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Sposéb oczyszczania amidazy penicylinowej-

Przedmiotem wynalazku jest sposdb oczyszczania amidazy penicylinowej za pomoca wymieniaczy
jonowych. Enzym ten jest stosowany do wytwarzania kwasu 6-aminopenicylanowego metodg hydrolizy .
penicylin.

Znane sposoby oczyszczania amidazy penicylinowej za pomocg wymieniaczy jonowych polegajg na tym, ze
surowy roztwér enzymu, stanowiacy zazwyczaj rozbita mase komoérkowa mikroorganizmu wytwarzajgcego
amidaze (na przyktad Escherichia coli) po usunigciu tatwo sedymentujacych czesci komérkowych, poddaje si@
wstepnemu oczyszczeniu lub wzbogaceniu, na przyktad przez wytracenie “nzymu siarczanem amonu (Bondarieva
et al.,, Biochemia, 1969, 34, 76), wytracenie enzymu taning lub wytragcenie zanieczyszczeri w kwasnym
srodowisku (opis zgtoszeniowy RFN nr 1907365), sorpcje na glinokrzemianach (opis patentowy nr 83713).
Otrzymany wstepnie oczyszczony roztwdr amidazy poddaje sie nastepnie dziataniu wymieniaczy anionowych
i/lub kationowych, przy czym sorpcji ulega amidaza, a zanieczyszczenia pozostajg w wycieku. Zasorbowany
enzym eluuje si¢ z wymieniacza i ewentualnie zageszcza lub liofilizuje.

Z opisu patentowego nr 83168 znany jest rowniez sposéb oczyszczania amidazy penicylinowej przez
wstepne stracenie zanieczyszczen z jej surowego roztworu, sorpcje zanieczyszczeri biatkowych na wymieniaczu
kationowym i anionowym przy wartosci pH = 5—7, a nastepnie sorpcje amidazy na jonicie i elucje.

Powyzsze metody prowadzg do otrzymania roztworu lub liofilizatu amidazy penicylinowej o stopniu
oczyszczenia wystarczajacym dla ich dalszego stosowania do hydrolizy penicylin. Jednak duzg wada tych metod
jest ich wieloetapowos¢, powodujaca straty enzy mu oraz trudnosci technologiczne, zwtaszcza w duzej skali.

Stwierdzono, Zze prowadzenie sorpcji zanieczyszczeri biatkowych, znajdujacych si¢ w surowym roztworze
amidazy penicylinowej, na wymieniaczach jonowych w odpowiednich warunkach wartosci pH oraz wartosci
przewodnictwa wtasciwego pozwala na uzyskanie preparatu enzymu o wystarczajacej czystosci w prostym,
dwuetapowym procesie z pominieciem etapu wstepnego oczyszczania.

Sposéb wedtug wynalazku polega na tym, Ze surowy roztwor amidazy penicylinowej doprowadza si¢ do
wartosci pH okoto 7—9 i wartosci przewodnictwa wtasciwego ponizej 0,2 mS i kontaktuje si¢ z wymieniaczem
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anionowym, a otrzymany roztwér doprowadza sie do wartoéci pH okoto 5—7, kontaktuje z wymieniaczem
kationowym i ewentualnie zageszcza przez ultrafiltracje. W tych warunkach na wymieniaczach jonowych sorbujq
sie prawie wytgacznie biatka, zanieczyszczajgce amidaze penicylinowa.

Wyijséciowy surowy roztwér amidazy penicylinowej otrzymuje si¢ z rozbitej masy komérkowej Escherichia
coli po usunieciu tatwo sedymentujacych czeéci komérkowych. Dalszq obrébke tego roztworu prowadzi sig
w $rodowisku buforu fosforanowego. Usuwanie zanieczyszczer biatkowych za pomoca wymieniacza anionowego
prowadzi sie korzystnie w uktadzie kolumnowym. Po naniesieniu catej ilosci roztworu enzymu na kolumne
zZ wymieniaczem anionowym przemywa sie kolumne buforem fosforanowym o takiej samej wartosci pH (okoto
7-9). Zmiane wartosci pH otrzymanego wycieku z kolumny, zawierajgcego amidaze penicylinowa, do wartosci
pH okoto 5—7 prowadzi sie korzystnie przez dodanie odpowiedniei iloéci wymieniac.a kationowego o matych
porach, po czym wymieniacz ten usuwa si¢. Sorpcje zanieczyszczeri biatkowych na wymieniaczu kationowym
prowadzi sie korzystnie w uktadzie stacjonarnym w ciggu 1 do kilku godzin, po czym wymieniacz odsycza sie
i przemywa, a roztwor ewentualnie zageszcza sie przez ultrafilitracje.

