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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud . .« *

* • • *d e ....• . •
P A T E N T E  D E  I N V E N C I O N  \\ *• ~ t

formulada el 5 de Julio de 1966, con el número 328V684
e :n

E S P A Ñ A
por VEINTE años 

a nombre de NOVO TERAPEUTISK LABORATORIÜM A/S, entidad 
danesa establecida en 115» Fuglebakkeve;}, Copenhague, Di­
namarca , por s

'•PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE AMILOGLUCOSIDASA"

Es conocida la sustitución de la hidrólisis ácida 
convencional del almidón por una descomposición enzimáti- 
ca. En particular, tal procedimiento enzimático ha sido 
empleado en la preparación de dextrosa cristalina. Es de 

5 importancia considerable que la conversión en dextrosa se
lleve a cabo hasta el grado en que sea posible, porque la 
dextrina, no hidrolizada inhibe la cristalización de la 
dextrosa y hace disminuir su producción.

La amiloglucosidasa se ha empleado como enzima ac-
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tiva para descomponer el almidón. Esta enzima es capaz- 
de llevar a cabo una descomposición complata del almidón 
hasta dext.rosa, aunque los enlaces alfa-1 ,6-glucosídicos 
se rompen considerablemente más lentamente que los: enlaces 
alfa-1 , 4-glucosídicos. Sin embargo, muchos-, microorganis-- 
mos que son capaces de producir amiloglucosidasa, producen 
también la transfe rasa; llamada Transgluosidasa-, que es ac­
tiva en la transferencia de moléculas de dextrosa con en­
laces alfa-1 ,4- a moléculas de dextrosa c.on enlaces, alfa- 
1 ,6, con maltosa-, por.-ejemplo, este efecto da como resulta­
do la producción de isomaltosa y otros oligosacáriaos.

Se ha llevado a cabo una hidrólisis enzimática de?l 
almidón empleando enzimas derivadas de las especias: Rhizo- 
pus, Endomyces fibuliger-y Aspergillus. La especia Rhizopus 
forma una amiloglucosidasa pura, pero tiene que desarrollar­
se en cultivos superficiales que son poc.o atractivas para 
la producción industrial de amiloglucosidasa, debido a los 
elevados costes de trabajo inherentes aTeste procedimiento. 
El Endomyces fibuliger puede usarse en operaciones de desa­
rrollo sumergido, pero no da rendimientos aprovechables co­
mercialmente de amiloglucosidasa.

Las especies de Aspergillus son muy adecuadas para 
la producción de"amiloglucosidasa en escala comercial por 
medio de un desarrollo sumergido. lío obstante?, todas; las; 
especies Aspergillus conocidas producen, además de amilo­
glucosidasa, mayor o menor cantidad de transglucosidasa.
Por las razones mencionadas aaateriormente., es muy deseable 
separar esta última enzima de. la preparación de enzima 
obtenida, antes de emplearla en la"hidrólisis del almidón
con el objeto de preparar dextrosa, y se han sugerido va-
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rios métodos químicos para separar la transglucosidasa, 
con el fin de obtener una preparación de amiloglucosidasa 
pura.

^  «

En contraposición con el estado actual uniWrsalmen-
te aceptado de la técnica, descrito anteriormente*,**se han
encontrado ahora cepas de Aspergillus niger que §?o¿^.capaces
de producir amiloglucosidasa, con rendimientos aprovecha-«
bles comercialmente, sin que produzcan cantidad alguna de-
tectable .de transglucosidasa (tal y como se define^* poste-
riormente), y se ha comprobado que, por mutación ¿te,estas
cepas, puede aumentarse notablemente la producció¿i’,(Je ami-

« *  -

loglucosidasa, sin producción simultánea de transglucosi­
dasa.

Se ha comprobado también que no es absolutamente 
necesario alterrar las condiciones de cultivo empleadas 
en la técnica anterior para la producción de amilogluco­
sidasa por cultivo de AspergillUs.

Así, pués, según la presente invención, se produce 
amiloglucosidasa adecuada para la descomposición del almi­
dón a dextrosa, sometiendo una cepa de Aspergillus niger 
qiae no muestra producción detectable de transglucosidasa 
(tal y como se define posteriormente en la ^temoria) a un 
desarrollo sumergido en un medio nutritivo.

