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Bste invento se refiere a wm procedimieﬂﬁo?para
purificar enzimas y , Ras particularmente, a un procedi-
miento para eliminsr aguz, sales inorganicas y compuestos
orginicos desde soluciones de la enzims suavemente Proieos

1litica producids por Endothia parasitica de la enzing
¥ I

proteolitica producida por Bacillus subtilis, asi como

desde gsoluciones de otrag enzimas.

Las enzimas son articulos importantes del comers

cic gquimico, @tiles en muchas reacciones guimicas y bio-

cueniemsnte obiencr las enzitss en formes cristalinas relg
{
tivamente purag o en la forma de soluciones relaﬁivamentei
concentradas. Ademds, muchas aplicaciones requieren la
wtilizacidn de enzimas cue estén libres de las sales inor-
Lo s e . o
ganicas y de los residuos organicos que pueden resultar
mezcladog con las enzimas, especialmente cuvando las enzl-
]
mas @cn producidas vnor procedimiento de fermentacidn.

La necesidad de enzimas en formas no adultera-—
dasg (sin mezcla) ha creado una necesidad de procedimien-
tos de concentrzcidén y de purificacidén para producir es-

o . o f s - F e
tas formas. Procedimientos #ipicos de la técnica anterior
9 =T + ! . 0 b .
hen impiicado evaporacion en vaclo de soluciones de enzi-
ma derivadas de caldos de fermentacidn filtrados para ob-

tener concentracidn, y cristalizaciones y precipitacionss

fraccionadas sucesivas para purificar las enzimas.
Procedimientos tales como estos 1o han sido ents

ramente satisfactorios debido a los hechios de que las en-

zimas son frecuentemente inestables térmicamente y se des-

componen, con congsizuientes pérdidas de rendimiento, a
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las temperaturas de evaporacidn, y de que la Oxiwt allza~

. r .o . 7 . . . . .
clLom ¥ pr801p1%aClon SO P rocedimientos iuherentensnite mo-

lestos que implican separaciones iuncompletas v nérdias de
solucidn al lavar. Las né

. o !
ca 1o gon evitadas eficamaente, inciuso cuando se uwbiliszan

presiones extremadamente bajos, dado que unz zran porcidn
de la solucidn que se evapora entre en contacto con Jag &
perficies de caldeo del evaporador relstivamente calien-
tes. Ademas, un conirol descuildzdo de la teknerstura de
evaporaciln, incluso durante uncs nOCOS Rinutos, puede
dar couno resultado caldeos excesivos gque nueden degtruir
una gran cantidad de euszina.

Log procedimientos de Osmosin iiversa e cate

invente proporecionszn un medlo pare concentrar soluciones

i

4

- . . 4 v - . . .
de enzima sin altas perdidas tériicss de rendimientc con-
comituntes, y un medio vara eliminer sales e impurezss or
-’ . . o .
ganicus desde soluciones de euzima, con comrletamiento su
tancial, sin las indebidas pérdidas mecdnicas y de solu-
. 2 . . " 4
cion gue son inherentes a los procedimicsuios de precini-
tacidn y filtracidn. Por ejeiplo, cuando el vrocedimiento
de dsmovis inversa de este invento es incornorado en un
procedimientc pars producir una sunzima coaguladora de la
leche gsuavemente proteolitica por fermentacidu con Zndo-

thia parasitica, sustancialmente de acuerdo con las ense~

flanzas de la patente USA nlm. 3.275.452, el auevo proce-
dimiento, que tieme un rendimiento supsrior a 924, pucde
reemplazar a una operacidn de evaporecidn vy precipitacidn
que tlene un rendimiento de solamente 60 a G5y asf, la
utilizacidn de vn procediniento de este inmvento nuade nro

porcionsr una gaunaincia de rendimieuto de aprozimadsnente

-3 -

pérdidas por descomposicidn Hérmi-

T
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nacer que el agua, u otro disolvente, fluya desde la so-

Tyrmd e - ¢ = - . ; e At
| lucion e través de la membrana. lLa membrana, que periitl-

s RS :
N

20%,
Ldemds, los nuevos procedimientos de este inven
Yo implican aparatos mas simples y menos ccstosos que los
procedimientos de la téenica anterior whilizados pera ia
2o [0 4 ) 4 oy o A.:.j: o
purificacicn. y concentracion. Finalmente, los procedimicur
tos de este inventc scn aplicables de maners més ventajosd
a log escuenrcs globales de tratamiento convinuo gue se ne+
. - . 2 . DR B
cegitan para la prcduccidn rentable de enzimas por Iermen-t
R 4 o
GACLON.

Hesumen del invento.

Bste invento crea un procedimiento para ptrifi—
car y councentrar enzimas por utilizacidén de un procédi4
uiento de fsmosis inversa, con el que uma solucidn de la
enzima eg expuesta a una cora de una menbrana semiperies-

ble, estendo la solucidn bajo una presidn suficients para

rd un paso sustancialmente completo a través de ella de
digolventess, saled inorgénicas y compuestos orgénicos de
bajo peso molecular, pero gue impedirs un paso sustancial

a través de ella de compuestos que tengan pesos molecula-

res superiores a aproximagdamente 35.000, es preferiblemen-:
te del +tipo compuesto por acetzto de celulosa o del tipo
complejo de polielectrolito que contiene grupos anidnicos
de poliestireno—sulfonatb y grupos catidnicos de polivinil
benciltrimetilanonio. Enzimas preferidas, con las gue son
Utiles estos nuevos procedimientos, incluyen la enzima cog
zuladora de la leche suavemente proteolitica producida por

Endothia parasitica y la enzima proteolitica producida pol

Bacillus subtilis. Las presiones de trabajo preferidas og<
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cilan entre 7 y 52,5 L~/on? manomdtricos. Lo destruceidn
2 &t .

e R - . . o . N . .
termica de enzimas seusibles DUSUC S nscng illl,.l'llllla reglis

zando el procedimiento de Ssmosis inversa a bajas teupera
turas, que oscilan desde justumente por ercins el LWLGO

de conzelacidn de 1u solceidn hosta aprouisadanente oG, |
pero el nuevo procedimicuto susde sar veclisdo o cunduid

'

temperatura hasta

la teaperutora a la cue la enzina resul-
ta inactivada o degtrufda.
4 - - - - )
Ademas, se Lo emconlrado gue sSeluciones ce on-

zina concentradas por Oomosis inversa son sorprendenicmend

te apropiadas para secar, incluso a beigorsturs olsvadod
tales como las que ze 2uplian en procedimicenios do ssendo
poxr pulverizacién, wlentres cue soluciones dc enmiia concd
tradas por procedimientos couvencionales de cvaporacidn
adolecen de pérdidse gue <o aproximan a wna destruceidn
cuantitativa de la actividud Gespuds de dicho secado adi-
cional,

Breve descriveidn e los dilbujos, Bn los dibu-

pa

Jog, la figura 1 es un organigraus simplificado de una red

lizacidn del procedimiento de Ssmosis iuve sa de csie
invento; la figura 2 ez una seccidn irausverssl del mddu-
lo de Osmosis inversa Gtil con el procedimiento de este
invento,

Descripeidn detallada del invento. Zshe inventd

ol

se reficre a un procedimierntc para purificer y concentrar

enzimas eliminando el disclveube en 'exceso v obras inpure-

inversa realiza la separacidn de las enzimas desde el di-

solvente y otras impurczas por ubtilizacidn de una menbrang

r
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. . . ’ s ;
semi-permeable que permite el paso a su traves del disol-!

. . o . . £ .
vente de peso molecuwlar reletivamente bajo y de moleculas

. . N !
de impurezas, el miswmo tilempo gue impide el paso de las |

3

enzimas de peso molecular relativamente alto.

iz

31 fivio o
difusidn de compuestos de hajo peso molccular a través de:

la wmemibrina eg provecado por la aplicacidn de presidn 2

« 7 . . .
la solueion de enzima original en contacto con la cara de
1la membrans.
La concentracidn de soluciones de enzming impuras

.

nor Ssmogis inversa se ha encontrado que ejerce un cfecto

profundc sobre la facilidad con la que pueden ser gecatos!
dichos productos. Por eliminacidn de una proporcidn sus-

!

H

t

s m o . e i
tancial de impurezas incldentales presentes en los caldon|
!

de cultivo de Ffermentscidn, se ha encontrado gue la ésno
sin duversa produce concentrados de enzima que pueden sor!
secxdeos incluso a temperaturas elevadas toles como lam -ug
se cipleen en el secado vor pulverizacidn. Bsto es parti-;
cularuenve inesvperado en vista del hecho de gque, misniras
gue los caldos de cultivo de fermentacién que contlenen
enginag sueden sor coucentrados por evaporacidn a baja
temperatura balo vacio sin pérdida sustancial de activi~
iad, el subsisuicnte secado por pulveriszacidn de dichom
concentrados de evaporacion da como resultado normaluenie
ung nérdica casi coupleta de actividad de enzina.

&ste invento es Util para separer enzimas de pe%
s0 noleecular relstivamente alto desde disolventes, sslcs |
inorzsuicas e impurezas de peso molecular relativamente
najo. Bl invento puede ser uvilizado pars concentrar enmi-

mag eliminando sclawmente el disolvente en exceso en que 8¢

disuelve la enzima, o el invento puede ser utilizedo a la

95]




vez para la concentracidn vy purificecidn de enziuas

o

nande las impurezas orzauicas e inorgduicss de bajo pesc

molecular asi como el disolveuie on emecsc. oa Giferencia

requerida entire log peoos molsculzres de loo coanuestos
56 difuncidos y log coupucetor 1o difundicos, o retuzuldcn o
controlada por la uoturaleza de la wewbrana ubiliszada, tal

- . ’ N . . -
como e boggueja was abajo. Com cuestidn voniral, las ment

v pa :

branas Gtiles con egte invento serdn lzs que retienen com

pucstos gue dienen un vesc molecular l-uval o alge wenor

4

j

|

!

el ce la enzima gue eg nurificada 7y aue dgjan nagen |

1 1 o f 2 !
|

c\

0
o

compuestos que tienen un neso molecular L-ual o alze uayor
que el de las impurcisms cue son climinadas. Dado que dabe

exlstir une diferencis de neso molscular cnire log maie-

riales gue han pasadc vor la umewbrans y los retenidGos por
15 ella, los pesos mwolsculares ce las enzinasg cue han Ge ser

purificadas y los nesosmclecularcs de las iupurezas que
han de ser eliminadas dewen sor sicnlficativsuente diferen-—
]

tes. Segln progresa la tecnologle de las membranas, sin |
embargo, puede disminuirse la diferencis reguerida entire
20 los pesos moleculares de compuestos difundidos y reteni-
dos, y seran posibles seporaciones uds nitid:s.

Bnzinag tfvicas Utiles con sste procedimisnto
tlenen pesos molecularcs dentro delrgargen e 40,000 a

50.00C v estd: asociadss con disolventcs ¥ con impurezas

&

25 gue tienen pesos moleculares de 100C a 5000, o inferiores.

