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Este invento se re fiere  a un procedimiento para 

purificar enzimas y , más particularmente, a un procedi­

miento para eliminar agua, sales inorgánicas y compuestos 

orgánicos desde soluciones de la  enzima suavemente proteo- 

l í t ic a  producida por Bndotliia paras i  tica  y de la  enzima 

proteo lítica  producida por Baoillus subtilis , así como, 

desde soluciones de otras enzimas.

las enzimas son artículos importantes del comer--
I
\ /  f  /  \ •| ció químico, útiles en muchas reacciones Químicas y oio-
j

i auíaicas. Para u tilizarse en muchos procedimientos y -paraj 

fines de almacenamiento y transporte, es necesario fre -  J 

cuentemente obtener las enzimas en formas cristalinas .rela-
I
¡ t i  varíente puras o en la  forma de soluciones relativamente 

concentradas. Además, muchas aplicaciones requieren la

utilización de enzimas que estén lib res de las sales inor-
|

gánicas y de los residuos orgánicos que pueden resultar | 

mezclados con las enzimas, especialmente cuando las enzi-jI
mas son producidas por procedimiento de fermentación.

ha necesidad de enzimas en formas no adultera-
i
| das (sin  mezcla) ha creado una necesidad de procedimien- j 

j  tos de concentración y ¿le purifieación para producir es- j 

tas formas. Procedimientos típicos de la  técnica anterior 

han implicado evaporación en vacio de soluciones de enzi-
!

ma derivadas de caldos de fermentación filtrados para ob- |

tener concentración, y cristalizaciones y precipitaciones
ií

fraccionadas sucesivas para purificar las enzimas. j
í

Procedimientos tales como estos no han sido ente 

raímente satisfactorios debido a los hechos de que las en­

zimas son frecuentemente inestables térmicamente y se des­

componen, con consiguientes pérdidas de rendimiento, a
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las temperaturas de evaporación, y de que la  crista liza­

ción. y precipitación son procedimientos inherentemente mo-
j

lestos que implican separaciones incompletas y perdías de 

solución al lavar, las pérdidas por descomposición térmi­

ca no son evitadas eficazmente, incluso cuando se utilizan 

presiones extremadamente bajas, dado que una eran, porción 

de la  solución que se evapora entre en contacto con las su­

perficies de caldeo del evaporador relativamente calien­

tes. Además, un control descuidado de la  temperatura de 

evaporación, incluso durante unos pocos minutos, puedo 

dar como resultado caldeos excesivos que pueden destruir 

una gran cantidad de enzima.

los procedimientos de osmosis inversa de este 

invento proporcionan un medio para concentrar soluciones 

de enzima sin altas pérdidas térmicas de rendimiento con­

comitantes, y un medio para eliminar sales e impurezas or 

gánicas desde soluciones de enzima, con completamiento su 

tancial, sin las indebidas pérdidas mecáni Ocu-AJ y cío sojLu— 

ción que son inherentes a los procedimientos de precipi­

tación y filtrac ión . Por ejemplo, cuando e l procedimiento 

de osmosis inversa de este invento es incorporado en un 

procedimiento para producir una enzima coaguladora de la  

leche suavemente proteolítica  por fermentación con 3udo- 

thia parasítica, suatancialmente de acuerdo con las ense­

ñanzas de la  patente USA nún. 3.275*453, e l nuevo proce­

dimiento, que tiene un rendimiento superior a 82í, puede 

reemplazar a una operación de evaporación y precipitación 

que tiene un rendimiento de solamente 60 a 6%. Así, la  

utilización de un procedimiento de este invento puede pro 

porcionar una ganancia de rendimiento de aproximadamente
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Además, los nuevos procedimientos de este inven 

to implican aparatos más simples y menos costosos que los 

procedimientos de la  técnica anterior utilizados para la  

purificación- y concentración. Finalmente, los procedimienf 

tos de este invento sen aplicables de manera más ventajosi 

a los esquemas globales de tratamiento continuo que se ne 

I eesitan para la  producción rentable de enzimas por fermen

20?:.

tacion.0

Sesumen del invento.

Este invento crea un procedimiento para pu rifi­

car y concentrar enzimas por utilización de un procedí- j
\

miento de osmosis inversa, con e l que una solución de la  

enzima es expuesta a una cara de una membrana semipermea­

ble, estando la  solución bajo una presión suficiente para 

j hacer que e l agua, u otro disolvente, fluya desde la  so- 

| lueión a través de la  membrana, la  membrana, que permití-
• t
t f  f  j

rá un paso sustancialoients completo a través de e lla  de i
f  f  ¡

disolventes, sales inorgánicas y compuestos orgánicos de 

bajo peso molecular, pero que impedirá un paso sustancial 

a través de e lla  de compuestos que tengan pesos molecula­

res superiores a aproximadamente 35.000, es preferiblemen­

te del tipo compuesto por acetato de celulosa o del tipo 

complejo de po lie leo tro lito  que contiene grupos aniónicos 

de poliestireno-sulfonato y grupos catiónicos de p o liv in il-  

benciltrimetilariionio. Enzimas preferidas, con las. que son 

útiles estos nuevos procedimientos, incluyen la  enzima coa- 

guiadora de la  leohe suavemente proteolítioa producida por 

Endothia parasítica y la  enzima proteo lítioa  producida por 

Eacillus su btilis . las presiones de trabajo preferidas os--
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cilan entre 7 y 52,5 Lg/ca^ mano rué tríeos. La destrucción j 

térmica de enzimas sensibles puede ser lie cha mínima rea l! 

zando el procedimiento de osmosis inversa a bajas tempera 

turas, que oscilan desde justamente por encina del punto 

de congelación de la  solución hasta aproximadamente 13^0,]
f

pero el nuevo procedimiento i)ue¿£ osr re e l i  sudo a cualo rd$r 

tGH¡.'Sraúiirs. has es la  temperatura a la  que la  enzima resul 

ta inactivada o destruida.

Además, se ha encontrado que soluciones de cn-

¡ zima concentradas por osmosis inversa son sorprendentemen

te apropiadas para secar, incluso a temperaturas elevadas

tales como las que se emplean en procedimientos de secado|

por pulverización, mientras oue soluciones do enzima concón-

tradas por procedimientos convencionales de cvanoroció >*
adolecen de perdidas pus so aproximan a una destrucción i

I
cuantitativa de la  actividad después de dicho secado adi­

cional .

Breve descripción de los dibujos. 2n los dibu­

jos, la  figura 1 es un organigrama simplificado cíe una re 

lización del procedimiento de osmosis inversa de este 

invento; la  figura 2 es una sección transversal, del módu­

lo  de osmosis inversa ú til con el procedimiento de este 

invento.

Descripción detallada del invento. Este invente 

se re fiere  a un procedimiento para purificar y concentrar 

enzimas eliminando el disolvente en 'exceso y otras impure­

zas de bajo peso molecular con la  utilización de un proce­

dimiento de osmosis inversa. DI procedimiento de osmosis 

inversa rea liza  la  separación de las enzimas desde el di­

solvente y otras impurezas por utilización de una meabran.

-  5 ~22.12.68
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¡ semi-permeable que permite el paso a su través del clisol-j 
| ;
! vente de peso molecular relativamente bajo y de moléculas;
! i
| de impurezas, al mismo tiempo que impide e l paso de las j

| enzimas de peso molecular relativamente alto. El flu jo  o :

| difusión de compuestos de bajo peso molecular a través del

| la  memxbrna es px-ovocado por la  aplicación de presión a !

| la  solución de enzima original en contacto con la  cara de!
: i
j la  membrana. ¡
l i• t

i la  concentración de soluciones áe enzima impura.i
: , !
; por osmosis inversa se ha encontrado que ejerce un efectoj 
\ 1
j profundo sobre la  facilidad con la  que pueden ser secadosj 
i t j
| dichos productos. Por eliminación de una proporción sus- ¡
i ' ¡
I i
I tancial de impurezas incidentales presentes en los caldos i 
! , 1 
! de cultivo de fermentación, se ha encontrado oue la  osmo-S
j j
I sis inversa produce concentrados de enzima aue pueden ser!
i " i
i secados incluso a temperaturas elevadas tales como las • u| 

i se emplean en e l secado por pulverización. Esto es parti-j 

| cularuente inesperado en vista del hecho de que, mientra;

| que los caldos de cultivo de fermentación que contienen
1 / t
! enzimas pueden ser concentrados por evaporación a baja |

i temperatura bajo vacio sin pérdida sustancial de a c tiv i-  [
i

dad, e l subsiguiente secado por pulverización de dichos 

concentrados de evaporación da como resultado normalmente 

una pérdida casi completa de actividad de enzima. j

Este invento es ú til para separar enzimas de pe-j 

so molecular relativamente alto desde disolvent G ¡3 j £jciH. Í-- 'a 

inorgánicas e impurezas de peso molecular relativamente 

bajo. El invento puede ser utilizado para concentrar enzi­

mas eliminando solamente el disolvente en exceso en que se. 

disuelve la  enzima, o el invento puede ser utilizado a 1

-  6 -
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minadas. Dado oUfe dfi be

ocular OllüX*© los mate -

ana y 1os retenidos oor

G11 3 que ñau ae 3er

ü. G 1 í.i & impurezaS Que

ves para la  concentración y purificación ¿e enzimas elim if

nando las impurezas orgánicas e inorgánicas de bajo peso |i
molecular así como e l disolvente en exceso. La diferencia!iI
requerida entre los pesos moleculares de los compuestos i 

difundidos y los compuestos, no difundidos, o retenidos es!
i

controlada por la  naturaleza de la  membrana utilizada, ta i 

como ce bosqueja más abajo. Com cuestión general, las memi

branas útiles con este invento serán las que retienen comí
J l

puestos que vienen un peso molecular igual o algo menor |

que e l de la  enzima que as purificada y que dejan pasar j

compuestos que tienen un peso molecular igual o algo mayor

¡
lecular entre los mate- 

rana y los retenidos por

e lla , los pesos moleculares de la  

purificadas y los pesosmolecelare

lian de ser eliminadas deben ser significativamente diferen­

tes. Según progresa la  tecnología de las membranas, sin 

embargo, puede disminuirse la  diferencia requerida entre 

los pesos moleculares de compuestos difundidos y reteni­

dos, y serán posibles separaciones más nítidas.

