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- La presents invencidn se refiere a un método

misma. Estas enzimas inmovilizadas son particularmente Ui

el portador. Este problema es particularmente indeseable

Hajn nvun, 1

para preparar composiciones de enzimas inmovilizadas. Zs-
tas composiciones se preparan a partir de microorganismes
gque producen a ambos la enzima y el polisacérido inhibidor
de adsorcidn. Se obtiene una preparacidén de enzima ecruda
a partir del cultivo del microorganismo, se elimina el po-
lisacdrido de la preparacidén enzimitica y luego la prepa~
racidén de la enzima purificada resultante se pone en con-

tacto con wn portador absortivo pars inmovilizar la enzima

En afios recisntes se ha puesto gran énfasis en
el desarrollo y la aplicacidn industrial de procedimientos
gue involucran el usc de enzimas inmovilizadas. La enzima
inmovilizeda se produce generalmente poniendo en contacto
una preparacidn enzimdtica (ya sea una solucidén cruda o

purifioada de la enzima) con un poritador gbsortivo para la

les porque facilitan el procesamiento continuo en oposiciéb
al procesamiento en tandas. l

Al tratar de adaptar las varias engimas para el
uso de enzima inmovilizada, sin embargo, han surgido ciér—l

tos problemas tales como los bajos niveles de absorcidn en

porque da como resultado composiciones de enzimas inmovi--
lizadas que tienen bajas eficiencias de operacidn.

La presente invencidn involucra, en parte, el
descubrimiento de una cgusa principal y de medios para su-
perar ei problema que antecede. Por consecuencila, esta in-
vencidén permite el uso de muchas enzimas que hasta zhora
no se han llevado & la préctica con éxito en forma inmovi-

ligeda.
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‘en las preparaclones enzimgticas. Estos polisacaridos son
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Las dificultades que se han hallado en lo gue
antecede en la inmovilizacién de ciertas enzimas han demos
trado que derivan de la presencia de ciertos polisacdridos

de elevado peso molecular que estdn cominmente presentes

tembién adsorbidos por los portadores y han demosfrado que
inhiven la adsorcidn de la enzima, presumiblemente g tra-
vés del blogueo de los lugares activos en un portador que
normalmente etrasrisn y mentendrian la enzima.
La presente invencién comprende un método para
la produccidn de enzima inmovilizada que comprends: !
(a) obtener una preparacidn enzimitica que cou-

tiene un polisacérido inhibidor de adsorciédn;

(b) separar el polisacdrido de la preparacién ey

zimdtica; y

~ (e) poner en contacto la solucién de enzima re-
sultante con un portador edsortivo para inmovilizar la en-

zima.

Este invencién proporciona un método para obiener

fécilmente una enzima inmovilizada de elevada actividad y
con la cual es posiﬁle llevar a cabo reacclones continuas
con eficiencias aumentades. |

Le figura ilustra el modelo de elucién pars la
glucosa isomerasa y el polisacédrido tal como se describde
en el ejemplo ekperimental 2.

En dicha Figura en el eje vertical izquierdo:
x—x = hidrato de carbono; e—o = densidad éptice & 280
np Yy o—o actividad de glucosa - isomerasa. En el eje
vertical derecho se representa la concentracién de NaCl en

moles.

»
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- En el eje horizontal debe leerse cromatografia

" adsorcidén que estari presente en una preparacidn enzimdti-

Hojn nom. 3

I~

en columna de DEAF - celulosa de solucidn S de glucose - is;

merasa.

Aunque no todas las preperaciones enzimgticas co:

Lo

tienen suficiente polisacarido para evidenciar interferen-
cla substancial con la adsorcién de engimss e inmoviliza-
cién en un portador, hay muchas otras que si. En particu-

lar, aquellos microorganismos gue producen y retienen enzi;

mas substancialmente ihtracelulares son un problema. Para
obtener una-preparacién enzimstica a pa;tir de la misma,
es necesario efectuar la ruptura de la célula para liberaé
la engzima. Esta ruptura ha demostrado contribuir de maners

significativa a la cantidad de polisacarido inhibidor de

ca resultante. _

Se ha descubierto también que las preparaciones
de clertos tipos de enzimas parecen evidenciaf concentra-
ciones mis elevadas de polisaéérido inhibidor de adsorcidn}
En particular, las preparaciones de enzima de glucosa iso-
merasa contienen generalmente cantidades significativas &el
polisacirido inhibidor de adsorcién. Como consecuencia, la
presente invencidn es particularmente Wtil para inmovili-
zar glucosa isomerase y todavia mis particularmente atil
cuando la preparacidén de glucosa isomerasa ha sido obteni-
da & partir de wn microorganismo, tal como un microbio Ac-
tinomycetes de la familia Streptomyes o una bacteria que

incluye aquellas de la femilia Lactobacillus particularmen

te L. brevis que produce la enzima intracelularmente.
Se obtiene una preparacldén enzimitica répidamenté

g partir del microorganismo gue produce lg enzima extrace-
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—lularmente mediznte técnicas conocidas. Para estos microor:

filtracidn, centrifugeciér o similares) del medio que con~
tiene la enzime. El medio restante es una preparacién ede-
cuada.

Para microorganismos que se producen intracelu-
larmente, es necesario separer primero la enzims de las cé
lulas del microorganismo. Son métodos de ejemplo pera lle-
var a cabo esta separaéién los que se describen en las pa-
tentes norteamericanas Nos. 3.%08.397; 3.850.751 y 3.868.3
De. este modo, las células se rompen normglmente por autélé
sls (o tratamiento con ondas supersénicas) trituracién, 13i;
sis dcida o simllares. A continuacidn, puede emplearse fil

" tracidén para eliminar los restos celulares, permaneclendo
una preparacidén enzimdtica que contiene el polisacdrido
inhividor de adsorcidn. v

Cugndo se desea, la.preparacién enzimatica ervde
obtenide directamente del medio de cultivo o los microor-
genismos en si mismos pueden purificarse mediante tecnicas
convencionales. Por ejemplo, la preparacidén cruda puede
tratarse con protamiha o similares para precipitar y elimif
ngr 4cidos nucléicos. Las preparaciones pueden también so-
meterse a conceatracidén y cominmente Lo son. Esto produce
un exbracto que tiene una actividad de unidad.superior y
puede reducir gdicionalmente los conteminantes. Concomiten:
teﬁente a estos tretamientos de purificacién convencional
pare las preparaclones crudas, sin embargo, el polisécéri—
do inhibidor de adsorcién permanece en la preparacién, ge-
neralmente a un nivel de cierto porcentaje o mas en rela-

cién al peso proteinico de la enzima. Este polisacarido

ganismos, es habitual eliminar simplemente las células (por

)

J

4‘-
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~-cuya.existencia y efecto no parece haber sido apreciado-
debe ser completasmente y esencizlmente eliminado para per-
nitir una adsorcidén enzimdtica maxima.

El cardcter preciso de estos polisacdridos puede
variar de acuerdo a la fuente. Son, por lo tanto, descri-
tos mejor simplemente por su cepacidad de ser adsorbidos
por los portadores enzimdticos convencionales y de inhibir
(o interferir) con la adsorcién de la enzima. Ademds, sin
embargo, pueden generaimente caracterizarse como de eleva-
dos pesos moleculares y no dializables.

Para separar el polisacédrido de una preparaci&J
enzimdtica cruda o purificada, es adecuada una variedad de
técnicas. Los polisacdridos pueden, por ejemplo, separarse
[y eliminarse de la preparacién g través del contacto con

una resina de intercaembio ibnica que adsorbera selectiva-

te en relacidn a la enzima. Alternstivamente, puede agre-
garse un solvente orgénico e la preparacioén en una concen-

tracidén suficiente para precipitar la enzima selectivemen-

vente tal como agua para producir una solucidn enzimdtica
reconstituids esencislmente libre de polisacarido inhibi-

dor de adsorcidén. Similarmente, puede agregarse wna sal a
-pitar selectivaﬁente la enzima, que puede ser luego redi-
suelta pars producir la solucién deseada libre de polisa-

c¢érido.

te polisacéridos (mientras adsorben poca o ninguna enzima)

mente el  polisacirido mientras permanece esencialmente ine]

te. La enzima precipitada puede luego disolverse en un soli

la preparacidén en una concentracion suficiente para preci-

Los adsorbentes que pueden eliminar selectivament

¥ que pueden emplearse con el propdsito de separar el poli

¥y
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~sacédrido de una solucidn engimitica determinade incluyen:
resinas de intercembio enidnicos tales como resina de in-
tercambio enidnico fuertemente bdsices (tipo I), resinas

de intercambio enidnico fuertemente bésicas (tipo II), re-

de las resinas las que se indican Resinas de Intercambio

Idnico de R. Kunin and R.J. Myers, John Wiley & Sons 1952,
y en "DIAION - Menual de las Resinas de Intercambio Ionico]
una publicacidén de Mitsubishi Chemicel Industries Ltd. Sin

embargo, es posible emplear cualquier material que adsorba

tivemente y eliminar los polisacaridos que existen en la
solucidn enzimgtica. Son adsorbentes adecuados adicionales
los que pueden identificarse mediante ensayos de rutina de
lg maners establecida en los ejemplos que siguen.

Son e jemplos de resinas especialmente preferidas
ias Lewatit MP~500, Lewatit M-504, Lewatit CA-9268HL (to-
dos los anteriores son nombres de productos de resinas de
Beyer Co., Ltd., of West Germany), IMAC A~2%, IMAC 85-40,
y IMAC 88-50 (todos los que anteceden son nombres de pro-
ductos de resing de Shinetau Kagsku Co., Itd.). Los grupos
de intercambio de las resinas.de intercembio idénico antes
mencionadas incluyen cualquiera de OH, (1, SO4 y similares,
pero es preferible que los grupos de intercambio sesn Cl
desegblemente originados & partir de NaCl & HCL,

Cuando se separa el secérido de la enzima con re-
sina de intercamblo anidnico, la preparacidén enzimdtica de-
be tener normelmente una concentracién de desde 100 IGIU/m]
a 5.000 IGIU/ml, de preferencia aproximadsmente 500 IGTIU/m]

sines de intercambio snidnico moderadsmente bésicas y resi+

poca o ninguna enzima pero que sea capez de adsorber selecr

nas de intercambio aniénico débilmente bdsicas. Son ejemplés

y
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- Tal concentracién puede obtenerse por dilucidn o concentrz

. Ly
Hojn nam. (

§

cidén, segln se requiera. Lg solucidén se pone luego simple-

mente en contacto con la resina de intercambio idnico ante

Ul

mencionada en una columng u otro recipiente adecuado.

