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La presente invencidn se refiefe_a un pro
cedimiento para purificar preparaciones de amiloglucosi-~
dasa, también llamada en lo sucesivo enzima, para mayor
brevedad.

Es corrientemente conocido gue esta enzi-

[ 4 s

ma de origen microbioldgico (también conocida por los nom
bres de glucanilasa, gamma-amilasa y, errdneamente, makti
sa) es capaz de degradar al almiddn, o almiddn prehidroli:

~
zado, formando glucosa. Esta degradacién empieza por el
extremo terminal no reductor de la molécula.

Las preparaciones de esta enzima son recu-
peradas generalmente del liguido de cultivo y/o'del rnate~
rial celular de microorganismos, especialmente hongos,

Son fuentes excelentes los géneros tales como Rhizopus,
Endomyces y Aspergillus. Especialmente, las especies de
Aspergillus, tales como Aspergillus niger, son organismos
muy usados en la industria, debido a gue dan la enzima

con gran rendimiento. Sin embargo, el valor de esta atraé
tiva fuente gueda reducido por el hecho de gue la produc-~
cidn de la enzima deseada esti acompafiada casi siempre

por la formacibn de transglucosidasa no deseada. La ac-
cibén de la transglucosidasa provoca la formacidén de enla-
ces glucosidicos (1-6) a partir de los enlaces glucosidi=-
cos (1-4). Los iso-azficares resultantes, tal como isomal
tosa, panosa e isomzltotriosa, no pueden ser degradados

ya a glucosa por la amiloglucosidasa, o solamente con gran
dificultad (véase, por ejemplo, J. Biol. Chem., 237, 1002,
1962). Asi, el rendimiento de glucosa es reducido por
formacidn de iso-azlicares, al tiempo que, ademds, la cris
talizacidn de glucosa de los hidrolizados de almiddn con-
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centrados es estorbada por la presencia de iso-azlcares.
Finalmente, los iso-azficares reducen mucho el cardcter co
westible de las aguas madres de cristalizados de glucosa,.
por su sabor amargo. Por tanto, estd claro que la presen
cia de transglucosidasa en preparaciones de amiloglucosi-
dasa es muy indeseable. Esta es, sin duda, la razbn mis
importante de que también se usen especies de Riizopus ,pa
ra la produccidn de la enzima, ya gue en ellas no se forQe\
~
ma transgiuccsidasa. Sin embargo, una desventaja de la
produccidn con especies de Rhizopus es que los rendimien-
tos obtenidos son muy bajos, en comparacidn con los de
las especies de Aspergillus. Ademds, el cultivo sumergi=-
do de las especies de Rhizopus es muy dificil, debido es-
pecialimente a la fragilidad del micelio,

Se han hecho diversos esfuerzos para per-
feccionar las preparaciones de la enzima, eliminando la
transglucosidasa. As{, la patente britidnica n2 849,509
describe un método en el que se hace uso de silicatos nag
nésicos sintéticos para la adsorecidn selectiva de la trang

glucosidasa. Una desventaja de tal método es gque se re-
produce hiuy mal.

Seghn la patente EE.UU, ne 3.108.928, 1a
transslucosidasa puede ser desactivada selectivamente tra
tando la solucidn de enzima durante G,5 a 24 horas a un
pH de 9 a 1l. Sin embargo, éste método tiene diversas des
ventajas, ya que los liquidos de fermentacidn contienen
casi siempre algo de azlicares y proteinas no convertidos,

o productos de degradacidn de los mismos, capaces de formar

productos de condensacidn pardos, por reaccidn de Maillard,

a pif de 9 a 11, lo gue constituye un estorbo en la produc-



Lo

10

i5

20

28-5-67

w

cidn de dextrosa. Ademds, para esta purificacidn se ne-

cesitan cantidades bastante grandes de &lcali, debido a

que al final de la fermentacidn el pH se ha hecho general

r

mente bajo, es decir, de aproximadamente 2,5 a 3,5. Fini
nalmente, se forma en el producto final una cantidad con
siderable de sal, cque ha de ser eliminada. durante la pre-
paracién de dextrosa. Es sabido que, en .general, las ep~
zimas son muy inestables en medios mis bien Ffuertemente
écidos, por ejemnlo pror debajo de un pH igual a 2. Una
excepcidn conocida es la pepsina. Sobre la transglucosi-
dasa, se afirma en Chem. Abstracts, 63, 16678a (1965) gque
es también bastante estable en este pil.
Sorprendentemente, se ha hailado ahora un
método para purificar las preparacidnes de amiloglucosida-
sa, caracterizado porgue se incuba una solucidn acuosa de

laz enzima impura, a pH menor que 2,5.