Enzimas típicas útiles con este procedimiento 

tienen pesos moleculares dentro del margen de 40.GG0 a 

50.000 y están asociadas con disolventes y con impurezas 

que tienen pesos moleculares de 1QCC a 5000, o inferiores 

En estoscasos, igual que en otros, los técnicos en la  ma­

teria  tendrán poca dificultad para seleccionar una membra­

na para utilizarse en este invento que retenga una propor­

ción principal de la  enzima y que deje pasar la  mayor par- 

fe de las impurezas.

-  7
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! 31 lím ite In ferior de peso molecular de las en-j

! simpe retenidas -cor una membrana dada no esta deíinido ni—
i ‘ , !
¡ ticamente y, ta l como se indica mas abad o, una memorana I
í íI f
| puede de dar pasar una porción del material por encima delj
I -  * i

| lím ite in ferior de separación o fraccionamiento. Sin:em- j 

j burgo, es posible llevar a cabo el procedimiento de este i 

! invento de diversas maneras para lograr grados comparables

j de purificación con membranas con diferentes característij
I -, - - j
¡ cas de retención. Así, cor e¿ampio, una membrana que reten- 
! ‘ j
I sra solamente 80,¿ de los solutos con pesos moleculares su- j

periores a 1G.000 puede u tilizarse también, en un pro<
ii diniisnto de osmosis inversa de segunda etapa, para retener 

| 80,í del 20?- que pasó a través de la  etapa in ic ia l, realizan 

I do de esta manera la  recuperación de 96/- del soluto tota l j 

j con peso molecular superior a 10.000. La utilización de =

; procedimientos de múltiples etapas, con recirculacion aurcí—
I ¡
I piada de las corrientes parcialmente separadas, para lo -  j 

! grar estos grados de purificación es fam iliar para los tac*»
i >

| nicos en los ramos de procedimientos de separación, y los ! 

i procedimientos de osmosis inversa de este invento pueden
i

j emplearse en un modo de múltiples etapas, dentro del a l- 

j canee de este invento. Sinilsrmente, este invento abarca 

j la  u tilización de una serie ue membranas, con diferentes

1 niveles de fraccionamiento de peso molecular, para lograr
i
! las separaciones deseadas.

Este invente es particularmente aplicable a la  j
, i

enzima coaguladora de la  1 eolia suavemente p rteo litica  pro-f
i!

i ducida por Endo tilia parasítica. Un procedimiento para prs-i
í
I parar esta enzima coaguladora de la  leche, que se u tiliza
i
en la  fabricación de auesoa, está dado en la  patente IBA

-  8
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numero 3.275.453. Esta enzima, que se requiere en foros i
¡

relativamente pura, es aislada desde calcios ¿e cultivo ¡
i
i

cié fermentación que también contienen grandes cantidades j
t r ide agua asi como carbohidratos no fermentados, adúcares, | 

materiales colorantes, aminoácidos y solos inorgánicas, |
i

incluyendo fosfatos y sales de magnesio y de potasio, losj 

procedimientos de la  técnica anterior Li. b J.m, i. í'-íó_i,ix proco ci.i-uiOjíi- 

tos de evaporación, precipitación y cristalización frac-- ¡

i clonada Pura aislar la enzima desde el a"ua j. ó- o i. í-j. 0- L L-í.̂G **• ¡

i zas, con graves pircadas de ronaimiento asociadas, nos nuei i¡ i
vos procedimientos de este invento eliminan unisramente ¡ 

el antiguo procedimiento ne evaporación, con su;; pórcudusj 

de producto asociadas por destrucción térmica ele aproxima-l 

damente 20‘>, y también eliminan diversas etapas de preci­

pitación, lavado y filtrac ión , ecn sus pérdidas de rendí-| 

miento asociadas adicionales. Cuando e l nuevo procediuieni 

to es realizado a la  temperatura ambiente, la  pérdida de 

rendimiento total global es usualmente de aproximadamente 

10 a 15?“ y puede ser tan pequeña coaio 4 a 7?-. Estas pérdi­

das pueden ser reducidas adicionalmente realizando el 

nuevo procedimiento a temperaturas más bajas, que oscilan 

desde el punto de congelación de la  solución basta aproxf 

mudamente 182C, o utilizando una segunda membrana para el: 

minar cualquier enzima desde el producto difundido.

los procedimientos de este invento sontambién 

particularmente útiles para purificar y concentrar la  en­

zima proteo lítica  producida por Bacillus su btilis . Esta 

enzima, que es ú til en la  limpieza de productos textiles 

y como parte de prepar,.dos detergentes para utilización 

doméstica, es producida por fermentación en combinación

9 -
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con agua e impurezas orgánicas e inorgánicas. i>a concón- ( 

trac!en, ncr eliminación del agua» y I a- purlilcaoion pL¿- •
\
\ tieii realizarse ambas utilizando el procedimiento de este j
f ;
j invento. Una forma de la  enzima, producida para u tiliza r-

se como un aditivo para detergentes, es tiaxauase (marca ¡

comercial registrada), oue es fabricada por la  firma doya-t
!

Letlerlands Fermentation Industries, Ltd. de Delft, Holan­

da. * !
. . . . . .  ¡

la  separación cíe las porciones deseables e ir le -

1 sesbles cíe la  solución cíe enzima original se realizo., j
i , ' „ „ i! .¿gis invento, utilizando osmosis inversa, i-a osaosit- -J-vn-
! |
1 sa, ta l como se u tiliza  aquí, se re fiere  a un procedimienj

j to en que e l agua, o un disolvente, es hecha f lu ir  desde |

I una solución, a través de una membrana semi—permeable, >-03|

i la  aplicación cíe presión. SI flu jo  de disolvente esta seom-

i -callado cc-r un flu jo  cíe una parte, pero no de la  totaliclao.,!

de .natalicias disueltas en é l. Sal como se utilx

se nreteude ciue e l temxiio osmosis inversa incluya lo  o j
i

aro ce dimie nt o s citados coco fl u ltraf litigación'1 • £<1 kenii.-O j
i

de osmosis inversa no está limitado, en general o ta l o.-:-4
!

se u tiliza  aquí, a l agu como disolvente sino que incluye ! 

también otros disolventes. SI procedimiento de osmosis iu-j 

versa La de ser diferenciado también de la  d iá lis is  en vuó 

una sustancia disuelta se difunde a través de una membrana 

se .ni -pe me a bl c bajo la  influencia o fuerza impulsora de so­

lamente un gradiente cíe concentración. j
,Sn e l oroceáiiaiento de osmosis inversa, .se unn 

l iz a  una membrana semi-permeable para separar materiales 

de diferentes pesos moleculares. la  solución original, que* 

contiene la  enzima y e l disolvente en enceso indeseable,

-  10



10

15

20

25

30

üsualmente agua e impurezas orgánicas e inorgánicas, y que 

pueden ser e l cal-do de cultivo de fermentación filtrado  en 

el que se produjo Originalmente la  enzima o puede ser otra 

solución de enzima, es expuesta, a una cara de la  membra­

na bajo una presión hidráulica exteriorinente aplicada.. Coi- 

siguientemente, existe una diferencia de presión a lo  lar-' 

go del espesor de la  membrana. Esta presión hace que el 

agua, u otro disolvente de bajo peso molecular, fluya a 

través de la  membrana arrastrando con e lla  las sales y otilas 

impurezas en una concentración, en general algo o, a‘ vece î, 

sustanoialmentc menor que la  de la  solución in ic ia l.’- ¿a 

concentración de las impurezas en el agua que fluye -a-tra­

vés de la  membrana depende, generalmente, de la  naturale­

za de la  membrana, de la  concentración de la  solución in i­

cial y de la  presión empleada. Se deberá hacer observar 

que altos caudales son útiles en la  osmosis inversa, ya 

que se encuentra que el caudal neto de impurezas aumenta 

con caudales crecientes de agua o de disolvente sin un au­

mento correspondiente en el caudal, a través de la  membra­

na, de las enzimas deseables. Con los tipos "más porosos" 

de membranas, se encuentra algunas veces que los caudales 

son tales que la  concentración de impurezas en la  corrien­

te difundida, que ha pasado a través de la  membrana, es cc 

si idéntico a la  concentración en la  corriente in ic ia l. Esta 

to es contrario a la  situación en el procedimiento de diá­

l is is  en que el caudal del soluto difundido es proporcio­

nal a la  diferencia de concentración a través de la  membra­

na, y se transferirá poca cantidad de soluto a través de 

la  membrana con diferencias de concentración que se aproxi­

men a cero.