Con relacidn a la actividad. de la engima, la ei—
presidn "IGIU" es una abreviatura de Unidad de Isomerasa
Glucosa Internscional. Un IGIU de la enzima se define como
la cantided que produce (en, por ejemplo, el caso de gluQ
cosa isomerasa) 1 micromol de fructosa por minuto, en una
gsolucién 0,1 molar de glucosa a pH 7,5 y 602C, en presen-

cia de 0,01 Mg012 molar y 0,001 CoCl, molar, usando el si-

2
gulente procedimiento de ensayo, que involucra una deter- ‘
minaecidn espectrofotométriga de la cetosa producida a par-
tir de uﬁa solucidn de glucosa bajo un conjunto de condi-
ciones estandardizadas.

Se prepara una solucién de la siguiente manera:

Solucidn de Carga para Ensayo

Componente " Cantidad

0,01 M MgC12 : 1 ml

0,001 M CoCl2 ) 1ml

1,0 M Fosfato buffer, pH 7,5 , 0,5 ml

D~glucoss anhidra 1,44 g

Agug, destilads Para completar hast
ta wn volumen total
de 7,5 ml

La preparaciéﬁ enzimdtica a ser ensayada se diluj
ve primero de modo que contenga de 1 a 6 IGIU/ml.

Se lleva & cabo una isomerizacidn enzimdtica agré
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L—gando un ml de la preparacidn enzimdtica a 3 ml de la so-
lucidn, e incubando durante 30 minutos a 602C. Al final
del periodo de incubacidn, se toma un alicuota de 1 ml y
se enfria en 9 ml en volimen de écido perclérico 0,5 N.

Lo elicuota enfrisds se diluye luego hasta el volimen tota
de 250 ml. Como control, con propdsito de comparacidn, se
lleva a cebo también un ensgyo de glucosa substituyendo un
ml de asgua por un ml de la preparacién'enzimé#ica en formg)
de solucidn, &l comienzo del perfodo de incubacidn., Luego
se determina la cetosa mediante el método de cisteina-dci-
do sulfirico. Pare los propdsitos de este ensayo, un IGIU
ge define como la cantidad de actividad enzimdtica que se
requiere para producir un micromoi de fructosa por minuto
bajo las condiciones de isomerizacién antes descritas.

. La adsorcidén del polisacérido en, por ejemplo,
ung columng debe llevarse a cabo haciendo pasar la prepa—
racidn enzimdtica a través de la columna a un régimen de
flujo de BVH 0,5 a BVH 10, de preferencia s BVH 1,0, 0 ha-
ciendo circular la preparacidén a traevés de la columna por
un periodo de 3 a 24 horas, de preferencia de 10 a 15 ho=-
ras. BVH referido también como SV o "velocidad espacial"
es el régimen de flujo de la columna en voliumenes del he-
cho por hora. '

Al llevar g cabo la adsorcidén en un sistema en
tendas dentro de un recipiente, la preperecidn enzimétice
se pone generalmente en contacto con el adsorbente antes
mencionado mientras se sgite por un periodo que varia des-
de 30~£inutos hasta 24 horas, de preferencia durasnte 2 & 5
horas. De esta manera, se adsorbe el polisacérido y se se-

para de la preparacidén enzimgtica.
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| tecidn de la enzima mientres no se produce substancialmen-
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En el momento de la adsorcidén del polisacérido

el pH de la preperacidn enzimética debe estar dentro de 1la

mgs su temperatura debe ester en la gama de 42 g 602¢,
siendo especlelmente deseeble las temperaturas embiente.
‘Al llevar a cabo el método antes mencionado de
émplear un solvente organico para separar el polisacérido,
el solvente puede ser cualquiera que sea capaz de precipi-

B

tar la enzima mientras causa poca o ningune precipitacidén

tativos son metanol, etenol, propanol, isopropanol, t-buba
nol, scetona, p—-dioxano o mezclas de los mismos.
Se esgregen solventes orgénicos para preparacidn

en ung cantidad suficiente para llevar a cabo la precipi~

te ninguna precipitecién del polisacérido. Por ejemplo,
cugndo se usa isopropanol, debe agregarse una cantidad su;
ficiente para lograr una concentracidén de 30 a 38% en vo-
lémen, de preferencia aproximedamente 30% en vollmen. Lg
acétona debe agregarse para proporcionar una concentracién
de 27 & 38% en volvmen, de preferencia entre 30 y 33% en

vollmen; etanoi, 36 a 45%, de preferenciz entre 38 y 42%

t~butanol, 28 a 36% en vollmen; y p-dioxeno, 28 a 30% en
volumen. '

Para usar estos solventes orgénices, la prepare-|
cibén enzimétice se ajuste generalmente en primer luga§ a u
pH de entre 5 y 8, de preferencia aproximedamente pH 7, ¥
el solvente orgénico (pre-enfrisdo z una temperatura de

109C g -202C) es luego agregado mientras se agite suavemen-

gama de 4 y 11, ¥y de preferencia en la vecindad de 5. Ade~|

de los polisacaridos co-existentes. Los solventes represen|

en vollmen; metenocl, 44 a 55%, propanol, 30 a 38% en volime

nj
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~+te haste que se alcanze lo concentracidn desesda. Una vez

.8gite sugvemente. Una vez logreda la concentracién apropie:

Hojn niim, 10

lograda la concentracidén de solvente spropiade, se prosi-

gue la agitacién durante 30 minutos a 2 horas mds. 4 conti
nugcidén, se recoge la enzima precipitada, ya sea por sepa-
racién centrifuga o por decantecién o similares, y luego
se disuvelve en un solvente tal como sgua.

Las sales que pueden agregerse a las soluciones
enziméticas para llevar a cabo una precipitacidén selecti-
va incluyen sulfato de amonio, sulfato de sodio y‘sulfato
de megnesio. ‘Sin embargo, es igualmente posible emplear
cualquier otra sal qQue sea capez de llevar a cabo esta fun
cidn,

Estes gales deben agregerse s la preparécién pa~
vra obtener una concentracidn tal que produzcen la precipi-
tacién selectiva enzimitica deseada. En este caso de sul-
fato de amonio, por ejemplo, la adicidn debe llevarse &
cabo para proporcioner un nivel del 45% o superior, de prg
ferencia 50% o 60% de satufacién por peso totel.

Lg sal se sgrega de maners preferente g una pre-
peracién enzimatica que tiene un pH'comprendido entre 5 y 8,

de preferencia a un pH de aproximademente 7, mientras se

dae de la sel, se continde la agitacidén dursente 30 minutos

g dos hores més. A continuacidn, se recoge la enzima preci-
pitada, ya sea por separacidn centrifuge o por decantacién
¥y esta es luego redisuelfa.

Una solucidén enzimdtica, que se obtiene de la mat

nera antes menciongda y que ha sido completa esencialmente|

liberada de polisacéiido inhibidor de &dsorcidn, puede lue-

g0 ponerse en contacto c¢én un portedor de adsorcidn para
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—inmovilizar enzimas sobre el mismo.

Entre los portadores de adsorcidén adecuados se
incluyen los mabterigles conocldos como resinas de inter-
cambio iénico DEAE-celulossa, carbonato de magnesio bidsico,
silice coloidal, carbdén activado, y Alvmina Poross contro~
lada.

Entre las resings de intercembio idnico adsorti-
vas que se dan como ejemplo se cuentan'las Amberlite IRA-9
Amberlite IRA-938, Amberlite IRA-93, (todos los que prece~

Kogyo Co., Ltd.), Dislon PA-302, Dision PA-304, Diaion
PA-308, Diaion WA-20 (todos los gque antéceden son nombres
de marcas de productos de Mitsubishi Kasei Kogyo Co., Ltd.

Duolite A-2, Duolite A-7,.Duolite S-3, Duolite ES-561 y

cas de productos de Diamond Shamrock Chemical Co., Ltd.,
of the U.S.A.). | o

En el caso en que el portador sea una resing de
intercanmbio idnica, es posible que el gruﬁo de intercambio
tenge cualquliers de las formas OH-, Cl-, SO4-, etc., pero
es més deseable emplear la forma Cl derivade por regenera-
cién con NaCl o HC1.

Los portadores de célulosa DEAE tdtiles pare in-

movilizar enzimas incluyen materigles conocidos tales como

ble mencionar LUDOX iB-30, LUDOX AM, LUDCX TM (todos los

precedentes son nombres de fébrica de productos de DuPont

dos los que anteceden son nombres de fébrica de productos

den son nombres de marcas de productos de Tokyo Yuki Kagakp

Duolite ES-562 (todos Los que. anteceden son nombres de maf-

Selectecel-20 (el nombre de fébricae de un producto de Brown

Co., de Alemania Occidental); como silice coloidal es posi:

Co., Ltd. de EE.UU.) Snowtex 20, Snowtex 30, Snowtex N (o

D4,

) »
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-de Nissan Keguku Co., Ltd.). Una Altmina Porosa controlads
del ejemplo es el producto de Corning Co., Ltd. de EE.UU.
y como carbén activado es posible mencionar Darco S-51 y
Darco G-60 (ambos nombres de fébrica de productos de Atlas
Co.y Ltd. de Dinamarca).

Al llevar a cabo la adsorecidn o inmovilizaeidn
de enzims por contacto de una solucidn enzimédtica que no
contiene substanclelmente polisacérido con uno de los por?
tadores antes mencionados, la solucidn -ya sea tal cual o
después de haber sido ajustads a la concentracidn deseads
(por ejemplo, una concentracidn de glucosa isomerasa ds
50 U/ml a 1.000 U/ml, de preferencia aproximademente 300
U/ml) por concentracidén o dilucidn— se pone en contacto
con el portador, ya sea en una columng 0 en cualquier otro
recipiente spropiado. _ _

| En el momento de la inmovilizaciébn, es deseable

que el pH de la solucidén enzimdtice esté dentro de la gema

lg temperature estéd de manera deseada entre 4°C y 602G,
especialmente a aproximadamente la temperature amblente.

Cuando le inmovilizacidn se 1le#a a cabo en una
columna, la solucidn enzimgtica debe introducirse a dicha
columng e un régimen de flujo de BVH 0,5 a BVH 10, de pre-
ferencia g BVH 1,0. Alternativamente, la adsorcidn puede
llevarse a cabo por circulacidn a través de le columna por
un perfodo de 3 horas a 24 horas, de preferencia por un pe-
riodo de 10 horas o 15 horas.

