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MEMORIA DESCRIBTIVA .
que se presenta para unir a la solicitud , v

d e s @ e

e® e

PATENTE DE INVENCION
formulada el 5 de Julio de 1966, con el nimero 32%5%54
| | en
ESPANA
por VEINTE afios
2 nombre ‘de NOVO TERAPEUTISK LABORATORIUM A/S, entidad

danesa establecida en 115, Fuglebakkevéj, Copenhague, Di-
namarca, por:

FPROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE AMILOGLUCOSIDASAY

Es conocida la sustitucidn de la hidrdlisis &cida
convencional del almiddén por una descomposicidn enzimdti-
- ca. En particular, tal procedimiento enzimitico ha sido
empleado en la preparacién de dextrosa cristalina. Es de
5 imﬁortanoia considerable que la conversidén en dextrosa se
lleve a cabo hasta el grado en que sea posible, porque la
dextrina, no hidrolizada inhibe la cristalizaciénlde 1la
dextrosa y hace disminuir su produccién.

La amiloglucosidasa se ha empleado como enzima ac-
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tiva bara descomponer el almidén. Esta enzima es capaz

de llevar a cabo una descamposicidén completa del almiddn
hasta dextrosa, aunque los enlaces alfa-1,6-glucosidicos
se rompen considerablemente més'lentamente gue los: enlaces
alfa-1, 4-glucosidicos. Sin embargo, muchos; microorganis=
mos que son capaces de producir amiloglucosidass, producen
también la transferasx llamada Transgluosidasa, que es ac—

tiva en la transferencia de moléculas de dextrosa con en-—

‘laces alfa-1,4- a moléculas de dextrosa con enlaces. alfa-

1,6, con maltosa, por ejemplo, este efecto da como resulta-
do la produccidn de isomaltosa y otros oligosacdridos.
Se ha 1llevado a cabo una hidrdlisis enzimdtica deil

almiddén empleardo enzimas derivadas de las especies: Rhizo-

_pus, EndOmlpes.fibuligenfy Aspergillus., la especier Rhizopus

forma4una amiloglucosidasa pura, pero tiene que desarrollar-
se en cultivos superficiales queAson poco atractivos para

la produccidén industrial de amiloglucosidasa, debido a los
elevados costes de trabajo inherentes a.este procedimiento.

E1l Endomyces fibuliger puede usarse en operaciones de desa-

rrollo sumergido, pero no da rendimientos aprovechables co-

mercialmente de amiloglucosidasa.

Ias especies de Aspergillus son muy adecuasdas para

la produccién de amiloglucosidasa en escala comercial por
medio de un desarrollo sumergido. No obstante, todas: las:

especies Aspergillus conocidas producen, ademds de amilo-

glucosidasa, mayor o menor cantidad de transglucosidasa.
Por las razones mencionadas amnteriormente, es muy deseable
4 . . < ! .
separar esta ultima enzima de. la preparacidén de enzima
obtenida, antes de emplearla en la hidrdlisis del almiddn

con el objeto de preparar dextrosa, y se han sugerido va-

-2 -
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rios métodos quimicos para separar la transglucosidasa,

“con el fin de obtener una preparacién de amiloglucosidasa

pura.
‘O
En contraposicidén con el estado actual uniwersalmen—

te aceptado de la técnica, descrito anteriormenter,: °se han

encontrado ahoras cepas de Aspergillus niger que ééﬁ}capaces

K3 3 - K3 ¢
de producir amiloglucosidasa, con rendimientos aprowecha-
&

‘bles comercislmente, sin que produzcen cantidad alguna de-

tectable de transglucosidasa (tal y como se define poste—

riormente), y ge ha comprobado que, por mutacién de estas

cepas, puede aumentarse notablemente la produ0016n @? ami-
loglucosidasa, sin produccidén simultdnea de transglu0091-
dasa.

Se ha comprobado tembién que no es absolutamente
necesario élterrar las cbndioiones de cultivo empleadas

en le técnica anterior para la produccibén de amilogluco-

sidaga por cultivo de Aspergilliis.

Asi, pués, segin la presente invencidn, se produce
amiloglucosidasa adecuada para la descomposicidén del almi-

aén a dextrosa, sometiendo uns cepa de Aspergillus niger

qie no'muestra produccién detectable de transglucosidass
(tal y como se define ppsteriormente en la Memoria) a un
desarrollo sumergido en un medio nutritivo.