2 3 . l 2 . o 8 -  11 -
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Dependiendo da la  naturaleza cíe la  membrana uti-f 

Usada, se arrastran ¿unto con el agua., a través de la  nie¿- 

brana dentro del producto difundido, cantidades sustancia-j
j

les de las sales indeseables y de las impurezas de tajo pe­

so molecular, logrando de esta manera la  deseada separa- j
f  / I

clon de las impurezas desde la  enzima que queda detrás enj

e l producto retenido. !
|

lío se exige aue la  cara no sometida a presión daJ i\

la  membrana esté expuesta a disolvente puro o a solución I
!

exenta ele enzima, para el funcionamiento eficaz de este j\
procedimiento. El gradiente de presión a través del espe- ;

soi* de la  membrana es e l único gradiente auiieado exterioij-
! , “ jmente requerido. Así, e l disolvente y las impurezas que !

i
pasan a través de la  membrana pueden ser hechos sa lir íue-j 

ra de la  cara no sometida a presión tan pronto como se lia-* 

yan difundido dentro de e lla  desde la  cara de la  membrana 

sometida a presión.
\

La presión hidráulica que es aplicada a la  oolu-j 

ción original y es transmitida a la  oara de producto rete­

nido de la  membrana, es seleccionada teniendo en cuenta 

muchas variables. Gomo cuestión general, la  presión u t i l i ­

zada debe superar la  diferencia entre la  presión osmótica 

de la  solución de enzima sobre e l lado sometido a presión 

de la  membrana y la  presión osmótica de la  solución rela­

tivamente exenta de enzimas del lado de baja presión de la  

membrana. Generalmente, mayores presiones fiaran como resiüj- 

tado mayores velocidades de difusión de impurezas y de di­

solventes a través de la  membrana hasta un cierto valor 

máximo dependiendo de la  membrana y son, consiguientemente 

deseables.

23.12.68 -  12
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La magnitud del lím ite in ferior de presión depen-
!

de de muchos factores, y especialmente de la  naturaleza de 

la  membrana utilizada. La más baja presión ú til puede ser 

por lo  tanto de unas pocas décinias de kilogramo por ‘cm̂  

en el caso de una membrana muy porosa de mala se lec tiv i- 

dad, o de varios kilogramos por cm para una membrana rela ­

tivamente "compacta11 de alta selectividad.

131 lím ite superior de la  presión está establecí 

do por la  naturaleza mecánica de la  membrana, y la  mem­

brana debe estar construida o soportada de una manera que 

la  permita aguantar o soportar la  presión hidráulica- que 

es aplicada sobre una de sus caras. Típicamente, para' u tii 

lizarse en este invento, una membrana plana puede estar 

soportada por una placa de respaldo porosa, o una membra­

na de sección transversal anular puede estar soportada es­

tando depositada sobre la  superficie in terior de un tu'o 

poroso. Desde luego, otros métodos de soporte, tales como 

membranas auto-soportadas que consisten en tubos de pared 

relativamente gruesa y de pequeño diámetro interior, tales 

como fibras huecas, se pueden u tiliza r también. La preoiór 

ú til esta limitada tamoien por el hecho de oue la  membrane 

propiamente dicha, puede ser comprimida contra su propio 

soporte a altas presiones, y consiguientemente puede per 

der algo de su capacidad de cíe jar pasar compuestos de baje 

peso molecular.

Los técnicos en la  materia serán capaces de se­

leccionar presiones de trabajo apropiadas para utilizarse 

en la  realización de este invento, Las presiones u tiliza ­

das dependerán del grado de separación deseado, de la  na­

turaleza de las impurezas, del tipo de membrana utilizada,

23.12.68 -  13 -
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asi como de otros factores.

Como cuestión general, las presiones útiles conj 

este invento oscilan entre 7 y aproximadamente 105 i:g/cm‘"| 

manómetricos, e l lím ite de los aparatos actualmente utili-j- 

zados para la  desalinisaoión ue aguas salobres. Son ¡;an- i

bien posibles presiones más altas, estando establecidas i
I

las limitaciones por los lím ites del equipo. Se prefiere ¡ 

u tiliza r presiones desde 2,1 a 70 i:g-/manómetricoe y | 

de la  mejor manera se prefieren presiones de 7 a 52,5 kg/cm¿ 

manómetricos con las membranas de acetato de celulosa 'iue| 

están incluidas en una realización del presente invento, j 

Con membranas del tipo de complejo de po lie leczro lito , sej 

pueden u tiliza r eficazmente, también, presiones más Lajas*
. 2 ' . ien la  proximidad de 35 5 a 7 irg/crn manóme-tríeos. J

las membranas semi-permeables útiles con este in­

vento son aquellas que, bajo la  influencia ae un gradiente 

de presión suficientemente grande, permitirán que existan 

flu jos relativamente grandes de disolventes e impurezas

de peso molecular bajo a través de ellas, al mismo tiempoj
, i

que permiten poco o ningún flu jo  de la  enzima producto,

Estas membranas realizan la  separación.permitiendo que com­

puestos por debajo de un peso molecular especificado pasen 

a su través con facilidad, y haciendo mínimo o eliminando 

el flu jo  de compuestos por encima de un peso molecular es 

peoificado. Membranas de este tipo pueden ser preparadas 

con un "fraccionamiento" de peso molecular que puede va­

ria r dentro de un amplio margen. Así, una membrana partió 

la r  puede dejar pasar compuestos de peso molccualar in ferior 

a 3000 dem.ro del producto difundido y pueden retener com­

puestos de peso molecular superior a estenivel dentro del

23.12.68 14 -
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producto re fenicio. El "fraccionamiento" de peso molecular j 

no es nítido, y será retenida una porción de algunos com­

puestos con pesos moleculares por debajo del "fracciona­

miento" y, a veces, pasarán algunos compuestos con pesos j 

mole ciliares por encima del "fraccionamiento". La seoarocicín
„ i

es relativa, y en general, la  nitidez de la  separación au-j

menta según disminuye o aumenta el peso molecular de les

compuestos desde el nivel de "fraccionamiento" de peso no

lecular de la  membrana particular. Otras consideraciones,

tales como la  naturaleza química del compuesto difundido

particular implicado, pueden in flu ir sobre el grado ae reí 
¡ 1 
Imeabilidad de una membrana particular. Así, por ejemplo,
j .. . , . |
| sales inorgánicas ae un peso molecular dado pueden dif'un- ¡
! ¡
j dirse a través ae una membrana dada con mayor facilidad |

¡oue un compuesto orgánico de peso molecular similar, o v i­

ceversa.

Las membranas preferidas, que son útiles en la  

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

celulosa poroso de sito flu jo  frecuentemente citadas en 

la  bibliografía que trata de la  osmosis inversa como "mem 

brunas del tipo Aoeb" y pueden ser producidas por moto- 

dos bien conocidos pra los técnicos en la  materia de prepa 

ración de membranas para osmosis inversa. j

Por ejemplo, los métodos de Loeb y otros, descrié 

tos en la  patentes USA 3.133.132 y 3.133.137 y los Íuarxji- ' 

Pian (üeport nS 65-13, Department of Engineerin.g, Univers; 

dad de California, Los Angeles, Marzo de 1965 y en Ind.

Eng. Cliem., Product Pesearcli and Development, 6, n£ 1,

23-32 (1967), pueden ser utilizados con las modificaciones 

apropiadas para hacer a la  membrana resultante permeable a

-  15 -
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las sales univalentes comunes tales como cloruro o.e sodio.

Es bien conocido oara los técnicos en el ramo de la ósmo-j
i

sis inversa oue el grafio de carácter de retención de sal !
t

de las membranas preparadas por los métodos citados está j 

intimamente relacionado con la  temperatura empleada en 1 

la  etapa de recocido fin a l, que comprende sumergir la  r;iemT 

brana en agua a una temperatura especificada durante un cier­

to período de tiempo. Así, por ejemplo, Aaiijilrian (Ind. j

Eng. Cixem, Produc Research and Developnent, ó, núm. 1 j

23-32 (1967), ha preparado membranas ( i )  preparando una ||
solución oue comprende 25'á de acetato de celulosa (Eastmaá

E-398-3), 45$ de acetona y 30>* de formamida, (2) colando ;

una película a partir de esta solución sobre vidrio plano:

a 23-C, (3) permitiendo oue parte clei disolvente se evapore
|

desde la  película colada durante un período de 30 según- ; 

dos a 23-C, (4) sumergiendo la  película en agua de 0 

durante una hora, y (5) curando o recociendo la  membrana 

resultante por inmersión en agua a una temperatura espe­

cificada durante 5 minutos. Cuando se varió la  temperatura 

de recocido, las membranas resultantes mostraron diversos 

grados de capacidad de desalinización, ta l como se mues­

tra por los resultados de ensayo en la  Tabla I  tomada de 

la  Tabla 7 de la  referencia), Estos resultados se obtuvie­

ron en una celda o cuba de ensayo de laboratorio hecha fun 

cionar a 42 líg/cm  ̂ manómetricos sobre una salmuera de a l i ­

mentación c¡u.e contiene 5000 ppm. de -cloruro ¿e sodio.