De esta forma se puede desactivar la trans

glucosidasa sin pérdida apreciable de actividad de la ami

loglucosidasa. Este método es sencillo y bharato, debido
a que solo reguiere la adicidn del &cido suficiente para
obtener el pH requerido; cualguier otra adicidn no es
esencial. La cantidad de sal gue se ha de esperar es
apreciablemente wmenor que en la destruccién alcalina de
la transglucosidasa, al tiempo que tiene la gran ventaja
de gue no se forman productos coloreados de condensacidn.
Sorprendentemente,
table a temperatura ambiente, a un pH de aproximadatiente
2, durante mds de 24 horas. El bajo pH deseado se puede
ajustar mediante &cidos fuertes. Desde luego, es condi~
cidn gue ol 4cido no tenga efecto perjudicial sobre la
enzima. Por tanto, son indeseables los Acidos
584

de pronie-

se halld que la amiloglucosidasa es es-
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dades tensoactivas. Los 4cidos usuales son, por ejemplo,
, . 1 S . ’ ’ N I'd . Py f’ s

el Acido clorhidrico, acido sulflirico, acido fosforico,

. P M Y . * ~2 -
Acido citrico, 4cido oxAlico, dcido acético y dcido formi
COa

Las preparaciones de amiloglucosidasa manurac
turadas de esta forwa presentan propiedades muy favorables
s . - ’
en la manufactura de dextrosa a partir de alwmiddn, después
*

de elevar el pH, si es requerido, hasta un valor en el qug

la enzima muestra su wdxima estabilidad. En todas las pre *
naraciones tratadas se observd un perfeccionamiento del
valor D.Us mdximo que se podia obtener, En todos los ca-
sos se pudieron obtener valeres D,U. de 95 a 98,5%.

El método de destruccidn selectiva de la
transglucosidasa se puede aplicar tanto a liguidos de cul
tivo, estén o no en presencia del wmicroorganismo, coumo a
concentrados de la prenaracidn de enzima.

El tratamiento consiste en que se afiade un
dcido al liguido de cultivo, con agitacidén, esté o no en
presencia del organismo productor de la enzima, o0 a un con
centrado del licuido de cultivo, hasta que se haya alcan-
zado el bajo pH deseado. ELl cultivo de la conceantracidn
de enzima se mantiene a este pH durante aproximadamente
de 15 min a 24 horas, segln el valor del pll, preferible-
mente a temperatura menor de 409C. Hay cierta correlacidn
entre el pH aplicado, el periodo de incubacibn y la tempe~
ratura de incubkacidn. La transglucosidasa presente en la
preparacidén es desactivada mds rédsidamente a menor pH y a
mavor temperatura, Desde el nunto de vista técnico, un
pil aproximadamente igual a 1,9 ha resultado ger el uds pro

vecioso. En prinscipio, se puede elegir una temmeratura

. 338445
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incluso menor de 02oC, si se ﬁan toma&o‘como material de
partida preparaciones de amiloglucosidasa muy concentra-
das.

4demis, se ha hallado gue con mayor conceﬁ
tracidn de sal en la preparacidn, como sucede en los cocn~ :
centrados dg enzima, por ejemplo, la desactivacion de la
transglucosidasa y también de la amiloglucosidasa trans-
curre mds ripidamente, de manera gque para evitar pérdidas:

~

de actividad de la amiloglucosidasa, se deben aplicar con
diciones mds suaves, por ejemplo un periodo de incubacién g
més corto, mavor pHro menor temperatura. En el caso de
una concéntracién mayor que C,5 molar, de una o més de
las sales tales como NH4C1, NaCl, CaClz ¥ MgSOQ,.la incu-
bacidn se efectia preferiblemente a temperatura ambiente,
qurante & horas, a pH igual a 2,4,

Si se elige una combinacidn adecuada de
pH, perfodo de incubacibn y temperatura, se puede destruir
mas del 90% de la actividad de la transglucosidasa origi-
nalmente presente, mientras gue la pérdida de actividad
de la amiloglucosidasa es muy baja, es decir, del 5% como
mlximo, Los mejores rendimientos se obtienen efectuando la
incubacidn durante aproximadamente 2% horas, a un pH de
aproximadawente 1,9 vy a temperatura ambiente, si se usan
liguidos de cultivo como material de partida.

