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La presente invención se refiere a un pro 
cedimiento para purificar preparaciones de amiloglucosi- 
dasa, también llamada en lo sucesivo enzima, para mayor 
brevedad.

Es corrientemente conocido que esta enzi- *
ma de origen microbiológico (también conocida por los nom 
bres de glucamilasa, gamma-amilasa y, erróneamente, mal̂ :â  
sa) es capaz de degradar al almidón, o almidón prehidroüi; \
zado, formando glucosa. Esta degradación empieza por el 
extremo terminal no reductor de la molécula.

Las preparaciones de esta enzima son recu­
peradas generalmente del líquido de cultivo y/o del mate­
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 que dan la enzima 
con gran rendimiento. Sin embargo, el valor de esta atrae 
tiva fuente queda reducido por el hecho de que la produc­
ción de la enzima deseada esta acompañada casi siempre 
por la formación de transglucosidasa no deseada. La ac­
ción de la transglucosidasa provoca la formación de enla­
ces glucosídicos (1 -6 ) a partir de los enlaces glucosídi- 
cos (1-4). Los iso-az&cares resultantes, tal como isomal 
tosa, panosa e isomaltotriosa, no pueden ser degradados 
ya a glucosa por la amiloglucosidasa, o solamente con gran 
dificultad (véase, por ejemplo, J. Biol. Cheni., 237, 1002, 
1962). Así, el rendimiento de glucosa es reducido por 
formación de iso-azúcares, al tiempo que, además, la cris 
talización de glucosa de los hidrolisados de almidón con-358445
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centrados es estorbada por la presencia de iso-azúcares. 
Finalmente, los iso-azúcares reducen mucho el carácter co 
mestible de las aguas madres de cristalizados de glucosa,, 
por su sabor amargo. Por tanto, está claro que la presen 
cia de transglucosidasa en preparaciones de amiloglucosi- 
dasa es muy indeseable. Esta es, sin duda, la razón más 
importante de que también se usen especies de Rhizopus ,pa 
ra la producción de la enzima, ya que en ellas no se for--. 
ma transglucosidasa. Sin embargo, una desventaja de la 
producción con especies de Rhizopus es que los rendimien­
tos obtenidos son muy bajos, en comparación con los de 
las especies de Aspergillus. Además, el cultivo sumergi­
do de las especies de Rhizopus es muy difícil, debido es­
pecialmente a la fragilidad del micelio.

Se han hecho diversos esfuerzos para per­
feccionar las preparaciones de la enzima, eliminando la 
transglucosidasa. Así, la patente británica nB 849.509 
describe un método en el que se hace uso de silicatos mag 
nésicos sintéticos para la adsorción selectiva de la trans 
glucosidasa. Una desventaja de tal método es que se re­
produce muy mal.

Según la patente EE.UU. na 3 .108.928, la 
transglucosidasa puede ser desactivada selectivamente tra 
tando la solución de enzima durante 0,5 a 24 horas a un 
pl-l de 9 a 11. Sin embargo, éste método tiene diversas deŝ  

ventajas, ya que los líquidos de fermentación contienen 
casi siempre algo de azúcares y proteínas no convertidos, 
o productos de degradación de los mismos, capaces de formar 
productos de condensación pardos, por reacción de Haillard, 
a pH de 9 a 1 1 , lo que constituye un estorbo en la produc-
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ci6a de dextrosa. Además, para esta purificación se ne­
cesitan cantidades bastante grandes de álcali, debido, a 
oue al final de la fermentación el pH se ha hecho general 
mente bajo, es decir, de aproximadamente 2,5 a 3!5° Fi­
nalmente, se forma en el producto final una cantidad con 
siderable de sal, que ha de ser eliminada durante la pre­
paración de dextrosa. Es sabido que, en .general, las en­
zimas son muy inestables en medios más bien fuertemente . 
ácidos, por ejemplo por debajo de un pH igual a 2. Una 
excepción conocida es la pepsina. Sobre la transglucosi- 
dasa, se afirma en Chem. Abstracts, 63, 16678a (1965) que 
es también bastante estable en este pH.