Otrzymany oczyszczony roztwdr amidazy penicylinowej jest catkowicie pozbawiony aktywno§c|
plaktamazowej, ajego czysto$¢ jest wystarczajaca dla wytwarzania preparacéw immobilizowanej amidazy
penicylinowej, stosowanych przy hydrolizie penicylin. Roztwér ten mozna przechowywaé przez wiele tygodni
w stanie zamroZonym bez utraty aktywnosci enzymatycznej Mozna go takze liofilizowaé, otrzymujgc suchy
preparat o nie zmienionej aktywnosci enzymatycznej.

Spos6b wedtug wynalazku jest objasniony nastepujacy m przyktadem.

Przyk+tad.

a) Przygotowanie roztworu surowego enzymu

Mase komoérkowa Escherichia coli, oddzielong od podtoza hodowlanego, przemyta dwukrotnie 0,9%
roztworem chlorku sodowego i zawieszong w 0,02 M buforze fosforanowym o wartosci pH = 8,0 w stosunku 1
cze$é objetosciowa masy komodrkowej na 2 czeséci objetosciowe buforu, rozbija sie przez sonifikacje lub
w dezintegratorze Browna. Nastepnie uzyskany homogenat oddziela sie od statych czesci komérkowych przez
.odwirowanie. Otrzymany roztwdr surowego enzymu rozciericza si¢ woda dejonizowang tak, aby przewodnictwo
elektrolityczne nie przekraczato wartosci 0,17 mS; otrzymuje sie roztwér o stezeniu biatka okoto 20 mg/ml
i aktywnosci swoistej amidazy penicylinowej okoto 0,09 j/mg. Roztwor ten wykazuje aktywno$é f-laktamazowa
okoto 0,005 j/mg.

b) Sorpcja na wymieniaczu anionowym _

250 ml roztworu, otrzymanego metodg opisana w punkcie a), nanosi sie¢ w temperaturze 4°C na kolumne
(38 X 22 cm), wypetniona DEAE—celulozg iuprzednio zréwnowa.ong 0,01 M buforem fosforanowym
o wartosci pH = 8,0. Zbiera sie frakcje wycieku z kolumny po 15 ml przy szybkosci wyp! ywu 30 ml/godzing. Po
naniesieniu na kolumne catej ilosci roztworu przemywa sie jg 0,01 M buforem fosforanowym o wartosci
pH = 8,0. We frakcjach oznacza sie stezenie biatka i aktywno$¢ amidazy. Frakcje o akt 'wnosci swoistej enzymu
wyzszej od 0,8 j/mg taczy sie i-doprowadza warto$¢ pH otrzymanego roztworu do 58 przez powolne dodawanie
gestej zawiesiny kationitu Dowex 50 X 8 (w formie kwasowej), po czy.n kationit odsacza sie. :

¢) Sorpcja na wymieniaczu kationowym

250 ml roztworu, otrzymanego metoda opisang w punkcie b), miesza si¢ w temperaturze 4°C w ciagu 60
minut z 30 ml zelu SP—Sephadex, uiy\tego w formie kwasowej. Nastepnie Zel odsacza si¢ i przemywa woda,
aprzesacz zageszcza sie przez ultrafiltracje do objetosci okoto 10 ml. Otrzymuje sie roztwér amidazy
penicylinowej o stezeniu biatka okoto 20—30 mg/ml i aktywnosci swoistej amidazy okoto 3,56 j/mg. Roztwér ten
nie wykazuje aktywnosci f-laktamazowej i moze byé stosowany bez dalszego oczyszczania do wytwarzania
preparatéw immobilizowanej amidazy penicylinowej.

Aktywnos¢ f-laktamazowa oznacza si¢ metodg Ogowara i Unezawa, Biochim, Blophys. Acta, 1975 391,
435,

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb oczyszczania amidazy penicylinowej przez usuwanie zanieczyszczeri biatkowych za pomocy
makroporowatych wymieniaczy jonowych, znamienny tym, Ze surowy roztwér amidazy penicylinowe]
doprowadza si¢ do wartosci pH okoto 7—9 i wartoéci przewodnictwa wtasciwego ponizej 0,2 mS i kontaktuje sie
Z wymieniaczem anionowym, aotrzymany roztwér doprowadza si¢ do wartosci pH okoto 5—7, po czym

kontaktuje z wymieniaczem kationowym i ewentualnie poddaje ultrafiltracji.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1,znamienny tym, Ze roztwér doprowadza si¢ do wartosci pH okoto 5—7
przez dodanie wymieniacza kationowego o matych porach w formie kwasowej.
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