Se ha de tener en cuenta que parte de la
pérdida de actividad de la amiloglucosidasa ha de ser atri
bufda a desactivacibn de la transglucosidasa, que también
es capaz de degradar al alwmiddn, como se describe en Arch.
Bioch. Biophys.,_93, %3 (1961), y por tanto contribuye tam

bién a la actividad de la amiloglucosidasa, segin se deter

.. 338445
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Después del tratamiento, la preparacidn
de enzima se puede seguir tratando de forma usual, tras
ajustar el pil a un valor para el que la estabilidad de la,
enzima sea maxima, en general a un pH de 3 a 6, y preferi .
blemente de %4,C a 4,5. Las preparaciones de enzima obte-
nidas de esta forma dan rendimientos nuy altos en la con-
versacibén de almidén a glucosa, por métodos usuales, y .,
ello a un valor D.U. de aproximadamente 98 a 98,5%.
La incubacibn segln la invencidny y a un z
pH de aproximadamente 2,4, también puede tener lugar ya
durante la filtima etapa de la fermentacidn, en la que se
forma la amiloglucosidasa, por ejemplo durante las Glti-
nas 3 horas, bajo condiciones adaptadas lo mds posibfie a
aguellas de la fermentacién, para obtener gran ventaja tég
nicao

DETERNIKACICH 00 LA ACTIVIDAD JE LA ALILO-

GLECG3IDASA

Los métodos usuales para la deteruinacidn

de la actividad cGe la amiloglucosidasa se basan en la de-
teririnacidn de la canticdad de glucosa deswrendida durante
la accidn de la amiloglucosidasa schre almiddn soluble.
En el método descrito a continuacibn se hace uso del méto
do segln Somogyi y Nelson, para la determinacidn de gluco-
sa que se estd desvrendiendo, publicado en J. Biol. Chem,,
195 19 (1952).

Segin las recomendaciones de la Unidn Inter
nacional de BSiocguimica, la unidad de actividad de la amilo
glucosidasa se define como la cantidad de enzima que forma
1 mieromol de glucosa por minuto, a partir de almiddn, ba-

336445
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jo las condiciones de la determinacién, envéste caso a pli
igual a 4,5 y a &0CecC.

Para la deterwinacidn se mezclan 0,8 ml de
tampbén de acetato-Na 0,05 M, de pH igual a 4,5, con 1,0

5 nl de vna solucidn que contiene 0,1% de almiddn soluble.

-

La temperatura de esta mezcla se ajusta en un termostato
a 40,0 + C,1eC. Luego se afiaden 0,2 ml de una solucidn

de enzima que coniiene de 6,025 a 0,25 u/ml., Después de ﬂ
™~
exactamente 15 min se interrumpe la incubaciébn, aﬁadieqdo
10 2,0 ml de reactivo de Somogyi. Luego se calienta la meb;>:
cla de reaccidn en un bafioc de agua hirviendo, durante exag
tamente 10 min. Despuds de enfriar se afiaden 2,0 ml de
reactivo de Nelson, y después de mezclar se mide la extin
cidén de la solucidn resultante. La determinacibn de con-
15 trol se efectila afiadiendo primero el reactivo de Gomogyi
y luego 0,2 ml de solucidn de enzima.
El valor hallado es comparado con el de una

solucidn normal de glucosa que se determina de la misma

forma. La actividad de la enzima puede ser calculada me-

20 diante la férmula siguiente:
n e Ee
Actividad = —
540 E

&

donde Eg = extincidn de la gluccsa normal uenos la deter~
25 minacidn de control, a 52¢ %p s Ee = extincidbn de la deterxr
minacidn de enzima menos la determinacibn de control, a

52C mu 3 n = microgramos de glucosa por C,2 ml de solucidn

norimal de glucosa.
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SETERLIJACION DE LA ACTIVIDAD DE LA TRANS-

GLUCCSIDASA
La determinacidén se basa en la formacidn
de isomaltosa y panosa a partir de maltosa, bhajo la in-
5 fluencia de transglucosidasa. La concentracibén de malto-
sa es del 5%, v ha sido elegida de forma que haga gue no
tenga importancia la nueva sintesis de la isoualtosa a

partir de la glucosa foriada bajo la influencia de la ami
~
loglucosidasas.