Cuando la inmévilizacién se lleva & cabo en un
recipiente adecuado para adsorcidén del tipo en tanda, la

solucién enzimética debe ponerse en contacto con el porta-

de 4 a 11, especialmente en la vecindad de pH 7 a 8. Ademds

P 3
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_dor por un periodo de 30 minutos a 24 horas, de preferen-
¢ia por un periodo comprendido entre 2 horas y 5 horas,
mientrss se agita la mezcla.

En la seccidn que sigue, se presentan sglgunos

ridos en 1la adsorcidn de la enzima sobre un portedor.

Ejemplo Experimental 1

. Yy
Streptomyces olivochromogenes (FERM 1640, ATCC

liquido a2 302C por eproximadamente 50 horas. El material

ron y luego se suspendieron en sgua de intercembio idnico

(3 volimenes) que contiene 10 mdM MgCl,. A continuacidn se

A continuacidn se agregd un volimen igual de
.alcohol isOprobilico al liquido sobrenadente mientras se

agitabe suvavemente. Esta solucidn mezclade se centrifugéd
zada que contenia 10 mM MgClz. El rendimiento de la serie
cién de casi el 70% de la glucosa isomerssa intraceluler

inicigl en forma soluble.

Se empled la misma cepa de microorganismo y se

ejemplos para demostrar el efecto inhibitorio de los saca-

21114), se cultivd por sacudimiento en un medio de culbivo

de cultivo se centrifugd luego durante 20 minutos a 10.000

rpm para recoger las células. Las célulsg humedas ‘se pesa-

Co.) y 1% de tolueno en peso de célules himedas y se llevéd
g czbo la lisis durante 24 horas a 302C bajo sgitacién suafb
ve. El lisado resultante se centrifugd luego durante 20 mif

nutos g 10.000 rpm y se eliminaron los desechos celulares.

adicionaslmente y se recogidé el precipitado. Iuego se disoli

vidé el precipitado en una pequefie centidad de agus desioni:

precedente de operaciones dié como resultado una recupera-

agregeron 0,02% de lisozima (un producto de Behringer-Menhbim
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— repitieron las operaciones precedentes 19 veces de modo
que se prepararon 19 soluciones diferentes de glucosa iso-
merasa. BEstas 19 soluciones de glucosa lsomerasa fueron
luego empleadas en el experimento que se describe més aba~
Joe ’

. / Se empaguetaron 15 columnas que tenian dimensio-
nes de 1,6 x 20 cm cada una con 10 ml de Amberlite IRA-904
(el nombre de fébrica de un producto de Tokyo Yuki Kagaku
Kogyo Co., Ltd.), une resina de intercambio iénico fuerte-
mente bésica. Luego se lavaron las columnés con egua desigl
nizada. Las 19 soluclones de gluccsa lsomerasa previamente
mencionadas se diluyeron de modo que sus concentraciones
fueron de 500 U/ml y luego se suministraron 10 ml a cada
tna de las columnas preparadas a un régimen de flujo de
BVH 1,0. Estas soluciones de glucosa isomerase se hicieron
circular en sus columnss respectivas el mismo régimen de
flujo durante ung noche para adsorber e inmovilizer la en-
zima.

_ Cada una de estas columnes se lavé luego con 100
ml de egue desionizeds para eliminer la materia no adsorbi
da de las columnas, y se determind la cantidad de la acti-
.vided de glucoéa igomerasas en 1és goluclones de lavado.
Las ecuaciones indicadas més abajo fueron luego utilizadas
pare calcular la centidad de actividad de ls glucosa igo-
merasa edsorbida por mililitro de la resina de intercambio
iénlco y la eficiencia de adsorcién para cada una de las
19 columnas. La actividad total de lz glucosa isomerease
suninistrede & lg columng se designa como (A), la activi-
dad de la glucosa isomerasa hallada en la solucién de lsve

do como (B), y el voliumen (ml) de la resina de intercembio
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L-jénico como (C).

Actividad GI sdsorbida/ml IER = &~ 3

Eficiencia de Adsorciodn

1}

A continuacidn, se dializaron alicuotas de 5 ml cada una
| de les 19 glucosa isomerszse antes mencionzda durente una
noche contra sgua desionizada que contenia 10 mM Mg012 ¥y
1 md CoCl,. Le diglisis removid el propancl y los sacdri-
dos de bajo peso molecular contenidos en la solucién de
glucosg isomerasa, pero se retuvieron los polisacaridos no
dializebles. Las actividades de la glucosa isomerasa de esr

tes soluciones de glucosa isomerzsa diglizeda se determing.

ron, y se midieron sus contenidos de polisacarido medisnte
el método de fenol-dcido sulfiérico. La cantided de polisa-
cérido por unided de glucosa isomeresa fué .también calculat
da. ’ R

Las 19 scluciones de glucoss isomerasa se colocat
ron en el orden de la eficiencia de adsorcidn mas elevada
Para Amberlite IRA-904. Estas’se enumeran en la Tabla {
que se gcompafia como soluciones de glucosa isomerasa A, B,
.Cy —Q, R, ¥ S, conjuntamente con los resultados de las
determinaciones descritas en lo que antecede.

Los resultados presentados en la Tabla 1, mues-
tran que la presencia de una apreciable cantided de polisat
céridos de elevado peso moleculsr (que no se eliming ain
mediante dialisis durante toda una noche) interfiere con
la adsorcidn de la glucosa isomerasa por la resina de in-

tercambio idnico.
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- TABLA 1
s, g gms, i

isomerass (resing U/ml) (%) (7 /U)
A 381 76,2 4,7

B 371 74,2 545

¢ 342 68,4 10,9

D 341 68,2 8,2

E 326 65,2 9,1

F 313 62,6 8,3

G 308 61,6 10,4

H © 305 61,0 12,2

I 286 . 57,2 12,1

I 256 51,2 14,4

X 255 51,0 . 14,5

I 248 49,6 12,5

M 247 49,4 15,1

N 241 48,2 19,4

0 235 47,0 16,0

P 227 45,4 16,7

Q 211 42,2 17,9

R 200 40,0 16,3

S 159 - 31,8 19,6

Ejemplo Experimental 2

Le solucidn de glucosa isomerasa S, solucidn que

mostreba la eglutinacidn mis pobre de glucosa isomerasa al

Amberlite IRA-904 de todas las 19 preparaciones de glucose
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—isomerese del Ejemplo Experimental 1, fué utilizada en los
siguientes experimentos.

Veinte mililitros de solucidén S (que contiene
40.000 unidades de glucosa isomerasa) fueron dislizados du-
rente una noche contra 0,05 M tris—HCL de solucidn buffer
(pH 7,0; conteniendo 10 mM MgCl, y 1 mM CoGlz). Bsta solu-
cidén de glucosa isomerase diaslizeda se suministrd luego =z
una columna de celulose DEAE (que tiene dimensiones de
2,2 x 50 cm ¥ que contiene 150 ml de celulosa DEAE). La co-
lumng habia sido previemente equilibrada con el mismo bufﬁe
a un régimen de flujo de 38,5 ml/hr. La glucosa isomerssa'’
y los polisacéridos fueron luego adsorbidos sobre el porta-
gor.

La elucidn se llevd a cabo por el método de gra-
diente de concentrecién usando una gema de concentracidn
NeCl de desde 0 a 0,5 M. Se recogid el eluato en porciones
de 7 ml con un colector de fragcciones. Se analizd cada
fraccidn pare determinar su actividad de glucosa isomerasa,
su adsorbencia a 280 mp, y su contenido de polisecaridos.
Le Figura 1 ilustra los modélos de elucidn tras la glucosa

isomerass (por ejemplo proteines) y polisacérido.

sa isomerass se eluyd a una concentracidén de NaCl de 0,15
M, mientras que el polisacdrido se eluyd a una concentra-
cidn de NaCl de 0,1 M. Este resultedo indica que la gluco-
sa isomerasa y el polisacdrido que coexisten en la solucién
de glucosa isomerzsa se sSepararon exitosamente. La glucosa
isomerasa obtenida de esta mansra se concentrd usando 60%
de isopropanol, mientras que el polisacérido se concentrd

en un eveporador. Este polisacédrido se separd de la solucid

Tal como resulta claro de la Figura 1, la gluco-

Iy
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tenia un peso molecular promedio de aproximadamente 34,000,

Se aplicaron los mismos procedimientos experimen

tales a las soluclones de glucosa isomerasa H y B del Ejen

plo Experimental 1, y se obtuvieron resultados similares.
/ .

Bjemplo Experimental 3

Se siguib el procedimiento descrito en el

Ejemplo Experimental 2 y se separd el polisacérido'y se coz

=

centrd de la solucidén de glucosg lsomerasa S, y se prepard

también la preparacidén de glucosa isomerasa purificada.

BEstos dos materieles més la solucidn S, fueron luego emple;
dos para los siguientes experimentos. '

| | Tres columnas que tenfan dimensiones de 1,6 x 20
em fueron rellenadas cada une con 10 ml de resina Amberli-
te IRA-904 y luego se lavaron bien con sgua desionizeda.
La solucibn S fué luego suministreda a la columna 1, la p:$
paracidén de glucosa isomerasa a la columng 2 y la columna
3 recibld una solucién preperada por readiccién de polisa—I
cérido a la preparaclién de glucosa isomerasa purificada.

En cada caso, la concentracidén de glucosa isome-

las soluciones se suministraron a las columnas s un régimen
de flujo de BVH 1,0. Las soluciones se hiciercn circular a
través de columnas durante una noche al mismo régimen de
flujo pere efectuar la adsorcidn por la resina.

Las soluciones enzimgticas suministradas a cadas
una de estas tres columnas contenian 5.000 unidades de ac-
tividad de glucosa isomerasa, y habia 88 mg de polisacdride

contenido en cada una de las soluciones enzimiticas suminig
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—tradas a las columnas 1y 3. Una vez completadas las operan

ciones de adsorcidn, cade una de las columnas se lavd con

merasa y polisacérido contenido en cada solucidn de lavado
fué determinada, y los gredos de adsorcidn para la glucosa
isomerasa y polisacdrido de las resinas de Amberlite IRA-9(
fueron calculados. Los resultados se presentan en lg Siﬁ'

!

guiente tgbla.