En particular, se ha comprobado que las cepas que

ﬁertenecen a la especie de Aspergillus niger v. Tieghem,
son especialmente ttiles en la produccidén de amiloglucosi-
dasa desprovista de transglucosidase. Entre estas Wltimas

cepas, ge ha comprobado que las cepas de Aspergillus ni-

. ger CBS Nos. 262.65, 263;65, 103.66, asi como sus variantes

o mutaciones naturales y artificiales, son particularmente

...3—»
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adecuadas para producir graﬁﬁgg; ﬁ%idades de amilogluco-
sidasa que no coﬁtiene cantidades detectables de transglu-
cosidasa, cuando se someten a un desarrollo sumergido en
un medio nutritivo.

las cepas anteriores gque se indican por medio de

. . ,
nimeros CBS son mutaciones de una cepa que se aislo de

una muestra de suelo o tierra vegetal recogida en Copenha-

_gue en Diciembre de 1963.

Ias cepas de numeros CBS 262.65 y 263;65 han sido

identificadas en el Centraalbureau voor Schimmelcultures,

' de Baarn, Holanda, como pertenecientes a las especies As-

pergillus niger'V; Tieghem y Aspergillus niger variedad

Tieghem mutante Schiemanni (Schiemann) Thom y Raper, res—
pectivamente. Ia cepa numero CBS 103.66 es aparentemente

una mutacidén degenerada del Aspergillus niger v. Tieghem.

Muestras de las cepas de nimeros CBS 262,65, 263,65
v 103.66 estdn en depdsito en forma de cultivos restringi-
dos en el Centraalbureau voor Schimmelcultures.

A continuacidn se facilita una descripcidén morfold-
gica de las tres cepas anteriores (desarrollé sobre agar

de Czapek Dox, temperaturs de incubacidn, 30°C):
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El presente método para preparar amiloglucosidasa.que
no contiene cantidades detectables de transglucosidasa, se
describe con mis detalle a continuacidn:

El hongo se almacena en forma liofilizada. Se liofili

. za a partir dé agar de Czapek Dox, cuya composicién gse indi- |,

ca mds adelanter. El sustrato de liofilizacidén es leche. El
cultivo liofilizado se mezcla en un matrez de Fernbach con a-
gar Czapek Dox y se ihcuba a 30°C hasta que tiene lugar la es
porulacidn. Ias esporas se ponen en suspensioén en agua esté-
Til y se transfieren asépticamente a un depdsito de iinogula
cibn de 100 litros que contiene un medio de maiz molido (20-

25%) y NO,K (1%). Se inician la agitacién (200-400 rpm) y la

aireacién (1 vol, por vol, por min.)y la fermentacidén se lle
ve a cabo a 30°C_hasta gue hay un buen desarrollo en el depé
sito., las sustancias contenidas en el depdsito descrito se
transfieren a un depésito de fermentacidén principal (2000 1.)
que contiene un medio de la misma composicidén que el conteni
do del depésito de inoculacidn. Se inicien la agitacidén (100-
200 rpm.) y la aireacidn (1 vol,~por vol, por min.) y la fer-
méntacidén se lleva a cabo‘a 30°C hasta que el contenido de
enzima es mAximo., E1 pH durante la fermentacidn es de 4 a 5.
Durante la fermentacidn puede afiadirse un medio suplementario.
Después se elimina el micelio del hongo del liguido de culti-
vo por filtracidn o centrifﬁgacién; Si se desea el liguido

puede concentrase en vacio, Yy pueden afiadirse agentes conser-

vadores tales como cloruro de sodio o dcido benzdico.

. . ’ - . 0 -
Si se desesa un producto solido, la amiloglucosidasa
puede precipitarse con alcohol o acetona azl Que se ha afiadi-

do tierra de infusorios para evitar la formacién de un preci-"

pitado pega joso.
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En el procedimiento anterior, el agar de Czapek Dox

puede sustituirse, por ejemplo, por agar E. Los dos medios

. tienen las composiciones siguientes:

Agar de Czapek Dox Sugtrato E
NO3Na 3 g por litro : Peptona 6 g por 1
PO, HX 1l g por litro ' Caseina di- 4 g "
472 gerida con
"~ tripsina
SO,Mg.TH,0 0,5 "o « Extracto de 3 "
, 47 . levadura
C1K 0,5 " ' Glucosa . 1 ®
50,Fe.TH,0 0,01 " Extracto de 1,5 "
4 ' carne
Sacarosa 30 " ' Bxtracto de: 20 "
malta
- PO4H2K . 20 "
Agar 15 - " Agar 40 w

la forma en que puede llevarse a cabo el procedi-
“miento de la invencidn se describe con mids detalle en los

ejempios siguientes:
EJEMPLO 1

- En un depbésito de inoculacidén gque contenia un volu-
men de 100 litros, se prepard el siguiente medio:
| Maiz molido 15 kg
NO,K 0,750 kg