10 Se afiaden a 1C ml de una solucidn al 5% de
maltosa en tamndn de acetato-Na 0,05 M, de pH izual a 4,5,
a 6CoC, aproximadamente 12,5 u de una solucidn de amilo-
glucosidasa que contiene transglucosidasa. La mezcla de
reaccidn es incubada durante 2,5 horas a 602C., Después

15 de afiadir 2 ml de Acido tricloroacético al 3C%, para dete
ner la reaccidn, se separan 1C wmicrolitros de la wmezcla de
reaccibn, en un cromatograma sobre papel, mediante la wez
cla n-butanol:piridina:agua, 6:4:3, como liquido mbvil.

Después de secar el cromatograma revelado,

20 se hacen visibles las manchas de azlicar con un reactivo
sensible. Es muy adecuada una solucidn de nitrato de pla
ta acetdnico, consistente en 1 ml de nitrato de plata sa-
turado en 20C ml de acetona, completada con el agua desti
lada suficiente para disolver todo el precivpitado.

25 El cromatograma sumergido en el reactivo es
secado, tras lo cual es sumergido en 4lcali metandlico
¢,5 N, v luego es mantenido scbre el vapor de agua hirvien
te, durante 1 min. El exceso de reactivo es eliminado nor

lavado con una solucidn de tiosulfato sbdico al 10%, duran

.

3C te 2C min. Las manchas formadas son fijadas en Acido acé-

38445
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tico al 1% durznte 1C min. PFinalmente, el cromatograma
es aclarado en agua durante 1 hora. Ahora se puede de-
terminar la cantidad de actividad de la transglucosidasa,
midiendo la mancha de panosa sobre el cromatograma, densi

tométricamente, y compardndola con una normalizada-.

DETERIIINACION DEL VALCR D. U.

E

Por valor D.U. se guiere decir la cantidéd}
de azficares reductores foémados, calculada como glucosa,r
dividida por la cantidad de glucosa que se podria obtener
tedricamente por hidrdlisis de almiddn, multiplicada por
1C0,

Bl valor D,U. se determind cowmo sigue:

A un hidrolizado de almiddn de aproximada-
iente 30%, preparado por métodos usuales hidrolizando al-
midén con Acido clorhidrice dilufde o con alfa-amilasa, se
afiadieron aproximadamente de 3 a 10 u de solucidn de amilo
glucosidasa por grawo de almiddén., Despuds de ajustar el
pH a.é,o,’se siguid hidrolizando la solucidn de almiddn
durante de 50 a 65 horas, a 609C. Al final de la hidrdli
sis se medid el contenido de glucosa, determinando el con-
tenido de azlicares reductcres seglin Somogyi y Nelson, des-
crito en J. Biol. Chem., 195, 19 (1952), a partir del cu;l

se puede calcular el valor D.U.

DESCRIPCICYN DE LAS REALTZACICKES PREFERIDAS

En los ejemplos siguientes, gue se han de
congiderar como ilusirativos, y no como limitativos, se
pueden hallar més detalles sobre el procedimiento.

EJEXHPLOC 1

A) A LCGC ml de filtrado de un cultivo de

Aspergillus niger, que contenian 46,5 u/ml, se i&:d'eron

3384
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a temperatura ambiente, con agitacidn, 1% wl de Acido clor

Gt
s w7,
l';im'”]h“"

)

hidrico 1,5 N, hasta que el pH llegd a 1,58. En un perio
do de 24 horas se tomé un cierto nfmero de muestras, cuya
actividad de auidloglucosidasa y de transglucosidasa fueron

5 determinadas. En la tabla siguiente se muestra que al ca~
bo de 24 horas se habia destruide el 90 de la actividad

de la transglucosidasa originalmente nresente.

