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@ Resumen:

Procedimiento para la separacién de sustancias con
propiedades fisico-quimicas afines.

Comprende la utilizacidon de enzimas dependientes
de coenzima (cofactor), estando el enzima inmovili-
zado, y una de las sustancias a separar (substrato)
siendo absorbida especificamente por el enzima, sin
sufrir cambio en su estructura quimica debido a la
ausencia de coenzima.

Segln una realizacién preferida, los enzimas depen-
dientes de coenzima son enzimas responsables de
reacciones de oxidacién-reduccién y se aplican a la
separacién de azlcares.

M3s particularmente, el enzima dependiente de co-
enzima responsable de una reaccion de oxidacién-
reducion y aplicada a la separacién de azicares puede
ser la (-galactosa deshidrogenasa y los azlcares a se-
arar pueden ser la ramnosa y la galactosa.

EI procedimiento permite la separacién y recupe-
racion del substrato.
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DESCRIPCION

La presente invencion se refiere a un proce-
dimiento para la separaciéon de substancias, en
especial substancias con estructura molecular y
propiedades fisicoquimicas muy parecidas.

Son conocidas las dificultades existentes en la
actualidad para la separacion de substancias, en
especial cuando estas substancias tienen una es-
tructura molecular y propiedades fisico-quimicas
muy parecidas y cuando se requiere un grado de
pureza elevado.

En la actualidad se utilizan varios métodos
de separacion, aplicables a productos de alto va-
lor anadido, entre los cuales las cromatografias
de afinidad pueden mencionarse como técnicas de
elevada selectividad.

Existen algunos precedentes de la utilizaciéon
de enzimas en separaciones cromatograficas para
aprovechar su elevada especificidad. Banateau et
al. en “Separation of a natural a-chymotripsin
inhibitor in soybean flour using affinity chroma-
tography on immobilized a-chymotripsin” Stud.
Cercet. Biochim., 24(2), 135-42 (1981), utilizan
enzimas para retener inhibidores del mismo, pero
no el substrato, puesto que éste se transformaria.

Yashura, T. and Ohashi, A. en “Apocarbox-
ypeptidase B-Sepharose: a specific adsorbent for
peptides” Biochem. Biophys. Res. Commun.
166(1), 330-5 (1990), utilizan un enzima modifi-
cado quimicamente para bloquear su accién ca-
talitica e interaccionar con el substrato.

Los métodos publicados, utilizando enzimas,
no permiten, sin embargo separar el substrato del
enzima sin que tenga lugar la reaccion.

Con el procedimiento de la invencién se con-
siguen resolver los inconvenientes citados, ob-
teniéndose la separacion con un grado de pureza
elevado.

El procedimiento para la separacion de subs-
tancias, objeto de la invencién, se caracteriza por
el hecho de que comprende la utilizacién de en-
zimas dependientes de coenzima (cofactor), es-
tando el enzima inmovilizado, y una de las su-
bstancias s separar (substrato) siendo adsorbida
especificamente por el enzima, sin sufrir cambio
en su estructura quimica debido a la ausencia de
coenzima, lo cual permite su separacién y recu-
peracion.

Este procedimiento se basa en la interaccion
enzima-substrato ya que los enzimas dependientes
de cofactor ven bloqueada su accién catalitica en
ausencia de éste y sin embargo no se ve afectada
la formacién del complejo enzima-substrato. La
inmovilizacion del apoenzima permite retener el
substrato en una fase sélida y mediante un cambio
de las propiedades fisico-quimicas del medio, su
posterior recuperacién.

Mediante el procedimiento descrito el proceso
de purificacién de mezclas puede ser reducido a
una sola etapa, lo cual incide en el rendimiento de
la purificaciéon y en el precio final del bioproducto,
va que las etapas de purificacién representan, en
general, un elevado coste del proceso global.

Mas particularmente, el procedimiento de la
invencién es aplicable en el caso de que los en-
zimas dependientes de coenzima son enzimas res-
ponsables de reaccion de oxidacion-reducciéon. Di-
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cho procedimiento es aplicable, por ejemplo, a la
separacion de azicares.

En el ejemplo que se describe a continuacion,
el enzima dependiente de coenzima responsable
de una reaccion de oxidacién-reduccion y aplicado
a la separacion de azicares, es la (G-galactosa des-
hidrogenasa, y los azicares a separar son la ram-
nosa y la galactosa.