Sorprendentemente, se ha hallado ahora un 
método para purificar las preparaciones de amiloglucosida- 
sa, caracterizado porque se incuba una solución acuosa de 
la enzima impura, a pH menor que 2,5*

De esta forma se puede desactivar la trans¡ 
glucosiaasa sin pérdida apreciable de actividad de la ami 
loglucosidasa. Este método es sencillo y barato, debido 
a que solo requiere la adición del ácido suficiente para 
obtener el pH requerido; cualquier otra adición no es 
esencial. La cantidad de sal que se ha de esperar es 
apreciablemente menor que en la destrucción alcalina de 
la transglucosidasa, al tiempo que tiene la gran ventaja 
de que no se forman productos coloreados de condensación. 
Sorprendentemente, se halló que la amiloglucosidasa es es 
table a temperatura ambiente, a un pH de aproximadamente 
2, durante más de 24 horas. El bajo pH deseado se puede 
ajustar mediante ácidos fuertes. Desde luego, es condi­
ción que el ácido no tenga efecto perjudicial sobre la 
enzima. Por tanto, son indeseables los ácidos do, prppie-



dades tensoactivas. Los ácidos usuales son, por ejemplo, 
el ácido clorhídrico, ácido sulfúrico, ácido fosfórico, 
ácido cítrico, ácido oxálico, ácido acético y ácido formi 
c o.

Las preparaciones de amiloglucosidasa manufac^ 
turadas de esta forma presentan propiedades muy favorables 
en la manufactura de dextrosa a partir de almidón, después 
de elevar el pH, si es requerido, hasta un valor en el que

\la enzima muestra su máxima estabilidad. En todas las pre 
paraciones tratadas se observó un perfeccionamiento de3 
valor D.U. máximo que se podía obtener. En todos los ca­
sos se pudieron obtener valores D.U. de 98 a 9&,5%°

El método de destrucción selectiva de la 
transglucosidasa se puede aplicar tanto a líquidos de cul 
tivo, estén o no en presencia del microorganisaio, como a 
concentrados de la preparación de enzima.

El tratamiento consiste en que se añade un 
ácido al líquido de cultivo, con agitación, esté o no en 
presencia del organismo productor de la enzima, o a un con 
centrado del líquido de cultivo, hasta que se haya alcan­
zado el bajo pH deseado. El cultivo de la concentración 
de enzima se mantiene a este pH durante aproximadamente 
de 15 nin a 24 horas, según el valor del pH, preferible­
mente a temperatura menor de 409C. Hay cierta correlación 
entre el pH aplicado, el periodo de incubación y la tempe­
ratura de incubación. La transglucosidasa presente en la 
preparación es desactivada más rábidamente a menor pH y a 
mayor temperatura, Desde el punto de vista técnico, un 
pH aproximadamente igual a 1,9 ha resultado ser el más pro 
vechoso. En principio, se puede elegir una temperatura



incluso menor de CSC, si se han tornado como material de 
partida preparaciones de amiloglucosidasa muy concentra­
das .

Además, se ha hallado que con mayor conceh 
5 tración de sal en la preparación, como sucede en los con­

centrados de enzima, por ejemplo, la desactivación de la 
transglucosidasa y también de la amiloglucosidasa trans­
curre más rápidamente, de manera que para evitar pérdidas? 
de actividad de la amiloglucosidasa, se deben aplicar con 

10 diciones más suaves, por ejemplo un periodo de incubación
más corto, mayor pH o menor temperatura- En el caso de 
una concentración mayor que 0,5 molar, de una o más de 
las sales tales como NH^Cl, NaCl, CaClg y MgS0^,,la incu­
bación se efectúa preferiblemente a temperatura ambiente,

15 durante ó horas, a pH igual a 2,4.
Si se elige una combinación adecuada de 

pH, período de incubación y temperatura, se puede destruir 
mas del 90% de la actividad de la transglucosidasa origi­
nalmente presente, mientras que la pérdida de actividad 

20 de la amiloglucosidasa es muy baja, es decir, del 5% como
máximo. Los mejores rendimientos se obtienen efectuando la 
incubación durante aproximadamente 24 horas, a un pH de 
aproximadamente 1,9 y a temperatura ambiente, si se usan 
líquidos de cultivo como material de partida.