3-0

30
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Tabla I .  Efecto de la  temperatura de curado sobre 
el rendimiento de la  membrana_________ ___

...entraña 'Temperatura Flujo, litros/  Contenido de
de curado 2C m-Vdía ___J2EEí___

Á lío' encontra­
do (232C)

399O 3800

'O 70 1890 300

c 76 1260 250

D 76 714 110

G o1 504 85

sal,

Se ha encontrado que las membranas no calenta­

das, crae muestran mala capacidad de desaliniaación, simi­

lares a la  membrana A de la  Sabia I, percáten aorprendeiaeiji- 

te que saleo y otras impurezas de bajo peso molecular, t 

les  como azúcares y coa;. uestos orgánicos , pasen a su tra* 

ves con facilidad juntamente con agua, cuando soluciones 

de enzima oue contienen criollas sales y otras impurezas son

sometidas a presión sobre un lado de la  membrana, mienrrat
|

que son retenidas enzimas de alto peso molecular. También 

se pusden u tiliza r membranas con capacidad de desalinina­

ción intermedia entre las de A y B de la  Tabla I, por eqeta­

pio, una calentada a 50^0, aunque las sales y otras impu­

rezas no se difunden a través de dichas membranas con tan-

iiaes

Este invento no esta restringido, sin embarg-

a membranas ele acetato de 

to, Diversos fabricantes 

membranas con diferentes 

Les membranas de acetato

celulosa uel tipo antes desori- 

preparan y ofrecen a la  venta 

propiedades ele desalinisacien. 

de celuloso; útiles en este inven-

17 -
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to son las citadas generalmente como " sueltes" "abiert -s" iI
"de estructura abierta" o "más porosas". ITo están carácter;]!-

í

sacias por e l diámetro : e poros ni por ciu;i:j-ior otra pro- | 

piedad fís ic a  simple sino que sus características de reten­

ción ele soluto y de ceuaal bou sintieres a Xas ae rseu.-ora— ■ 

ñas producidas por los métodos descritos en las publica- I

clones antes mencionadas y estas características pueden i
1

ser hechas variar de manera similar, Entre los fabrican- !1
|

tes que ofrecen membranas api’opiadas o que ofrecen rnern- ; 

branas que pueden ser adaptadas, ta l como se ha indicado i 

anteriormente, para u tilizarse en este invento, se encuen­

tran: Havens Industries, San Diego, California? hesalina- ! 

tion Systems, Inc., Escondido, California: universal w'atesj 

Corporation, Del Lar, California; Aerojet-Geucral Corpora-j 

tion, Acusa, California; la  General Atómica División of í 

General Dynamics Corporation, San Diego, California; y 

American Standard Inc, de i;ev,r Brunsvách, hueva Jersey.

Por lo  tanto es una cuestión simple para uno cue 

desea practicar este invento seleccionar una membrana apro 

piada entre las disponibles. En algunos casos, puede ser 

posible tratar una, membrana, que muestra excesiva reten­

ción de sales, disolventes u otras impurezas, con un agentj 

de hinchamiento, ta l como perelorato de magnesio disuelto j 

en agua, para hacerla más permeable a los disolventes e 

impurezas. Las membranas del tipo de acetato de celulosa 

son solo uno de los tipos de membranas ves son preferibles 

para u tilizarse con e l presente invento, y el alcance de 

este invento no está restringidoa este tipo ele membranas.

Otro tino de membranas cue se nrefiere para uti — — — ■u

lizarse en el presente invento es una membrana del tipo

-  18 -
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ele complejo cíe po lie lec tro lito  ta l como las producidas por 

la  Amioon Corporation, Lenington, Mas sachase tts, que con- • 

tienen ¿'rapos aniónicos de poliestireno sulfonato y grupo^ 

catiónicos de polivinilbenciltrimetilamonio, tal como se 

describe por-A. S. ibieliaels en Ind. Eng. Oliera., 57 (10), 

32-40 (1965). .Bs tas membranas están disponibles bajo;nom­

bres comerciales tales como Diaílo Diaflo UIvI-2, í la -  

f lo  UM-3 y Diaflo 1Q..-50,j
; Das membranas pueden ser fabricadas también a
i
| partir de otros derivados de celulosa, a partir de copo- j

! limeros de mono- y di-metacrilatos de e tilen g lico l con me4
!
| tacrilato de metilo, y pueden ser de carácter catiónico o

| aniónico o no iónico. I'anbién se pueden u tilizar membranasj
j conrouestas ñor nvlons sustituidos, igual oue membranas cosi-
I
| puestas por otros esteres de celulosa formadores de p e lí- i 

cola. |

Da figura 1 es un dibujo esquemático de una rea­

lización de los procedimientos de este invento. En la  figu ­

ra 1, la  solución original de enzima es mantenida en un 

depósito de alimentación J que puede ser refrigerado para 

evitar degradación térmica. Desde el depósito de alimenta­

ción 1, la  solución de enzima es llevada a una bomba cíe 

puesta a presión y circulación 2. La bomba 2 es una bomba j
f  )

de desplazamiento positivo de alta presión que se u tiliza  íj
para poner a presión los tubos ele fibra de vidrio denzro 

del módulo de osmosis inversa 3, y se u tiliza  para crear 

el flu jo  a través del módulo. La presión dentro del tubo 

ele fiero  cíe vidrio 4 puede ser creada también por u tiliza ­

ción ¿c aire, nitrógeno o gases similares comprimidos. A 

partir de la bomba, la  solución original es lie cha f lu ir

19
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w ̂
hacia el in terior de un tubo de fib ra  ele vidrio poroso ;

4. la  superficie interna ele este, tubo está recubierta con; 

una membrana senil-permeable 5. 31 tubo c¡e fibra cíe vidrio •
í1

4 re cubierto con la  membrana 5 es fabricado para res is tir ! 

la  presión que es creada por la  bomba 2. Cuando e l l íe  a i- ! 

do original fluye a través del centro del tubo de fib ra  j 

ele vidrio, una porción del líquido pasa a través de la  mem­

brana semipermeable 5, a través de las paredes del tubo J

de fib ra  de vidrio poroso 4, y dentro del volumen anular j
i

vacio 6 aeie rodea al tubo ele fib ra  de vidrio 4 recubierto ii

con membrana. Este líquido difundido, compuesto por agua 1
I

/ ¡

o disolvente en exeso y por sales inorgánicas y compuestos 

orgánicos de bajo peso molecular, es recogido en e l volu­

men anular 6 y es hecho circular dentro cíe un depósito co­

lector de producto difundido 7 o es desechado. La porción; 

exterior del volumen anular 6 está rodeada por un tubo rí-l 

gido 8 que sirve para soportar el tubo de fibra  de v id r io {
ii

4 y para retener e l producto difundido hasta que este se^
1

desechado o pase al depósito colector de producto difundid 

do 7« El líquido retenido, es decir e l líquido que contie-j 

ne la  enzima, que no se difunde a través de la  menbrana 5 • 

y del tubo 4. fluye desde e l extremo 9 del tubo de fib ra  | 

de vidrio 4, a través de una válvula de reducción de presión 

10 y puede ser devuelto, a través de una conudcción de re-’ 

circulación 11, al depósito de alimentación 1 para u lterior 

concentración y purificación. Alternativamente, e l líquido 

retenido puede ser hecho f lu ir  a un depósito separado 12 

o puede ser ser preparado para u lterior tratamiento.

Modificaciones de este aparato pueden incluir la  

u tilización de una envolvente o funda de soporte común 0

-  20
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jque contenga un grupo de tubos de fib ra  de vidrio y recu- j 
| biertos con menbrana u que recoja e l líquido desde todos

estos tubos 4o Otra realización de este invento implicarí 

la  utilización de baterías de fundas de soporte 8, conecta 

das en serie o en paralelo o en una combinación de serie 

y paralelo, que contiene grupos de tubos de fibra  de.vidri 

recubiertos 4, conectados en serie. Una modificación adi­

cional puede implicar la  utilización de refrigerantes de 

circulación o un baño de refrigeración, que rodea las -fun- 

j  das de soporte 6? lo  cual liaría mínimas las perdidas ae

;rendimiento por degradación térmica, permitiendo que .el
|

¡procedimiento trabajase a una baja temperatura. SI trabaje
I

a temperaturas elevadas, por debajo de la  temperatura- de j 

degradación de la  enzima implicada, está también conáderadja 

dado que dichas temperaturas pueden ser deseables para au­

mentar el caudal a través de la  menbrana» i
!

la  figura 2 ilustra una funda única 8 que contiej-
, I

¡o tubo de lib ra  de vidrio 4, en sección transver­

sa figura la  funda exterior es denominada por 8, 

difundido que ha flu ido a través de la  membrana 

.bo de fibra  de vidrio 4 está indicado por 14. El 

ora de vidrio 4 y la  membrana permeable 5 están 

rodeando el espacio interior 15 que está eomple-
1 r , ¡j  taimente lleno con liquido original, bajo presión, y que haj 

| sido agotado parcialmente de componentes de bajo peso mcleí- 

! cular. i
! , i
! La solución ae enzima utilizada cono alimentación

! in ic ia l para los procedimientos de este invento no necesi- 

¡ta ser preparada a partir de enzimas comeroialmente dispo- 

¡nibles o purificadas. El material in ic ia l nuede ser encimo

ue un úr.ico tubo de fib r

sal. En esta figura la  f

el 1íquido difundido que

5 y del tubo de fib r a de

tubo de fib ra  de vidrio

mostrado s rodeando e1 es

23,12.68 21
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parcialmente purificadas o una solución de
S

da de mía etapa anterior de la  fabricación o dei prccedi- j
i

miento de fermentación. j

Eos siguientes ejemplos están ciados solamente con 

fines de ilustración y no lian de ser considerados come li-r 

incitativos de este invento, siendo posibles ¡alienas variacio­

nes del misino sin apartarse del espíritu o alcance del mis­

mo» |t
Ejemplo I .-  Un volumen de caldo de cultivo cíe f f r -

_  t  •

mentación, que to ta liza  aproximadamente o27 litro s , j-us ;

preparado a partir dol material cj_ue resulto de un xiroceciiy

miento de fermentación llevado a cabo sustancialmente ta lj
J

como se considera en la  patente LdA 3.275.453. -SI carao a? 

cultivo, que contenía la  enzima coaguladora ae la  leene sua­

vemente pi’o teo lítiea  producida por el hongo cíe la  especie! 