En estoscasos, igual que c¢n otros, los téeimicos en la ma-

teria tendran poca dificultad para seleccionar una nembra

na para utilizarse ecn esite invenito que reten o una propor-
4 . . - « .

cion principal de la enzima y que deje pasar la mayor nar-

30 te de las impurezas,

22.12.68 -7 -
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cimze retenidas por una membrana dada no estd definido o
$idzsmente v, tal cowo gse indica mas abajo, una membrans
puede dejar pasar uua porcidn del maberial por encima del
9 KRS} : - s 4 . - K :-. _-_

1{mite inferior de separacicn o fracclonamiento. Sin’ e
bar;o, es posible lievar a cabo el procedimiento de eglbe

b3

invento de diversas maneras para lograr zradcs oomparaole

s .’ - 03
de purificacion con uembranas con diferent:2s cars cteristi
cas de retencidn. Asi, por ejemplo, una membrana que re+e1

za solamente 80 de los solutos con pesos aolescularcs S

nerioreg a 1C. 0G0 puede ubtillsarse tanbhién, en un proc

’

30y del 205 que nasd a trovés e la etapsz inlcial, reslisg
4 A

i Go e esta menera la recuperacidn de 96 del soluto total

con peso molecular superior a 10.,000. La utilis zacidn de

niada de lag corrientes parcialmente sepavadas, para 1o-

1
imisnto de dsmosis inversa de segunda etapa, para reueneL

e . . |

e midltiples etapas, con recirculacion aurg-
1
|

soar estos srados de purificacidn es Familiar para los té¢
A s aemie s e A CRSE AR e A . o
nicos en los ramos de procediwientos de separacion, ¥y Loz

4 .

procedinicntos de Ggsrosiz inverss de este ilnvento pueden

cmplegrse en wm modo Ge uiltiples etapas, dentro del al-
cance Ge este invento. Siumilarmente, este invento abarca

AR

. A 4 - . - o
la ubilizacidn de una geric (e membranas, con Giteren

nivelcs de fraccionamicnio de peso moleculsr, nara lozrar

las zensroclones deseadas,

Bate inventc es particularmente aplicable a la
enzius coasuladora de la lechia suavencnte prieclitica pro-

Gucida Lor Bndothia pergsitica. Un

porer egta enzirs coazuiadora de la leche, gue se utilioca

e} A RN _ -~ - O | 2 wa
en la foboicacidn de quesos, estd Gado cu la patente Usi

|
i
i
£
|
;
|
1
|
E
i
|
!
z
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numero 3.275.453. Hsta enzipn, gue se
j
relativanentc purs, cg ailsglado desde caldos o¢ culbivo |
R . 4 .
de fermentacidn que sachidn contisuen ~randes cantidades

de agua asi como carboiidrutes oo fernentalion, uuLCMA,J,

o

i
i
i
i
t
i
|
1
1

" o - [ . ro. !

matericles colorantes, awinocacidos LROLSaIE Gn,

t
inecluyendo fosfatos 7 sales do marresio 7 e pobusio. Los
a S A e A e - aepn B T B R G ek
procedimicontos de la tccnlcea anserior wiiliszan v»rocediidoh-

’

. .7 . L. .
tos de cvaporacidn, precivitecicn y oristelisscidiu Ireco-

F e @ e s S e e e FEUTE I -~ N - e T e s eas ganam
cioncbon porva alslar o suniun doude el souva  Los lopurc-

10 708, CouL Zraves périidas de rendinicnto asdcliadso. L0L LUE-

SUF e vty e e o n s ;
LRI PO 4 SRR VE RS FIC S-SRI !

vos proccdimientons G oave

F ] FAR . . a3, K . - 4 LTI {
Cua QUL LiQ prooedlm;chso LE Lvaporacion, Con ol nolliald:
. - i

!
;

- . .
de producto asociadas vor destruccion Héruicz de ziroxina-
- L . P 4 e s o - .
damenwe 205, y Gambien sliniuan diverses otosas de precit
- N . e . I 4 . . .
15 pitacidn, lavado y filtracidu, con sus peruiidas de rendi-|

miento cgocliadas adicioualss. Cusndo ¢l nuvo procediiler
t0 es realizado a lo tempersiura embiente, la pirdida de
rendimiento total global es uwsualmente de gproximadamente
10 a 15% y puede ser tan pequefia como 4 a T . BEstas pérdi-
20 das pueden ser reducidas adicionalmante reslizando el
nuevo procedimientoc a tempersturas mie bajas, que oscilan
desde el punto de congelacidn de la solucidn hasta aproxi-t
madazente 182C, o utilizando una segunda menbrani nara eli-
miner cualquier enzima desde el producte difundido

25 Los procedimientes de cste invento sontambién
varticularmente Gtiles para purificdar y concentrar la en-

zima proteolitica oroaucida por Pacillus subtilizs. Bsta

enzima, que es Gbil en la limpiesa de productos textiles
" . e RO s L.
y ccuwo parie de preparcdos detbersentes para ubllizacldn

30 doméstica, es produeida poir Yermentacidn en combingcidn

22.,12.68 -9 -
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con asua ¢ impurezas O

. 7
tracioc,

e realimarse swbas ubilizando el procediniento de este

invento. Lne forme Ge la cunzima, producida

se como un aditivo para deter entes, cs ilaxatase (marea

comerciel rcwluﬁﬁauu), cue eg fabricads pur 1la firma ROy

therlands Fermentstion Industries, Ibd. de Delft, Holaue

Y
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separacliisn de lag porciones Geseables € inue

4 . Y o + . PO ..
sesihles de 1o solucion de enszima original se realling, oun
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to0 e gue el agua, O v disolvente, es hechs fluir desdc |
4 Id . .
ung selucidn, a trevés de una membrana seni-permeable, Ho¥

lg aplicacién ae n%eukon. #1l flujo de disclventie csba aosi-

wafado por un flujo Ge uma parie, pero no de la motwlluwo
!
] - L ‘4 - - - 4 v
de las custancins disveltas en el. Tal cono se ubiliza an
rd - . .
ge wretcude gue el téruino Semosis inversa incluya log

nrocadimientos citades cowo "ulb: rafiltraci nt, BL tdrai

i
(o]

[t)
)
LR}
i
i
[ . DU S

4 . . 4 . .
e lemosis inversa no estd limitado, en geunsral o tal

O

.

i se wiiliza scuf, al - couo digolvente sino gue inoit*c

n.,

;tama én o%ros disolventbes. Zl procedimicuco de domosis in-
;verua L Ge ser
L una sustancia digsuvelts se difunde s través de una membran%
s i-nerucable bajo la inflivencis O fuersa impilsore de sé-

SIENTE un grodfliente de C’“"ﬂCGI’*""‘&ClOH.

<o

-

el procediniento de osmosls inversa, o¢ wil-

liza uno Lenbrans 5emi~permeable pare separar matericlss

£

i Ue

e difercntes pesos molccular Lo solucidn orizinal, ¢uc

cciuviene la enoima y el disolvente en exceso indeseonls
J H

-0 =
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Usualuente agua e impurezas organicas e inorgdnicas, y que
pueden ger el caldo de cultivo de fermentacidn filtrado en
el gque se produjo priginalmente la enzima o puede ser otrg
solucidn de enzima, es expuesta, a una cara de la membra-
na bajo una presidén hidrdulica exteriormente aplicadaﬂ Con-
siguientenente, existe una diferencia de presion a lo lar-
go Gel espesor de la uembrana. Este presion hace que el
agua, u otro disolvente de bajo peso molecular, fluyé a
través de la membrana arvastrando con ella las saleém§fotras
impurezas en una concentracidn, en general algo o, aﬁyeces,
sustancialnente menor que la de la solucidn inicial.- La
concentracion de las impurezas en el agua gue fluyetalﬁram
vés de la membrana depende, generalmente, de la naturale-~
za de la membrana, de la concentracidn de la solucidn ini-
cial y de la presidn eumpleada. Se deberd hacer observar
que altos caudales son Gtiles en la osmosis inversa, ya
gue se encucsntra que el czudal neto de impurezas aumenta
con caudales crecientes de azua o de disolvente sin un aud
mento correspondiente en el caudal, a través de la membra-
na, de las eunszimas deseables. Con los tipos "mds porosog!
de membranas, se encuentra algunas veces que los caudales
son tales cue la concentracion de impurezas en la corrien-
te difundida, que ha pasado a través de la membrans, es cd-
gl idaéutico a la concentracidn en la corriente inicial. if: 2

to es contrario a la situacicn en el procedimiento de didd

[
bl
©
e
©
6]

n gue el caudal del soluto difundido es proporcio-
nel a la diferencias de concentracidn a través de la membrd-

na, v se “ransferird poca cantidad de soluto a través de

Hen & cero.

- 11 -
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Dependiendo de la ngturaleza de la meuvdrans utl

) M-

lizada, se arrastran junto con el aguva, =z través de la me

=31

brana dentro del producto difundido, cantidades susbancia

les de las sales indeseables y de las lopureszgs de taj

w0
. ,.(;)"-A...J S

. e
[&)
v
[

go molecular, logrando de esta manera la decgeada separa—
cidn de las impurezas desde Lla enzima cue gucda detras en
el producto retenido.

o se exige gque 1o cera no sometida a presion dé
la membrana esté expuesia o disolvente puro ¢ a solucidn
exenta de enzima, para el funcicnamiento eflcas de este
procedimiento. El gradiente de presion a través del egpe-~!
sor de la membrana eg el Unico gradiente aplicado enterioi-

oy & g Qs i B o} nmae 1. -~ -
mente requerido. Asi, el disoivente y lag lupurezas gus

dem 4 " ) B - 3 )
pasan a traves de la membrazna pueden se¢r hecnos salir LEGT
o 4 " S
ra de lg cara no sometida g presion tan prontc como se ha-
yan difuvndido dentro de ells desde la cara dz la nembrana
Py 4
gometida a presion.

Ia presidén hidraulica que eg aplicada a la solvu

3

JENUEIONS SU—

cidn original y es transmitida a la cara de productc rete-
nido de la nenmbrana, es seleccionada teniendo en cuenta

muchas variables. Como cuestidn general, la presidn utili-
zada debe superar la Gifevencia entre la presidn osmbiica
de la solucidn Ge enzima sobre el lado sometido a presildn
de la membrena y la presidn csméiica de la sclucidn rela-

. 7

vivamente exenba de ensimaz del lado de baja presion ce la

membrans. Generalmente, mayores presiones daran como resul
tado mayores velocidades de difusidn de impureszas y de di-
golventes a través de la membrana hasta un cierto valor

maximo dependiendo de le membrana y son, cousizuientverente

el

degeables,

- 12 -




La magnitud del limite inferior de presidn depen-
de de nuchos factores, y cspecialmente de la naturaleza dd
la wenbrana utilizada. Ia mds baja presién Otil puede ser
por lo tanto de unas pocas décimas de kilogramo por om?
5 en ¢l cago de una nembrana muy porosa de male selectivi-
dad, o de varios kilozramos por cm2 para una membrana relg-
tivamente "compacta' de alta selectividad.