25 Se ha de tener en cuenta que parte de la
pérdida de actividad de la amiloglucosidasa ha de ser atri 
buida a desactivación de la transglucosidasa, que también 
es capaz de degradar al almidón, como se describe en Arch. 
Bioch. Biophys., 93 , 4p (19Ó1), y por tanto contribuye tam 

30 bien a la actividad de la amiloglucosidasa, según se óeter
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mina más adelante, por ejemplo.
Después del tratamiento, la preparación 

de enzima se puede seguir tratando de forma usual, tras 
ajustar el pH a un valor para el que la estabilidad de la 

5 enzima sea máxima, en general a un pH de 3 a 6, y preferí 
blemente de 4,0 a 4,5. Las preparaciones de enzima obte­
nidas de esta forma dan rendimientos muy altos en la con­
versación de almidón a glucosa, por métodos usuales, y 
ello a un valor D.U. de aproximadamente 98 a 98,5%*

10 La incubación según la invención^- y a un
pH de aproximadamente 2,4, también puede tener lugar ya 
durante la última etapa de la fermentación, en la que se 
forma la amiloglucosidasa, por ejemplo durante las últi­
mas 3 horas, bajo condiciones adaptadas lo más posibñe a 

13 aquellas de la fermentación, para obtener gran ventaja téc
nica.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD JE LA AMIL0- 
GLUCOSIDASA

Los métodos usuales para la determinación 
20 de la actividad de la amiloglucosidasa se basan en la de­

terminación de la cantidad de glucosa desprendida durante 
la acción de la amiloglucosidasa sobre almidón soluble.
En el método descrito a continuación se hace uso del meto 
do según Somogyi y Nelson, para la determinación de gluco- 

2$ sa que se está desprendiendo, publicado en J. Biol. Chem., 
195 19 (1952).

Según las recomendaciones de la Unión Inter 
nacional de Bioquímica, la unidad de actividad de la amilo 
glucosidasa se define como la cantidad de enzima que forma 

?¡0 1 micromol de glucosa por minuto, a partir de almidón, ba-
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igual a 4,5 y a  4CSC.

Para la determinación se mezclan 0,8 mi de 
tampón de acetato-Ka 0,05 M, de pH igual a 4,5, con 1,0 
mi de una solución que contiene 0,1% de almidón soluble,.
La temperatura de esta mezcla se ajusta en un termostato 
a 40,0 + 0,ICC. Luego se añaden 0,2 mi de una solución^ 
de enzima que contiene de 0,025 a 0,25 u/ml. Después de 
exactamente 15 min se interrumpe la incubación, añadiendo 
2,0 mi de reactivo de Somogyi. Luego se calienta la mez­
cla de reacción en un baño de agua hirviendo, durante exac 
tamente 10 min. Después de enfriar se añaden 2,0 mi de 
reactivo de Nelson, y después de mezclar se mide la extin 
ción de la solución resultante. La determinación de con­
trol se efectúa añadiendo primero el reactivo de Gomogyi 
y luego 0,2 mi de solución de enzima.

El valor hallado es comparado con el de una 
solución normal de glucosa que se determina de la misma 
forma. La actividad de la enzima puede ser calculada me­
diante la fórmula siguiente:

Actividad
n * Ee
540 EE

donde E = extinción de la glucosa normal menos la deter- E
25 minación de control, a 520 nyi ; = extinción de la deter

minación de enzima menos la determinación de control, a 
520 nyu ; n = mi ero gramos de glucosa por 0,2 mi de solución 
normal de glucosa.