E

Periodo de sctividad de 1la Actividad de la trangx‘
tiemno armiloglucosidasa, zlucosidasa,
horas en % en %

10
4] 160 1c0

1,50 160 98

] 98 78

4,50 96 57

6 95 b1
15

16 95 20

24 95 10

B} Bl filtrado de cultivo de pH izual a
1,86, obtenido seglin A, se ajustd a un pH igual a %,5,

20 con amoniaco 2N. Se pre-hidrolizaron 150 g de almiddn de
patata, con alfa~amilasa, en 25C g de agua, a 8CeC, hasta
un valor D.U. de aproximadamente 1C. Después de tratar
en autoclave a 1552C, para desactivar la alfa-amilasa, se
afladieron 5¢ ml de tampdn de acetatoyNa de pH igual a 4,0.

25 Luego se afadieron 12 wl de la preparacidn de enziwma no
tratada, gue tawbién habia sido ajustada a un pH igual a
4.5 con amoniaco 2 K. Se aftadieron 15,6 ml de la prepara
cidn de enzima, tratada sectn A, a una cantidad igual de
almidén pre-hidrolizado. Las dos mezclas contenfian apro-

350 ximadamente 525 u cada una. Estas mezclas fueron manteni

28-5-67 | T 53%445
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das a 6C2C durante 6% horas,

valor J3.U.

ANTES DEL TRATAHIERTO DESPUES DEL TRATANIENTO
ACIDC ACIDO
Valor D'Ua 95!293 98, 1‘}{]

En virtud del tratamiento, la buena actividad de la pre-

paracidn original de enzima fué perfeccionada en aproxit

madamente 35%. :

EJEMPLO 2

A) A 1650 litros de un cultivo de Asper-
gillus niger completawmente crecido, en el que estaba alin
presente el micelio, ¥y gue contenia 6C,& u/ml, se afadie-
ron con agitacidn, a 219C, 65 litros de 3cido clorhidrico
1,5 N, hasta que el pH llegd a 1,91, E1 pH se mantuvo es
tacionario durante 24 horas a 219C. Al cabo de 24 horas,
el cultivo se ajustd a un pH igual a 4,2, afiadiendo 20 1i
tros de amoniaco 6N. La pérdida de actividad de amiloglu
cosidasa durante este tratamiento ascendid al_&%, mientras
que fué destruido el 92% de la actividad de la transgluco-
sidasa.

B) El valor D.U. que se podia alcanzar con
la preparacidn de enzima, antes y después del tratamiento
4cido, se déterminé de la wisma forma gue en el ejemplo 1
B. En este caso, 9,5 ml de la preparacidn de enzima trata
da con dcido, y 8,8 ml de la prewaracidn no tratada, fue-
ron afadidos, cada uno, a 150 g de almidén pre-hidrolizado,
que en ambos casos tiene aproximadamente 325 u. Al cabo
de 64 horas se determind el valor D.U.

ANTES DEL TRA- DESFUES DEL TRA-
TAMIENTO ACIDO TAMIENRTO ACIDO

Valor D.U. 94, 9%

T 338445
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En este caso, el perfeccionamiento ascen-

dié a =ds del 3,5,
EJCLELG 3

4) Se afiadieron a 2G0 ml1 de un concentra-
do de amiloglucosidasa (528 u/ml), a 232C, con agitacidn,

4 ml de &cido corhidrico 1,5 N. ELl pH, despuds de la

o
[N
[
(2]
[W3
On
=]
h

ué 2,4C¢, E1 concentrado acidificado fué mante

nido a un pH igual a 2,4C durante 6 horas, a 239C. Des-

“

pués se afiadieron 33 ml de amoniaco 2N, con lo qgue el pH
se convirtid en 4,2. Actividad de la amiloglucosidasa
desnués del tratamiento &cido: 365 u/ml., Por tanto, hube
una »érdida de actividad, uvna vez hecha la correccién de-
bida al cawbio de volumen, igual al 4%. La pérdida de ac
tividad de la transglucosidasa fué determinada densitomé
tricamente, siendo igual a S9%.