Bl 1{mite supericr de la presidn estd estableci-
do por la naturaleza mecanica de la membrana, v la ﬁ;ﬁr
10 brana debe estar construida o soportada de una manefg;éue
la peraita aguantar o soportar 1@ pregidn hidréulica~é&e
es aplicade sobre una de sus caras. Tipicaumente, pafﬁ.utim
lizarse e egte iuvento, una membrana plana puede estar
soportada por una placs de respaldo poroga, o una menbra—
15 na de seccidn transversal anular puede estar goportada cs-
tando depositada sovre la superficie interior de un tu o
perose. Desde luege, otros nétodos de soporte, tales couwo
membranas auto-soporiafas que consisten en tubos de pared
relativazente gruesn 7 de peguefio diametro interior, taled

20 couo fibras huccas, se sucden utilizar tanbién. la presidy

ct

Gtil estd limitode bamvide sor el heeho de que la membrang
proplanente dicna, puele zer comprimida contra su propio
soporte a altas presivies, y consigulentencnte puede per-
der alxo de su capzcidad ds dejar pasar compuestos de bajd
25 peso uolecular,
Tos téenicos en la uateris seran capaces de go-
eccionar presiones de frabajo apropiadas para ubtilizarse
en la realizacidn de sgte invento, Tas presiones utiliza-
das dependcrin del grado de separacidn deseado, de la na-

30 turaleza de las impurezas, del tipo de membrang utilizada,

23.12.68 | - 13 -
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‘pueden utilizar eficazmente, btambién, presiounes mds Lujas

-

¥ e

asi como de otros factores.

Como cuestidn general, las presiones dtiles conj

iz

este invento oscilam entre 7 y aproximadazmente 105 iig/om”

manométricos, el liwite de los aparatos aciualueunte wbilic

¥
zados pare la desalinigacidn de aguas salcobres. Som haa- ?
i
. 2 . I ot 2 R o\ apele K
ien posibles presiones uas sltas, estvandc egivanlecidous
’

lag limitaciones por los limites del ecuipo. Se prefiere

.o . < o e
utilizar presiones desde 2,1 a 70 Lo/ cas nanondtrices ¥

de la mcjor manera se vyrefieren presicnes de 7T a 52,5 kg/;m

i
&L

of-

7’ - Y - .
manonctiricos con lag menoranns e aCewsato

3]

w
o

12 celuloss nue
'_ PR £ - s 7 by I 4 apn ola . .
egtan incluldas en uuna rsaligzacion del ypresente invento,

Con membrenas del tipo de coimplejo de polislecurolivto, 3g;

- o 2 _
en la proximidad de 3,5 a 7 kz/cn” manoméiricos,

Tas membronas seni-permeables Giiics cown este im-
£

§
i
vento son aguellas que, bajo la influencia Cc un gradlente

« 2 . - . .
de presgion suficientementc grande, peraitiran gue eiligtan

(ot
flujos relativamente grandes de disclventces e lupurozas

L)

- . ) ’ - s e
e peso molecular bajo a travee de ellas, al misiuo tlempo

o

gue perniten poco 0 ninsin fiunjo de la eansima producto,

Botas membranas realizan la separacidn permitiendo ~ue coi

puestos por debajo de un peso moleculer especificsdo nasen

a su través con facilidad, ¥ haciendo winimo 6 eliminango

pecificado, lembranas dec este %ipo nusden ser preparadcas

con un "fraccionauiento! de veso molecular cue puedc Va-

. . s 1 el o
rigr dentro de un awplio uarcen. Asgl, ung woumblensa pariicy

lar puede dejar pasar compuestos de peso wolccuelar infer]

&

a 3000 denuro del producto dirfundido y puedein retsnly Coy

el

A

puestos de peso molscular supgerior a egtenivel dentiro

-4 -

[y}

Repi




producto retenido. Bl "frgccionamiento" de peso molacular |
no es nitido, y serd retenida una porcidn de algunos coti-
pusstos con pesos moleculares por debajo del "fracciona-
miento" y, a veces, pasardn algunos compuestos con pPesos
5 moleculares por encima del "fraccionamiento. La separscidn
es relstiva, y on zgeneral, la nitidez de la separaoién als

menta scoln disminuye o aumenta el peso molecular de los

o]

-

compuestes desde el nivel de "fracclonamiento" de peso w:o-
|lecular de la membrana particular. Otras consideraciones,

10 tales como la naturaleza quimica del compuesto difundido

vartlceular implicado, pueden influir sobre el grado de per-
wegbilidad de una membrana particwlar. Asi, por ejenplio,

b . . . o

| sales 1norgén1cas de un pego molecular dado pueden difun-

tdirse a través de una membrana dada con nayoxr Facilidad

| ‘o A o L
jabe an compuesto organico de peso molecular similar, o vi-
|

| CEVOrSQ.

1

Tas meuwbranas vreferidas, que son Gtiles en la

FAVEN

raciics de este invento, son las del tipo de acetato de

yort

celulosge poreso de zlio flujo frecuentemente citadas en

20 la bibliografia que trata de la dsmosis inversa cono "mew

{

braves el tinc Loeb! y nueden ser producidos vor wudto-
i

|
jdos bien conocides pra los téenicos en la materia de prepa

. 4 - N Id . B .
racloml 4e HeMIranzs »ars osmosis inversa. 1

Por ejemplo, los mctodos de Loeb y otros, descri

H

9]

25 tos en la patentes USA 3.133.7132 y 3.133.137 vy log hianji-
Lian (Aeport ne 65-13, Department of Engineering, Universik
dad de California, Los Angeles, larzo de 1965 y en Ind.
Eng. Chen., Proauet Research and Developuent, 6, n¢ 1,

23~32 (1867), pueden ser utilizados con lag modificaciones

30 apropiadas para hacer a la nenhrana resulisnte perneable a

23.12.68 -1
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las egles univalentes comunes tales como clerure

Bs bien conocido para los téenicos en el raumo de la 50—

o

[97]

gis inversa oue el srado de caracter de redercion de sal

L4

T -y - L4 ~ ~ 3 s i . - ale -
de las menbranas preveradss por Los metodes citadog ésta |

[«

intimanente relacionado cou la temperaturs cunleadn <n

la etapa de recocido final, gue comprende Sunerglr la neisy

o
Flamree w
)

brana en agua & ung temperaitura cspecificada luranie 1ul
to pericdo de tiemwo. Asi, por ejeuplo, Fanjikisn (Ind.
Bug. Cher., Produc degeavch and Developueuts, o, nlm, 1

23-32 (1967), ha preparado membranas (1) preparando ung

solucion que comprende 25. de acetato de celulosa (g ”uhmu

i

B-3986-3), 45% de acetona y 30 de foruamida, {2) colando

una pelicula g parvir de esita solucion scbre vidric niano:

a 239G, (3) permitiendo que narte del disolvente ze cvanore
desde la pelicula colada dursnte un pericdo de 30 se~un- .
dos a 2320, (4) swmerziendc la pelicula cu a-uva de C a 32§
durante una hora, y (5) curando ¢ recociendo la nmembrana

resul tante por inmersion eu asua a una tempevaturs espe-
cificada durante 5 minubtos. Cuando se vario la tomperztura
de recocido, las membranas resulitantes mogirsron Glverscs
grados de capacidad Gde desalini zacidn, tel ccmo S6 muSs-
tra por los resultados de ensaye en la Tabla I tomada de
la Tabla 7 de la referecucia), BEstos resultados se obtuvied
ron en una celds o cuba de ensmayo de laboratoric hechs ful-

2

clonar a 42 ks/cm® manoméiricos sobre una saluucrs de ali-

mentacidn que contiene 5000 ppm. de -clorurc de sodio.

- 16 -
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3
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Pabla I. Bfecto de la temperatura de curado sobre
el reundiniento dc lg nmembrana

Henbrana ‘Temperatura lluJo, litros/ Contenido de sal,
de curado °C m2/dia PPile
; Ho encontra— 3990 3300

5 B do (2320)

3 76 1890 300
C 75 1260 250
714 110
504 85

t
~3
C

<
co
iy

10

5S¢ ha encontrzdo gue las membranas no calenta-

. . - . . ’ N 0 .
des, cue muestrzn mala capacidad de desalinizacion, simi-

lsres a Lo membrana A de la Tabla I, permiten sorprendemncy-~

J.

te sue soles vy otras impurerss de bajo neso moleculiar, ok
&7 s

15 : ST
Eles couo azplcarss ;7 com vestos orgénicos , pasen a su iras
Evés con Ffacilidad junsanente con agua, cuando soluciones
idﬁ enzina gue contienen dichis sales y otras lupurezes son
conetidas a presidn sobre vn lado de la membrana, mien: ras
50 gue son retenidas 2ito pego wolecular. Tamhidn
ise susden utilizar menbronss con capacidad de desalinita-
cidn internedisz enitre las de A y B de la Tabla I, por ejeu-
!plc, uns lentads a 5088, avngue lag eales y otras img.u-
grezas 1o se @ifunden a trovés de dichas membranas con tand
o5 to ranides.
‘ wete invento po esid restrinside, sin embarge,
o Lenbranas de acetoto ¢ celulosa del $ipo anves Gesori-
lto, Divergos fovrlcuntes preparan y ofrecen a 1z vents
membrenns con diferenies nropicdades de desalinizacidn.
30 Les mepuranss e acchobo @ ceiulosa Utilos en este invens
23012-63 -~ 1"/ -




U1

o
ro

-3

o son las citad

zadas wor el didmetro
piedad risica simpls sino cue sus
cidn de soluto y G
nss producidas por los wuétcdo
clones antes mencicnadas y ¢
ger nechas variar de manera similar,
tes que ofrecen membranas gpropiladas o que
branas que pueden ser adaniadas,
anteriormente, para utilizarse en egte invento
wran: Hgvens Indus
tion Systels,

Corporation, Del lLor, California; Aerojs

tion, Azussa,

General Dynsmics Corporaticn, San Disge, Califoriis

Americen Sdandard Inc, de lUew Brunswick, uevas

o 4
. B0 estan

[4Y)

tas caracteris

San Diezo,

Ire,, EBecondide, Calif

Californi la General Atoiics Jivi

cfrecen wnei-—

al como ze ha indicado

O P G
VLI VSILGL il

i oans a1 1 Ny oy iy
~Goucral Corpo

o]
i 0%
N
o
VS

degea practicar este invento seleccionar une membrens o

piada entre las disponibles
posible tratar uns membr
cion de seles, disolventes u otrs
de hinchamiento, tal como perclorasto de
en aguz, para hacerla o
impurezas. bas membrar
gon €o0lo uno de leos tipos de memoranss
para utilizarse con el wnresente invenito,
gste invento 1o e
Otro tipo de ner

lizarse en el

alguncs ¢ nuede
JUe LUesTra

Uil

ccetato e ce

lngidoa este tipo de menhr

wranas gue se

perueable g log disolvsates @

ey ot
83100,

ra, Whi-

tino

[

azenty




de compiejo de nolielectrolitc tal como las producidas poxy
la Azicon Corporation, Lexinston, Hassachusetts, que con-
tienern srupos anidnicos de poliestireno sulfonato y grupos
caiduicos de polivinilbenciltrimetilamonio, tal como sc
describe por-A. S. Lichaels en Ind. Eng. Chem, 57 (10),
32-40 (1965). Bstas nenbranas estan disponibles bajoznom—

bres ccuercisles teles cooo Diaflo Uki-1 Diaflo Uk-2, Dia-

iflo Ui-3 v Diaflo XL.~50.
; Lag nembroncs pucden ser fabrieodas también a
!
16 Epartlv Ze osros derivados de celulesa, a partir de copo-
‘1dperes de mono- y di-uetzerilatos de etilenglicol con we-

. e 7 3 -
tacriloto de metilo,  pucden cer de caracier catidnico o

« L. Lo . !
anidnice ¢ no idnlco. Tawnbien se pueden wtilizar memb;unws

comsuestas por nylons sustituidos, igual cue membranas coim-

suestas por otros éetercs de celulosa formadores de peli-|

i
- 1
cula.