Novoamilasa bacteriana,
5000 unidades SKB/g 7,5 &

Agua 60 1 aproximadamente



Esta mezcla se calentd a 85°C y se mantuvo a esta
temperatura durante 30 minutos aproximadamente. La mezcla
se hiZo hervir después durante 90 minutos a 120°C, con in-
yeccidn directa de vapor de égua, de tal modo que.éiﬂvolu—
men llegd a 75 litros. Después de enfriarla a 30005Eﬂa mez—
cla se inoculd con esporas de la cepa CBS 262.65,i§féceden—
te de un matraz Fernbach gue contenia Agar de Czaﬁék;Dox,

‘

gque habia sido incubado durante 7 dias a 30%¢c. Se.igééia-

“‘ron la agitacidén (240 rpm.) y la aireacién (60 litres por

tee®

minuto), y se lleVé a cabo la fermentacién dunate 2% horas

s ¢

hasta que aparecidn un buen desarrollo del depésitgL.ias

sustancias contenidas en el depdsito se transfirierén des-

pués a un depdsito de fermgntacién principal que contenias

Meiz molido 240 kg
NG K ‘ 12 kg

Novo amilasa bacte-
riana, 5000 unidades
SKB/g. - \ 120 g

El medib se prepard y se esterilizdé de la misma
manera que el medio del depésito de inoculacién, y el volu-
men final era de 1200 litros.

Después de la inoculacidn, se iniciaron la agitacidn
(350 rpm) y la aireacién (1 metro cdbico por minuto), ¥y se
éﬂadiélaceite de soja cuando fué necesario, como agente
coﬁtra,la formacién de espuma. Inicialmente el pH era de
5,65, que disminuyé a 4,2 a 4,3 durante la fermentacién.
Después de 100 horas de fermentacidén, el contenido de en-
zima (emiloglucosidasa) havia llegado a 500 NA/ml (unida-

des de novoamiloglucosidasa por ml), y se afiadieron, bajo

- 8 -
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condiciones estériles, 35 Kg de almiddn de maiz en 80 litros
de agua. Se hgbia descompuesto la suspensidn por medio de
40 gremos de NOVO amilasa bacteriana, de 5000 unidades SKB/
g ¥, se habia esterilizado durante 90 minutos a 126?@. Des-
puds de 180 horas de fermentacién, el contenido de~§mzima

era de 750 NA/ml. El pH era de 4,5, y se detuvo lg ‘férmen-

26 00

. £
tacion. co% e

.

El micelio se separd por filtracidén y la disolucidn

o ee

de enzima resultante'era un ligquido ligero de colqQr.amari-

llo paja claro, con un sabor dcido suave. Se comprﬁﬁé que

esta disolucidn de enzima esteha desprovista de trﬁh@éluoo-

s 0
-

sidasa.
EJEMPLO 2

. BEn un depbsito de inoculacidén, con un volumen de

' 100 litros, sevpreparé un medio que constaba de:

Maiz molido 12 kg

vNovo emilasa bacteria-
na, de 5000 unidades

SKB/g 12 g.
NO_K o 1k
3 g
_Agua 60 1. aproximaedam.

Este medio se prepar5 y se esterilizd como se ha
explicado en el ejemplo 1. Después de enfriarlo a 3000,
el depdsito se inoculd con esporas de la cepa CB3 103.66.
Después de 40 horas de desarrollo en las mismas condicio-
nes que las explicadas en el Ejemplo 1, las sustancias con-
tenidas en el dépésito se transfirieron a un depdsito de

fermentacidn principal que contenia:

-9 <
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Almidén de maiz 60 kg

Maigz molido 240 kg
Novoamilasa bacteria- e
na, de 5000 unidades R
SKB por gramo 0,3 kg e
NO K 12 kg

o *
AN
s *

es 0

El medio se prepard y se esterilizé de la m{wma
forms que el medio del depdsito de imoculacién, y,.sl.vo-

lumen final era de 1200 litros. e 2N

4
Sea*

Después de la inoculacién se iniciaron la ggiﬁacién
(400-rpm) y la aireacién (800 litros por minuto),;;‘ée afia-
aié aceite de soja cuando fué necesario, como agente con—
tra la forma016n de espuma.

Dl PH ihicial del medio era de 5, 70 y disminuyd
hasta 4,1 durante la fermentacién. Después de 146 horas,
el contenido de enzima era de 1600 NA/ml.

El micelio se prepard por filtracidén y la solucién:
de enzima resultante era un liquido de color amarillotpa—
ja claro con un sabor acido suave.