Endo tilia parasítica, fue preparado filtrando caldo cié cul| 

tivo crudo para eliminar e l material grueso y sometiendo j 

al caldo de cultivo filtrad o  a una segunda filtra c ión  a j 

través de un auxiliar de filtra c ión  de tierra  de diotomeaS 

Super-Oel. El caldo de cultivo filtrad o  y clarificado fuéj 

alimentado, en partes alícuotas, al deposito de alimenta­

ción de un aparato de osmosis inversa. El aparato de osmo­

sis inversa era, en principio, sustancialmente idéntico 

a l aparato descrito en la  figura 1. El depósito de alimen­

tación, que estaba refrigerado, mantenía al caldo de cul­

tivo a aproximadamente 25-0. la  unidad de osmosis inversa 

fue suministrada por la  firma Havens Industries de San M i­

go, California, y consistía en 35 tubos de fib ra  de vidñi: 

porosos, de aproximadamente 13 mm de diámetro de 2,4 el de 

longitud, conectados en serie y que proporcionan un área

-  22 -
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de superficie in terior de aproximadamente 2, 83 m2. Sobre 

la  superficie interior de cada tubo de fib ra  de vidrio se
i

había depositado una membrana de acetato de celulosa modi-l 

ficado que permitía en paso a su través de agua, sales inor- 

gañices y compuestos orgánicos de bajo peso molecular- (no­

minal mente, por debajo de aproximadamente 5000) al mismo 

tiempo que retenía cantidades de materiales, incluyendo la  

enzima, de peso molecular sustancialmente mayor el peso mo­

lecular probable de la  enzima es de 40.000 a 50.000). Se 

encontró que algo de enzima pasaba sin embargo, a través j 

Se xa membrana, los xudos de fibra de vidrio fueron preñárs­

elos por navens Industries y la  membrana era la  membrana cíe!

N >°  ̂ -1-4 suministrado por esta, la  membrana era equivalen'
!
jfce, tu propiedades de retención de sal, a las membranas del 

jtipo loeb "más porosas" antes descritas, y no fuá preparada 

Específicamente para aplicaciones de purificación o concen- 

traexon ue enemas, te sabía cue la  membrana tenía malas j 
brouienades de retención de sal. los tubos de fib ra  de v i-  j 

uiio .;wuc.iau uaiVi-ies porosas, ae manera que cualquier can t i  

Aad de liquido y de seluto que pasaba a través de las men-
i
branas 2A-4 aplicadadas como recubrimiento sobre las parede 

rim a con !  a exiliad a través de las paredes de loo tubos de 

aiora de vidrio. Un la  unidad que se u tilizó  siete tubos de 

diera de vidrio, conectados en serie en sus extremos, esta-í 

.oan soporuaaos en un tubo exterior separado, en el cual e l 

ruicLO que pasaba a través de los tubos de fibra de vidrio 

ecuuiertos con membrana, era recogido, y desde el cual se 

e üxraoa en iluido difundido para almacenamiento separado, 

e utilizaron en este procedimiento cinco módulos, compite s- 

o caca uno por un tubo exterior que contenía siete tubos

o-i
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de fib ra  de vidrio» j

El caldo de cultivo fue bombeado a través del apa­

rato con un cuadal de aproximadamente 8 l it r o s  por minuto

bajo una presión, creada por una bomba de niston 7 canteniL
i

da por una válvula de contrapresión, que oscilaba entre i 

9,3 y 12,8 kg/cm  ̂ manóme trices, la  Presión fue aplicada, alil- i
!

in terior de los tubos de fib ra  de vidrio porosos y e l cal-j 

do de cultivo fi ltra d o 11enaba completamente estos tubos cuan­

do flu ía  a su través. La solución que pasó y se difundió 

a través de los tubos de fib ra  de vidrio fue recogida, anat- 

lizada y desechada. La porción de la  solución que no pasó 

a través del recubrimiento de membrana de la  superficie inf-
í

terior de los tubos de fib ra  de vidrio fue devuelta al de­

pósito de alimentación y fue recirculada a través del apa­

rato de osmosis inversa. El procedimiento de concentración 

y de recirculacion se llevó  a cavo durante aproximadamente i 

8,75 horas, durante e l cual la  velocidad de difusión dismij-

nuyó desde 2600 ml/minuto hasta 710 ml/minuto. El volumen 

de solución que se difundió a través de la  membrana to ta li­

zó 575 l it r o s  y el volumen de la  solución que no se difun­

dió a través de la  membrana tota lizó  4o,3 litros=  La enzi­

ma que pasó a trabes de la  membrana tota lizó  5,9/ de la  en­

zima alimentada, y el resto de material de enzima alrededor 

del aparato era de 93, ¥/° El material inorgánico presente 

en la  solución difundida tota lizó  37,0$ del material inor­

gánico en el caldo de cultivo tota l alimentado. La potencia 

de la  solución de enzima que no se difundió a través de la  

membrana era de 11,5 veces la  potencia de la  enzima en e l 

caldo de cultivo original. La potencia fue determinada como 

unidades de coagulación de leche n .o .l. por un método deri--
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vado del de 0.A. Ernstrom, J. of Dairy Sciene, 41, 1664 

(1.953). Este método es bien conocido para los técnicos en 

la  materia de determinar la  concentración de preparados de 

cuajo. la  potencia fin a l del fluido retenido era de 17,45 

millones de unidades por l i t r o .

Ejemplo I I . -  Se rep itió  e l procedimiento del Ejem­

plo I  excepto que se utilizaron 541 litro s  de caldo de cul­

tivo filtrado  y clarificado en un margen de presión de 8,75 

a 13,5 Eg/cm2 manómetrieos. La temperatura del depósito de 

alimentación oscilaba entre 21,6 y 24,9 eC, y la  velocidad 

de difusión por todo e l ensayo, que duró 8,0 horas, dismi­

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

de solución que se difundió a través de la  membrana totalii-
i
¡so 497 lit r o s  y él volumen del caldo de cultivo que no se 

|difundió a través de la  membrana tota lizó 44,3 litro s . La

enzima que pasó a través de la  membrana tota lizó 6, de 

la  enzima alimentada y e l resto de material de enzima situ 

do alrededor del aparato era de 89,7?$* El material inorgá-

i -

nico presente en la  solución difundida to ta lizó  83,550 del 

material inorgánico en el caldo de cultivo total alimenta­

do. La potencia de la  solución de enzima que no se difun­

dió a través áe la  membrana fue de 9, 67 veces la  potencia 

de la  enzima en el caldo de cultivo original. La potencia

fina l nel fluido retenido era de 15,87 millones de unida­

des por l i t r o .

Ejemplo I I I . -  Se llevó  a cabo el procedimiento 

del Ejemplo I  excepto que se utilizaron 1238 litro s  de cal­

do ele cultivo filtrado . Este caldo de cultivo no fue c la ri- 

licado adicioualmente por utilización del auxiliar de f i l ­

tración de tierra  de diatomeas. El margen de presión a lo

23.12.68 -  25
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Largo del experimento, que duró aproximadamente 28,0 horas’, 

era de 8,4 a 18,9 lLg/cia2 manómetrieos y la  temperatura delj 

depósito de alimentación osciló entre 22,0 a 23,52c. la  ve­

locidad de difusión durante e l experimento osciló entre oJc 

al/minuto y 370 mi(minuto. El volumen de solución que se ; 

difundió a través de la  membrana tota lizó  1155 litro s  y el] 

volumen del caldo de cultivo que no se difundió a través j 

le la  membrana to ta lizó  81,8 litro s , la  enzima que pasó a j 

través de la  membrana tota lizó  2, de enzima alimenta-!

da y el resto de material de enzima alrededor del at>ar«to

3ra de 3 4 , El  material inorgánico presente en la  seiu- i 

oion difundida tota lizo  06,4p del material inorgánico en 

3l caldo de cultivo tota l alimentado, la  potencia do la so] 

Lución de enzima que no se difundió a través de la  memóra­

la fue 1¿*, 15 veces la  00 uoncia, de la  encana en e l caldo de 

3altivo original, la  potencia fin a l del lío ,Id o  retenido ;
i

sra de 24,74 millones de unidades por l it r o »  j

Ejemplo IV ,- Una solución de la  enzima nroteolí-j
‘ !

tica producida por Bacilas subtilis fue preparada di30lvie|i 

lo 5,0 de una mezcla que contiene la  enzima y 34, 3>i de so—} 

Lidos inorgánicos ( la  mayor parte de las veces sulfato de | 

sodio) en suficiente cantidad de agua destilada para dar 

510 mi de solución. la  mezcla de la  enzima y de sólidos
f  .  _  / l

morgameos fue suministrada por la  Boyal ¡íetherlands Eer-j

iientation Industries Ltd de Se lft, Holanda, en forma de suj

producto de enzima proteo lítica  (utilizando como un aditivo
!

para compuestos de lavado) denominado üe xa tase (marca come'1 

Dial registrada).

Xa actividad de proteasa de la  solución de enziu; 

In icia l y de las otras soluciones producidas en los proce-

— c o  -
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dimiexitos de este ejemplo fue determinada por el método que 

! se da a continuación. liste método, que fue suministrado pojr

lia  Royal i-etiie ríanle ieraentation Industries Limited, fué |
i
|utilizado para determinar la  actividad de proteasa en ten 

I minos de Unidades Delft (UD).

! En el método de análisis utilizado, se dejó que

¡la  enzima actuase sobre una solución caseína durante un pe
j
riodo ue tiempo específico bajo condiciones que similan la 

cus prevalecen en un procedimiento de lavado previo (para I 

¡fines detergentes domésticos) utilizando agua dura sintétiU
i |
¡ea y en la  presencia de tripo lifos fa to  de sodio. La reae- I
i / / f
¡clon fue interrumpida por la  precipitación de la  caseina !
i i
¡intacta remanente utilizando una solución de ácido tr ic lo -
¡
roacético. SI precipitado fué eliminado y se determinó el 

cambio de densidad óptica, con relación a una muestra tes-!