338445
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GLUCOSIDASA
La determinación se basa en la formación 

de isomaltosa y panosa a partir de maltosa, bajo la in­
fluencia de transglucosidasa. La concentración de malto­
sa es del 5%, y La sido elegida de forma que haga que no 
tenga importancia la nueva síntesis de la isomaltosa a  ̂
partir de la glucosa formada bajo la influencia de la ami 
loglucosidasa.

Se añaden a 10 mi de una solución al 5% de 
maltosa en tampón de acetato-Na 0,05 H, de pH igual a 4,5, 
a 6CSC, aproximadamente 12,5 u de una solución de amilo- 
glucosidasa que contiene transglucosidasa. La mezcla de 
reacción es incubada durante 2,5 horas a 6GSC. Después 
de añadir 2 mi de ácido tricloroacético al 30%, para detê  

ner la reacción, se separan 10 microlitros de la mezcla de 
reacción, en un cromatograma sobre papel, mediante la mez 
cía n-butanol:piridina:agua, 6:4:3, como líquido móvil.

Después de secar el cromatograma revelado, 
se hacen visibles las manchas de azúcar con un reactivo 
sensible. Es muy adecuada una solución de nitrato de piâ  

ta acetónico, consistente en 1 mi de nitrato de plata sa­
turado en 200 mi de acetona, completada con el agua desti 
lada suficiente para disolver todo el precipitado.

El cromatograma sumergido en el reactivo es 
secado, tras lo cual es sumergido en álcali metanólico 
0,5 X, y luego es ".antenido sobre el vapor de agua hirvien 
te, durante 1 min. El exceso de reactivo es eliminado por 
lavado con una solución de tiosulfato sódico al 10%, duran 
te 2C mj.n. Las manchas formadas son fijadas en ácido acé-
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tico al 1% durante 10 min. Finalmente, el cromatografía 
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 cromatografía, densi 
tométricamente, y comparándola con una normalizada.

de azúcares reductores formados, calculada como glucosa, 
dividida por la cantidad de glucosa que se podría obtener 
teóricamente por hidrólisis de almidón, multiplicada por 
ICO.

mente 30%, preparado por métodos usuales hidrolizando al­
midón con ácido clorhídrico diluido o con alfa-amilasa, se 
añadieron aproximadamente de 3 a 10 u de solución de amilo 
glucosidasa por gramo de almidón. Después de ajustar el 
pH a 4,0, se siguió hidrolizando la solución de almidón 
durante de 30 a 65 horas, a 60sC. Al final de la hidróli 
sis se medió el contenido de glucosa, determinando el con­
tenido de azúcares reductores según Sotaogyi y Nelson, des­
crito en J. Biol. Cheta., 195, 19 (1952), a partir del cual 
se puede calcular el valor D.U.

DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS
En los ejemplos siguientes, que se han de 

considerar como ilustrativos, y no como limitativos, se 
pueden hallar más detalles sobre el procedimiento. 
E J E M P L O  1

A) A 4C0 mi de filtrado de un cultivo de 
Aspergillus niger, que contenían 46,f ' ' " **3ron

DETERMINACION DEL VALOR D. U.

Por valor D.U. se quiere decir la cantidad

El valor D.U. se determinó como sigue
A un hidrolizado de almidón de aproximada­
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a temperatura ambiente, con agitación, 18 mi de ácido clor 
hídrico 1,5 N, hasta que el pH llegó a 1,88. En un perio 
do de 24 horas se tomó un cierto número de muestras, cuya 
actividad de amiloglucosidasa y de transglucosidasa fueron
determinadas. En la tabla siguiente se muestra que al ca-
bo de 24 horas se había destruido el 90^ de la actividad
de la transglucosidasa originalmente presente.