Lo Fisura 1 cg un didujo esquen’tico de una voa+t
lizacidn de los procedinientos de este invento., En la figu-
ra 1, 1o solucidn orizinal de enzima es montenida en un
20 deposlito de alimentaci'n.l aue pusde ser refrigerado para
evitar desrsdacidn téruics. Desdeel depdsito de alimenta-
cidn 1, la solucidn de enzima es llevada = una bomba de
pucsta a vreeidn y oivculacidn 2. La boubz 2 es uno borba

e despiozaniento positivo de alta presidn cue se utili-

o

.’ . . - o - ] . ) .
pars noner @ presicu los vuvos de fibra Ge vidrio cenizo

i
i

Do
Ut

. L . 7 . . . .

del ucdulo de osuogis iunversa 3, y se utiliza para crear
71 Y . X o ’

g del modirlo. La presion dentro del tulo

- . o L) . =~ o e L

de Tinwn de vidrio 4 pucde ser creada bambieén por utliliczas

cidz cc eire, nitrdveuo ¢ ~ases gimilares comprimidos. A

30 sarsir de la houba, la sclucidn original es hecha fluir

23.12.68 - 19 -




hacia el interior de un tubo dGe fibra de vidric noroso :

4, La superficie interna de csbe tubo esid Tecubierta con

o}

wna mennrana seni-permeable H. ¥l tubo de Fitra ae vidri
&

4 recublerto con la menmbrana 5 es Tabricazdo pore resisiir

».

5

5 la presidén que eg creada por la bomba 2. Juzndo el 1igai—§
do original Ffluye a 4ravée del centro del tubo de Tibra
de vidrio, una porcidn del liguido pasa o través de lo neij-
brana semipermeable 5, a través de las naredes del +tuho

de fibra de vidrio poroso 4, ¥ dentro dei volitwer anular
10 vacio 6 gue rodea gl tubo de Iibra de vidric 4 recubdlextoi

con memvrana. Bste liquide difundido, compuesto por asuz

o
i
ot
o
1)
Q
Ps
- O PR
w

o dizolvente en exeso y por sales inorginicas y com
L . - ) - .
organlcos de bajo peso wolecular, es recozide en el volo-

s
men anuler 6 v es hecho circular dentro Ge un depdsito co%
15 lector de producto difundido 7 o es desechado. ko porcién%
exterior del volumen anular 6 estd rodeada por un Hubo ri%
gido 8 que girve para soportar el tubo de fibra de vidrio
4 y para retener el producto difundido haste gue este ses
desechado o pase al depdsito colector de producto difundi-
20 do T« Bl 1iquido retenido, es decir el liguido que conbie-

ne la enzima, que no se difumde a través de la menbrana 5.

v del tubo 4., fluye desde el extremo 9 del tubo de filra

de vidrio 4, a través de una vdlvula de reduccidn de presidn
3 L

10 y puede ser devuelto, a través de uns conudecidn de re-

25 cireulacidn 11, al devdsito Ge alimentacibn 1 para ulieric

Lo

concentracién y purificacidn. Alternativamente, el 1{guidg

retenido puede ser hecho fluir a un depdsito separado 12

0 puede ser ser preparato vara ulterior trataiiento.
liodificaciones de este aparato vucden incluir lg

30 utilizacidn de ung envolveute o funda de sopcrte comfur O

23.12,58 - 20
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-
WM

20

gue contenga un zrupo de tubos de fibra de vidrio y recu-
blertos con menbrana u gque recoja el 1iquido desde todos

estos tubos 4. Ofra realizacidn de este invento implicaria

i

la utilizacidn de baterias de fundas de soporte 8, conects

das en serie o en paralelo o en una combinacidn de serie
v paraielo, que contlene grupos de tubos de fibra de.vidrio
recubiertos 4, conectados en serie. Una modificacidn adi-

cional puede implicar la utilizacidn de refrigerantes de

i

i

1
'
i

|
|
|

i

. . s e . .
circulacidn o un bafio de refrigeracidn, que rodea las fun-

gal. En esgta figura la funda exterior es denominada por O,
el 1iguido difundide que ha fluido a través de la membrang

' e T} fie . . £ . _—
5y del tubo de fibra de vidrio 4 esta indicado por 14. £l

das de soporte &, lo cual haria minimes las pérdidas de
rerdiniento por desradacidn térmica, permitiendo gue el

procediniento trabajase a una baja tenperatura. Bl trabajd

a texmpsraturas elevadas, por debajo de la teuperaturs de

- . 2 . . . o ’ .7 . |
degradacion de la enzinma iuplicada, esta tambien condderada

dedc que dichas temueraturas pueden ser dessables para auv-

i
1

mentar el caudal a iravés de la menbrang.

La ficura 2 ilustra una funda dnica & que contie-

] PRV ke A s e y f
ne un tnico tubo de Tibra Ge vidrio 4, en sececion transver-—

1

Py

tubo de Tibra de vidrio 4 y la membrana permeable 5 egtan
nogirzdas rodeando el espaclo interior 15 gue estd conple—

oo

o 7o .. v .
tamente Ileno con licuide orizinal, bajo presidn, y que hg

)]

gldo azotado parcia.ucenie de componenves de bajo peso mole

f

cular,
. 7 - . . .
La solucidn de euziuma utilizada conoe alimentacidn

inicial pars los procedizicntos de cste invento no necesi

i
™D
-
1




parcialuente purificadas o una sclucién de
da de una etapa anterior de la fabricacidn

’

miento de fermentaclon.

Bos siguientes ejemplos estén da
5 fines de ilustracidn y no lian de ser congiderzdos coud 11w
mitativos de este invento, siendo posibles muches verincio-

nes del mismo sin apaviarse del egniritu o alcance del mi

;-TJ"

E

MmO, §
13

!

Bjemplo I.~ Un voluzen de caldo de cultivo de I¢y-
. 7 . i ] el ) . : ‘
10 mentacion, que totalize aprorimsdancre 27 lizros, ius

preparado a parbir del matsrial gue resultd de un procszdis
. . .

riento de fermentscion llevado a cabo sustancialuente wal

como ge comnsidera en la vatente USA 3.275.453. Bl coido dg

-

culviva, que contenia lao ensime coazuiadora e Lo leche sha-

15 venente nroteolitica producida por el honzo Ge la especic

o )

Bndothig parasitica, fué preparado filtrandc caldo de ou
tivo crudo para eliminar el material gruesov y sometiendo
al caldo de cultive filtrado a una gegunda filtracidn a
trovés de un auxiliar de Tiltracidn de tierra de diotomeas
20 Super-Cel., El caldo de cultivo filtrado y clarificado fud

alimentado, en partes alicuotas, al deposito de slimenta-

cién de un aparato de osmosis inversa. El aparato de Ssmo;
. . . v . " e 4 .
gis inversa era, en principlo, sustancialmente identico
gl aparato descrito em la figura 1. Bl depbsito de alimen-
25 tacidn, que estaba refrigerado, mantenia al caldo de oul-

tivo a aproximadamente 259C. Le unidad de dsmosis inversa

(0]
i

fué suministrada por la firma Havens Industries de San Di
go, Californis, ¥ consistis en 35 tubos de fibra de vidiip
porosos, de aproximadamente 13 mm de digmetro de 2,4 n de

30 longitud, conectados en serie y que proporcionan un grea

23+12.68 - oo .
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de superficie interior de sproximadamente 2,83 m2. Sobre
la superficie interior de cada tubo de fibra de vidrio se
habia depositado wna membrana de acetato de celulosa modi~
ficado gue permitis el paso a su través de age gsua, sales inor-
'ganicas ¥ compuestos organicos de bajo peso moleculér‘(no~.
minalnente, por debajo de aproximadamente 5000) al uvsmo

tienpo que retenfa cantidades de materiales, incluyende laz

enzima, de peso molecular sustanciamlmente nayor el peso mod

[}

7ecv1ar probable de la enzima es de 40.000 a 50. 000).

cucontrd gue algo de enzima pasaba sin embargo, a traves

de la membrana. Los +tubos de Fibra de vidrio Ffuecron urm?ﬁru—

3
]

o
O
4]

b
(o]
a4
'

)

5]
<
®
i
w
=
"
o
o
o

12
«
H
=
(o]
w

v la npembrana ers la membre ana dci

I'é R .
A-4 suminigtrado por duta. La meuwbrana ers equivalen~—

o
o
3

te, en nropiedades de rotencidn de sal, a las meubranas del

—

5 ’

- . - 2o . A ¢ . .
o Loeb "mas porosas" anies ueseritas, y no fue preparadd

=
-
o]

Licaumente bara aullczoiones de purlLlcaCLon 0 Cou

SR 3 S
[
g
(@)
C"

a s’ - o ey T - Ty e

brecLon we engiias.e de sabla gue la menbrana tenfa nalas

i e . N .7 I . . - .
broviecades de retencidn de sal. Los tubos de fibra de vi-

|

lrio pezefan pavedes porosag, Ce mancra que cualquier carti-

: 7 . n . .
dad de licuido y de scluto aue pasaba a bruvés de las mer-—

branas 24-4 anlieadada

C’)
[5]

coulo reeubriiiento sobre las par:de

- 7 . e e - . ’ . ~ 3
fluic con Zacilidad a dravés de Lasg parcdes Ge los %unbog de

A n ’

Lors de vidrio. Bn la ualdad que se utilizd siete tubos de

de vidrio, conccisdos en gerie en sus extremncs, esta-

o = N
o
=
3
pl

ban sopordados en un tubo exterior separado, en el cual el
A B I - . . ey 4 - 1. k raJCRE] s 0 .
4LULAO gue sosaba a través de log tubos de ilbra de vicdrio

recudisritos con wme Lorans, org recogido, y desde el cugl gme

£
Metlrzbe el Zluido dovordide mara almacenaciento senarado.
de uwtilizaron en este rrocedipiento cinco modulos, COUHUE S
1o cada uno por un bubo exterior que ceutenia siete tubog




de fibre de wvidrio,

-~ z

El caldo de culitivo fue bhombesdo g

rato con un cuadal de aproxziuadaucnte § litros por wiuuwbo
bajo una presidn, creadas por una bomba de vigidn v mandeii-
b 3 £ = v
5 da por una valvula de contrapresidn, que omcilabe endrs
£ sy 4
9,3y 12,8 ke cm2 manomnétricos, Ia Presidn fud arlicoda al
] 3 Q. b4 f
interior de los tubos de fibra de vidrio porcsos v el caol-
do de cuitiveo filtradollenaba comwletanente estos tubos cuan~
’ - . PPN .
do flufa a su través. La solucidn que n=sd ¥ se difurdid
10 a través de log tubos de fibra de vidrio fud re cozida, snae
lizada y desechada. La porcidn de la solucidn Que 1o ~ngd
2 <

rd . . 1, nd
a traves del recubrimientec de wmeabranas de la superiicie ;1

J—— 'I -

terior de log tubos de fibra de vidrio fué Gavuelta al de—

(¢}

pdsito de alimentacidn v fué recirveulada a travéds del arna—
15 rato de dsmosis inversa. ¥ procedimiento de concentracidn
y de recirculacidn se llevd a cavo dursuie anToXiiaananenie

8,75 horas, durante el cual la velocided de difusibn disni

nuyé desde 2600 ml/minuto hasta 710 ml/minuto. Bl voluuen

4 -

de solucion gue se difundid a través de la memurana Hotalis

20 z6 575 litros y el volumen de la solucidn cue no ge difun-
did a través de la membrana totalizd 40,9 liivos= Ta enzi-
e, que pasd a trabés de la membrana totalizd 5,9 de la en+
zima alimentada, y el resto de material de enzimg alredsdord

del aparato era de 93,4% El nzterial inorsdnico prigense

L

(3]
1

en la solucidn difundids totalizd 37,C% del material inor-
génico en el caldo de culbivo total glimertado. La potencia
de la solucidn de enziima que no se difundidé a través de la
nembrang era de 11,5 veces la potencia de la enzina en el

caldo de cultivo original. La potencis fué deteruinada comg

30 unidades de coagulacidn de leche n.c.l. por un método derid




vado del de C.A. Ernstrom, J. of Dairy Sciene, 41, 1664
(1.958). Eote método es bien conocido para los téenicos en
la materia de deteruinar la concentraciln de preparados de
cuajo. La potencia final del fluido retenido era de 17,45
5 milloneg de unidades por litro.

