiador de iones cationico para sepa~
rar lz impureza de btransglucosidasa desde dicho material, y
volver a utilizar entonces el material ocembiador de iones
cationico para nueve purificacidn de soluciones de amiloglu-
cosi dasa,

62,- Un procedimiento para la purificacidn de amilo-

glucosidasa que comprende hacer pasar una solucidén acuosa

- 18 -
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de amiloglucosidasa que contiene una impureza de frensglu-
cosidasa a través de un lecho de material cambiador de lones
cationieo con lo que la impureze de transglucosidasa es sepa-
rada selectivaxente de la solucidén por el materisl cambiador
de ilones oationico con separacidén minima de amiloglucosidasa,
Beparar la solueidn acuosa asi purificada de smiloglucosidasa
desde el material ocembisdor de iones cationico que contiene
la impureza de transglucosidasa, regererar el material cam-
biador de iones cationico para separar la impureza de trans-
glucosidasa desde dicho material, y utilizar entonces de
nuevo el material cemblador de iones cationico pare nueva
purificacidn de soluciones acuosas de amiloglucosidasa,

7%,- Un procedimiento para la purificacidn de amilo=-
gldcosidasa.

Tael y oomo se ha desorito eun la Memoria qie antecede
representado en el dibujo que se acompaiia y pera los fines
que se nhan especificado,

Egta llemoria oonste de diecinueve hojas eseritas
a méquina por una sola cara.

Madrid, z 9 ABH 196H

P,

alb déﬂ?ﬁﬂk&/
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