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MEMONRTA NESCATPTIVA
aue se nresenta nara unir a la solicitnd
de
PATENTE D7 T2 Q0DUCCION
formulada el 10 de Agosto de 1.965, con el ndmero 316,318
en

ES ™AW,

<1

noxy DIEZ afios
a norbre de TAISHO PITARMACETTICAL CO., ITD, entidad japo
nesa, establecida en 724, 2-chome, Takataminamicho. Tos-
himalou, Tolie, Jandn, nor:
"UN METODO P:RA AMTEIMR UMA DPMETARACION DE CELULOSA A PAR

TIR DE UNA SOLUCION ENZTMATICA CLARTFTICADAM

Tl presente invento sn refiere .a un nuevo método
de prevarar una celulasa altamente purificada a partir -
de 1In torta de levadura incubada de salvado de trigo, ino

culade con un miernoreanismo del tino Asvperesillus nesro,

5 tal como cl Asmercillus

- " -

._n...i.“:".e...?..:.
En el caso de extraer con agua la torta de leva-
dura de salvado de trigo de un Aspergillus mnegro, por -~

ejemplo, Asnergillus Niger, la solucién extraida, en geng

ral, tiene un color »ardo-nec~rnzmco, debido a la influencia

10 de las esnoras negras y a la humedad del medio de cultivo.
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Adomds, es dificil clorificar el extrato, aun por centri
fuepcidn annaue la contrifupgacidn se lleve a cabo a velg
1R E: t i

cidad elovada. Comc resuliado, el comnruesto de celulasa

.

- “

% 14 + - 45 SR PR Ak 4 I
bruta, precipitado con un disolvente orgdnico hidrofilfim..

co, tal como etanol, toma cclor negro o blanco ceniza, §
ésto nerindica el valor del =woducto, Por otra parte, se
sahe que ™merle ohtenerse un comrnesto enzimdtico blanco
spatando el exztracto coloreado semin los métodos de de~
calovacidn convencionales antes de la precipitacién, con
el disolvente orgdnico hidrofilico. Sin emharso, estos -
mé&todos reducen generalmente de Torma notable, la activi
dad enzinmdtica de 1la celulasae.

Es nor ello, un objete del presente invento crear
na muevo v til método de Aecolorar y murificar la solu-
dién de celulasa de enzima hruta, a partir de la torta de
1evadura de salwvado de trigo, inoculada por un microorga-

Y

.
A
AN

-

Es un obintn mdAs amnlio, crear un método »npr el
cual, la enmimn asf decolorada y murificada, se obtiene
comparativanente con una sctividad elevada, en comparvacién
con la enzima nronarada a partir de la so’ucidbn extraida
con arua directamente, en forma convencionale.

Segin el presente invento, la solucidén de enzima
bhruta se decolora favorable vy fdcilmente, v se recuvnera
con una nctividad elevada, secando primeramente la torta
de levadura enltivada v exiravéndola a ecntinuacidn con
una solucidn acuosn dcidas
En la realizacidn preferida, del presente invento, se em-

plea un nmicroorganismo muy activo, productor de celulasa,
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el Aspergillus niger. La torta de levadura de salvado de

trigo incubada, se seca una vez durante dos-cuantro horas
a §5-652C,., v luego se extrae con solucidn de Fcido lic-
tico, dcido acético o Acido clorhidrico 1/10—1/50 molals
La soluciébn de enzima se obtiene en un estado altamente
clarificado. Ta solucibén de enzima asfi obtenida, se trata
con un disolvente orgdnico hidrofilico para precipitar el
compuesto de engimae.

El tratamionto de sceado, es necesario para obte-
ner un resultado satisfactorio, gque tiene un efecto awmen
tado de decoloracidn, Por otra parte, aunque el tratamien
to de sccado se lleve a cabo durante muchas horas en el-
intervalo de 55-659C., se obtiene poca reduccidn de la -~
actividad enzimditica. En case de extraer el salvado de -
trigo cunltivado con el fAcido, desnués del tratamiento de
secado, se obtiene un resulitado mds efectivo cuando se =
usa Acido diluido, que cuando se usa acido consentrado.