TABLA 2

100 ml de agua desionizada pare eliminar la materias no adsqer

bida de los lechos de resina. Las cantidades de glucosa isg

Eficiencia de Adsorcidén (%)

_ Glucosa _
Columna Muestra Isomerasa Polisacéirido
1 GI Solucién § 28,3 76,0
2 Solueidn GI purificada 99,0 -
3 1t} 1] (1]
con polisacédrido agregado 26,4 81,4

A continuacidn, se siguid el procedimiento des—
erito en el Ejémplo Experimental 2 y se prepararon las glu
cosa isomerasa y polisacaridos purificados preparados a
partir de las soluciones de glucosa isomerasa H y B. Estos

materiales se emplearon luego de la manera que acabamos de

ten en las siguientes dos teblas.

describir. Los resultados para estos experimentos se presen

. o
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~ TABLA

Eficiencia de adsorcidén (%)

- Glucosa ,
Columna Muesgtra Isomerassa Polisacarido

1  GI Solucién H 61,0 80,6
2 Solucidén GI purificada 99,3 -
3 fn 1 n

con polisacérido agre- :

gado 25,3 . 81 ,4

TABLA 4

Eficiencia de adsorcidn (%)
Glucossa

| Columna Muestra Isomerasa Polisacérido
1 GI Solucién B 74,2 ' 88,5
2 Solucidn GI purificada 99,1 -
3 1t " L]
con polisacarido agre-
gado 27,6 76,1

Tos datos muestran que el polisecarido en las so-
luciones de glucosa lsomerasa es adsorbido por los portados
res adsorbentes de glucosa isomerasa, por ejemplo las resi-
nas de intercembio idnico, més selectivamente que la gluco-
sa isomerass en si misma. Por lo tanto ejerce un sorprenden
te efecto de inhibicién en la adsorcidén de la glucosa isomg
rasa. Resulte también claro que la elimingcidén, o reduceidn
en la cantidad del polisacérido en las soluciones de gluco-

sa isomerasa da como resultado una edsorcidén aumentada de
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Ejemplo Experimental 4

La solucidn de glucosa isomerasa S preparada en
el Ejemplo Experimentel 1 se dializd durante una noche g
49C contra sgua desionizada que contiene 10 mM Mg012 vy 1
oM CoCl, (& la cual nos referiremos g continuecién simple-
mente como agua desionizada). La solucidn de diglisis ex-
terna del sgua desionizada cambid frecuentemente duranté’
el curso de la didlisis.

La solucidén diglizada se dividid luego en alicuo+

¥

tas de 16 ml (conteniendo cada una 9,683 unidades de gluco:
sa isomerasa y 189,79 mg de polisacérido) y se colocd eu

cada uno de 1os 10 recipientes de 50 ml. Se agregd lenta-

volimenes respectivos de 6, 7, —, 14 y 15 ml. Se conti-
nud la agitecidn durante 30 minutos a 42C. Luego se trans—
firidé cada mezcla a un tubo centrifugsdor y se llevd a ca—l
bo la centrifugacién durante 15 minutos a 15.000 rpm.

. Se elimind el liquido sobrenadante por decanta~

cién y se descartd, y se disolvid el precipitado en aproxis

luciones obtenldas de esta menera fué colocada en un fras-
co volumétrico de 50 ml y se rellend a 50 ml en volimen co+
ggua desionizada. Las gctividades de glucosa isomerasa to-~|
tel y los contenidos de polisacérido se determinaron para
cada una de estas soluciones.

La actividad de glucosa isomerasa total conteni-
da en le solucidn original de glucosa isomerssa de 16 ml

empleada se designd eomd-E1, y el contenido de polisacéri~
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 do de 1la misma se designé como P,. La cantidad de activi-
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ded de la glucosa isomerssa contenida en el material recu~
perado se denominé E, y la cantided de polisacérido conte-
nido en la misme se denomind P,. Estos velores se substitu~
yeron en las sigulentes ecuaclones y se caleularon losg por-
centajes de recuperacidén de la glucosa isomerasa y el poli-
éacérido para cada una de las 10 preparaciones tratadas cox
isopropancl. Las cantidades de polisacarido por unidad de

glucosa isomersse se calcularon también para cada we de'

las soluciones obtenidas.

GI recuperado = _fgu x 100

Eq

L ' Py
Polisacarido recuperado = ——m—— x 100

Po

. L, , Ps

Polisacdrido/U de GI (T/U) = 2.
: E
2

Los resultados de los calculos usando estas ecuaJ

ciones se acompafian en la Tablg 5.
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= TABLA 5

Efectc de la concentracidn de isopropanol en la

seperacidn de enzima de glucosa isomerasa y polisacdrido.

Conc. de Actividad de 1lag Cantldad de poli~ Unidad de 3

oli

Isopropanol enzima recuperada sacarido recuperg sacarido dd GI

(vol-%)’ (U) (%) do (mg) (%) ~ (1/0)
27,3 397,2 4,10 9,41 4,96 23,69
30,4 6826 70,49 31,81 16,76 . 4,66
33,3 8831 91,20 30,76 16,21 3,48
36,0 9167 94,67 53,58 28,23 5,84
38,5 9176 94,76 107,17 56,46 11,68
40,7 9459 97,69 143,63 75,68 . 15.18

42,9 9613 99,28 148,42 78,20 15,44
44,8 9600  .99,14 157,98 83,24 16,46
46,17 9600 99,14 165,97 87,45 17,29
48,4 9344 96,50 153,20 80,72 16,40 |

La Table 5 muestra que el polisacdrido precipita

sea de 36,0% en volimen o menos, pero que precipite progre-
Sivamente con énzima a medida que la concentracidn de iso-
propanol gumenta. Por otra parte, eg claro que el régimen
de recuperacidn de la glucosae isomerasa es bastante slevadg
auin con una concentracidén de isopropencl de 33% en voltmen.
Empleando isopropanol en una concentreacidn de 30 a 38% en
volumen, de preferencia aproximademente 36% en volidmen, es
pdr lo tanto posible precipitar-de manera preferente la

glucosa isomerasa con casi ninguna pérdida en su recupers—

escasamente, mientras que la concentracién del isopropanol

cidén. Al mismo tiempo, el polisacarido que inhibe lg adsor-
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~cidén de la glucoss isomerasa en los portadores de resina
permanece atrés en lg fase liquida.
A continuecidn, se empaquetaron 10 ml de resina
Amberlite IRA-904 himede en ceda una de las 9 columnas que
tienen dimensiones de 1,6 x 20 cm, y estas se lavaron bien
con ague Gesionizada. La soluclidén de glucosa isomerasa S
ée manejé de la misma‘manera gque en 1o que antecede y se
trataron alicuotas de la misma con 9 concentraciones dife-

rentes de isopropancl (a 30,4% en voliumen y superiores).

Se obtuvieron precipitados de glucosa isomerasa y se disol;
vieron en sgua desionizada. Las preparaciones enziméticas
asi preparasdas se ajustaron de modo de contener 3.000 uni-
dades de glucosa isomerasa (en volimenes de soluciones er-
bziméjicas de 15,6 & 22 ml) y luego se hicieron circular a |
través de las columnas entes mencionadas durante una noche
a un régimen de flujo de BVH1y temperatura embiente.

A continuacidn de la finalizacién de la circu1a¥|

cién y sdsorcidn, cada una de las columnas se lavé con 50

ml de agus desionizada para eliminer la materia no adsorbid

da en el lecho de resina. Las soluclones de lavado se ana-

lizeron para determinar sus contenidos de actividad de glui
.cosa isomerasa; Los resultados son tal como se muestran en
la Tabla 6 sigulents.

IABLA 6

Concentracidn de Isopropanol (% en vol
30,4 33,3 36,0 38,5 40,7 42,9 44,8 46,7 48,

GI adsorbida por
1 ml de resina

(U/m1) 300 300 300 285 256 250 241 217 198
Eficiengia de v
adsoreién (%) 100 100 100 95,0 85,3 83,3 80,3 72,3 66,
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foe

Es evidente por los resultados presentados en lea|
Tabla 6 que las concentraciones de 30 g 38% en vollmen son
las més deseables cuando se emplea isopropenol para llevar
g cabo la precipitacidén preferenciel devglucosa isomerasa

mientras que el polisacérido permanece atrds en laz fase

liquida.

Ejemplo Experimental 5

Tt

Se empled la solucién de glucosa isomerasa diali-

glicuotas de 16 ml (conteniendo 9.683 unidades de glucosa
isomerasa y 189,79 mg de polisacédride) de la solucidn enzi:

mética en 7 recipientes de 50 ml. Luego, mientras se agita

volimenes de 6, 7, ——, 11 y 12 ml a los recipientes. Se
continué la egitacidén durante 30 minutos a 49C. Las mezclas
fueron transferidas cada una a tubos de centrifugacién, y
gse 1llevé a cabo la centrifugacidn durante 15 minutos a
15,000 rpm.

Se decantaron y descartaron los liquidos sobrena-
dantes y se disolvieron los precipitados en aproximadamente
30 m1 de agua desionizada. Estas soluclones se transfirie-
ron luego a frascos volumétricos de 50 ml y sus voldmenes

se completaron hasta 50 ml con ggua desionizada. Cada ung
ninar su contenido de actividad total de glucosa isomerasa
¥y su contenido total de polisacérido. Los resultados de es-

te experimento se presentan en la Tabla 7.

lucién de glucosa isomerasa precipitd escasamente mientras

zadae preparade en el Ejemplo Experimental 4, y se colocaron

de estas soluciones enzimdtices se analizd luego para detey

Es claro que el polisacdrido contenido en lg so-

. ..
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~que la concentracién de la acetona fué de 33,3% en volimen
0 menos, Precipita y se recupera con elevados promedios en
concentraciones de acetona de 36% en volimen y superiores.
La glucosa isomerasa, por otra parte, se recupera con un

elevado promedio aln cuando la concentracién de acetona ses

de 30,4% en volimen.

TABLA 7

recidén de glucosa isomerasa y polisacarido.

Efecto de la concentracidén de acetona en la sepa+t

Conc. de  Enzima recuperads Polisacarido recup. U de'polis

acetona Activided Régimen Cantidad Régimen  carido dz2 GI
(% en vol)  (U) %) (mg) (%) - (T /)
27,3 704 79,56 13,17 6,9 1,11 |
30,4 9385 96,92 17,29 9,11 1,84
33,3 9410 . 97,18 42,38 22,33 14,50
36,0 9260 95,63 158,42 83,47 17,11
38,5 9285 95,69 180,64 95,18 19,46
40,7 9272 95,76 189,28 99,73 20,41
42,9 8833 91,22 181,06 95,40 20,50

Empleando acetona en una concentracién de 30 a
33% en volimen, es por lo tanto posible precipitar de mane-
ra preferente la glucosa isomerase con casi ninguna pérdids
en su capacidad de recuperacidén. Al mismo tiempo, el poli-
sacérido que inhibe 1lg adsorcién de la glucosa ilsomerasa er
los portadores de resing queda atris en la.fase liquida.