En particular, se ha comprobado que las cepas que 
pertenecen a- la especie de Aspergillus niger v. Tieghem, 
son especialmente útiles en la producción de amiloglucosi­
dasa desprovista de transglucosidasa. Entre estas últimas 
cepas, se ha comprobado que las cepas de Aspergillus ni­
ger CBS Nos. 262.65, 263.65, 103.66, así como sus variantes 
o mutaciones naturales y artificiales, son particularmente
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sidasa que no contiene cantidades detectadles de transglu- 
cosidasa, cuando se someten a un desarrollo sumergido en 
un medio nutritivo.

las cepas anteriores que se indican por medio de 
números CBS son mutaciones de una cepa que se aisló de 
una muestra de suelo o tierra vegetal recogida en Copenha­
gue en Diciembre de J963»

las cepas de números CBS 262.65 y 263.65 han sido 
identificadas en el Centraalhureau voor Schimmelcultures, 
de Baam, Holanda, como pertenecientes a las especies As­
pe rgillus niger V. Tieghem y Aspe rgillus niger variedad 
Tieghem mutante Schiemanni (Schiemann) Thom y Raper, res­
pectivamente. La cepa número CBS IO3.66 es aparentemente 
una mutación degenerada del Aspe rgillus niger v. Tieghem.

Muestras de las cepas de números CBS 262.65, 263,65 
y 103.66 están en depósito en forma de cultivos restringi­
dos en el Centraalhureau voor Schimmelcultures.

A continuación se facilita una descripción morfoló­
gica de las tres cepas anteriores (desarrollo sobre agar 
de Czapek Dox, temperatura de incubación, 30°C):



263.65 103.66

2 0 -2 5 20-25 T  O  jnne, pocos uniforme, pocos uniforme, pocos J  L  '3, conidio surcos, conidio irregular en losno apiña- foros no apiña- bordes, c.onidiófo-
I dos 'ros no apiñados

• i3x Si Siasamente escasamente escasamente
o. oscuro. Amarillo claro a Amarillo- claro acentro, canela, amarillo marrónLio claro ■claro en el bor- . • .b orde deLio claro. Amarillo claro Amarillo azufre
a Amarillo claro Marrón oscuro

a canelaLar Globular Globular•30 90-160 apr ox. 110”
00 500-900 500-8001 7-10 7-111-2 1-2rme Uniforme Uniforme
lar Globular Globular25-40 25-35
x 4-10 18-27 x 4-10 9-11 x 4-51 en toda fértil en toda Fértil en todaaa la zona la zona
£ 2-3,5 7-12 x.2-3,5 r7 < A -xr  O/ — n x a

lar Globular. GlobularAmarillo claro/canela Marrón
3-5 3-5os Asperos Asperos

tes Ausentes Ausentes
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El presente método para preparar amiloglucosidasa.que 

no contiene cantidades detectables de transglucosidasa, se 
describe con más detalle a continuación:

El hongo se almacena en forma liofilizada. Se liofili. 
za a partir de agar de Czapek Dox, cuya composición se indi- ; 
ca más adelante?. El sustrato de liofilización es leche. El 
cultivo liofilizado se mezcla en un matraz de Fembach con a- 
gar Czapek Dox y se incuba a 30°C hasta que tiene lugar la es 
porulación. las esporas se ponen en suspensión en agua esté­
ril y se transfieren asépticamente a un depósito de ^inocula 
eión de 100 litros que contiene un medio de maiz molido (20- 
25$) y NO^K (1$). Se inician la agitación (200-400 rpm) y la 
aireación (1 vol, por vol, por min.)y la fermentación se lle­
va a cabo a 30°C hasta que hay un buen desarrollo en el depó 
sito. Las sustancias contenidas en el depósito descrito se 
transfieren a un depósito de fermentación principal (2000 1 .) 
que contiene un medio dé la misma composición que el contení 
do del depósito de inoculación. Se inician la agitación (100- 
200 rpm.) y la aireación (1 vol, por vol, por min.) y la fer­
mentación se lleva a cabo a 30°C hasta que el contenido de 
enzima es máximo. El pH durante la fermentación es de 4 a 5. 
Durante la fermentación puede añadirse un medio suplementario. 
Después se elimina el micelio del hongo del líquido de culti­
vó por filtración o centrifugación. Si se desea el líquido 
puede concentrase en vacío, y pueden añadirse agentes conser­
vadores tales como cloruro de sodio o ácido benzoico.

Si se desea un producto sólido, la amiloglucosidasa 
puede precipitarse con alcohol o acetona al que se ha añadi­
do tierra de infusorios para evitar la formación de un preci— 
pitado pegajoso.