Se comprobd que esta disolucidn de enzima estaba

desprovista de transglucosidasa.
EJEMBLO 3
En matraces Erlenmeyer de 500 ml se estekilizaron

porciones de 100 ml de un medio con la siguiente composi-

s 2 ’
clion:

- 10 -
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Maiz molido

NO3K

- Novo amilasa bacteriana
de 5000 unidades *
SKkB/g 0,4 g8 ...
Agua hasta 1 litro ’E'

too
o«
‘oo o

Los matraces, que se taparon con tapones d¢ iplgoddn
9.8

*

L]
se inoculgron con esporas procedentes de un plano ingline-

e

do de agar de Czapek Dox de la cepa CBS 263.65, y, se.incu-
baron en un agitedor giratorio (240 rpm) durante §.dias a
¢ 4 °*

30°%. E1 micelio se separéd por flltraelon, y se cd‘probé

s
*

que el filtrado contenia de 700 a 800 NA/ml. de amiioglu—

cosidasa. La transglucosidasa no era detectable.

Ia unidad NA a que se hace referencia anteriormente

se deflne como la cantided de ‘enzima que forma 1 mg de glu

‘cosa en las condlclones que se indicen més adelante. El

contenido de amiloglucosidase se determina haciendo reac-
cionar ls enzima con dextrina limite de amilasa bacteria-
na pars formar glucosa, que después se determina por medio

de oxidasa de glucosa.

Muegtra: 0,5 ml de disolucién de enzima + 0,5 ml de sus-
' trato de destrina se dejan durante 30 minutos

a 3500. Después se afiaden 3 ml de reactivo GOD,

y la mezcla se deja de nuevo durante 60 minutos,

después de lo cual se determina la OD (densidad

dptica de 420 milimicras.

Muegtra de cbmparacién (para hacer ensayo en blanco): 0,5

ml de disolucidn de enzima + 3 ml de reactivo

- 11 -
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GOD + 0,5 ml de sustrato de dextring se dejan
a 37°C durante 60 minutos, y después se deter-
mira la OD 2 420 milimicras, comparéndola con

la de 1 ml de agua + 3 ml de reactivo<GOD.

.
eo?
[}

Muestra normalizada: 1 mnl de muestra normalizada ié{élucosa

3 ml de reactivo GOD ' o sdve
<
Después de 60 minutos a 37°C se deterpine la

OD a 420 miliﬁicras, comparséndola cons1atde 1

S 4%

-ml de agua + 3 ml de reactivo GOD. Los°reacti-
. s

vos empleados en la determinacidn del.@%ﬁfenido
de aminoglucosidasa se describe detalladamente

en los parrafos que siguen.

Dextrina limite de amilasa bacteriana.

1 kg de almidén de patata se pone en suspensién
en 4‘1itros de agua degionizada, y 10 g de No-
vo amilasa bacteriana, de‘5000 unidades SKB por
g, se disuelven en 100 ml de agua. Se afiade un
ml al elmidén, y la mezcla resultante se calien-
ta a 75°C durante 10 minutos, y se enfria a
50°C. Se afiade el resto de la amilasa, y la mez-
cla déjase durante 2 horaé;'Después de enfriar-
la a 30°C, se aﬁadeq 200 g de levadura y se fer-
mgnta la mezcla durante 3 dias. Se separan por
destilacidén aproximadamente 700 ml., se ajusta
el pH & 6 con NeOH N, y se afiaden 10 g de con-

centrado de emilasa. La mezcla resultante se

‘' calienta hasta 50°C durante dos horas y se en—

frie hasta 30°C ¥, después, se afladen 200 g de

- 12'_
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levadura. Se lleva a cabo la fermentacién dursnte 3 horas,
y despuds se centrifuga la mezcla, se evapora hasta un re-
siduo de 500 ml y se precipita con 5 partes de acetona. De

esta forma se obtienen aproximadamente 250 g de pdi&b de
DE 13,5. ' e

2. Sustrato de dextrina A

b4
TR

2 g de dextrina de amilasa bacteriana se porden en

‘suspensién en 80 ml de agua desionizada. Le suspepgidn se

hace hervir y se enfria. Sediaden 10 ml de solucié¢n, tampo-

nadora de acetato de sodio N, y se ajusta el pH a:éfi,por

ry. ©

adicién de dcido acético, gi se desea. La mezcla se -eomple- -

o %

ta hasta 10d.ml con agua desionizada.

3. Reactivo GOD
400 ng de glucosaoxidasa (Sigma, cruda)
10 mg de peroxidasa (Sigma, cruds)
1 ml de disolucidn de o-dianisidina
2 ml de disolucidén de Tritdém X-100
Disolucidén tamponadora triple, hasta 200 ml.
La disolucién se filtra anteé de su empleo, y se al-

maceng en un refrigerador.