¡ tigo en la  que no había tenido lugar proteólisis. El cam- 

!bio de densidad óptica, que era debido a la  presencia en 

¡la solución de fracciones de protéina con aminoácidos que

¡contienen un núcleo aromático, es una medida de la  a c tiv i-
I
i dad de enzima. Se dice que existe una actividad de protea
ijae 1000 UD por gramo cuando un mi de una solución al 2‘p 

de un preparado de enzima muestra un cambio de densidad óp­

tica de O,4C0, bajo las condiciones antes indicadas (solu­

ción ue caseína agua dura s. ntética, presencia de tr ip o li­

fosfato de sodio).

SI procedimiento detallado utilizado fue el s i­

guiente :

(1) Se preparáronlos siguientes re accionante o: 

Reaccionante 1.- Una solución de 130 g de OaCl2. 

6iíp0 en agua destilada para formar 3000 mi.

27 _
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6H2O en agua destilada para formar 3000 mi. ¡

Reaccionante 3»- Una solución de 53 g de ITalCO-, :
j

en agua destilada para formar 3000 mi. !
]

Reaccionante 4.- Un agua corriente dura s.intéti-j 

ca preparada desolando, en e l orden dado, con agitación cons­

tante, 100 ral de cada uno de los re acelerantes 1, 2 ,7 3 7 j
j

9700 mi de agua destilada. :i
Reaccionante 5o- Una solución de 36,34 g de tr is  

(h idron iuetil) aciinouetano disuelto en e l reaccio..-.ante 4 i
í

para formar 1C00 ml0 I

Reaccionante 6.- Se añaden 1000 de tripolifo&fa-j
j

to de sodio, lentamente y con agitación ecr. 

l it r o s  de agüe destilada. A continuación, ce añaden, en el: 

siguiente orden, 500 mi fie reaccionante 1, 500 mi de reac—j 

clonante 3, con agitación constanne. Después que fueren diU
i

sueltos los sólidos, e l pH de la  solución de fue ajustado \ 

a 8,5 utilizando !IC1 al 10;í. Se dejó sedimentar e l contení

do de la  solución y la solución fue filtrad a ta alienar

transparente. !
|

Reaccionante 7*- Una solución de 540 g de ácido j
i

tricloroacético en agua destilada ¿asta 3000 mi» 10 mi de

esta solución pueden ser neutralizados por 21,9 mi de l.aOIi

0,5 IT, utilizando fen.olfta3.eina en calidad de indicador.

Reaccionante C.- Una solución deSCC g de acetato

de sodio OítjO) en agua destilada hasta 3000 ni. la  densi-j
(

dad de esta solución era de 1,1 a 20^0.' j

Reaccionante 9.- Una solución de 900 ni de ácido 

acético con agua destilada para dar 3000 ni. 2 mi podían 

ser neutralizados por 20,75 mi de i.aOíI 0,5 !T utilizando

OO
¿ - U  -
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Heaccionante 10,- Una solución de 2,5 mi de 

Iweou 60 (una mésela compleja de po liox ietilen  éteres de 

esteres oleícos parciales mixtos de anhídridos de sorbi- 

tc l, también- conocida como poliox ietilen  (20)monoleato. de 

sorbitaño y como Polysórbate 80.El tween 80 es una marca 

comercial registrada de la  Atlas Powder Company, Yi'ilming- 

ton ÍQelav/are) en agua destilada hasta 50 ol, agitada aniel:
i

de utilizarse cada ves. j

j Reaccionante 11.- cíe mezcló lo  siguiente, en elj

! orúen dado, con anua destilada oara formar 1000 mis i| * )
! !
• 100 mi de cada uno de los reaccionantes 7, ú y <5

| ¡¿L del reaccionantes 10. |
I j  j  I
! Reaccionante 12.- El sustrato de caseína fue
I !! I

! preparado añadiendo 2,5 lit r o s  de reaccionante 4 con agí-!
í i

I tacion a 3-5,0 g de caseína. Acto seguido, la  mezcla fue j

agitada durante 10 minutes y se añadieron 300 mi de roac-j 

! cicnar-te 5 y la  mezcla fue apitado, durante otros 10 utiiiu- 

I tos. El recipiente con esta mésela iué agitado en un baño
j

| cíe agua a 7020 hasta ene la  temperatura de la  solución er& 

de 4020, temperatura a la  cual e l pH de la  solución filé 

ayustado a 8,5 utilizando ñaO±í 1,0 II. La solución fue en­

friada hasta la  temperatura ambiente y fue diluida hasta 

3,0 lit r o s  con reaccionante 4. Este reaccionante (reacciol 

nante 12) fue preparado recientemente cada día y el sus- j 

trato de caseína, que había de ser utilizado posteriormonf 

te en si curso del día, fué almacenado bago refrigeración 

hasta que se le  necesitaba.

(2) La muestra cíe enzima que había de ser anal i  

zana (sólido o solución) fué preparada disolviendo el

23•12.oü -  2g _
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solido o diluyendo la  solución en una cantidad de reaccio­

nante 6, siendo la  cantidad ta l que la  solución contenía ji
entre 20 y 30 TIO de proteasa cor al. SI pH de la  solución!iI
fue ajustado a o, 5 utilizando KaOII, 1,0 1. o H01 1,0 l .  Ss| 

ta solución fue preparada siempre en e l espacio de 2 horap

antes de la  utilización. la  solución de enzima, una canti-
i

dad del sustrato de caseína (reaccionante 12) y dos tubosj
i

para centrifugar fueron calentados a 4020 en un baño de j
i

agua a 402C ¿0,12C!. 1 ¡ni de solución o.e enzima fue in tro - ; 

ducido con pipeta en un tubo para centrífuga, se introdu-j 

jeron con pipeta 5 mi de solución cié sustrato en e l tubo ; 

en e l momento cero y los contenidos de los tubos futren ¡ 

mezclados agitando y fueron incubados exactamente durante 

40 minutos. Al fin a l de este período, 5 o l de reaccionan­

te 11 fueron introducidos con pipeta en el tubo y fueron 

mezclados por turbulencia. El tubo fue colocado en e l ba­

ño de agua durante otros 30 minutos para permitir la, coa­

gulación del precipitado y después fue centrifugado duran 

te 15 minutos.

(3) Se rea lizó  un ensayo de control para cada j 

solución de enzima analizada introduciendo con pipeta 5 j 

mi de reaccionante 11 en un tubo para centrífuga y añadien­

do 1 mi de solución de enzima y 5 mi del reaccionante 12 j 

al tubo para centrífuga, con turbulencia, después de que 

los 5 mi in ic ia les de reaccionante 11 hubieron llegado a 

402C. El tubo y su contenido para e l  ensayo de control 

fueron colocados en el baño de agua, durante 30 minutos y 

iespués fueron centrifugados durante 15 minutos,

(4 )  . las densidades ópticas de la  solución de 

enzima y de la  solución de control fueron determinadas en

-  30 -
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un espe ctrofotómetro de ultravioleta con relación a agua 

destilada a 275 mji, la  diferencia de densidad óptica 

(nuestra de ensayo nenes nuestra de control) era de

0,4-0, 6. Cuando la  diferencia de densidad óotiea era de malj
alado alta o demasiado baja, se repetía el ensayo a.justanl 

do correspondientemente la  dilución in ic ia l de la  solución 

de enzima.

(5) la  diferencia de densidad óntica era la  den-
|

sidad óptica de la ¡nuestra de ensayo menos la  de la  mués- j 

j tra de control. El número de Unidades D elít de actividad j

de proteasa en la  muestra se obtuvo comparando la  di i eren-}
j

uia de densidad óptica para la  muestra con una curva patrón 

de diferencia de densidad óptica en función oe la a c tiv i- ¡ 

da a ae probeasa. JjO, curva paoron se oottivo cada dxa reuli-j 

zando el ensayo, tal como se bosqueja anteriormente, so- j 

bre 4 a 6 muestras preparadas a partir del preparado de 

enzima original ¿laxatase (marca comercial registrada). El 

fabricante declaró que e l preparado de enzima original 

tenía una actividad de proteasa de 300.000 unidades Iielf'1 

por gramo. Se prepararon soluciones con diferentes diluciq 

nes a partir de una cantidad pesada del preparado de en­

zima original y después fueron analizadas para obtener la  

curva patrón.

400 mi de la  solución de enzima fueron colocados 

en la  cuba de una Cuba de U ltraflibración Exaílo (marca 

comercial registrada) modelo 400, fabricada por la  Amicon 

Corp. de lexington, íiiasaacliusetts. Esta solución de al i  me n 

taoión poseía un color ámbar claro, tenía un píl de 7, 7, 

tenía un contenido total de sólidos de 9,15 mg/ml, inostra- 

'ba una actividad de proteasa de 2400 unidades Delft/ml, y

-  31 -
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una concentración de material inorgánico disuelto o.e j,  i4 

mg/rnl.