En el procedimiento anterior, el agar de Czapek Dox 
puede sustituirse, por ejemplo, por agar E. Los dos medios 
tienen las composiciones siguientes:

9 • * t < • Agar de Czapek Dox Sustrato E
♦ft•V•̂.i • *

NO^Na 3 g por litro Peptona 6 g por 1

• • •. . 4 P0,HX_ 1 g por litro Caseína di- 4 g II
gerida con• • •♦ tripsina

***•*:
/ * *

S04Mg.7H20 0,5 Extracto de 
levadura

3 II

\ G1K 0,5 " Glucosa . 1 II

SO.Pe. 7 ^ 0 0,01 '• Extracto de 1,5 H
carne

Sacarosa 30 " Extracto de. 
malta

20 II

p °4h 2k 20 II

Agar 15 " Agar 40 II
La forma en que puede llevarse a cabo el procedi- 

5 2miento de la invención se describe con más detalle en los 
ejemplos siguientes:

EJEMPLO 1

En un depósito de inoculación que contenía un volu­
men de 100 litros, se preparó el siguiente medio:

Maiz molido 15 kg
N03K 0,750 kg
Novoamilasa bacteriana,
5000 unidades SKB/g 7,5 g
Agua 60 1 aproximadamente
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Esta mezcla se calentó 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- 
yección directa de vapor de agua, de tal modo que.éi*volu- 
men llegó a 75 litros. Después de enfriarla a 30 C*,;*la mez­
cla se inoculó con esporas de la cepa CBS 262.65,‘proceden-
te de un matraz Fernbach que contenía Agar de Czapeic.Dox,

♦

que había sido incubado durante 7 días a 30°C. Se inicia-
ron la agitación (240 rpm.) y la aireación (60 litres^por
minuto), y se llevó a cabo la fermentación dunate 2»7..horas
hasta que apareción un buen desarrollo del depósito^Las* «
sustancias contenidas en el depósito se transfirieron des­
pués a un depósito de fermentación principal que contenía:

Maiz molido 240 kg
NG¡3K 12 kg
Novo amilasa bacte­
riana, 5000 unidades 
SKB/g. 120 g

El medio se preparó y se esterilizó de la misma 
15 manera que el medio del depósito de inoculación, y el volu­

men final era de 1200 litros.
Después de la inoculación, se iniciaron la agitación 

(350 rpm) y la aireación (1 metro cúbico por minuto), y se 
añadió aceite de soja cuando fué necesario, como agente 

20 contra la formación de espuma. Inicialmente el pH era de 
5 ,65, que disminuyó a 4,2 a 4,3 durante la fermentación. 
Después de 100,horas de fermentación, el contenido de en­
zima (amiloglucosidasa) había llegado a 500 NA/ml (unida­
des de novoamiloglucosidasa por mi), y se añadieron, bajo

-  8 -
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condiciones estériles, 35 kg de almidón de maiz en 80 litros 
de agua. Se había descompuesto la suspensión por medio de 
40 gramos de NOVO amilasa bacteriana, de 5000 unidades SKB/

•ag y, se había esterilizado durante 90 minutos a 120. Q. Des­
pués de 180 horas de fermentación, el contenido de* «ázima
era de 750 NA/ml. El pH era de 4,5, y se detuvo 1$'‘fórmen-'• • ♦ •
t ación. ..i..

El micelio se separó por filtración y la disolución• • ♦♦ *
de enzima resultante era un líquido ligero de colqr.amari-

• * •

lio paja claro, con un sabor ácido suave. Se compr¿K<$ que
*  « *

esta disolución de enzima estaba desprovista de trgftsgluco-
.* .« t

sidasa. ~ ‘

EJEMPLO 2

En un depósito de inoculación, con un volumen de 
100 litros, se preparó un medio que constaba de:

Maiz molido 12 kg
Novo amilasa bacteria­
na, de 5000 unidades
SKB/g 12 éf-
n o3k 1 kg
Agua 60 1 . aproximadam.

15 Este medio se preparó y se esterilizó como se ha
explicado en el ejemplo 1. Después de enfriarlo a 30°C, 
el depósito se inoculó con esporas de la cepa CBS 103.66. 
Después de 40 horas de desarrollo en las mismas condicio­
nes que las explicadas en el Ejemplo 1, las sustancias con- 

20 tenidas en el depósito se transfirieron a un depósito de 
fermentación principal que contenía:
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Almidón de maiz 60 kg
Maiz molido 240 kg
Novoamilasa bacteria­
na, de 5000 unidades 
SKB por gramo 0,3 kg
NO^K 12 kg

« •«ti *
♦♦ ♦♦

t * #t i t«
*

El medio se preparó y se esterilizó de la má^ma 
forma que el medio del depósito de inoculación, y.,al*,vo­
lumen final era de 1200 litros. i • »

Después de la inoculación se iniciaron la agitacióni • •
(400 rpm) y la aireación (800 litros por minuto),^y*ee aña-

'«» %dió aceite de soja cuando fue necesario, como agente con­
tra la formación de espuma.