A continuacién, se empaquetaron 10 ml de resina

Amberlite IRA~304 himeda, en cada wna de las 7 columnas que
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—tienen dimensiones de 1,6 x 20 cm. Estas se lavaron bien
con agua desionizada. La solucidn de glucosa isomerasa S se
tratd de la misma manera que lo que precede y se trataron
alicuotas de la mismae con 7 diferentes concentraciones de
acetona. Se obtuvieron precipitados de glucose isomerasa ¥y
se disolvieron en agus desionizada. Lazs soluciones enzimé-
ticas asi preparadas se ajustaron de modo de contener 3.00(
unidedes de actividad de glucosa isomerasz (en vollmenes
de solucidén enzimitica de 16 a 19 ml) y luego se hicieron
circular a través de unas columnas antes mencionades duran-
te la noche a un régimen de flujo de SV 1 y a temperatura
ambiente. '

Una vez completada la circulacidén y adsorcidnm,
cadg ung de las columnas se lavd con 50 ml de sgua desioni-
zada para eliminar la materia no adsorbida en el lecho de
la resing. Se analigzaron las solﬁciones de lgvado para Ge-
terminar sus contenidos de actividad de glucosa isomerasa.

Los resultedos se muestran en la tabla 8 siguiente.

TABLA 8

Concentracidén de acetona (% por vol,

27,3 30,4 33,3 36,0 38,5 40,7 42,9

Resine (U/ml) ’
adsorbida GI/ﬁl 300 300 300 219 158 149 151

Eficlencia de - -
adsorcién (%) 100 100 100 73 52,7 49,7 50,3

Es evidente por los resultados presentedos en la

Table 8 que las concentraciones de 27 a 36% en volimen son
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~las mas deseables cugndo se emplee ecetona para llevar a

cabo la precipitecidn selectiva de le glucoss isomerasa.

Ejemplo Experimentel 6

Se empled la solucién de glucosa isomerasse disli+
zede prepirade en el Ejemplo Experimental 4, y se colocaron
glicuotas de 11 ml (que contienen 6.657 U de glucosa isomsd
rasa y 130,48 mg de polisacdrido) de esta solucién enzimg-
tica en reciplentes de 50 ml, ILuego mientras se esgitebs
suavemente las soluciones, se agregd lentémente etenol fric
en volumenes de 6, %, 8, 9, 10 y 11 nl a los recipientes.
Se continud la agitacién durante 30 minutos a 49C. Luego
se transfirieron ceda une de las mezclas a tubos de centrid

fugacidn. La centrifugecidn de éstos se llevd a cebo auran-

Se decenteron y descertaron los sobrensdentes,
y 1los precipitadog se disolvieron ceda uno en aproximada-'
mente 15 ml de sgua desionizada. Luego se transfirieron es-
tas soluciones a frascos volumétricos de 25 ml y sus veli-
menes se completaron hasts 25 ml con ggua desionizeds. éade
una de estas soluciones enzimdticas fué luego analizede pa-
ra determinar éu contenido total de actividad de glucosa

isomerass y su contenido totel de polisacarido. Los resul-

tados se presentan en la Tabla 9.
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Efectc de la concentracién de etenol en le sepa-

racién de glucosa isomerasa y polisacérido

Conc. de Enzima recuperada Polisacarido recuperado Polisg-

Etanol Activided Cantided cérid

(% en voll) (v) (%) (ng) (%) r/U ag GI
35,3 4605 67,68 4,67 3,58 1,04
38,9 6657 100 14,85 11,38 - 2,23
42,1 6624 99,50 40,31 © 30,89 6,09
45,0 | 6624 99,50 80,64 61,80 12,17
47,6 6421 96,46 95,60 13,217 14,89
50,0 6556 98,48 107,79 82,61 . 16.44

~total en una concentracién de etanol de 38,9% en volimen.

Es claro por los resultados presentedos en lag Ta-
ble 9 que el polisacdrido contenido en la solucidn de glu-
cose igomerase precipitéd escasamente y se recuperd mientra
la concentracidén del etanol ers de 42,1% en volumen 0 menos
Precipite y se recupera en concentraciones de etanol progre
sivemente més elevedas de 46,0% en volimen y superiores. Ls

glucosa isomerasa, por otra parte, se somete a recuperaniéﬁ

Empleando etenol en una concentracién de 38 a 42%
en volumen, es por 1o tanto posible precipitar de meners
selectiva la glucose isomerasa con casi ninguna pérdida en
su régimen de recuperecidén. Al mismo tiempo, el polisacdri-
do que inhibe la adsorcidén de la glucosa isomerass a los
portadores de resina quede stras en la fase liquida.

A conxinuacién, se empaquetaron 10 ml de resina |

Amberlite IRA~904 hiumeda en cada ung de las 6 .columnas que
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con sgus desionizada. Le solucidn de glucose isomerasa S se
manejé de la misma maners que antes y se trataron aglicuotad
de le misma con 6 concentraciones diferentes de etanol. Se
obtuvieron precipitados de glucosa lsomerasa y se disolvie-
ron en agﬁé desionizada. Las soluciones enzimitices as{ pre-
pgradas se ajustaron de modo de contener 3,000 unidades de
actividad de glucose isomerasa (en volumenes de solucién
enzimdtica de 11,3 a 16,7 nl) y luego se hicieron circular
e través de lds columnes antes mencionadas durente una no-
che @ un régimen de flujo de BVH 1 y temperatura embiente.
Una vez completeda la circulacidn y adsercidn, ed
lavé cads una de las columnas con 50 ml de agua desionizadd
pare eliminar las materias no edsorbldas del lecho de resi-
na. Las soluciones deAlavadO‘se anelizaron pare determinar
sus contenidos de actividad de glucosa isomerasa. Los resal

tados se muestren en la Tabla 10 mds abajo.

TABLA 10

Concentrecidn de etanol (% en Vol.)
35)3 38’9 42,1 4-590 47’6 5010

GI U/ml de resins

adsorbida 300 300 300 293 247 233
Eficiencie de ' S
adsorcidn (%) 100 100 100 97,7 82,3 11,7

Eg evidente por log resultedos presentados en la
Tgbla 10 que les concentraciones de 36 a 45% en volimen son

las més deseables cuando se emplea etenol para llever a ce-
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—bo la precipitacidn selectiva de glucose isomerasa.

cade una de las mezclas a tubos de centrifugacidén. Le cen-

1 luciones se transfirieron a frascos volumétricos de 50 ml

abajo.
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Ejemplo Experimentel 7

Se 1levd a cabo el tratemiento de didlisis tal
como se describe en el Ejemplo Experimentel 4 y se coloca-
ron alicuotas de 16 ml {conteniendo 9.683 U de glucosa iso+
merasa y 189,79 mg de polisacirido) de la solucién enzimé-
tica obtenida en cada uno de los 6 recipientes de 50 ml.
Tuego mientres se agitéba suevenente las soluciones g 42C,
se agregd sulfato de amonio para dar un grado respectivo ?e

seturecidén de 45%, 50%, 55%, 60%, 65% y 70%. Se continud '

le agitacién durante 30 minutos mds. Luego se trensfirid

trifugacidén de estos se llevd a cabo durente 15 minutos a
15.000 rpm.

Se decantaron y descartaron los sobrenadantes, y
cede uno de los precipitedos se disolvié por separado en

aproximadeanente 30 ml de ggua desionizada.-Luego estas so-

¥y sus volimenes se completaron hesta 50 ml con agua desio-
nizaeda. Cada une de éstas soluclones enzimdticas fué luego
enalizada para determinar su contenido totel de actividad
de glucose isomerasa y su contenido de polisacérido. Los

resultedos son tal como se presenten en la Teble 11 més

Eg claro por los reswltedos presentados en la Ta~
bla 11 que el polisacérido contenido en la solucidén de glu-
cosa isoﬁerasa precipita escasamente en grados de sulfato
de amonio de saturacién de 45% a 70%, o sobre la gema totall

de los grados de saturacidén enseyados aqui. Ta glucosa iso-
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recupers con un grado de saturacién de sulfato de amoﬁio de
50% o mas,

Empleando suwlfato de amonio, es posible precipi~-
tar selectivamente glucosa isomerecsa g partir de una solu-

cidn de glucosa isomerasas que contiene polisacédrido.

TABLA 11

Efecto de concentracién de sulfato de smonio en
|
le separacidén de glucosa isomerasa y polisacdrido ;

Sulfato de  Enzima recuperada Polisacdrido recup. Polisa-
amonio conc. Actividad Centidad “carido
(% saturado) (U) (%) (mg) (%) T/U Ge GI

45 1499 46,46 1,91 4,17 1,76
50 8264 85,35 16,76 8,83 2,03
55 9096 93,94 15,18 8,00 1,67
60 9585 98,99 16,76 8,83 1475
65 9683 100 22,77 12,00 2,36
70 9683 100 23,40 12,33 2,42

A continuacién se empaqueteron 10 ml de resina
Amberlite IRA~904 himeda en cade una de 6 columnas que tie-

nen dimensiones de 1,6 x 20 om, y estes se lavaron bien con

agua, desiOnizadé. La solucidén de glucosa isomerass S se irg
té'de la misma menera que antes y se trataron elicuotas de
le misma con 6 concentraciones diferentes de sulfato de amo
nio. Se obtuvieron precipitedos de glucosa isomerssa y se di-

polvieron en sgua desionizasdae. Las soluciones enzimdticas

asi preparadas se ajustaron de modo de contener 3.000 unidg)
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| des de activided de glucosz isomerasa (en volimenes de so-
lucidn de enéima de 15,5 a 33,3 ml) y luego se hicierén cix
cular a través de las coluwmnes antes mencionadas durante
una noche a un régimen de flujo de BVH 1 y temperstura
ambiente.

'Una vez completada la circulacidn y adsorcién,
cada una de las columnas se lavé con 50 ml de agus, desioni-
zada pera eliminar la materie no edsorbida del lecho de re-
sina. Las soluclones de lavado se analizaron para determi—
nar su contenido de actividad de glucosa isomerasa.Los re-
sultados se muestran en la Tabla 12.

Es evidente por los resultados presentados en la
Tabla 12 que concentraciones de sulfato de smonio con gra-

dos de saturacidn de 45% y mds elevados son los mds desea~

la precipitacién selectiva de glucosa isomerase.