La etana de secado, scgin el invento, es tawbién
indispensable en el caso de que la extraccidn de la tor-
ta de levadura inecubada se efectne con agua. La actividad
celulolitica v el srado de decoloracidn de la solucidn de
celulasa de enzima bhruta, y el comnucsto de celulasa de
enzima obtenido nor extraccidén con asua o dcidos, después

del seecndo, se muestran en la Tabla T,
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Tabla 1

La actividad celulolitica v el grado de decoloracidn de la

solucidn de celnlasa An enzima bruta,

v la celulasa de 2n-
#ima obtenida por extraccidn con agua o Acido, desnuds del
secado. 3
(Nota.- "u/100 mlY = unidades mor 100 mililitros;
"u/gr" = unidades mor Tramos)
Método de Actividad de Rendimiento Actividad Recunera~ Color.
extraceidn la solucidn de celulasa de la cew- cidén de la
bruta de en- de engima lulasa de actividad
zima enzima
fxtraccidn
con agFua 1h.550 /100 ML 0, 6200 gv/ 9.5%0 u/ by, e Yepro
asin secado 100 ml. o1,
previo
s )
ixtraccidn
con argua  13.810 u/ 0,596 sr/ 12,050 u/ 51,00 Blanco
desnuds del 100 ml. 100 ml. are ceniza.
secado
Extraceidn
con dacido
acético 14,070 u/ 0,5382 =~/ 14.67%0 u/ 56,00 Blanco
despruds del 100 ml. 100 ml. o
sacado
Txtraceidn
con dcido 13.950 u/ 0,5058 gr/ 14.200 u/ 51, 8% Blanco
ldctico 100 ml. 100 ml. BT.
despuds del
secado
- .



I.n cantidad de agua o decido es 5 veces la canti
dad del salvado de trigo en peso, y la pérdida en canti-
dad del salvado de trigo cultivado causada por el secado,
se ajusta aumentando el volumen del extracto. Después‘de
extraer durante 3 horas a 309C,, se ajusta el pH del ex~
tracto a 5,50 antes de afiadirse el etanol a la solucilén
del oxtractn hasta una concentracidén final del 70% en ne
so a la temneratura de 08C,

T.a Tabla TT, miestra la nctividad celulolitica y
el grado de decoloracidn del compuesto de celulasa de en
zima, obtenido nor el miemo nrocedimiento ane se describid
en relacidn com la Tabla I, desruéds de extraer la torta -

de lavadura cultivada directamente por una solnecién dcida.

Tabla IT

ILa actividad celnlolitica ¥y el grado de decolora
cidn de la solucidn bruta de celulasa de enzima v la ce-
1ulasa de enzima obtenida nor extraccidn con agua o dci-

do, sin secado nrevio.

(ota.- "u/100 ml" = unidades nor 100 mililitros;

ta/er? = unidades por sramo)
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Método de  Actividad de Rendimiento Actividad Recuperacién Color
extraccidén 1la solucién de celulasa de la ce- de la activi
bruta de enzima de enzima lulasa de dad -
enzima e %
" o

Bxtracecidn ,
con agua 7.200 /100 m1 1,03%0 ar/ 2,965 u/ lh2,7% Negro
100 ml. gr.

———p < S ot

Solucidn de M/50 7225 u/ 92,9624k =r/  k,100 v/ 54,6 Blanco
deido 1dcti M/10 100 ml. 100 ml., - are ceniza clz
©0e - 6040 n/ =0,6206 gv/  5.300 u/ k7,6 ro
100 ml. 100 ml. or. Blanco
Extraceidn 11.750 u/ 0,891 gr/  6.460 u/ L9,2¢ Negro
con agua 100 ml. 100 ml ST
Solueifn de /50 11400 u/  ©,8423 v/ 7.500 W/ 57,87 _ Blanco ce
Acidn acdtico 100 ml 100 ml, gre niz
¥/i0 10040 uw/ 00,8100 gr/ 7.210 u/ 51,15 ‘Blanco
100 ml. 100 ml, or.

Txtraceidn  8.850 u/ 0,706 =~/ U.560 u/ 36,4 Negro -

con arua 100 ml, 100 ml e,

Solucidn de M/30 9.040 w/ ©,5.682 sr/ 8.250 u/ 51,84 Blanco

Acido clor.- 100 mlo. 700 mi, gr, ceniza.

hidrico M/10 8,700 w/  0,5.562 gr/ 7.740 u/ 48,87 Dlanco
100 ml. 100 ml, [ A ceniza.

En el caso de oxtraer la torta de levadura incubada
con #cido orsdnico o dcidoe mineral 1/1 i, durante 3 horas
a R09C., el pH de la solucién extraida descenderd al valor
de »H 2,0 aproximadamente. Sin embargo, la reduccién de la
actividad enmimdtica ¢s casi desnreciahle.

Como se describid anteriormente, la solucidén bruta

de enzima gue se axtrae de la torta de levadura ci-ltivada
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con agua, despuds de habir sido desecada, o la solucidn
bruta de enzima que se extrae de la torta de levadura di
rectamente con un dcido orgdnico o dcido clorhfdrico, es
més clara que la sclucidn extraida de la torta de levadn-
ra directamente con apua.