El PH inicial del medio era de 5,70, y disminuyó 
hasta 4,1 durante la fermentación. Después de 146 horas, 
el contenido de enzima era de 1600' NA/ml.

El micelio se preparó por filtración y la solución 
de enzima resultante era un líquido de color amarillo pa­
ja claro con un sabor ácido suave.

Se comprobó que esta disolución de enzima estaba 
desprovista de transglucosidasa.

EJEMPLO 3

En matraces Erlenmeyer de 500 mi se esterilizaron 
porciones de 100 mi de un medio con la siguiente composi­
ción:

10 -



Maiz molido 200 g 
10 gNO^K

Novo amilasa bacteriana 
de 5000 unidades
SKB/g 0,4 g
Agua hasta 1 litro •

Los matraces, que se taparon con tapones d§,!&lgodón
♦

se inocularon con esporas procedentes de un plano inclina­
do de agar de Czapek Dox de la cepa CBS 263* 65» y, se.» incu­

que el filtrado contenía de 700 a 800 NA/ml. de anriioglu- 
cosidasa. La transglucosidasa no era detectable.

La unidad NA a que se hace referencia anteriormente 
se define como la cantidad de enzima que forma 1 mg de glu-

contenido de amiíoglucosidasa se determina haciendo reac­
cionar la enzima con dextrina límite de amilasa bacteria­
na para formar glucosa, que después se determina por medio 
de oxidasa de glucosa.

Muestra: 0,5 mi de disolución de-enzima 4- 0,5 mi de sus­
trato de destrina se dejan durante 30 minutos

Muestra de comparación (para hacer ensayo en blanco): 0,5 
mi de disolución de enzima 4- 3 mi de reactivo

barón en un agitador giratorio (240 rpm) durante .̂’qlias a
O , . • * *30 C. El micelio se separó por filtración, y se coí$?fobó

cosa en las condiciones que se indican más adelante. El

a 37°C. Después se añaden 3 mi de reactivo GOD, 
y la mezcla se deja de nuevo durante 60 minutos, 
después de lo cual se determina la OD (densidad 
óptica de 420 milimicras.



GOD 4- 0,5 mi de sustrato de dextrina se dejan 
a 37°C durante 60 minutos, y después se deter­
mina la OD a 420 milimicras, comparándola con

# •• •la de 1 mi de agua 4- 3 mi de reactivcr*(X)D.
*

5 Muestra normalizada: 1 mi de muestra normalizada de^ glucosa
3 mi de reactivo GOD •*;».

4

Después de 60 minutos a 37°C se dete^j#^ la
OD a 420 milimicras, comparándola con;la*.de 1

* ,* «*mi de agua 4- 3 mi de reactivo GOD. Los*reacti-
* * f

10 vos empleados en la determinación del«sontenido/ * •
% ♦de aminoglucosidasa se describe detalladamente 

en los párrafos que siguen.

1 . Dextrina límite de amilasa bacteriana.
1 kg de almidón de patata se pone en suspensión 
en 4 litros de agua desionizada, y 10 g de No­
vo amilasa bacteriana, de 5000 unidades SKB por 
g, se disuelven en 100 mi de agua. Se añade un 
mi al almidón, y la mezcla resultante se calien­
ta a 75°C durante 10 minutos, y se enfría a 
50°C. Se añade el resto de la amilasa, y la mez­
cla déjase durante 2 horas. Después de enfriar­
la a 30gC, se añaden 200 g de levadura y se fer­
menta la mezcla durante 3 días. Se separan por 
destilación aproximadamente 700 mi., se ajusta 
el pH a 6 con NaOH N, y se añaden 10 g de con­
centrado de amilasa. La mezcla resultante se 
calienta hasta 50°C durante dos horas y se en­
fría hasta 30°C y, después, se añaden 200 g de

15

20

25
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levadura. Se lleva a cabo la fermentación durante 3 horas, 
y después se centrifuga la mezcla, se evapora hasta un re­
siduo de 500 mi y se precipita con 5 partes de acetona. De

* '•esta forma se obtienen aproximadamente 250 g de ptffrvó de
DE 13,5. 4 *

2. Sustrato de dextrina • * .*• • • •

2 g de dextrina de amilasa bacteriana se poiíbn en 
suspensión en 80 mi de agua desionizada, la suspejiai.411 se 
hace hervir y se enfría. Se aíaden 10 mi de solución*tampo- 
nadora de acetato de sodio N, y se ajusta el pH a *4,-1 Por

* v. •adición de ácido acético, si se desea. La mezcla sa ♦eomple-
«> *ta hasta 100 mi con agua desionizada.