Periodo de 
tiempo 

horas
Actividad de la 
amiloglucosidasa, 

en %
Actividad de la trans 
glucosidasa, 

en %
0 100 100

1 ,5 0 100 93
3 98 78

4,50 96 57
6 95 4i

16 95 20

24 95 10

B) El filtrado de cultivo de pH igual a 
1,88, obtenido según A, se ajustó a un pH igual a 4,5. 
con amoniaco 2N. Se pre-hidrolizaron 150 g de almidón de 
patata, con alfa-amilasa, en 250 g de agua, a 8CSC, hasta 
un valor D.U. de aproximadamente 10. Después de tratar 
en autoclave a lppac, para desactivar la alfa-amilasa, se 
añadieron 50 mi de tampón de acetatoyNa de pH igual a 4,0. 
Luego se añadieron 12 mi de la preparación de enzima no 
tratada, que también había sido ajustada a un pll igual a 
4,5 con amoniaco 2 K. Se añadieron 13,6 mi de la prepara 
ción de enzima, tratada según A, a una cantidad igual de 
almidón pre-hidrolizado. Las dos mezclas contenían apro­
ximadamente 525 u cada una. Estas mezclas fueron manteni
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das a 6CSC durante 64 horas, tras lo. ̂ dal se determinó el 
valor D.U.

ANTES DEL TRATAMIENTO 
ACIDO

DESPUES DEL TRATAMIENTO 
ACIDO

Valor D,U. 95,2% 98,1%
Eñ virtud del tratamiento, la buena actividad de la pre­
paración original de enzima fuá perfeccionada en aproxi^- 
madamente 3%*

E J E M P L O  2
A) A 1650 litros de un cultivo de Asper-- 

gillus niger completamente crecido, en el que estaba aán 
presente el micelio, y que contenía 60,4 u/ml, se añadie­
ron con agitación, a 2lac, 65 litros de ácido clorhídrico 
1,5 N, hasta que el pH llegó a 1,91c El pH se mantuvo eís 
tacionario durante 24 horas a 2iac. Al cabo de 24 horas, 
el cultivo se ajustó a un pH igual a 4,2, añadiendo 20 li 
tros de amoniaco ÓN. La pérdida de actividad de amiloglu 
cosióasa durante este tratamiento ascendió al 4%, mientras 
que fue destruido el 92% de la actividad de la transgluco- 
sidasa.

B) El valor D.U. que se podía alcanzar con 
la preparación de enzima, antes y después del tratamiento 
ácido, se determinó de la misma forma que en el ejemplo 1 
B„ En este caso, 9,5 mi de la preparación de enzima trata 
da con ácido, y 8,8 mi de la preparación no tratada, fue­
ron añadidos, cada uno, a 150 g de almidón pre-hidrolizado, 
que en ambos casos tiene aproximadamente 325 u. Al cabo
de 64 horas se determinó el valor D.U.

Valor D.U.

AKTES DEL TRA­
TAMIENTO ACIDO

94,9%

DESPUES DEL TRA­
TAMIENTO ACIDO

28-5-67 12
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En este caso, el perfeccionamiento ascen­
dió a Mas del 3,5%.
E J E ! ,  i L O_5

A) Se añadieron a 2C0 mi de un concentra­
do de amiloglucosidasa (528 u/ml), a 2 3SC, con agitación, 
44 mi de ácido corhídrico 1,5 N- El pH, después de la 
adición, fue 2,4ü. El concentrado acidificado fue mante  ̂

nido a un pH igual a 2,4C durante 6 horas, a 238C. Des- , 
pues se añadieron 33 mi de amoniaco 2N, con lo que el pH 
se convirtió en 4,2. Actividad de la amiloglucosidasa 
después del tratamiento ácido: 365 u/ml. Por tanto, hube 
una pérdida de actividad, una vez hecha la corrección de­
bida al cambio cíe volumen, igual al 4%. La pérdida de ac 
tividad de la transglucosidasa fué determinada densitomé 
tricamente, siendo igual a S$%.