B) De la misma forwma descrita en el ejem
plo 1 B, se determind el mdximo valor U, qgue se podia al-
canzar, aiiadiendo 1,0 ml de la preparacidn de enzima no
tratada, y 1,4 ml de la tratada, a soluciones de almiddn
pre-hidrolizado, compuestas por 150 g de almiddn, 25C g
de agua y 5C ul de tampdn de acetato~Xa, de pH igual a
4,0, El resultado favorable del tratamiento se pone en

evidencia por la tabla siguiente:

ANTES DEL TRATA- DESPUES DEL TRj
HIZNTO ACIDO TAMIERTO ACIDO™

Valor 23.U. al cabo de . o
64 horas 9k, 63 97.,9%

EJITMPLO 4

Se mantuvieron 20C ml de un cultivo de As-
pergillus flavus (32 u/ml)a pi igual a 1,9C, durante 24

338445

13



10

15

2¢

25

28-5-67

n e e

horas, a 19eC, después de afiadir 12 ml aewgzldo sulfdrico
1 N. La pérdida de actividad de la amiloglucosidasa as-
cendidé al 95%.

De la misma forma descrita en el ejemplo

1 B, se determind el mdximo valor D,U. qgue se podia alcan

Zar, con 25 y 27,5 ml de las preparaciones de enzima, an~-
tes y después de la incubacidn, por 150 g de almiddn.
'd
ANTES DEL TRATA~ DESPUES DEL TRATA- .
MIZNTO ACIDO MIEXNTO ACIDO TN

Valor D. U, 89, 8% 97, 9%

La ganancia del valor D.U. es mayor que &8%.

EJENNELC 5

Se wantuvieron a un pH igual a 1,65 2C0 ml
de filtrado de cultivo de Aspergillus niger (78 u/ml)}, du-
rante 23 min, a 199C, tras afladir 12 ml de acido clorhi-

drieo 1,5 ¥. Luego se ajustd la solucidn a un pH igual a

4,2, con 18 ml de amoniaco 2 N,

Las tablas siguientes muestran el favorable
efecto del tratamiento segin la invencidn sobre la activi
dad de la preparacidn de enzima, y el peffeccionamiento

obtenido con €1 en la hidrdlisis de almiddn o glucosa.

ACTIVIDAD DE LA AUIILCGLUCCSIDASA ERDIDA DE ACTIVIDAD

sntes del tra Despues del tra- Amiloglu~ Transgluco-
tamiento acido tawmiento acido cosidasa sidasa
78 u/mi 69 u/ml 5% 91%
ANTES DEL TRATA- DESLUES DEL TRATA-
LTEZNTC ACIDO HMIZNTC ACIOC

Valor DoUo 94, % 98f1}95
Esta solicitud, que corresponée a la presen

tada en Holanda el 26 de Marzo de 1966, bajo el ne 66.04012

W, 938445
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Los puntos de invencidn propia y nueva gue
se presentan para gue sean objeto de esta Patente de In-
vencidn en Espafia, otor VEINTE aifios, son los siguientes:

l,- Procedimiento para la purificacidn
de nreparaciones de amiloglucosidasa, caracterizado por-
gque se incuba una solucidn acuosa de la enzima impura, a
pH menor de 2,5.

2.- Procedimiento segn la reivindica-
cidn 1, caracterizado porgue la incubaciln se efectla a un
pil aproximadamente igual a 1,9.
3.~ Procedimiento segin la reivindicacién
1, ccracterizado porgue se usa como material de partida
el 1iguido de cultivo de un microorzznismo de esta enzi-
tia,

4.,- Procedimiento sesin la reivindicacidn
3, caracterizado porque se incuba un liguido de cultivo
a temperatura smbiente, durante aproximadamente 24 horas,
a un pH aprcoximadamiente igual a 1,9.

5.,~- FProcedimiento sexiin la reivindicacidn
1, caracterizado »orqgue se incuba un ccncentrado de enzi-
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ma que contiene una o mis sales, tales como.clérura.amé-
nico, cloxruro sbédico, cloruro cilcico y sulfato de magne-
sio, en concentracidn molar aproximadamente igual a C,5,
a temperatura ambiente durante 6 horas, a un pH aproximgb

damente igual a 2,L.

s

6.~ UVPRCCEDIMISNTC PARA LA PURIFICACICN
DE PREPARACICKES DE AMILCGLUCGSIDASAY (Clase Internaciopn
nal Cl24).

Tal y como se ha descrito en la Memoria

gue antecede, y con los fines que se han eswecificado.

g

sta Memoria consta de dieciseis hojas es-

critas por una sola de sus caras
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