3. Reactivo GOD .
400 mg de glucosaoxidasa (Sigma, cruda)
10 mg de peroxidasa (Sigma, cruda)
1 mi de disolución de o-dianisidina
2 mi de disolución de Tritón X-100 
Disolución tamponadora triple, hasta 200 mi.

La disolución se filtra antes de su empleo, y se al­
macena en un refrigerador.

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

ridad, a temperatura ambiente.

5. Disolución tamponadora triple 
0,5 M(pH 7 ,0). 61,0 de tris (sigma) se disuelven en 

85 mi de ácido clorhídrico 5N. Se añade, agua desionizada

25
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hasta llegar a 1 litro. El pH.se ajusta a 7,0 y se anade 
1 mi de cloroformo. Se guarda a temperatura ambiente.

r • e6. Disolución normalizada de glucosa.
A 50 mg de glucosa anhidra (M & B, grado respetivo)

se añade agua desionizada hasta completar 1 litro$*Y\
• • • ♦

45
7. Disolución de Tritón X-100

10. mi de Tritón X-100 4- 40 mi de etanol d e ^ S ^
*> ,t V*

La disolución de amiloglucosidasa que pjiedê .'pí'epar-
• -í, “

se por medio del presente procedimiento ha sido ansj^izada®” i* s>
para determinar el contenido de transglucosidasa añhdiendo 
1 mi de disolución de enzima (que contiene 10 NA) a 1 mi 
de disolución de maltosa pura al 6 por ciento tamponadora 
de acetato 0,1 M ( pH 4,6). La mezcla se dejo durante 1 
hora a 37°C y.después se hizo hervir durante 10 minutos.
6 partes, de 5 microlitros cada una, se colocaron sobre 
un papel cromatográfico, que se dejó revelando hasta el 
siguiente día con butanol: piridina: agua en las proporcio­
nes de 6:4s3.

El papel.se secó y se hicieron visibles las manchas 
de azúcar sumergiendo el papel en anilina:difenilamina: 
ácido fosfórico:etanol, en las proporciones de 0,16:0,16: 
0,85:100, y se secó a 100°C.

La presencia de transglucosidasa en la preparación 
dacomo resultado la formación de isomaltosa u oligosacari— 
dos superiores, que en el cromatograma aparecen entre el 
punto de partida y la mancha de maltosa. Cuando no apare­
cen manchas en este lugar se deduce que la preparación es­
tá desprovista de transglucosidasa.

14 -
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■^sta solicitud que corresponde a la presentada en 
Gran Bretaña el 7 de Julio de 1965» con el número 28.903 
y el 15 de junio de 1966 completa, se acoge a los benefi­
cios del artículo 51 del vigente Estatuto sobre B»op-iedad 
Industrial. s?»
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Los p^untos de invención propia y nueva que se pre­
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente 
de Invención en España, por VEINTE años, son los siguien­
tes:

1. - Procedimiento para la producción de amilogluco- 
sidasa, en el cual una cepa de Aspergillus niger que no 
muestra producción detectable de transglucosidasa como se 
define en la Memoria, es sometida a desarrollo sumergida, 
en un medio, nutritivo.

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

3. - Un procedimiento como se reivindica en los pun­
tos 1 y 2, en el cual es empleada la cepa de Aspergillus 
niger variedad Tieghem GBS. N2 262.65 o una mutación natu­
ral o artificial o una variante de ella.

4. - Un procedimiento como se reivindica en los pun­
tos 1 y 2, en el cual es empleada la cepa de Aspergillus

15 -
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niger variedad Tieghem CBS. N2 263.65 o una mutación natu­
ral o artificial o una variante de ella.

5. - Un procedimiento como se reivindica en los pun-
tos 1 y 2, en el cual es empleada la cepa de Aspergiílus 
niger variedad Tieghem CBS. N2 103.66 o una mutacióií arti- 
fieial o natural o una variante de ella. . * y

6. - Procedimiento para la producción de amüL^gluco-
sidasa.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que¿ ̂ ri^ece- 
de, representado en los dibujos que se acompañan y^OOn los£ í v » . I
fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de dieciseis hojas escritas a 
máquina por una sola cara.

Madrid,
P.A.

4
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