B) De la misma forma descrita en el ejem 
pío 1 B, se determinó el máximo valor RU. que se podía al­
canzar, añadiendo 1,0 mi de la preparación de enzima no 
tratada, y 1,4 mi de la tratada, a soluciones de almidón 
pre-hidrolizado, compuestas por 150 g de almidón, 25C g 
de agua y 5C mi de tampón de acetato-Ka, de pH igual a 
4,0. El resultado favorable del tratamiento se pone en 
evidencia por la tabla siguiente:

ANTES DEL TRATA- DESPUES DEL TRA 
MIENTO ACIDO TAHIEKTO ACIDO*'

Valor D.U. al cabo de
64 horas 9̂ ,6;i 97,9%

E J E M P L O  _4
Se mantuvieron 200 mi de un cultivo de As­

pergillus flavus (32 u/ml)a pH igual a 1,90, durante 24
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horas, a 193C, después de añadir 12 mi ae ácido sulfúrico 
1 N. La pérdida de actividad de la amiloglucosidasa as­
cendió al 95%*

3e la misma forma descrita en el ejemplo 
1 B, se determinó el máximo valor D.U. que se podía alean 
zar, con 25 y 27,5 ¡ni de las preparaciones de enzima, an­
tes y después de la incubación, por 150 g de almidón. *

ANTES DEL TRATA- DESPUES DEL TRATA­
MIENTO ACIDO MIENTO ACIDO

Valor D. U

E J

89,8% 97,9%
La ganancia del valor D.U. es mayor que 8%. 

M P L 0 5
Se mantuvieron a un pH igual a 1,65 2C0 mi

de filtrado de cultivo de Aspergillus niger (78 u/ml), du­
rante 23 min, a 19SC, tras añadir 12 mi de ácido clorhí­
drico 1,5 N. Luego se ajustó la solución a un pH igual a 
4,2, con 18 mi de amoniaco 2 N.

Las tablas siguientes muestran el favorable 
efecto del tratamiento según la invención sobre la activi 
dad de la preparación de enzima, y el perfeccionamiento 
obtenido con él en la hidrólisis de almidón o glucosa.

25

30

ACTIVIDAD DE LA AMILCí
Antes del tra Después del tra­
tamiento acido tamiento acido

PERDIDA DE ACTIVIDAD
Amiloglu- Transgluco* 
cosidasa sidasa

78 u/ml 69 u/ml

ANTES DEL TRATA­
MIENTO ACIDO

5% 91%

DESPUES DEL TRATA- 
HISNTC ACIDO

Valor D.U< 94,8% 98,4%
Esta solicitud, que corresponde a la presen 

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

35844528-5-67 14 -



se acoge a los beneficios del artículo 51 del vigente Es­
tatuto sobre Propiedad Industrial.

N O T A

10

15

Los puntos de invención propia y nueva que 
se presentan para que sean objeto de esta Patente de In­
vención en España, por VEINTE años, son los siguientes:

1. - Procedimiento para la purificación 
de preparaciones de amiloglucosidasa, caracterizado por­
que se incuba una solución acuosa de la enzima impura, a 
pH menor de 2,3.

2. - Procedimiento según la reivindica­
ción 1, caracterizado porque la incubación se efectúa a un 
pH aproximadamente igual a 1,9-

3. - Procedimiento según la reivindicación 
1, caracterizado porque se usa como material de partida 
el líquido ¿e cultivo de un microorganismo de esta enzi­
ma .

3, caracterizado porque se incuba un líquido de cultivo 
a temperatura ambiente, durante aproximadamente 24 horas, 
a un pH aproximadamente igual a 1,9.

5.- Procedimiento según la reivindicación 
1, caracterizado porque se incuba un concentrado de enzi-

4.- Procedimiento según la reivindicación

2S-5-67 15
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ma que contiene una o más sales, tales como cloruro amó­
nico, cloruro sódico, cloruro calcico y sulfato de magne­
sio, en concentración molar aproximadamente igual a 0,5, 
a temperatura ambiente durante 6 horas, a un pH aproxima 
damente igual a 2,4.

6.- "PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION 
DE PREPARACIONES DE AHILCGLUCCSIDASA" (Clase Internacio­
nal C12d).

ATal y como se ha descrito en la Memoria 
que antecede, y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de dieciseis hojas es­
critas por una sola de sus caras

Madrid,
P.

338445
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