Ejemplo II,~ Se repitid el procedimiento del Ejem-

plo I excepto que se uillizaron 541 litros de caldo de cul-
tivo filirado y clarificado en un margen de presidn de 2,75
a 13,5 ke/cm? manométricos. La teuperatura del depési%o de
10 alimentacidn oscilaba entre 21,6 ¥ 24,9 9C, v la Veloéidad
de difusidn por todo el ensayo, que durd 8,0 horas, Aigmi-

nuyd desde 2800 ml/minuto hasta 670 ml/minuto, El volumen

H

jde sclucidn que se difundid a través de la membrana totali
!

126 497 litros yel voiumen del caldo de cultivo que 1o se

1 s

P e . ’ . ' 4 .
15 [difvndlio a traves de 1z nembrana totalizo 44,3 litros, La

. ’ ’ .7
enziuwa gue pasgo a traves de la membrana totalizo 6,k de

la enzims alimentada y el resto de material de enzina gituh-
1

Go air.dedor del aparato cra de 89, T, Bl material 1101 8-

1ico presente en la solueidn difundida totalizd 03, 5% del

20 naterial inorgéhico en el caldo de cultivo total alimenta-
do., La potencia de la sclucidn de enzime gue no ge difun-

;dié a fravés de la pewirens Tud de 9,67 veces la pouencia

de lo enzima en el caldo de cultivo original. Le poiencia

final del fluido retenido cra de 15,87 millones de unida-

25 des por 1itro,.

Biemplo ITI.~ Se 1lzvd a cabo el procedimiento

del Sjeuplio I exceplto que se ubilizaron 1238 litros de cald
do de cultivo filtrado. Bgte caldo de cultivo no fué clarit

o

ficado adlcioualuente por utilizacidn del auxiliar de fil-

S

30 tracién de tierra Ge diatomeas, EL marzen de presidn a lo

23412.68 - 25 =
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largo del experimento, que dvrd aproximadanente 26,0

era de 8,4 a 18,9 Xs/cn?2 monométricos

Yo
d930°1 50 de alimentacidn oscild entre 22

, 7

- ’

difundid a través de ia me..irana totalizo 1158 lity

de la menbrana totalizd 81,8 litros. La cunina que

cidn difundida tosalizd 66, 4 del naterisl ;“orﬂa;’
el caldo de cultivo total alimentado. Lim poiencia ¢
lucidn de enszima gue no se difundid a Hravés de 1la
na fué 12,15 veces la noveucia de la ensina ea el ¢
cultivo original. La potencia Tinal del 1fg.ido ret

era de 24,74 millones de unicades por litro.

Jl;'

do 5,0 e uma mezcla que coctiene la enzima 7 34, 3

[

godio) en suficiente cantidad de agua destilada pax
510 ml de solucidn. La mezcla de 1la snsina

inorgdnicas fué suministrads 00r la Royal Fevherlsand

4

para corguestos de lavado) denominado Iezatase (nor
cial resistrada),

-

inicial y de las otras solucicnes producicas en log

. - N N . s
locidad de difuveion duranie el experinento cseilo en

ml/minuto y 370 ml(minuto. Bl volumen de sclucidn g

volumen del caldo de cultivo que no se difundid a travds

ica producida por Bacilus subtilis fué preparada &

. N r ., o
lidos incrganicos (la mayor parte de lus veces sulf:

producto de enzima proiteolitica (utilizando como un

Ia actividad de vroteasa de ia soliveidn de

U loras

~on 7oel

Id

vl

’ i 4 : . .
traves de la wmembrana tolbalizd 2, 1% de le enziua alinc:

da ¥ el resto de material de enzima alradedor del anarsto

i

era de 84,4%. Bl naterisl 1n04vq 11co presente en la solu-

¢eo o
il

G 1a

4]

VST a3 T

aldo d

zuiido

Ejemplo IV.- Una solucidn de la ensinma vroteold-

- 7
ae 30—

ds Fer-
mentation Indugiries Ltd de Delft, Holanie, cn Fforia de su

2GLltivo
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dimiensog de ewte ejemplo fué deteruinada por el método gl

Ty

|

i . iy .

'gse da a continuvccidn., Hste wétodo, que fué suministrado o
i

|

B - . .. . , . I oo 4
'la soyal netnerlauds Vermentation Industries Limited, fue

ol

uwbiilizado para deterninar la actividad de proteasa en tér-

En el método de andlisis utiliszado, se dejd que
T ol o - 7 5 4 »\’ ") - =le -
1z euzing zctuase scbre utna solucidn caseina duraute un pe

« - 7 . " . s e L)
ricdo ag tiempo especifico bajo condiciones gque similan la

que prevalscen en un procedimiento de lavado previo (para |

fines deterzentes dosdsticos) ubilizando agua dura sintétil

ca ¥ en la presencia de tripolifosfato odio. La renc-

Y SR S s P 4 .
cion fué iunterrumplda por la precilpitacion de la caseina

!

intacta remanente utilizando una solucidn de dcido hriclo-

roacético. E1 preciriiade Tud eliminado y se determind el

v

canbio de densidad $ptics, con relmcidn a una muestra tes—

-

tizo en la gue no habia tenido lugar proteblisis. Bl cam~
i
‘bio de densidad dptica, gue era debido a la presencila en

i
|

ila molucidn de fracciones de protéina con aminodcidos que
centienen un nucleo aromgtico, es una medida de la sctivi-
dad de enzima. Se dice que existe una actividad de proteas

;de 1000 UD por gramo cuando wn ml de una solueidn al 24
i

de un preparado de enzima nussira un cambio de densidad Jdp

&

vica de 0,4C0, bajo leg condiciones amntes indicadas (sc¢lu-

Yoe - ! \ . . .
jCLOIl Ge caselna agus aura s.ntétlca, presencia de trivoli-
Bl mrececimiento dewvallado utilizado fue el gi-
gulente:
(1) Se prepararon los gizuientes resceionaites:
Reaccionaunte 1.~ Una solucién de 130 g de CaCi,.

60 en azua destilada para formar 3000 ml,

s

o
pe]

|
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Reaccionante 2.- Una sclucidn de 42

-

6320 en agua destilada para formar 3000

Reaccionaute
en agug destilada para rormar 3000 ml.
Reacciongnte 4.~
ca preparsda menclando, en el orccn dado, coi
tante, 100 pl de cads uno

dc Los reaccicrantes
9700 ml de agua destilada.

. - A -
Reaccionante 5.~ Una gsclucion de 30,

(hidroxinetil) aminouetanc disuelio en el
para formar 1C00 nl.
Reaccionante 6.~ Se afizden 1000 de %

t0 de sodio,

arnole n gy ms ol - s
levtanentie ¥ con

litros de azus destilada. A continumcidn, ce ofieden, en ell

sirsuiewnte orden, 500 ml d= reaccionante 1,

cionante 3, ccn agitacidn coustance. Degiuds g

T

gueltos los »H de la golucidn

[}
O
pan
| &N
£
O
(6]
-
[0]
-
~t

e &

it

a 6,5 uvilizarndo HC1 al

S 0 e f o .
1075, Se dejo gedi.cuba
do Ge la solucidn y 1la zolucidn fué filtrade

transparente.

Reaccionante 7.~ Una solucidn cde Eil =

tricloroacético en azua desvilada bhasta 3000 ml, 10

esta solucidn pueden ser neuiralizados

0,5 ¥, utilizando fenolftaleina en calidad de

Reaccionante .- Ura sclucidn

de sodio (3H,0) en aguas destilada hasta 300C ul. Ie

T

dad de csta solucidn era de 1,1 a 2¢eC.

" . oy . !
Hdeaccionante 9.~ Unz solucion
acéltico con agua destilade

ser neutralizados

Do

Un azta corricnie &u

’
Ay e 3 e e o
20173aclon CliEval

nor 21,9

nera Gar 3000 o, 2 oo

por 2C,75 ml de nalkx 0,5 II uwtilizando

~ e 1T (A
F Ge .u-.’::.C' 120

s
e Bhuos L-l—{
- ]
1, 2 7 3 "‘J‘t
{
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Casituds durante 10 wicutos ¥ se adadlieron 306 al de roac—

fenolftaleina en calidad de indicador.
Reaccionante 10.- Una solucidn de 2,5 ml de
Tween G0 (wna mescla compleja de polioxictilen éteres de
Eoteres olelcos parciales miztos de anhidridos de sorbi-
401, tambidn conocida cowmo poliozietilen (20)monoleato de
gorbitanc v como Polysorbate 80.BL tween 80 es una marca
comercizl registrada de la Atlas Powder Company, Wilming-
ton Delaware) en asua destilada hasta 50 i, agitada'antoé
de utilizarse cada vez. -

Leacclonante 11.- Sc¢ mezcld lo sisuiente, en el

orden drnde, con azun destilada para formar 7000 ml:

|
) i
100 11 de ¢uoda unc e los reaccicnantes 7, oy § vy 4
il del reaccionantes 1G.
Reaccionante 12.~ Bl sustrato de caseina fué

1=

sTensyedo aiiadlendc 2,5 litros de reaccionante 4 con an
. ! - - 2. . . v
tacidn a 35,0 g de caseins. Acto seguldo, la nszcls Fué
. ~ . 4 . ) N .
ciciante 5 7 la mezcls fue a-~ltada durawnte otros 10 minu-
tos, Bl recisiente eon esta wescla Fué awitado en un balio

de z=ua a 70fC hasta gue la temperaturs de la solucidn erd

de 4080, teuperatura 2 le cual el pH de ls solucidn fué

ajustade a 8,5 wtilizsonde 5ald 1,0 W, La solucidn fué cu-

O]
1

friada Lasta la temperztura ambiente y fué diluida hasis
3,0 litros con reaccicucnte 4. Este reaccionanie (reaceiok

.. oy e 3\ £ f - e - o8 oo o ofe l ] 4 )
nanie 12) fue wreperado recientemente cadz dia y el sun-

3
-

trato de caseina, que habla de ser ubilizado postericrmoend
te 2 a2l curso <ol aila, fué almacenaco bajo refrigeracidn
hacetz que se le necesitaba.