TABLA 12

Concentracidn de sulfato de emonio
de saturacidn)

45 50 55 60 65 70

GI U/ml de resins

adsorbida 300 300 300 300 300 300
Eficiengia de )
adsorcidn (%) 100 100 100 100 100 100

La solucidén que contiene glucosa isomeresa que se
obtiene de le manera antes mencionade que habfa sido compld
tamente o casi completamente liberada de polisacdrido, se

pusgo luego en contacto con un portador edsorbente de gluco-
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A continuacién, en la presente invencidn se oxpli]
card mas detalladamente mediante la presentacién de ejemplds
aplicados y tembién de ejemplos comparativos. La presente

invencidn no queda limitada sin embargo por estos ejemplos.
EJEMPLO 1

8¢ empaquetaron 10 mililitros de Lewatit M-500 hy
meda (nombre de marca de un producto de Bayer Co., Ltd.,
de Alemanie Occldentel), une resine ée intercembio anidnicd
fuertemente bésica (tipo-I), en une columna que tiene dimen
siones de 1,6 x 20 cm. Esta columna de resins se tratd lue-
go con 50 ml de solucidn de NaCl 2 M a BVH 1, antes de un
cuidadoso lavado con egua. A continuacion, se empled la so-
lucién de glucosa isomerssa S preparads tal como se.descri-
be en el Ejemplo Experimentsl 1, y se hicieron circular 3
ml (conteniendo 5.000 U de glucosa iscmerasa y 98 mg de PO~
lisacérido en un total de contenido de sacdrido de 112 mg)
e través de la columns antes mencionada durente la noche a
wn régimen de flujo de BVH 1 y temperatura embiente.

Esta columne se lavd luego con 20 ml de agua de-
sionizada para eliminar lsg maferia no adsorbida del lecho
de la resina. La solucién de lavado se analizé luego pars
deferminar los contenidos -de actividad de glucoss isomerasg

¥y sacéridos totales, y se celcularon las eficienclags de ad-

sorcidén de la glucose isomerass y los sacéridos totales. Es
tos resultados indicaron que la glucosa isemerass era esca-
samente adsorbida por el Lewatit M~500, mientras que se ad~

sorbieron 80,1% de los saqéridos totales.
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A& continuacién, se empaquetaron 10 ml de Amberli+
te IRA-904 himeda (marca de un producto de Tokyo Yuki Keget
ku Kogyo Co., Ltd.), en ung columna que tiene dimensiones
de 1,6 x 20 cm, y esta columna se lavd cuidadosamente con
agua desionizada. Luego la solucidén de glucosa isomerasa
obtenida por eliminacién de la mayoria de los polisacdri-
dos de 1la solucidén de zlucosa igomerasa S traténdola tal
como se hg descrito previamente en una columna de Lewatit
M-500 se empled en un voliémen de 15 ml (conteniendo 3.000
U de glucosa isomerasa) se suministrd dicha columng de
Amberlite IRA-904 y se hizo circular a través de la misma
durante la noche a un régimen de flujo de SV 1y a temperaT

ture ambiente.

Tuego se lavé la columna con 50 ml de agua desiot

nizeda pare eliminer la materie no adsorbida desde el lech%

de la resina y la solucién de lavado se analizd para detert

minar su contenido de glucosa isomerasa. Los resultados con-

firmaron que un 99,4% de la glucosa isomerasa suministrada
fué adsorbida por la resins Amberlite IRA-904. Esta Amber-
lite IRA-904 con glucosa isomerasa adsorbida en lag misma

puede emplearse como una glucosa isomerasa inmoviliszada.
EJEMPLO 2 e

Diez mililitros de Lewatit M-504 himedo (marca
de un producto de Bayer Co., Ltd., de Alemania Occidental),
una resina de intercambio anidnico fuertemente basica de
tipo I, fueron empaguetados en una columng de 1,6 x 20 cnm,
Esta columng se tratd lﬁego con 50 ml de une solucidn NaCl
2 M en BVH 1, seguido por lavado cuidadoso con agua. Se

empled la solucidn de glucosa isomerasa S preparads tal
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.COmO sé describe en el Ejemplo Experimental 1 y se hicieron
circular 3 ml (conteniendo 5.000 U de glucosa isomerasa y
98 mg de polisacérido en un total de un contenido de sacé-
rido de 112 ml), & través de la columna antes mencionada
durante la noche a un régimen de flujo de SV 1 y a tempera-
tura amblente.

Luego se lavd esta columna con 20 ml de agua de-
sionizada para eliminar la materla no adsorbida del lecho
de la resina. La solucidn de lavado se analizd luego para
determinar sus contenidos de actividad de glucosa isomera-
se y sacaridos toteles, y se eglculeron las eficienclas dé
adsorcidn pare la glucosa isomerass y los cerbohidratos to-
tales. Los resultados indicaron que la glucosa isomerasa
- fué éscasamente edsorbida por el Lewatit M-504, mientras
que se adsorbieron 81,0% de los sacdridos tétales.

- A continuacién, se empaquetaron 10 ml de Amberii-
te IRA-904 en una columna de 1,6 x 20 cm, y esé columna se
lavé luego cuidadosamente con.agua_ desionizada. La solucidy
de glucosa isomerasa obtenida por eliminacién de la mayor
parte de sacdridos de la solucidn de glucosa isomerasa S
traténdola tal como se ha descrito previamente en una co-
lumns de Lewatit M-504 fué empleado en un voliumen de 15 ml
(conteniendo 3.000 U de glucosa isomerasa) y se suministrd
a la columng de Amberlite IRA-904 y se.hizo circular a trad
vés de la misma durente la noche g un régimen de flujo de
‘BVH 1 ¥ e temperatura emblente.

Bsta columna se lavd luego con 50 ml de ggua de-
slonizada para sacar toda la materia no adsorblds desde el
lecho de la resina, y la solucidn lavada se analizd para

determinar su actividad de glucosa isomerasa. Los resulta-
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| dos confirmaron que 99,5% de la glucosa isomerasa fué ad-

sorbide por la resina Amberlite IRA-904.

EJEMPLO 3

Diez mililitros de Lewatit CA-9268 HL himeds
(marca de un producto de Bayer Co., Ltd., de Alemania Occi
dental), una resina de intercaembio anidénico fuertemente
bésica de tipo II, fué empaquetzda en una columna de 1,5 x
20 cm. Este columna se traté luego con 50 ml de uma solu-
cidén NaCl 2 M a SV 1, seguido por un lavado cuidadoso con
agua. A continuacidn, se empled la solucidn de glucosa iso+
merase S preparada tal como se ha descrito en el Ejemplo
Experimental 1 y se hicieron cireular 3 ml (conteniendo

5.000 U de glucosa isomerasa y 98 ml de polisacdrido de un

columne antes mencionada durante la noche a un régimen de
flujo de BVH 1 y & temperatura ambiente.

Esta columna se lavd luego con 20 ml de agua
desionizada para ellminar la materia no adsorbida desde el
lecho de la resina. La solucién de lavado se anelizd 1uégo
pare determinar sus contenidos de actividad de glucosa iso-
Ierasa ¥ sacéridos totales, y se calcularon las eficienciad
de adsorcidn para la glucosa isomerasz y los sacdridos to-
- tales. Los resultados indicaron que la glucosa isomerass
fué escasemente adsorbida por Lewatit CA-9268 HL, mientras
que se adsorbieron 8%,9% de los sacaridos totales.

A continuacidn, se empaguetaron 10 ml de Amberli-
te IRA-904 himede en una columna de 1,6 x 20 em, y esta co-
lumna se lavd luego cuidadosamente con agua desionizada.

Iuego la solucidn de glucosa isomerasa que se obtuvo por
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crito previamente en una columna de Lewatit CA~9268 HL fué
empleada en un voltmen de 15 ml (contenlendo 3,000 U do gl
cosa isomerasa) y se suministréd a la columna’de Anberlite
IRA-904 y se hizo cirecular e través de la misma durante la
noche a un régimen de flujo de BVH 1 y a temperatura ambier
te. '

La columna se lavé luego con 50 ml de agua desio
nizada para eliminsr la materia no adsorbida desde el lechc
de la resina, y la solucidén del lavado se analizd para de-

terminar su actividad de glucosa isomerasa. Los resultados

da fué adsorbida por la resina Amberlite IRA-904.

BEJEMPLO 4

Diez mililitros de IMAC S5-40 himedes (marca de wi
producto de Shinatsu Kegeku Co. Ltd) una resina de inter-
cambio anidnico fuertemente basica, fueron‘empaquetados en
una columna de 1,6 x 20 cm. Esta columna se tratd luego cor
50 ml de solucidén de NaCl 2 M a BVH 1, seguido por un la-
vado cuidadoso con gguas A continuacidén, se empled la solu-
cién de glucosa isomerasa S pfeparada como se describe en
el Ejemplo Experimental 1 y se hicieron circular 3 ml (con-
teniendo 5.000 U de glucosa isomerssa y 98 mg de polisacé-
rido en un totsl de contenido de sacérido de 112 mg) a tra-
vés de la columna entes mencloneds Gurante una noche a un
régimen de flujo de BVH 1 y a temperatura ambiente.

Esta columna se lavé luego con 20 ml de agua

desionizeda para eliminar la materia no adsorbidg desde el

—eliminacidén de la mayor parte del polisacarido desde la so+

lucién de glucose isomerasa S traténdolo tal como se ha deg

confirmgron que un 100% de 1lg glucosa isomerassa suministra+

1o

)

L
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-lecho de la resina. La solucidén de lavado se analizd luego

de sdsorcién para la glucosa isomerasa y los sacaridos to-
tales. los resultados indicaron que lag glucosa isomerssa
fud escasamente adsorbida por IMAC S5-40, mientras que se

adsorbieron 68,2% de sacaridos totales.

te IRA-904 himeda en una coluumna de 1,6 x 20 cm, y esta co-
lumna se lavé cuidadosamente con agua desionizada. Luego
la solucidn de glucosa isomerasa que se obtuvo por eliminaq
¢ién de la mayor parte del polisacédrido desde la solucidn
de glucosa isomerasa S tretdndola tal como se ha descrito
previamente en una columna de IMAC S5-40, fué eﬁpleada en
un volimen de 15 ml (conteniendo 3.000 U de glucosa isome-
rasa) y se suministré a dicha columna de Amberlite IRA-304
y se hizo circular a través de la misma durante la noche g
un régimen de flujo de BVH 1 y a temperature ambiente.
Iuego se lavd la columna coan 50 nl de agua desiod
nizads para eliminar lz materia no adsorbida desde el lechd
de la resina y la solucidn de lavado se analizdé para deter-
mingr su contenido de actividad dé glucosg isomerasa. Los
resultados confirmaron que un‘100% de la glucosa lsomerasa

suninistrada fué adsorbida por la resina Amberlite IRA-904,

EJEMPLO 5

Diez mililitros de IMAC $5-50 himeda (marca de wy
producto de Shinatsu Kagaku Co., Ltd.) una-resina de inter-
cambio anidnico fuertemente bdsica, se empaguetd en uma co-

lumng de 1,6 x 20 cm. Esta columng se tratd luego con 50 ml

pera determiner sus contenidos de actividad de glucosa iso+

merasa y sacaridos totales y se calcularon las eficiencias)

A continuacidn, se empaquetaron 10 ml de Amberlid
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| de solucién de NaCl 2 M a SV 1, seguido por w1 lavado cui-
dadoso con agua. A continuacidn, se empled la solucidn de
glucosa isomerasa S preparada tal como se describe en el
Ejemplo Experimental 1 y se hicieron circular 3 ml (conte-
niendo 5.000 U de glucosa isomerase y 98 mg de polisacédri-
do de un total de contenido de sacérido de 112 mg) a través
de la columna antes mencionsda dursnte la noche a un régi-
men de flujo de BVH 1 y a temperatura ambiente.