La Celda de ü ltra filtrac ión  modelo 400 fu i uti­

lizada para evaluar las características de une. Membrana 

de ü ltra filtración  L ia flo  XM-50, producida también por' la  

Aaicon Corporation. La cuba, propiamente dicfaa, consiste 

en un tubo cilindrico hueco, montado con su eje vertical, 

en cuya parte superior se f i j ó  ufas tapa de cierre qus.lie j  

vaba una válvula de reducción de presión y una conexión 

con un manantial o recipiente de puesta a presión. El fon 

do del tubo cilindrico estaba cerrado por la  membrana en

ensayo, que estaba soportada sobre una placa de soporte ¡
!

porosa. El soporte poroso, a su ves, estaba soportado so-j 

bre un conjunto de fondo, que consistía en una cubeta col|e 

tora para los fluidos que pasaban a través de las nombra-j 

ñas, y que también llevaba un o r ific io  de salida. La pre-J 

sión fué creada poniendo a presión la  cuba utilizando m-J 

trógeno aplicado a través del dispositivo conectado con 

la  tapa de cierre de la  cuba. El líquido que estaba conte­

nido en la  cuba de ü ltra filtrac ión  (e l cilindro faueco) y 

que estaba en contacto con la  membrana, fué mezclado por 

un dispositivo de agitación magnética que era parte de la  

cuba de ü ltra filtración . El líquido difundido fué elimina! 

do continuamente, a la  presión ambiente, a través del ori 

f ic io  de salida conectado con la  cubeta colectora que sopefa 

taba la  membrana en e l fondo del cilindro de extremos 

abiertos (cuba). El concentrado o líquido retenido fué de 

cantado de la  cuba al fin a l del experimento. 'Todas las pus 

tes metálicas internas ue la  cuba están recubiertas con 

Teflon (marca comercial registrada) y la  cámara de la  eub;

23d12.68 -  32 -
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cilindrica estaba fabricada cíe un plástico de policarbona- 

to. SI diámetro de la  membrana circular encuesta a la  so 

lución de enzima era de 75 mm.

La cuba de u ltra filtración  fue lie olía funcionar
o ,

bajo una presión de 3, 5 1¡&/cmó* manómetricos a una tempera­

tura de 30 a 33,220 durante 250 minutos. Se obtuvo una so 

Ilición difundida, do color amarillo dorado, por un total 

de 353 mi. SI producto difundido manifestó un pil de 7, 6, 

una concentración total de sólidos de 7,05 mg/ml, y una 

actividad de proteasa de 300 unidades Lelít/ml. SI concen­

trado o solución retenida tonalisó 25 mi, manifestó un píí 

de 7,4, una concentración tonal de solidos ae 38,6 mg/ml, 

y una actividad de proteasa ce 23.800 unidades Lelx'o. 

(U.D)/ml, El concentrado era de color pardo oscuro y con­

tenía algo de material sólid ¡ v is ib le . El contenido total 

de sólidos del concentrado so determino que era 33>- ue ma­

te r ia l inorgánico. La cuba fue lavada, y los 25 ral de agua 

de lavado, de color amarillo claro, con pil 7,6, contenían 

1>75 mg/rnl de tota l de sólidos y tenían una actividad de 

proteasa de 400 U.D/ml. El resto de material de enzimas 

alrededor de la  cuba de u ltra filtración  era de 74,

La utilidad del procedimiento de osmosis invers 

fue mostrada por e l heclio de que el material retenido con­

tenía 595„000 U,D. ó 62,0)8 de la  enzima alimentada en solé 

mente 5,25)8 del volumen de líquido alimentado. La aptitud 

de la  membrana de osmosis inversa para purificar la  enzims 

está mostrada por e l lieelio de que los solidos contenióos 

en e l material retenido manifestaron una actividad total 

de proteasa de 615.000 U.D. por gramo, comparado con la  ac­

tividad tota l de proteasa del preparado de enzima original

-  33 -
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(mostrado por @1 análisis fie la. solución, de alimentación) 

de 262.000 U.D/g. Además, la  cantidad de material iuorgá-j

nico asociado con la  ensarna se calculo que era de 1,31 a/ ¡
¡

millón de ü.B. en la  solución de enzima de alimentación i 

original mientras oue el material inorgánico asociado eonj 

el material en el producto retenido se calculo que era so-
i

lamente de 0,54 g/millon de 0.3. •

El fabricante declaraba que la  membrana Xk-»50 |

retenía solutos con un peso molecular superior a 50.0CG. j

Se logra una purificación comparable a una presión de aj.i4

! mentación de 2, 10 kg/cmi 2 manómetrieos, empleando la  misma i

i enzima de 3. su b tilis . saltes cargada. i
' , !

S.ieaplo Y.-  La cuba de u ltra filtracion  modelo j

400 fue cargada con 300 mi del producto ciixundido del EjGí|-
I 1

| -qI o IV y se siguió a continuación e l procedimiento del j

i eiemolo IV. La membrana utilizada era una de tipo U.I.1.-1 I¡ “ - !
jfabricada por la  Amicon Corporation. Se u tilizó  e l mismo ¡

! diámetro de membrana ciue en e l Ejemplo 17. El fabricante ji “ !
declaraba que la  membrana tipo Uk-1 retiene solutos con ¡

, i
pesos moleculares superiores a 10.000. La solución cié a-i-i-j 

mentación tenía un pii de 7,c» tema un contenido ooual ne j 

sólidos de 7,05 mg/ml, y tenía una actividad de proteasa | 

de 300 Unidades Delft/ml. |

La cuba de u ltra filtracion  fue lieclia funcionar, 

bajo una presión de 6,58 a 7 kg'/ern̂  manóme tr i  eos, a una 

temperatura de 27, CSC a 29,020, durante 103 minutos. Se ob­

tuve una solución difundida, de color amarillo pálido, qu 

totalizaba 272 mi. El producto difundido manifestó un pii 

de 7,0, y una actividad de proteasa menor de 25 Unidades 

Belít/ml. El concentrado o solución retenida tota lizó  24 ¡qi,

23o 120 68 -  34 -
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manifestó una concentración 

y una actividad, de proteasa

total de sólidos de 33, 9 mgAf-, 

de 3500 Unidades Uelft (UI¡)/ml.

El concentrado era de color ambar claro. . 

de sólidos del concentrado se determino o 

de material inorgánico, na cuba fue lavad

;i contenido total 

s contenía 34/- ¡
j

y los 25 mi de |

agua de lavado incolora, de 

vidad de proteasa menor de 

de enzima alrededor cíe la  c

pH 7, 2, manifestaron una a c t ii
(

25 Ü.S./ml. El resto de material 

uoa no n ltra ril orecion eiu as i

93,1>jc I
i

j El material retenido contenía 84.000 CD en to- !

j ta i, lo  cual representa 93, i/- de la  actividad cíe la so±u-:
] j

ción alimentada orig inalm ente a l a  cuba. Esta actividad ¡ 

de enzima en el producto retenido estaba con.eruda <?u uu 

volumen que representaba solamente 3,07. del volumen Irru i­

do in ic ia l alimentado a la  cuba. Eos solidos contenidos en 

el producto retenido manifestaron una actividad de protea­

sa tota l de 103.000 U33 por gramo, comparado con la  ac í í V-l— 

dad de proteasa total en la  solución de alimentación de 

44,000 UD por gramo. Se logra una purificación comparable 

con este equipo y procedimiento, empleando la  solución 

impura de E. parasítica cargada en e l Ejemplo I, con pre-- 

siones de alimentación de 2,1 a 7 kg/cm .

Ejemplo V I.-  La cuba de u ltra filtración  modelo 

400 utilizado en e l Ejemplo IV íue cargada con 200 ail de

una solución de 3,0 g de laxatase (marca comercial leg is— 

trada) en 300 mi de agua, la  Iiaxatase m il izada ers. el 

mismo preparado de enzima descrito en e l ejemplo IV y con­

tenía 34, 3?í de material inorgánico, imites de cargar en la

cuba, la  solución fue filtrad a  a través 

de filtra c ión  de tierra  de diatomeas (3

de un auxiliar 

uper-Cel). A conti-

-  35 -
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nutación se siguieron los procedimientos del Ejemplo I/.
¡

la  membrana utilizada era una de tipo UII-2 fabricado por j 

la  ¿saicon Corporation. Se u tilizó  elmismo diámetro de rnstn~

| braua que en e l Ejemplo IY. 31 fabricante declara que la  j 

membrana tipo üi.í-2 retiene solutos con pesos moleculares !
~  i

superiores a 1000, La solución de alimentación de odor j
i

ámbar claro, tenía un pE de 7, 9, tenía un contenido tota l ¡ 
i i
| de sólidos de 8,92 mg/ml y tenía una actividad de pretensa

! de 2500 unidades Delft/tnl.'1 i
! !
■ la  cuba de u ltr a filtrac ión  fue he olía funcionar, |
! o , \
J bajo una presión de 6,79 a 6,06 kg/cirr manómetrieos, a una

i temperatura de 29, 620 a 30. 2^0, durante 129 minutos. --Se i
| " ' |
l obtuvo una solución difundida incolora, que tota lizo  150 !i  .  . ¡
I ni. 31 nroduoto d if uncido manifestó un pE de 6,9 y a o- !! ~ 1
|tividad de protcasa menor de 25 Unidades Delft/ml. El con-

! centrado o solución re ten id a  tota lizó  47,5 mi, manifestó ¡
I |
una concentración total de sólidos de 25,2 mg/ml, y una. ac-

tivxciao. cu -oro te ue 11.700 unidades D elft (UD)/ml. Si

concentrado, que manifestó un pH de 5, 0, era de color 

pardo oscuro y se podía ver en é l algo de material sólido, 

i El contenido tota l de sólidos del concentrado se determi­

nó o lie contenía 35á de material inorgánico, la  cuba fue 

lavada y los 25 mi de agua de lavado incolora, de pH 7,1, 

manifestaron una actividad de proteasa menor de 25 UD/ol. 

31 resto de material de enzima alrededor de la  cuba de al 

trafilir-ación era de 111,0^.