(2) La muestra de enzing gue hnabia de ser anali
zaca (sd1lido o solucidn) fué wreparada disolviendo el

b

- 29 -
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gdlido o diluyendo le solucidn en umus

nente 6, siende la cantidad Hal que la

entre 20 y 30 UD de proteasa por ml. Bl pil

ado a 0,5 utiliza:dc Hall, 1,0 .. o HCL

C‘A‘

fué aju
.7 Ie a . - .
ta golucion fue preparada siempre en al egpaclo

antes de la wbilizacidn. Lo solucidn de ensmita,

dad del sustrato de caseina (reaccionante 12)

para centrifugar fuerca calsntados 4GEC en un

contenidos

en el momento cero y los
mezclados agitande y fucren ineubados exactament

40 minutos. AL fin de este neriodo, H

te 11 fusron 1n*roauc1uou con pipcta ewn o tuno
mezclados por ‘burbulenola. Bl tubo fué colocodo
fic de agua durante ovros 30
gulacidn del precipitado £
te 15 ninuntos.

(3) Se reslizd un eusayo de control

golucidén de enzima analizada introduciendo con
ml de reaccionante 11 en tm tubo para cent
do 1 ml
al tubo para centrifuga,
5 ml dniciales de reacclonanie 11 hubieron
402C, F1 tubo ¥ s
fueron

I

Jegpues fueron centrifugados durante 15 minutog,

(4). Las deunsidades Opticas de la sol

30 =

agua a 402C 40,12C. 1 wl de solucibn we sunzima fué

Ge log tunos fusron

il Ge reacelousn-

minutos para periitir la

nars cada

R AT e =
[N L& D

k) " - T - 4 -
con turbulencia, desgnues de gus

enzima vy de la solucion de cowitrol fueron detberain

1 iie .;;s';‘
Ge o noras
;
uns contie
i
Qo tuboa§
i
e ]
Dang l.q.e 1
!
!

ducido con pipeta eun un tubo para centrifuga, se iz""wau—;
jeron con pipeta 5 ml de solucion de sustzatc cn ¢l wudo

te daurante

- fuerc:
en el ba-—

cog~

o

v después fué centrifugado duran+

conTrol

pinutos ¥y

NS
ucron ce

fomem
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| sia de densidad dptica para la nuestra con wia cuova nated

'ba una actividad de proieasa de 2400 unidades Delf+t/wl, v

e
B\ o

un espectrofotémetro de ultravicleta con relsciln s acua

2 =

degltilada a 275 BLJLe Lg diferencia de dencidad Gotica

(qwestra de euBey 0 Lenes wucstra de coutroel) ern de

- I'd

0,4-C, 5« Cuando la cifere:ncia de densicad dpiica era deumat

giado alta o demasiado baja, se repetia el cusoyo ajustan-

s . R N ST - - - .
do correspondientemense la dilucion iuicial de 1z golucidn

de enzina.

(5) Ia difercncia ce densidad Sptica era la den-
sidad Gptica de la mucstira de encayo wenos lo de lao aucu—
tra de conbrol, Bl nlmrro de Unidades Delit de actividad
de proteasa en la muestra se obbuvo ccuparaindo la diteren~

d

de difevencia de deusidsd dptica en Funcidn ne la cciivi-
dud de proteasa. Lo curva nairdu se ovbtuvo cada dia reali-
zando el ensayo, tal cowo se boggueja antericrmense, $o-
bre 4 a 6 muestras preparadas a partir del sreparado de
enzimz original laxatase (marea comercisl re-istrsda). Tl
fabricante declard cue el orengrade ac¢ enzing orizinal
tenfa una actividad de protveasa de 300,000 unidsdes Delfﬁ
por gramo., Se prepararcn soluciones con diferentes dilucig
nes a partir de uns cantidad pesada del nreparado de en-
zima original y despuls Fucron snalisadas para ovbencr la
curva patrdén.

400 ml de la solucidn de enzina Fucron colocadod
en la cuba de una Cuba de Ultrefiltracidn Disflo (marca

comercial registrada) modelo 400, faibricaca por la  Anicon

Corp. de Lexington, Lasaachusetiss. Esta golueidn de glimenk-

tacidn poseia un color aabar claro, tenia v i de T, 7,

tenia tn contenido total de sdélidos de ¢, 15 wmg/wl, mostra-

- 31 -
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ma concentracidn de naterial inorgénico disuelto de 3,14
mz/ul,

Ta Celda de Ultrafiltraecidn wodelo 400 fué ubi-
lizads para evaluar las caracteristicas de una Iembrana |
de Ulsrafilirecidn Diaflo Xi-50, producida también uor iE:)
Amicon Corporation. La cuba, propiamente dicha, consiste
en un tubo eilindrico hueco, wmontado con su eje vertical,
en cuya parte supericr ce £ij0 uha tapa de clerre qg;tllel
vaba una véivela de reduccidn de presidn y una conexidén
con un mamential o recipiente de puesta a presidn., EL fon
do tel tubo cilindrico estaba cerrado por la membraﬁa e
ensayo, gque estaba soportada sobre una place de oaortb
porosa. Bl soporie poroso, a su ves, eéstaba soportaﬁorsc~
bre un ccnjunto de fondo, gque consistia en una cuheia colg
tora para los fluidos que pasaban a través de las nenbro-
nas, v gue también llevaba un orificio de salida. La pre-
sidn fud creads porieudo a presidn la cuba utilizando ni-
trézeno aplicado a través del dispositivo conectado con
la %apa de cierre de la cuba. Bl liguido que estaba contes
nido en la cuba de ultrafiltracidn (el cilindro hueco) y
gue estaba en contacto con la membrana, fué mezelado por
w1 dispositivo de agitaoién magnétice que era parte de la
cuba de ultrafiltracién, Bl liguido difurdido fué eliminat

do continvanmente, a lo presién ambiente, a través del ori-

ficio de salida conzeivado con la cubeta colectora ¢ue S0RGX

aba 1o wemnrans en el fondo del cilindro de extrewon

abisrisos (cuba). EL concentrado o liguido retenido fué det

cantado de la cuba al final del experimento. Todas las pop-
i 1

tes nebalicas interncs de la cuba es ban recublertas con

weflon (marca comercizl registrada) 7 la camara de la cubg

- 32 -
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| mente 6,25% del volimen de ligquido alimentado. La aptitud

cilfndrica estaba fabricada Ge un »listico de policarbonas
$o. Tl aidmetro de la membrans circular expuesta o la so-
lucidn de enzima era de T5 .

Ta cuba de ultrariltracidn fué hecha funclonar.
bajo una presidn de 3,5 hg/cmg nanonétricos a una iewnnsrat
tura de 30 a 33,29C duraute 250 minutos., ©e ODTUVO Ul SO0t
lucidn difundida, de color amarillo uorado, por un tolal
de 358 ml. Bl producto difundido manifestd un dH de T, 06,

o

ma concentrecidn total de séiides de 7,05 ug/ul, y una

y

actividad de proteasa de 300 unidades Lelit/wul. Bl concens
4rado o solucidn reteuida tosalizd 25 1, nanifestd un pll
ng/mk,

o

de 7,4, una concentracidn toal de sélides de 38,
v una actividad de wroteasa e 23,000 unidades
(U.D)/al, Bl concentrado era de color pardo oscurs y con-
tenia alzo de material s81li¢ . vigivle. B1 contenido total
de sélidos del concentrado s¢ determind yue cra 33 de mag
terial inorgduico. La cuba Fué lavada, y los 25 ml de agud
Ge lavado, de color amarillo clgro, con pH 1, 6, contenian
1,75 mg/ml de total de sblides y tenfan uvna actividad de
proteasa de 400 U.D/ml. Bl resto de material de enzimas
alrededor de la cuba de ultrafiliracidn era de T4, 5.

Ta utilidad del vprocedimiento de dsmosis iuversg
fud mostrada por el hecio de que el material retenido con-

tenfa 595,000 U,De & 62,0% de la enzime alimentads en sole

de la membrana de dsmosis inversa para purificar la enzing
estd mostrada por el hecho de que los sélidos coutenidos
en el material retenido manifestaron una actividad total
de proteasa de 615.000 U.D. por gramo, comparado con la ag

tividad total de proteasa del preparcdo de enzilma original

- 33 -
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23,712,068

(mogtrado vor el

0Co U.D/g.

nico asociado con lo enz

orisingl nientras

gl material en el

SN
angligls de

SR

1 solucidn de alimentncidn)

7

1 de U.D. en

-

la cantidad

o

Ademgs, 1 de material inorca-.
ivm se caleould que era de 1,31 4
la solucibén de enzima de alimentacidn
que el material inorganico asociado oon|

ara Lo

i
1
i
i
i
i
h
!
i
i
:

producto retenido se calculd que

lamente de 0,54 z/milldén de U.D.

1 fabricante declaraba que la membrana Xi-50

1

N 4
euellla

solutos

con vn oeeo molecular supericr a 50.0C0.
se logra una purificacion couparable a una pres sidn de ali

mentacidn de 2,10 “D/cw

2 dend
nanomneTrLcos,

S O

emupleando la i .mza

enzimg de

v

subtilis. antes cargada.
®jemnlo V.- La cuba de ultrafiltracidén Lodelo
400 fué cargada con 300 uwl del producto difvy
nlo IV y se gizulid a continua acidén el procedimiento del
ejewnlo IV, La membrana utilizada era una de tipo U.kle=

fabriceda nor la Amicon Corporation. Se wtilizd el nisc
'y iy

\.,\

aidnetro de membrana que en el B

declarabs que la mewbrana tipo Uli-1 retiene solutbos

moleculares

1

10
jemplo IV, EL fabricante

Cer

mdido del Bjen

et oo s e e e o RO .- S—

PESos

guperiores

a 10.000. Lo solucidn de ali-

mentacidn
, P
solidos

ge 300 Unid

. ’
GeniLa

r]’ O

ades

5 ug/il, ¥
elft/ml.

e

Ia cuha de ultralil

pajo una presid

e
1219

pea

srve une solucidn aifuudida,
272 ml
e 7,0, 7 una

‘

totalizana

ct

QJ

Delf-

ura de 27, 8&C

1 de 6,56 a
a 29,

=l nro au

wm il de 7,6

5, tenia un contenido total

nia una actividad de proieass

Ttracidn fué hecha funcicnar,

7 kg/cn? manoudtricos, o wma
¢ceC, durante 103 minutos.

de color amarillo

cto Qifumdide manifestd un po

&

-7
i

actividad de proteasa menor de 25 Unidades

s/ml. Bl concenirado o solucién retenida

- 34 -
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i ’ " - e T .
voltmen que represcutava solowente o, U del voltmen 1fquit

’ - i
nanifestd una concentracidn total de solidos de 33,9 ne/ml,
: |
y una actividad de proveasa de 3500 Unidades Delit (vD)/1al.
El concentrado era de color aumbar claro. E1 contenido Sotal

3 SN o T £ e P SRR SRy NI 4 Ac” |
de sblidos del comcentrado sc debermind guvs contenia 345 |
i
. . fo. . i i

de material inorganico. Le cuba fué leveday los 25 ml de |
i

azua de lavado incolora, de wil 7,2, menifestaron una aéti%
vidad de proteasa mencr de 25 U.D./ml. 21 resto de moterial
de enzima alrededor de la cuna de Gltrariliracidn era de
93, Tiwe

Bl paterial retenido contenia S54.0CC UD en to-
tal, lo cual represeuta 93, T~ de la actividad de la solu—%
cidn alimentads orisinaloernte a la cuba. ¥stz zetividad

de enzima en el producto retenlde estaba cornvenids ew un

do inicial alimenbado a la cuba. Los sdlidos contenidos el
el producto retenido manifestaron una zotividad de vrotear
sa total de 103.000 UD por gramo, comparzdo con la activir
dad de proteasa toftal en la solucidn de alimentacidn de

44,000 UD por gramo. Se Llozra uma purificacidn couparable

con este equipo y procedimierto, emnleando la sclucidn

impura de E. parasitica cargada en el Bjemplo L, con pre;

siones de alimentacidn de 2,1 a 7 kg oni’ .