Iuego se lavé esta columna con 20 ml de sgua desi
nizada para eliminar la materia no adsorbida desde el lech

t
de la resina. La solucidn de lavado se analizd luego para.

y sacaridus totales, y se calcularon las eficlencias de adA
sorcién para la glucosa isomerasa y los sacéridos totales.
Los resultados indicaron que la glucosa isomerasa fué escao
samente adsorbida por IMAC $5-50, mientras que se adsorbie-
ron sobre la misma 66,9% de s§cérid03 totales.

A continuacidn, se empaquetaron 10 ml de Ambexrlid
te IRA-904 himeda en una columna de 1,6 x 20 cm, y esta 204
lumng se lavd luego cuidedosamente con agua desionizade.
Iuego la solucidn de'glucosa isomerasa que se obtuvo elimi-
nando la mgyor parte del polisgcérido desde la solucidn de
glucosa isomerasa S traténdolo como se ha descrito previa-
mente en una columna de IMAC S5-50, se empled en un volimen
de 15 ml (conteniendo 3.000 U de glucosa isomerasa) y se sy
mihistré a dicha columng de Amberlite IRA-904 y se hizo cix
cular s través de la misma duramte la noche a un régiﬁen de
flujo de BVH 1 y temperatura ambiente.

La columna se lavé luego con 50 ml de sgua desio-

nizada para eliminar la meteria no adsorbida desde el lecho

determinar sus contenidos de actividad de glucosa isomerasa
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| _de la resina, y la solucién de lavado se analizd paras deter
minar su contenido de actividad de glucosa isomerasa. Los
resultados confirmaron que 100% de la glucosa isomerasa sut

ministrada fué adsorbida por la resina Amberlite IRA-904.

‘Ejemplo Comperativo 1

Diez mililitros de Amberlite IRA-904 humeda se
empaquetaron en una columna de 1,6 x 20 cm y esta se lavd
cuidadosemente con agua desionizada. A continuscién, la sod
lucidén de glucosa isomerasa S preparada tél como se descrid
be en el Ejemplo Experimental 1 se diluyd hasta una concent

tracidén de 200 U/ml y luego se hicieron circular 15 ml (coz

T

teniendo 3.000 U de glucoss isomerasa) de esta solucién a

través de la columns antes mencionads durante la noche a

Esta columna se lavd luego con 50 ml de agua
desionizada para eliminar ls meteria no adsorbida desde ei
lecho de la resina. La solucidn de lavado se snalizd luego
pars determinar su actividad de glucosa isomeresa.

| Los resultados indiceron que solamente un peqﬁe-
fio nivel, es decir 44,4% de la glucosa isomerasa fué adsor+

bide por la resina Amberlite IRA-904.

N

EJEMPLO 6

Streptomyces olivochromogenes (FERM 1640, ATCC 21

114), un microorganismo productor de glucosa isomerasa, fud
inoculado & 100 frascos Erlenmeyer de 50 ml, conteniendo 5¢
ml de medio liguido por frasco. Estos fueron sometidos a
cultivo por sacudimiento a 302C durante 48 horas. Todos esH

tos fluidog de cultivo se reunieron y se recogid el miceliq
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-por centrifugacidén a 10.000 rpm durante 20 minutos. Luego

se hizo la determinacién del peso total de la cédlula hime-
da, el contenidoc de humedad, el peso en seco, y la activi-
dad de glucosa isomerasa despuds de accidn wlirasonicacidn.

Los valores obtenidos se muestran en lg Tabls 13.

TABLA 13
Peso total de la célula en himedo : 278 g
Contenido de humedad $ 218 g
Peso de la célula en seco H 59 g

Actividad de la glucosa isomerasa
por 1 g de células humedas

261 U

250 g de c¢élulas himedes se colocaron en un fras-
co Erlenmeyer de 1 litro y se suspendieron en 750 nl de
ague deslonizeda. Luego 50 mg de lisocima (0,02% en, relacid
a las células himedas; un producto de Behringer Manheim Co.
y 10 ml de tolueno se egregaron y se dejé que ocurriers li-
sis mientres se egitaba esa mezcla suavemente a 302C Guran-

te 24 horas. Se centrifugd luego el lisado durante 20 minud

merasa T, y se hizo la determinacién de su actividad de
glucose isomeresa, su contenido total de sacéridos, y des-
pués de llevar a cabo la dialisis de la solucidn durante
' una noche su contenido de polisacérido. Los valorss obteni-

dos se muestran en la Teble 14 més abajo.

tos a 15.000 rpm y se eliminaron los desechos celulares pre

cipitados. El sobrenadante se llamé solucidn de glucosa isg-

—
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IABLA 14

Andlisis de la solucidén de glucosa isomerasa T

Volimen : 948 ml L
Concentracién de Activided GI : 68,77 U/ul
Actividad Total GI : 64.994 - U
Cantidad Total de sacarido : 1.601 ng
Cantidad Total de Polisacdrido : 1.298 ng
Polisacérido/GI : 19,97 T/U

' en un frasco de 400 ml. Se agregd lentamente isopropanol

céridos fué de 8,24%. La relacidén del contenido total de

[
A continuacidén, 200 ml de esta solucidén de glucod

sa isomerasa T (este volimen contenia 13.754 U de glucosa

isomeresa y un valor total sacérido de 337,76 mg) se colocd

frio en un volumen de 112,5 ml mientras se agitaba (la con-
centracidén final de isopropanol fué de 36% en voltmen). Se
continué la agitacidén durante une hora & 15.000 rpm. El so-
brenadante se decantd y se descartd mientras que se disol-
via el materiel precipitado en aproximedamente 30 ml de
agua desionizada y se transferia a un frasco volumétrico
de 50 ml. Se completé el volumen de éste hasta 50 ml con
agua desionizada y luego se determinaron lg actividad de 1g
glucosa isomerasa y el contenido totael de sacdrido de esta
solucién. Se halld que la recuperacién de glucosa isomera-

sa fué de 95,67% mientras que la recuperacién totel de sa-

sacirido e la actividad de glucosa isomerasa fué 2,12 (Y/U)

A continuacidn, 10 ml de Amberlite IRA-904 hime-
da se empaquetaron en una columng de 1,6 x 20 cm § luego

12 ml (conteniendo 3.158 U de glucosa isomerssa) de lg so=-
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 Jucién enzimitica preparada tal como se describe mis erri-
ba fratando la solucidn de glucosa isomerasa T con isopro=-
panol en une concentracién de 38% en volimen, se suminis-
trd a esta columna y se hizo circuler a través de la misma
durante la noche a un régimen de flujo de BVH {1 y o tempe-
ratura ambiente. 100% de la actividad de glucosa isomerasa
suninistrada fué adsorbida por esta columna de Amberlite

IRA"‘9 04' .
EJEMPLO 7

_ Se empledé la solucidn de glucosa isomerasa T préj
parada en el Ejemplo 6 y 200 ml (conteniendo 13.754 U de
glucosa isomerasa y 337,76 mg de sacdridos) se colocé en
un ffasco de 400 ml. Se agregd lentamente acetona fria en
un volumen de 100 ml (proporcionsndo una concentracién fi-
nal de acetona de 33,3%), con sgitecidn. Se continué ls
agitacién durente 1 hora a 42C y luego se centfifugé la
mezcla durante 15 minutos s 15.000 rpm. Se decentd el =o-
brenadente y se descertd, mientras gue el materisl precipi-
tado se disolvia en eproximademente 30 ml de ague desioni-
zada y se transferis a un frasco volumétrico de 50 ml. EL
volimen de €ste se completd hasta 50 ml con egua desioniza-
da y luego se determinaron le activided de la glucosa iso-
merasa y el contenido total de sacéridos de esta solucién.
Se halldé que el régimen de recuperacién ere de 97,59% para
la‘glucosa isomerasa, mientras que el régimen de recupera-
cién de los sacdridos totales era de 11,63%. La centidad de
sgcdrido total por unidad de actividad de glucosa isomerass
fué de 2,93 (r/0).

4 continvacidn, 10 ml de Amberlite IRA-904 himeds
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| el comtenido total de sacirido. Se halld que el régimen de

THiojn nam. 4_5

~se empaguetaron en una columng de 1,6 x 20 cm y luego 12
ml (conteniendo 3,221 U de glucosa isomeresa) de la solu-
cién enzimitica preparade tal como se describe més arriba
tratando la solucidén de glucosa isomerasa T con acebonsg en
ung concentracién de 33,3% en volimen fueron suministrados
a esta columna y se hicieron circular através de la misme
durente le noche a un régimen de flujo de EVH 1 y a tempe-
ratura smbiente. 100% de la actividad dg glucosg isomerass

suministrada fué adsorbide por esta columna de Amberlite
IRA"904 .

EJENPLO 8

Se empled la soluciédn de glucosa isomerasa T pre-
parada en el Ejemplo 6 y se colocaron 200 ml (conteniendo
13.754 U de glucosa isomerasa.y 337,76 mg de sacaridos), en
un frasco de 400 ml. Se agregd lentemente etanol frio 2n ug
volunen de 135 ml (proporcionsndo una concentraci&n de etad
nol final de 40,3%) mientras se sgitaba. Se continud ia
egitacién durante 1 hors a 49C y luego se centrifugd la
mezcle durante 15 minutos a 15.000 rpm. Se decantd el so-
brenadante y se descertd, mientras se disolvia el material
precipitedo en aproximademente 30 ml de ague desionizeda y
se transferie a wn frasco volumétrico de 50 ml. El volémen
de este se completd hasta 50 ml con agus desionizada y lue-

go se determinaron la actividad de la glucosa ilsomerasa ¥y

recuperacién de la glucosa isomerssa era de 98,52%, mien-
tras que el régimen de recuperacién de los. sacéridos tote-
les era de 12,03%. La cantidad de sacdrido total por unidad

de actividaed de glucosa isomerssa fué por lo tanto 3,00
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1 H(T/0).