1) Inmovilizacidén del enzima

El enzima (-galactosa deshidrogenasas se in-
movilizé en Enzacril C segin el método recomen-
dado por Koch -Light Laboratories Ltd. A tal
efecto, la resina Enzacril C (334 mg) se lavé con
tampon acetato sédico (0,2 M, pH 5,0) durante 5
minutos, a una temperatura entre 0 y 5°C, con
agitacion magnética.

Después de filtrar al vacio, el sélido resultante
se supendié de nuevo en tampon acetato sédico
(0,2 M, pH 5,0), se le anadié la B-galactosa des-
hidrogenasa (65 unidades) y se mantuvo entre 0
v 5°C, en agitacion magnética durante 2 horas.

Transcurrido este tiempo se anadié una
alicuota (2 ml) de una solucién saturada de (-
naftol en una solucién saturada de acetato de so-
dio y se dejé reaccionar durante 2 horas.

Finalmente, el complejo Enzacril C-enzima se
sometié a un lavado con una solucién diluida de
tampon acetato sédico, CINa (0,5-1 M) y tampdn
acetato sodico (0,2 M, pH 5,0).

2) Adsorcidon de la galactosa en la B-galactosa
deshidrogenasa inmouvilizada

Se empacé el complejo Enzacril C-enzima en
una columna de 1 ml de volumen. Durante
esta operacién se dispuso de un mecanismo de
inyeccién de muestras (vdlvula de tres vias), de
un espectrofotémetro-UV conectado a la salida
de la columna y de un sistema de bombeo de elu-
yente.

Se utilizé como eluyente tampdn fostato
s6dico (0,2 M, pH 8,6), el cual se introdujo en
la columna a un caudal de 0,1 ml/min. Una vez
estabilizado el lecho, se dejé fluir por la columna
una solucién de galactosa (0,05% P/V) durante
20 minutos (dos volimenes de columna) para
permitir la formacion del complejo apoenzima-
substrato. Transcurrido este tiempo se lavé el
lecho mediante tres volimenes de tampén fosfato
sédico (0,2 M, pH 8,6).

Para mostrar la retencién de galactosa por la
columna, se prepard una solucion del cofactor del
enzima (NAD 0,5% P/V) y se inyectaron a la co-
lumna 200 pl del mismo. El espectro de absorcién
del efluente presenté dos maximos de absorcién (a
260 nm y a 340 nm) lo que indicé la reduccién de
NAD a NADH. La reduccién del NAD no hubiera
podido tener lugar sin la previa adsorcién de la
galactosa sobre el apoenzima.

Se determiné simultaneamente la adsorbancia
a 340 nm del efluente, con lo que se calcularon
los moles de NAD reducidos y, a partir de la es-
tequiometria de la reaccién (1 mol de galactosa
por cada mol de NADH), el nimero de moles de
galactosa que habia adsorbido la columna. La ca-
pacidad calculada fué de 100 mg de galactosa.

Después se procedié a la separacion de una
mezcla de ramnosa y galactosa, y a la recupe-
racién de la galactosa mediante un cambio de las
propiedades fisicoquimicas del eluyente.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la separacién de subs-
tancias, caracterizado por el hecho de que com-
prende la utilizacion de enzimas dependientes de
coenzima (cofactor), estando el enzima inmovi-
lizado, y una de las substancias a separar (subs-
trato) siendo adsorbida especificamente por el en-
zima, sin sufrir cambio en su estructura quimica
debido a la ausencia de coenzima, lo cual permite
su separacion y recuperacion.

2. Procedimiento segin la reivindicaciéon 1,
caracterizado por el hecho de que los enzimas
dependientes de coenzima son enzimas responsa-
bles de reacciones de oxidacién-reduccion.

3. Procedimiento segiin la reivindicacién 2,
caracterizado por el hecho de que los enzimas
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dependientes de coenzima responsables de reac-
ciones de oxidacién-reduccion se aplican a la se-
paracién de azicares.

4.  Procedimiento segin la reivindicacién
3, caracterizado por el hecho de que el en-
zima dependiente de coenzima responsable de una
reaccion de oxidacién-reduccion y aplicado a la se-
paracién de azicares es la (-galactosa deshidro-
genasa y los azicares a separar son la ramnosa y
la galactosa.

5. Procedimiento segin la reivindicacién 4,
caracterizado por el hecho de que el enzima
[-galactosa deshidrogenasa es inmovilizado en
Enzacril C, formandose el complejo Enzacril C-
enzima para facilitar la adsorcién de la galactosa
en la g-galactosa deshidrogenasa.
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