El commesto de enzimn decolorado, se ohticne en.
forma muy rurificada de la solucidn de enzima, de forma
que la recuperacién de la actividad enzimdtica del com~
nuesto de enzima, obtenido sepgin el presente invento, es
mavor que la de la enzima obtenida por un método conven=
clionale.

1l invento se da a conccer con nuevos detalles =
nor los siguientes ejemnlos, due se adjuntan con fines =
ilustrativos solamente, no intentdndose limitar el inven
to en su espiritu o olcance.

tiemplo 1

3

[ ¥

“]

Se esterilizan durante 30 minutos a 1252C., 9C -

-

kilos de medio sélido »r@parado mezclando 5 nartes en ne
so de salvado de tripo v 1 morte en neso de tamo con 3 -
martes en nese de agua. Deeruds de enfriar a hoeC., se ino
culan dentro el medio estorilizado 0,5¢ on peso de toria

de leovadura de Asperrillus Niger TPR-3.8C1. Bl salvado de

trico inoevl- o se coloca en una incubadora durante 72 ho

Ja torta de levoadura asi oltenida, se seca duran
te 9 horas a 60¢C. desrués de agitor fuertemente, afindien
dose a contimineidn 265 Titros de solucidn de dcido ldeti
co 1/%¢ molal, en la cual la torta de levadura se empapa

316318
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dvrente 2 horas o 2020C., des uds de lo cwal, me filtra -
nor rindio de nna enntrifusa Sharnles, obtenidéndose asi -
170 litros de solucidn bruta de enzima.

B1L pll de 10 anlvgidn de erzima, sc ajfusta a 5,50 .
con dcida clorhidrico, afindidndose lentamentc a continua«
cidn ctanol del 95% a 092C., hasta una concentracién final.
del 70f en neso, desruds de Jo eccal, el conjunto se dejn
reposar durante la noches

Se forma asi, un precipitado que se senara ror cen
trifuracidn »or medio 2o vra centrifusa Sharples, se Treco
e v ose lava a continuuacidn cen etanol al 99f v se seca a
308C. o wvacfo. Como resultado, se obtionan Jel extrrcto -
&80 rramos de commuesto blanco de enzima aune tisne 14,200
unifadcs/gramo, e tiene una unidad celulolitica de 12,900

uni - ades/100 mililitros. lLa recuperacién de la actividad

Biemmlo 2

Se rezclan 5 nartes de salvedo de triso v 1 narte

de tamo con 3 partes de agua, csterilizdndose durante 30
riinutos a 125¢C. 90 kilosramos del medio s6lido asi nrena
Frid 9 1 d Line 3 el o
roado, enfridndosc desruds n 4080, , o dinocenldndose con 0,5%

de torta de levadura de Asmergillus Miger TPR-3.801. Bl -

salvade de trige innculado, se coloca ~n una dincuhndors dn
rantne 72 howrns o L0,

Ta torta de Iovadura asf{ obtenida, so emrana bien
en 250 litros de sclncidn ncuosa de dcido acdtico 1/50 -
molal, durante 3 horas a 30¢C., v se filtra, obtenidéndose

asi 160 litros de solucidn hruta de enrnzima.

.- 316318
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La actividad celulolitica de la solucibén de cenzi.-
ma, es de 10.650 unidades/100 mililitros. La'elaboracién
transcurre como en el eiemplo 1, obteniéndose 1,114 rranos
de comtuesto blanco de enzima, que tiene la actividad dé
9.1360 unidades/gramoo La recuperacién de la actividad,-agn

ciende a Bl 6%,

A medio ¢ ltivado de la nmisma Torma que on el
eiomrnlo 1, se afndieron 250 litros de solucidn de decido
clorhidrico 1/30 molal, en ol cnal se emmana el medio com
nletamentn durante 2 horas a 302C, Bl rendimiento es de
160 1itros de solucién bruta de enzima. La actividad celu
lolitica de la solucidn de enmima, es de 10.800 unidades/
100 mililitros.