A continuacidn, se empaguetaron 10 ml de Amberli-
te IRA-904 himeda en una columns de 1,6 x 20 cm y luego 12
ml (conteniendo 3.252 U de glucosa isomerase) de la solucidn
5 | enzimética preparsda tal como se describe mds arriba tratan
do la solucidn de glucosa isomerass T con etanol en una cox
centracién de 40,3% en volimen, fueron suministrados e estg
.columna ¥ se hicieron circular e través de la misme duran-
te la noche & un régimén de flujo de BVH 1 y a temperstura
10 | embiente. 100% de la sctividad de glucosa isomerase sumini'_g

trada fué adsorbida por ests columna de Amberlite IRA-Q04.

EJENPLO 9

Se empled la solucidn de glucosa isomerasa T pre-
15 | parada en el Ejemplo 6 y 200 ml (conteniendo 13.754 U ce
glucosa lsomerasa y 337,76 mg de sacéridos) se colocarcn en
un frasco de 400 ml. Se sgregeron 70,2 g de sulfeto de amoo
nio (proporcionando una concentracién final de sulfatc de
emonio de 55% de saturacidn) a esta solucidén enzimdtica

20 | mientras se agiteba. Se continud le sgitecidén durante mna
hore a 49C y luego se centrifugé‘la mezcla durante 15 minus
tos a 15.000 rpm. El sobrenadante se descarté mientras que
el materiel precipltado se disolvia en aproximademente 30
ml de agua deslonizada y se transferia a wn frasco volumé-
25 | trico de 50 ml..El volimen de éste se completd hasta 50 ml

con egua deslonizada y luego se determinaron la setividad

de glucosa isomersss y el contenido total de sacérido de es

te solucidn. Se halld que la recuperacidén de la glucosa isd

meresa era de 95,28%, mientras que la recuperacidén de los

30 | sacdridos totales era de 7,35%. La cantidad de sacérido %o
27049
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~tel por unidaed de actividad de glucosa isomerasa era de
1,89 (r/0).

A continuacidén, se empaquetaron 10 ml de Amberlim
te IRA-904 himeda en una columna de 1,6 x 20 cm y luego 12
nl (conteniendo 3.145 U de glucosa isomerasa) de la solu-
cibn enzimdtica prepareda tel como se ha descrito mds arri-
ba tratando la solucidn Qe glucosa isomerase T con sulfato
de smonio en una concentracidén que proporcionaba 55% de sa-
turacidn, fueron suwinistrados e esta columng y se hicieron
circular a través de ella dursnte la noche a un régimen de
flujo de BVH 1 y a temperatura ambiente. 1QO% de la activid
dad de glucosg isomeresa suninistrada fueron adsorbidos pox

esta columng ds Amberlite IRA-QU4.

Ejemplo Comparativo 2

Se empled la solucidn de glucosa isomerasa T pie-
pareda en el Ejemplo 6, y se colocaron 200 ml (conteniendo
13.%45 U de glucosa isomeresa y 33%,76 ng de sacaridos) en
un frasco de 1 litro. Se egregd lentamente isopropenol tric
g éste en un vollmen de 400 ml (proporcionando una conrgen—
tracién finel de isopropanol de 66,7%) mientras se sgitubs,
Se continud la agitacion durente 1 hora & 42C y luego se
centrifugd la mezcla durante 15 minutos a 15.000 rpR. Se
decantd y descartd el sobrensdante mientras que el mate-
rigl precipitado se disolviza en aproximademente 30 ml de
ggua desionizeda y se transferiz & un frasco volumétrico
de 50 ml. El1 volimen de éste se completd hasta 50 ml con
agua desionizada y luego se determinaron la actividad de ld
glucosa isomerassa y el contenido total de sacarido de ests

solucidén. Se halld gque la recuperacidn de la_glucosa igome-
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-rasa era de 98,47%, mientras que la recuperacién de los sg
caridos toteles era de 73,0%. La cantidad de sacérido to-
tal por unidad de actividad de glucosa isomerasa era de
18,21 (T/U0).

A continuacion, 10 ml de Amberlite IRA-904 hime-

de se empaquetd er una columna de 1,6 x 20 cm y luego 12
ml (conteniendo 3.250 U de glucose isomerasa) de la solu-
cibén enzimética preparads tel como se hg descrito mds arrit
ba tratando la soluciéﬁ de glucosa isomerasa T con isopro~
panol en una concentracién de 66,7% en volimen, fueron su~
ministrados a esta columna y se hicieron circular a travéé
de la misma durénte la noche a un régimen de flujo de BVH
y a temperstura ambiente. 46,3% de la actividad de glucosa
" isomerase suministreda fueron adsorbidos por esta columns

de Amberlite IRA-904.

Ejemplo de Referencia 1

Se empled la glucosa isomerasa inmovilizeds Jde
acuerdo con el procedinmiento descrito en el Ejemplo 1, 10
ml (hémedos) de dstes se empequetd en une columna (1,6 x
20 em). La temperatufa de la columng se mentuvo a 6092,

A continuacidn, una solucién de glucose al 50%
conteniendo MgCl, 0,002¥ en un pH de 8,5 se hizo pasar con-
tinuamente a través de la columna (inicialmente a BVH 3,5)
y se recogld el.efluente. El contenido de fructosa del
ofluente inicial (contra DS) fué de 45%. El régimen de flu-
jo (BVH) disminuyd gradualmente para mentener este ni&el de
contenido de fructosa. Después de 20 dias, el régimen de

flujo hebis alcanzado 50% del BVH original.
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Se empled la glucose isomerasa inmovilizada pre-b
parada de ascuerdo con el procedimiento descrito en el
Ejemplo 6, y 10 ml (himedos) de €sta se empgqueté en una
columna (1,6 x 20 cm). La temperatura de la columna se man-
tuvo a 602C.

A continuvacién, una solucién de glucosa 2l 50%
conteniendo MgCl, 0,002 M con un pH de 8,5 se hizo paser
continuamente a través de la columna (inicielmente a BVH
3,8), v se recogid el efluente.

El contenido de fructosz del efluente inicial
(contra DS) fué de 45%. El régimen de flujo (BVH) disminuygq
graduelmente pere mantener este nivel de contenido de frucH
tosa. Después de 22 dias, el régimen de flujo habia aican~

zado 50% del BVH originel.

Ejemplo de Referencia 3

Se empled la glucosa isomerasa inmovilizade vre-

parada de acuerdo con el procedimiento descrito en el Bjemd

plo 9, ¥ 10 ml (himedos) de éste se empaguetd en una column

(1,6 x 20). La temperatura de la columna se mantuvo e 702(.

Una solucién de glucosa al 50% conteniendo MgCl,

0,002 M y con un pH de 8,5 se hizo pasar.continuamente a
través de la columng (a2 un régimen de flujo inicial de BVH
6) y se recogid el efluente.

El contenido de fructosa del efluente iniclal fud
de 45% (contra DS). El régimen de flujo disminuyé gradual-
mente para mantener este nivel de contenidp de fructosa.
El régimen de flujo habia alcanzado 50% del BVH original

después de 6 dias.

&
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—~ - REIVINDICACICNES -

Los puntos de invencidn propis y nuevs que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patents
de Invencién en Espafia, por VEIRTE afios, éon los gque se re-
cogen en las reivindicaciones sigulentes:

18.~ Un método para la produccién de enzima inmo-
vilizada que comprende: (e) obtener uns preparacidn enzimd-
tica que contiene polisacérido inhibidor de adsorcidn; (bj
separar dicho polisacérido de dicha preperacidn enzimdticaj
y luego (¢c) poner en contacto la solucién de enzima purifi-
cade resultente con un portador de adsorcidn para inmovili-
zar enzimas sobre el mismo.

28 .~ El método de la reivindicacién 18, en el gue
el microorganismo a partir de; cuel se obtiene la prepars—
cidn produce y retiene dicha enzima substancislmente Intra-
celularmente., '

38,~ El método de la reivindicacién 12, en ¢l que
lg enzimea es gluoosa'isomerasa.

48 ,~ E1 método de la reivindicacidn 18, en el que
la preparacidn enzimitica se obtiens a partir del microorgs
nismo Streptomyes. |

58,- EL método de la reivindicacién 42, en el que
el‘mioroorganismo es Streptomius olivochiomogenes.

68.~ E1 método de la reivindicacidén 12, en él que
lg soluclidén enzimétice purificade se prepara poniendo en
contacto la preparacidn cruda con una resing de intercambio

idnico que adsorbe selectivamente y elimina polisacérido.
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—~ 78.- El método de la reivindicacidn 68, en el qug
le resina de intercambio idnico estd seleccionada del gru-
PO que consiste en una resina de intercambio enidnico fuer-
temente bésiéa (tipo I); una resing de intercambio anidnicq
fuertemente bdsica (tipo II); una resina de intercambio
anidénico moderadamente basica, 0 una resina de intercambio
gnidénico débilmente bésica.

82,~ El método de la reivindicacidén 12, en el
que lg solucidn enzimitice purificada se prepara combinagn-
do la preparacién con un solvenie organico en una concen—
tracidén en la cusel la enzime se precipitara selectivamente
para separar dicha enzima, y luego redisolver dicha enzima.

98,- El método de la reivindicacién 82, en el que
el solvente organico esté‘seleccionado_del_grupo que cossig
te en metanol, etanol, propancl, isopropanol, butenol, ace-
tona, p-dioxano y mezclas de los mismos.

108.- El método de la reivindicacidén 18, en el
que la preparscidn enzimdtica purificada 'se obtiene comti-
nando la preparacidn cruda con ung sal en una concentracidn
en la cugl la enzima se precipita selectiveamente para seped]
rar dicha enzima, y redisolver luego dicha enzima.

118.- E1 método de la reivindicacidén 102, en el
que la sal esta seleccionada del grupo que consiste en sul-
fato de amonio, sulfato de sodio, sulfato de magnesio y
mezclas de los mismos.

128 ,~ EL método de la reilvindicacidén 38, en el
que el portador es una resina de intercambio idnico.

138.~ Un método para le produccidn de una enzima
immovilizada. |

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
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los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de cincuenta

critas a miquina por une sola cara.
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~cede, representado en los dibujos que se acompealian y con

y dos hojas es-
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