4. O-Dianisidina (sigma, cristalina)
Se disuelven 0,5 g en 50 ml de etanol de 96 %
Se envasa en un matraz de color topacio, en la oscu-

ridad, a temperaturaaambiente.
5. Disolucién tamponadora triple
0,5 M(pH 7,0). 61,0 de tris (sigma) se disuelven en

85 ml de dcido clorhidrico S5N. Sesaiade agua desionizada

- 13 -
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hasta llegar a 1 litro. E1l pH . se ajusfa a 7,0 y se aflade

1 ml1 de cloroformo. Se guarda a temperatura smbiente.

€
4
* g

6. Disolucidén normalizada de glucosa.. ee.'w
A 50 mg de glucose anhidra (M & B, grado reébtivo)

se anade agua desionizada hasta completar 1 lltroz P

oo ¢

7. Disolucién de Tritén X-100

.O..?\

10; m1 de Tritdén X-100 &+ 40 ml de etanol de. 96.%

La dlsolu016n de amlloglu0081dasa que pyedgwprepar—

. .r3

se por medio del presente procedimiento ha sido anallzada
para determinar el contenido de transglucosidasa aﬁéd;endo
1 ml de disolucién de enzima (que contiene 10 NA) a 1 ml
de disolucidén de maltosa pura al 6 por ciento tamponadora

de acetato 0,1 M ( pH 4,6)+ La mezcla se dejdé durante 1

 hora a 37°¢ y.después se hizo hervir durante 10 minutos.

6~partes, de 5 microlitros cada una, se colocaron sobre
un papel crometografico, que se dejbé revelando hasta ei
siguiente dia con butanol: piridina: agua en las proporcio-
nes de 6:4:3.

| El papel.se secé y se hicieron visibles las manchas
de azucar sumergiendo el papel en anilina:difenilamina:
dcido fosférico:etanol, en las proporciones de 0,16:0,16:
0,85:100, y se secé a 100°C.

La presencisa de tranégluéosidasa en la preparacién
dacomo resultado la formacién de isomaltose u oligosacéri-
dos‘superiores,'que en el crométograma aparecen entre el
punto de’parfida & la mencha de maltosa. Cuando no apare-

cen manchas en este lugar se deduce gque la preparacidén es-

" 4 desprovista de transglucosidasa.

- 14 -
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“sta solicitud que corresponde a la presentada en
Gran Bretafia el 7 de Julio de 1965, con el nimero 28.903
y el 15 de Jjunio de 1966 completa, se acoge a los benefi-

cios del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Eﬁéﬁiedad

Industrial. )

*

-NOTA -

Los puntos de invencidn propis y nueva que se pre-
sentan pars qﬁé sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los siguien-
tes: |

1.~ Procedimiento para la produccién de amilogluco-
sidesa, en el cual unavcepa de Aspergillus niger gue no
muestra produccidn detectable de transgluoosidasa como se
define en 1la Memoria,bes gometida a desarrollo sumergida.
en un medio nutritivo.

2.- Procedimiento como se.reivindica en el punto
1, en el cual es empleada una cepea incluida dentro de las
egpecies Aspergillus niger variedad Tieghem.

3.~ Un procedimiento como se reivindica en los pun-

tos 1y 2, en el cual es empleada la cepa de Aspergillus

' niger variedad Tisghem CBS. N® 262.65 o una mutacién natu-

ral o artificial o une variante de ella.
4.~ Un procedimiento como se reivindica en los pun-

tos 1y 2, en el cual es empleada la cepa de aAspergillus

- 15 -
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niger variedad Tieghem CBS. N2 263.65 o una mutacién natu-
ral o artificial o una varian‘i:e de ella.

5 - Un procedimiento como se re1v1ndlca en los pun-

3
.’3

tos 1y 2, en el cual es empleada la cepa de Asperga.Ilus

niger variedad Tieghem CBS. N2 103.66 o una mutac:.éxr arti-

e ;0
* 2

ficial o natural o una variante de ella. .ﬂ..‘

- 6.~ Procedimiento para la produccién de amll-zs gluco-

&

sidasa. ‘ ' ce s

Tal y como se ha descrito en la Memoria que; gn'fece-

3*‘(\4

de, representado en los dibujos que se acompaiian ys)’cosn los

]

VN

@ !

&

£

fines que se han especificado.

2
\’3

Esta Memoria consta de dieciseis hojas escritas a

miquina por una sola cara. 4 AG&W

Madrid,

JaV. - =16 -
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