Ta elaboracidén transcrrre como en el ejemplo 1, -
obtenidndose 1,130 gramos de cortpuesto blanco de enzima,
que tiene la actividad de 8.250 unidades/sramo. La recune

racidn de 1la actividad asciende a 53, 4%,

Ta "unildad® de la actividad celulolfitiecn Ao 108 =

comruestos de enzima, obtenidos en los ejemplos 1, R v 3
se calcula como sigue:
Ia actividad que reduece la viscosidad de 25 mili-

litros de ©,8% en peso de carboximetilcelulosa (substrato),

a la mitad, durante 1 minuto a una temperatura de 102C.,

3163148
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se deterriina es iemal a upa midad, ®1 sth=~trrto, se hnrce
adieionando isovolumdtricarente una s~luecidn tarnodn de -
Jeido acdtico C,1 molal a una solineidn acrosa de carboxi-
metilcelunlosa de 1,6 an naso. e

Semin dato, cuardo M wilisramos e una ﬁnestra,ﬁe
enzima reduce a larmitad 1o viscosidad del substruato an-—
ter’ or durante T se~urdos, Lo unidad de actividad celulo-
lftica de csta enzima mor gramo, se calcula semin la fér;

mila sigriconte:

Unidad de actividnd celulolitica

i
™
A8 ;3
H

x 60 x 107

i-il

[
]
"]
3
>

Ioa muntos de invencidn proria, no nueva, novo
nn esftablecida, practicoda ni divulgada en fsralfia, que se
prresentan nara ~ue sean objicto de esta solicitud de Faten
te de "ntroduccidn, por DIBZ afios, son los sipguientes:

1o~ Un método mara obtener una preparacidn de ce
lulasa a partir de una solucidn enzimitica clarificada -
ror extracceidn con disclvente desde la torita de levadura
incubgda de mn microorganismo Aspergillus Miger are wnrodn
ce celulasa, cuyo método compiende la rnejora de someter
1a torta de Levadnra incubada antes del tratamiento de -~
extraceidn con disolvente a secado durante dos a cuatro
horas a 55-652C., obtenidndose asi una celulasa decolora
da de gran pureza y de una actividad delulolitica o de deg
doblamicento de la celulosa nejorada.

2.~ Un método para obtener una prenaracidn de celn

316318
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lasa a partir de una solneidn enmimdticn clarifiecada nor
extraccidn con disolvente mor redio de agua a partir de la
terta de levoadura incubade de un microorganismo Aspergillus
Niger que produce celulasa, cuyvyo método conmrende la mejiora
de someter la torta de levadura incubada antes dcl trata-
miento de extraccidn con disolvente a éecado dvrante 2 a -
bk horas a 5%-652C., ohteniéndose asf una celulasa decolora
da de gran rureza y de una actividad celulelitica o de deg
doblamiento de la celuloso meiorada.

3.~ Un método nara ohtener una preparacién de celun
lasa o vartir de una solucidn enzimdtica clarificada por -
extraceién con disolvente a =ortir de la torta de levadura
incubada de un microorganisme Asnergillus Nieer que produce
celulasa, cuyve métedo commrende 1ln mejora cen la que se cfec

do acuroso diluido -

1ds

tiia 1o extraceidn con disolvente con dc
selcecionndo del ~runn ove cmnsta de dcido ldctico, dcido
acético v Acido clorhidrico, siendo la concentracién del &ci
do de 1/10 M - 1/50 ¥, ohteniédndese asfi una celulasa decolo
rada de gran pureza v de una actividad celulolftica o de =~
dosdoblamiento de la celulosa me‘oradas

I,~ Un método nara obtencr una nreraracidn de celn
lasa a wartir de una solncidn enzimdtica clarificada mor ex
traceibn con disolvonte a partir de la torta de levardvra -
incubada de un microoresarismo Aspergillus negro are produce
celnlasa, cuyvo métedo commnrende la rmejora dn la que se efeg
tda la extraccidn con disolvenie con Acido acuoso diluido
seleccionado del grumo nme consta de decido acdtico, dcido
ldctico v 4cido clorhidrico, siendo la concentracién del -
dcido 1/10 M - 1/50 M, v en ¢l que La torta de levadura in

cubada es somntida antes de la extraccidn con disolwvente a

cv- 316318
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secado durante

7~ b horas a 55-659C., obhtenidndose
b

una celunlasa decolorodn Ao ~ran mureza v de una actividad

celulolitica o

R T

microorzanismo

microorsanismo
Te—- TL
wicroorganismo

Bom EI

1wicroorzanismo

Qoee T

An desdohlariento Ae la ecnlnlsas meioradn,

ia veivindicacidn 1, en ol rnue Al

métodn fin

ee Asveraillus Nipger. ~.

)

método de la reivindicacidn 2, en el que el

el .
cs Aspergillus Higer. .
método de la reivindicacidn 3, en el que el
es Asnergillus MNiger,

método de la reivindicacidn L, en el aue el

es Asnergillus Nigers,

k4 . &
nétodo rara obtener una rreparacion de celu

Tasa a »artir de una sclucidn enzimdtica clarificada.

Tal v cono se ha descrito en la llemoria que antece

de v comn los fines ove se han esnecificados

Ta nresents Yemoria consta de doce hojas encritas

a ndguina vor una sola Jdo sus caras.

“
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