%jemplo VI.- La cuba de ultrafiltracion modelo
400 utilizado en el ijeuplo IV fué cargada con 20C ul de
una solucidn de 3,0 g de laxatase {marca comercial regis-
trada) en 300 ml de asua. La laxatase utilizada ere el
mismo preparado de enzima desgcrito en el ejemplo IV y conr
tenia 34, 3% de material inorsduico. Antes de cargar en la

" - ’ . e T o
cuba, la solucién fué filtrada a traves de um guziliax

de filtracidn de tierra de dintomeas (3uper-Cel). & contis
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nuacidn se sizuieron los procedimientos del Bjemplo IV.

Ta reabrapns ubilizads era una de tipo UE-2 fabricado now

e

lg smicon Corporation. Se ubll im6 elmisno didmeiro de nsir

braia gue en el ¥jeuplo IV. El fabricante de clara que la

pembrana bipo Uki-2 retiene solutos com pesos moleculares

. . . ~ . . « I "
supericres a 1000, la solucion de alimentacion de color
drbar claro, tenis un pH de 7,9, tenfz wn contenido toual

de sblidos de 8,92 mz/wl 7 tenia una actividad

&
[o]

H
i

e c1od
DrOwelid
;

i Lo cuba de ultrafiltracion fué hecha funcionar, i

pajo uwna presidn de 6,79 a 6,36 ~/cm manondtricos, o ung
temergtora de 29,820 a 3C,2¢C, durante 129 minuﬁos.fSé
obiuvo ure solueidn difundida incolora, gue tolali: 26 15C
vooduete difunddo man ifestd wn pi de 6,9 ¥ wa ace

Delft/ml, 1 cune

tividad Co wrotcasa msunor de 25 Unidades

. . 4 Foe ot e e . 4 - e s ot o a g ete
leanirade o solucidn retenida totalizo 47,5 wl, maniisstd

i

)

: . 7 . N i
tna concentracion tovgl de dos de 25,2 nz/ml, 7 una ac-

tivided G oroteaswm do 11.70C unidades Delft (UD)/wl. #1 !

concentrado, que manlt festd un pH de 5,6, era de color
nardo csceuro ¥ £e poafa ver en é1 algo de materisl sdlid 01

w1 conternido total de sdlidos del concentrasdc se dehermi- |

i

n6é cue contenia 354 de material inorganico. La cuba fué

lavada y los 25 wl de agua de lavado incolora, de piH 7,1

manifestaron wna actividad de protes

&

sa renor de 25 UD/ml,
Bl regte de materisl de cnziua alrededor de la cuba de al
trafiltracidn era de 111, 0%.

Bl material rewenico contenia 555,000 UD & 11,0

a1 PN S cmerey £ o
ue L& enBlia carzatl

en la cuda en solamente 23, T del

s il
ldoen de ifcuido aiimentedo. BL m

4 o PR B} JER S B - o - G
0 unn cetividad total de uroieas

st ot ey o an O R I o : [ 4 ) T e
Ga oriinnd (por ardlisi:s ds la alimentacion) de 20G.CLG
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2C

30

24,.12.60

. - e 4 i P r .
UD por oramo, La cs:idldsd ¢s waterial InorIeulco auo ocizdo

i e}

. ’ - . 4
con la cncima en 1a solveidn Je slimentacicn criginal s
TA - e 3 - PO I N4 1 T T T, e 3
ealeowlo cue era de 1, 31 /millén de UD, pleatrag (uc el g
s . P : . o
terisl inovzdsico ascciodo oo el woberisl el 2l wroducto

retenido se ¢ alculé cue ere de 0,75 o oor willdn de Ul

Wwiemnlo VII.- Le Ouba de vltraiiltroeldn :lodciol

s s A — . — e

400, utilizada e el Bjcuplo IV, ¥ue cor radn
- 7 s ool i, - oy - oy ] - .-

tna seluclon de enzima preperads de Uno wan

mente idéntica a Lo ubilizads pave prenelnr

GALLILCI

- b} s et T g Al .. [ - (P SR S B -
de la cenera utiligads cou Lo selucion irnicicl para €«

ajermlo VI. Da nenniaio Ghiiisods ora ono LLLoTanh 4o acCe
i

- E 1 - e e 2 gy atem e s B
tato Ge celuloga Gipo iF-10 sunliisirads [0 JemaLlbanlon

3y
£
o
Q
6}
s
e
L1
&
v
c 1+
-
483

A conbinuscidi wo piouicron Log
del Bjszmplo IV, la solueidn de alinment cidn werdfa un ol dd
- & - -
7 7, tenfa un contenido tctal de sclidos Ge G, 92 me/ Loy

a7
J1 et B Y e
adeg Deli i/ il o

(ﬁ)

tenfe una actividad de proteasa ce 2350 Lnld
Lo cubs de ulirafiltracidn fué n-cha funclcuar,
bajo wie presidn de 6,85 a €,30 we/ene ranondiricos a una
s b U
tenperatura de 29,590 a 33,040, durante 29 Loras. Se 0bTUA
e g T o L
vo una solucidn difundids qre botalizmada 120 ml. #1 produd

’

1o difundido manifecstd un pH de 6,0 y uns

f.')
pg
[}
PN
<
e
faa]
©
jatl

teass de 25 Unidzdes Delft/ml. BL conceniradc © golucidn
retenida totalizéd 107 ©l, manifestd una o cncoitracidn So-
tal do sélidos de 17,64 meyml, y una activided de proteasg
de 5300 Unidades Delft (UD)/ul. EL concentrado nanifestd
un pH de 5,2, Bl contenido total de solidos del concentra-

r

. ; -t . . = . .
do se determinc ¢ud consenia 66w de maverigl inocrganico.
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da ¥y los 24,5 ul de agua de lavado, de

6,4, mapifestaron vna activided de proteasa

1 vesbho Ge navterisl de enziwa alrededor de la cuba ¢

A 4 - . .t
trafiliracion e a de 97,0k,

l
wl. material retenido condenia 567.000 UD & 96 Qﬁ
1 b 1 % o conten ,

37

fle 1z enoima carzads en la cua en 42, 8. del vollmea do 1i-

23 B ) h "] . JRPC I ) e - .;-..,
otido alimentado. Bl paterial retenido manifesto ung wetl

e n  m o
v

vidrd Ge proteasa toial ce 303.000 UD por g comparads

(&3]

con Lo actividad de proteasa total de la gsolucidn de enmi+

10 na origzingl (por andlisis de la slimentacidn) de 263.C0C

UD nor 7. Bl material inorzdnico agociado con el materisl |

o)
=
{ )
I_J
V3
=
G
S
)

4o retenido se calculd que era de 2,10 7 por
pilldn de UD,

Biemplo VilI.- Como en el Ejeuplo I, se procu-

. . ) R
15 jo un caldo de culiivo cue contenia enzina proveolitica

| cop suizdGors de la lscie por fermentacion le B, paragivica

~

o -

- . - - 7 o o
de acuerdo con 1a watenits USA 3.275.453. Despucs de Til-

K3

uracién, £2CG litros de esie caoldo de cultivo fueron recl:

)
[N,

culados, a una presidn de entrada de 24,5 a 25,2 k7 m?,

-}

(&)
O~
©
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O
15}
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w
‘._.
~
2
[O]
"S
6]
o
O
®
jasi
o
<
[0}
=
)
o
®
4]
0
J
C’F
£
o
[
¥
b
i~

20 en la uvanided 4
®ienplo I, ¥ ewpleands la membrana de acetato de celulcsa
e cste ejeuplo. Bota ves, sin embargo, se erplearon o=
auente dos modulos de 7 tubos cada wio cul serie, vara
éproporoiongr Uil érca de guperiicie de membrana de “nﬂoul-g
25 padamente 1,2 m . ¥l caldo de culwivo de slimentacidn te-
uia una potencia de 2100 unidades de coagulacidn Ge la
lecne por ml y contenia 2,32 g de total de sdlidos por 1,

, . o o + oo
tcs a uwna potencia de solidos de S0.800 unidades

de coaz «wlacidn e loehe nOY Hraiio. Deapuds de 30 horss, ad

30 reco-ieron 13 litros de fluvido retenido, quetenian una

2.66 - 38 -
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2441:.68

| potencia de 60.270 u.c.l/sl 7 una concentracidn total de |

p - . , . e |
sélidos de 15,61 /100 wl, equivalenies z 336.100 ucl/g ¥
1204 Cf kN " e e e @ Qo Gl s “ ER— l

que representa uma recuperscidn de 68,0 de la actividad |
|

introducida. ’

Bl primer coucen.rado Fué Gilufdo de nusve con

‘
T iy e g L . ey B A g1 e e cargea g oy A ]
arua hasta 99 litros y 1ug SOOCTLAC g unRe ZeIuuaGgg 201 CeL- |

pracidn on la midsd de douosis inverca n 04,5 lin/ond. Bl
producto retenido final venfe un volduen ds 17 iiiwosm,

una potencia de 43.705 ucl/ul, y wa concendracide botal
de sélidos de 8,56 g/100 i1, cguivalente a 510.C00 mel/s

4

T R « -t g - e A= .
¥y una recuperscidn slobal de 84,5, de la oetividad en 2l

celdo de cultivo filtrade orizinal.

N
)

(O]

¥l concentrsdo de dog wasados due niltrado
Filvro Sparkler y la toria fuéd luvada con ofum, DOYs ren-
dir un concentrado finel cue contenia 37.357 wel/il ¥ 6,08
g/100 ul total de sdlidos, ecuivalentss a 542.000 ucl/z.

2 |

« ’ o - P 4
Una porcion de eszle concentrads Iue secauld »or |

pulverizacién pare formar un polve libremente flyjente,

+—

no higroscépico de ocolor tostado, en un secador por Pulves
rizacidén de Laboratorio Bowen que tenfa una cdmora de se-
cado de 750 mm de didmetro ¥y 750 wm de altura, con atomi-
zacidén por wm disco girstorio (a 40.00 roi), con un caudal
medio de 70 ml por nminuto y una teuperatura del alre e ep-
trada de 16020, Una alimentacidn de 1416 wl de concentra-
do liguido rindid 86 g de polvo seco que teria una potencia
de 425,000 ucl/g, corrcspondiente a una recuneracidn de
actividad 78,45 con relsecidn a la etapa de secado, basa-
G0 en lg potencia de sélidos.

Un segundc caldo de cultivo Ge reruentacidn de

B, varasitica fué filtrado, evaporado, bajo vacio a 25-35%

- 39 -~
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aue corre

de 83, 5‘}-’0

concentyr "do son secadas
- 1 . h ~ A
de eolor amarillio pel

;

Bowen anterior,

Pemneratura de en-—
3 Q

Pesgo del proaucto, g

Aﬂﬁ11°LS del produc
to, ucl/s

ndla a 50.000 ucl

sobividad con relacidn a la e

Ly

.u.n.

rendir un Cconcenirs

8 g/l de total de

tape de concen-

P

Pres porciones de 1 litro de este

para formar polvos higzoscépicos

1d0 en sl Secador por Pulverizacidu

cen los sigulentes resultados

perimento Experimento Experiment
1 2 3

177 191
131 136

-
)
| OS]

-3
(@]
-

5970 4870 912

!
&
il
.
:

|
por gramo. lLa recus

i
{
{
2
i
+
i
i
I
!

e s e A et s e e e

Reudimicnto, v, Da-
ggdo en notencla de X
golidos. 11,9 9,7 1,6
Biemplo IX.- Una golueidn acuocsa 4e larenzima?
proteoliﬁioa produeids por B. subtilis con un andligis de
15600 Tuidades Delit por wl tal como se describe en el
Bjemplo IV, 31,94 mz/ul de tobal de gélides ¥ 9,86 mz/rd
de cerisas sulfatadas, fué dividida en tres porcioues: §
Do poreidis 4 fud cvaporada a aproximadenentc 1%
guinta sarve el volduer a 25-309C bajo vaclo, para ﬂuirii

La

POY 0BLIOBLY

iia una

¥ ocue oon

.7 . N r
oreion o Lue

inversa

7

potencia de $0.000 Unidades

enfa 157,11 mg/ ul de %otal de ei-

concentrada aproximadamente 10

1
K
(e

!

$al como se describe en el Hisie




b v AR e 4 oy ey i a ey ety S ava] Al
plo I, eupleando la wmembrasus 7 el aparave 26 ogte cjemnlo
- !

(>}

vy hacicndo circular a arproximadasente 17,5 Lo en”, nara

{
rendir tn concentrodo cus senia wan votciciz de §3,74C uni-
i

%
=) Ty Ba A7) - n ey - s e e = . - - (SO
wades Delit por ml r ogue ¢tnvenis o7, 37 s ae totol

Ul
o
[o]
w
O~
)
fe
o]
[&]
w

La poroién Uorepressnta porte del concontrado ue
la porcidn B, ailufde o la mitad de le couceniracidn con é
azua y concentrada de nueve cr lg unidad do osamosls in-
verss cowl antericmiiense,
10 tenfs une potencia Ge 103,700 Unidades L21T€ por ml 7 que
‘

convenia $3,51 mg/l de toval de sdlidos.

- Sl B R e
O (@ CAQn Lo Gl £ 36il wreg

Porciones de 1
concentrados fueron secadas or nulvivispolon Dara Jorani
polvos ecn color degie amrilio clorc o toztade cinve oa
15 ¢l Secador por Pulverisacidn e Lahoratorio Towen descri-
to en el Bjemplo nrecsceunts, cow un caudal pedio de 50 ml

3

por minuto y un caudsl de aire de 6,3 m

cios cerrados) con log sigulentes resuliados.

20 ‘

25

30

24012.68 - 4'] -
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Producto secado

Bzperi~ Alimen Tempera
mento taclon tura de

i gsecado de
entrada,

2C.

latile

peso, g % de vo UD/mg

8

de ren
miento

W =

[ BN v
-—
]
N
10
Q

149, 59C

10
81
85
80

(a) -
(a) -

16,00
13,27
12, 64

925

760
360

14380

w ~qicm Vv oA W D

abLi-

;

% ¢ 91 8, 81

g ¢ 1628C 90 6,84 1473
9 ¢ 1782¢ 83 7,15 1419

%

i(a) Tlo hay solidos recuperables en los experimentos 1
é (b) Caiculado cowmo la propor rcidn de la potencia de

& dos del producto (correzido en cuanio a Compue sty

20D e

ks

760 100 87,3
100-13,27 93,740

) o
01 ’ 57*’

Bie el o Je-ssie cxperimento se

7 > . 03 el
de OBRmOSLD Luversa cuninistraao Lor Amernr

. C T e e ol Tueve
Ged 1ne. 68 Ilew SrULBWiC:, LJUS

a dersey, Con

e - s . T
adadics Mi-5-14, provistos cala uno Cou 14 Tuno
I - 3 n ey - .
gnciidica reforzados com ilasra Qe vidrio se una

n R X o7 . W on o mdt
e suroxiunstauente 1,0 ¥ wu diametro interlcr

o un sotal de aproximadamente 1,64

branz G acetato fe celul caracterisads por

08,

o
b

sbdlidos de la alime:




de rachazo de sal de 2 a 3. Bebe ¢s un sigtema de una Gni-
N . . 4 . a e . -
ca poseds 9in recirenigeidn. Se introdujo enzima proteolis
vica de 3. subtilis acucea couo en el djemnlo IX a TC
.’) ~ . )

ka/en” 7 se llevarcow a cabo tres pasadas adicionales a la
5 digua yresion, siendo la carga para cads una de ' lag fli-
mas nasadss el producte retenido o concentrado procsien~
te de la pozada lnmcdistazente przcedente. Los resuliados

fal IR, S iy oy ol
Trercn los siguicntes:

10 Potencia fotal de 86~ Cenizag sulfatadas, Azlcares
L UD/el lidos % en , $. peso/voluumen reGuetoyes
pegof vol auen/ “ en peso/
] — XC_):I.. |Eivicyel
| , ]
! o~ -
Pasada I Alincudacidn 14.800 4,89 1,27 C. 756

Difundido 0 1,772 0,58 G, 355
Coucenseado 28,200 7,63 1,57 1,10

Pasacn II | Difvndidoe 200 3512 1, 00 G,53

Soneentrado 49,000 11,34 2,25 1, 64

Pasade IZI|Difundido 0 3,10 1,24 0,

™

»

QO o
~3

A5

Concenirado 69,000 16,5 2,77

Paguda IV !Difindido 800 3,34 1,17 0,77
i Concartrado 99.C0C0 20,3 2,80 245

La pureza fud auwsentada de esta nonera desde 303
14 . o . 1
a 403 UD/ms, coun perdida desprecisble del producto difundil-

do. 3e puede lozrar nor ejemplo una purificacidn comparsile

. - . 7
a win prosifn de alimentacidn de 52,5 lks/em® asi como con

o
[el]

2 - 0 . -
30 la elimentacldén de . parasivtica del Bjeuplo I

- 43 -
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Bata solicitud gue COresponte o Lg HBrese
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- - N, I'e o . .
enn 1os Estados Unidos de Axévica, el G de novienire

con el ‘mimero 68C.756 y 21 de Octubre de 1.%60 n 3

0

REIVILDICACICIES

o . . .7 3
Los puntos de invencion propla [ nutva gué 8¢
presentan para gue sean objeto de esta zolicitud de Fotens
. 7 . ~s T .
te de Invencidn en Espefia, por VEINIE Afcs, son los si-

gulentes:

1= Un procediniento para purificar y SO CeILTY 4

|
. « 7 ’
la enzima de coagulacion de la leche, suaveisnte groueoli4

tica, que es producida por Endothia parasitica, o la enzsl-
ma proteolitica gque es producida por Bacillus aubtilisg, cd

ng combani-

|._!.

racterizado por exponer unag golucidn de la en
nada o una cera de una membranz semipermeable, a través do
la cual no pasarén cantidades sustanciales de la ecrnzima 7

oJ
s través de la cual pas saran cantidades sustanciales de di-
golvente, sales inorgdnicas y compuestos orsinicos de ajo
peso molecular, esbando dicha solucidn de eunzima bajo una
" . 7 Oo a q . aalvanta ©1 1
presidn suficiente para hacer que el digolvente rluya de -
> ’ 3 a -
de la solucidn a travds de diches membrena, con lo cual la
enzima es retenida por la meubrana y no lo son el dlsclve
te, lag saleg inorganicas y los compuestos orsaricos.
3 o ) -
2.~ Bl procedimiento sextn la veivin dicacidn 1,

s - .
caracterizado por el hecho de que la solucion de ouziia €3

e acome a los neneficlos del articulo 51 del vi-enbe Bebd

¥

i

%

tubo sohre Propiedad Indusirial. i
1

i

1

. l i

T~




\J1

erizad

vouladors Ge la lechie que es producida por Endothia para-

iverumesble gue consiste esenclalmente en acetato de

"a'n. ag i,

- ’ .
; los copmuestos orqanicos de haje peso molzoulor
al nD o &

caracicrisade ~or el Lecke de gue cs realizado o un

seroiurs conovendiaa entre la que cg justamenves ngyorl

o

sa v la menbrana semipcrmeable consiste

1

acetato de celulosa.

GroCedls

T b0 segin las weivindiczciones

scterizoade vor el hecho de gue la enpima eg la
moseolitica wroducide por Bacillus subtilis y la
s de T a 52,5 1*r/cmz.

a . ’ . . » .
Ge= Bl procediwiento gezun las relvindicsciones

T

. = s - ) - .7
saoterizado vor el hechio de gue la solucion

g Glil—-
wa golueidn acuose ¥ la membrans semlpermeable eé
¢ al azua de glto flujo com bajas pro-
de cloruro sédico.

rocedinlento seglin ls reivindicacidn 1,

0 DPOr eXpOoner una solucidn acuosa de la enzind

L s

bajo una presidn de 2,1 a 70 La/cm s @ una nenura-

7 a ’ .
a través de la cual no pasara la enzima y pasa-
sales inorgdnicas y compuestos organicos de bhu-

molectlar, cou lo cunl, el agua lus sales inor a-

- . 4 - .
ados rasar & traves de la membrapa semiveruenilc
dejeda vasar la ennina.
-r;.l Y. L IR T e PIpn l" SN I ST 4 v
D.— Bl DITCCEQLATEGITO segun La GLVINAQLCOCLOL Uy |

s

do ,ue la rresion es de 7 ¢

sl - PR, . . 1 P 4 - * o &3 -
To- E1 procecimiento segun leg relvindicaciones

- e i 4 - Yoo - m - JROP P
Ge la solueidci v la Ttelporcturs
o i

ior o asucllis a la cusl tilene luger e oiin

{_l




co

cidn térmica sustancial de la enzina.

8.~ Un procedimiento sezim la reivindicacidn 1,
para purificar y councentrar la enzima proteclitica cue cg:
producida por el Bacillus subtilis, caracierizada por expé—
ner una solucidn acuosa Ge la enzina contacinada, bajo una
presién de 2,1 a 70 kg/ome, a uns membrans senlperucaile é
deltipo complejo de poliedecwtirelito gue contiene Jrunos a{
nionicos de poliestireno sulfcnato y zrupos covionicos &eé

/4

polivinilbenciltrimetil amonio, a través de da cual ¢ pa-

r

sard la enzima y pasaran a-ua, sales iluorganicas 7 colpue

g.j.\

7 .
tog orzanicos de bhajo peso mclecular, con lo cual el asus
las sales inorganicas ¥ los ComMpuestos orsanicos de baj
peso molecular gon dejados pasar o travéds de la meobrana

seminerncable y no 1o cs la cnzina.
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9.—~ Bl proc:
caracterizado por el hechio de que lg precion es de 7 a
52,5 kz/on®

10, Un procedimiento segin una cuziquiera de l%s
reivindicaciones precedentes, caracterizado por el Liecao
de que la solucidn de enszima councenitrada reteniba por dicle
nembrensa, eg secada por Wle;“¢2301oa a elevada tenncratus
=

11.= Un procedimiento para vurificer ¥ COLCELTY
la enzima de coagulecidn de la leche.

Tal y ocomo se¢ ha descrito en lag Lenoris gue @it
ccde, representadc en los dibujos que se acoupiuan F rara

los fineg que se nan especificado.
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