El material retenido contenía 555.000 UD ó 11,0, 

de la  enzima cargada en la  cuba en solamente 23, 7c.. del vo­

lumen de líquido alimentado. El material retenido manifes­

tó una actividad total de proteasa de 463.0C0 UD de enzi­

ma original (yor análisis de la  alimentación) de 280.GOG

-  36 -
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üD ■ñor ''•rano. La cantidad os ¡.a'iGrid morjarico a-jocimo:
* |

con la  Guaina su la  coincidí de alimentación crin,anal ¡

calculó cae era de 1,31 g/nillou de üD, mientras c_uo el ma­

ter ia l inorgánico asociado con el material en el producto; 

retenido se c.. ale ni ó cj.ue ora de 0,75 1 por millón de üD„ > 

Ejemplo V i l .-  La Cuba de t i  tra i'iltr  ación modelo i 

400, utilisada en e l Bjcnplo IV. fue car-jada con npO ¡1 ucj 

una solución de enzima preparada de una manera susfca.*c*al-!- 

mente idéntica a la  utilisada para preparar la  s ciucion j
r  f  -  ■ , . '  I

in ic ia l del Ejemplo VI. La solución iue n itrada vamuion j 

de la  manera utilizada con la  sdación in ic ia l para e  ̂ ]j
ejemplo VI. La membrana utilizada era una en .rana de ace-

tato de celulosa 2ipo nl?-1t suaiidstrada -or necanina-.lOt-

Systens, Jnc, de Sscor-uido, Jal i l  oruis,. So UuÍ j.i ¿iC n  tiiw*|
¡

no diámetro de membrana olio se u tilizo  en ex Siempre av. j 

A continuación se sipuicron los pi-occdii.u.e..í>on j 

del Ejemplo IV» La solución de alimentación <,<suia un pL de 

7,7, tenía un contenido total de solidos ce o, 9c. j

tenía una actividad de proteasa ce 2350 Luida des Dcix o/mi.

La cuba de uLtrafiltracióu fuá India funcionar, 

bajo una presión de 6,65 a 6,36 1:3/cm2 manóme-úricos a una 

temperatura de 29,5SC a 33, 8-0, durante 29 moras, be obuu- 

vo una solución difundida cuc totalizaba 1*6 mi. ni prome­

to difundido manifestó un píi de 6,6 y una ac liviciad ue pie 

teasa de 25 Unidades Delft/ml. El concentrado o solución 

retenida tota lizó 107 mi, manifestó, una concentración to­

tal de sólidos cíe 17,64 my/ml, y una actividad de pro usas 

de 5300 Unidades L e lít  (UD)/ul. SI concentrado matines t,c 

un pll de 5,2. El contenido total de sólidos del concentra­

do se determinó cus contenía 65/» de material inorgánico.
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I la  cuba fus lavada y los 24,5 ai de agua cíe lavado, de piij

! 6,4- ciaro fe ataron mía actividad de proteasa de 160 IiD/í.1. ¡
! !
| SI resto de material de ensioia alrededor de la  cuba cié ui~
i ;

j traífiltración. e a de 97 * 07».
j }
i si. material retenido contenía 567.000 UD ó 96,09

de la eii-situa cardada en la  cuna en 42,8/» del volumen do Ix-
i

'■'ivido alimentado. 31 material retenido manifestó una acti~
t i

I vid:-*a cíe nroteasa tota l cíe 303.000 UD por g, comparado |
í i
' con la  actividad de proteasa total de la  solución de .ensi-j-
¡ ‘ ■  ̂ 1.
i ma original (por análisis cíe la  alimentación) de 263.000 j
[ |
iüD por g. 31 material inorgánico asociado con el material i 
i - j
I en e l producto retenido se calculó que era de 2,18 g por |
* t

| millón de ÜD. |

| Ejemplo V I I I . -  Como en el Ejemplo I ,  se prcau-j

i io un caldo de cultivo ene contenía enzima proteo lítica  ! ** " ;
! coa guiadora ele la  le ene por fermentación de 3. parasítica !¿ i
I de acuerdo con la  patente USA 3.275.453. Después de ix l -  j

tmeión, 420 litro s  de este caldo de cultivo fueron recir-j-
2

ciliados, a una presión de entrada de 24,5 a 25,2 hg/ca , I

en la  unidad de osmosis inversa de Havens descrita en e l j 

Ejemplo I, y empleando la  membrana de acetato fie celulosa

lo . Esta ves, sin embargo, so emplearon so­de osle ejemyj

lamente dos módulos de 7 tubos cada uno en serie, para 

¡proporcionar un área de superficie de membrana de aprcri-j

malamente 1,2 m". El caldo de cultivo de alimentación t e - ;
|

nía una potencia de 2100 unidades de coagulación de la  j 

leclie por al y contenía 2,32 g de tota l de solidos 'por tal, 

ec¡ trivalentes a una potencia de sólidos de 90.800 unidades 

de coagulación de leche por gramo. Después fie 30 horas, se 

recocieron 13 litro s  de flu ido retenido, quetenían una
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íJ ye goLflC-i-O. o en con­

24, 5 l\;Jcia ~. ni

de 17 i  i  éros,

eutración total

a 510.G00 ncl/g

actividad en el

¡ potencia de 60.270 u.c.l/ml y una concentración total de i 
sólidos üe 15,61 g/lCC al, equivalentes a 3o6.100 uel/g y¡ 

que representa una recuperación de 88, de la  actividad j 
introducida.

i

i El primer concentrado í'uó diluido cíe nuevo con

| agua, hasta 98 litro s  y rué sometido a cu
I / / . .| tración en la  unidad de osmosis inversa

i producto retenido fin a l tenía un volúmei
!
i una potencia de 43.705 ucl/rnl, y una coi
i f ,
de solidos de 8,56 g/100 ul, equivalente

y una recuperación global de 84, 5> de la  actividad en el
i

caldo de cultivo filtrad o  original. ‘

El concentrado de dos pasadas fue filtrado en 

f i l t r o  Sparhler y la  torta fue lavada con agua, paro ren­

dir un concentrado fin a l que contenía 37*367 ud/al y 6,08 

g/100 mi total de sólidos, equivalentes a 542.000 uci/g.

Una porción de este concentrado fue secada por 

pulverización para formar un polvo libremente fluyente, 

no higroscópico de color tostado, en un secador por Pulve­

rización de Laboratorio Bov/en que tenía una camera de se­

cado de 750 im de diámetro y 750 mra de altura., con atomi­

zación por un disco giratorio (a 40.00 rpm), con un cauda, 

medio de 70 mi por minuto y una temperatura del aire de en­

trada de 160SC. Una alimentación de 1416 mi de concentra­

do líquido rindió 86 g de polvo seco que tenia una ponencia 

de 425.000 ucl/g, correspondiente a- una recuperación de 

actividad 78, 4/* con relación a la  etapa de secado, casa­

do en la  potencia de sólidos.

Un segundo caldo de cultivo de fermentación de 

E. parasítica fue filtrado , evaporado, bajo vacio a 25-35fC
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V fus filtrad o  en f i l t r o  SoarlfLer para rendir un concentré.- 

do cae contenía 14.800 ucl/ml y 0,2958 g/ml de total de ! 

sólidos, ous correspondía a 50.000 ucl por gramo. La re cu­

nera cien de actividad con relación a la  etapa de conoen- j
j

tración. fuá ae 83, 5i. 2res porciones de 1 litro- de este ]
i

concentr-do son secadas para formar polvos higroscópicos ¡

I de color amarillo pálido en s i Secador por Pulverización | 

j Eowen anterior, con los siguientes resultados! ■

10 Experimento Experimento Experimentó
1 2 3

i’empera.tura de en­
trada, 20 163 177 131

Peso del producto, g 101 131 136

Análisis del produc 
to, ucl/'g 5970 4870 912

Aendimicnto, >, ba­
sado en potencia de 
sólidos. 11,9 3,7 11,8

20

25

30

24.12,^8

E;ienrolo I I . - Una solución acuosa de la  enzima 

proteo lítica  producida por B. subtilis con un análisis de 

j 15600 Unidades D elft por ni ta l como se describe en e l j 

| Ejemplo IV, 31,94 mg/ml de tota l de sólidos y 9,86 mg/nl 

|de cenizas sulfatadas, fue dividida en tres porciones: ¡

! La porción A fue evaporada a aproximadamente una

; quinta parte del volumen a 25-30ñC bajo vacío, para rendir 

un concentrado cue tenía una potencia de 80.000 Unidades j
f

Delft por mi y cue con.enía 157,11 rng/ r.l de total de só­

lidos.

La porción B fue concentrada aproximadamente 10 

veces ñor osmosis inversa ta l como se desorioe en e l ej-i..-
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pío I, empleando la membrana y el aparado te este cjenploj 

i y haciendo circular a aproximadamente 17,5 lz¡:/ox¡t, para j 

rendir un concentrado cía; tenía ana potencia de 53,74C uni­

dades D slít por n£L y que contenía 87, 37 mgy'ni de total ! 

de sólidos. |

La porción 0 representa parre del concentrado dé 

la  porción B, diluida a la  ¡litad de la  concentracicn’ con i
j

agua y concentrada de nuevo en la  unidad de osmosis ir -  j
!

versa cono anteriormente, para rendir un concentrado cu© ¡ 

tenía una potencia de 163.700 Unidades lo l i 't  por mi y o u o j  
contenía 33,51 mg/ml cié total de sólidos. i

Porciones de 1 d:'tro de cada ano do estes ores

concentrados fueron secadas CLl  V  c i ‘2. énObCñ. 011 t l ^ 1 j_ C jT ..c . r  ¡

polvos con color desde amrilio claro a testado claro en 

el Secador por Pulverización de laboratorio donen descri­

to en e l Ejemplo procedente, con un caudal medio do 50 tal 

por minuto y un caudal de aire de 6,3 por minuto (o r ií'i 

cios cerrados) con los siguientes resultados.
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Producto secado

Sxperir-
mento

Alitaen
taeión

Tempera 
tura de 
secado de 
entrada, 
20.

peso, g f<> de vo 
1a tiles

HD/mg $8 de ! ren 
diaiénto 
(b) |

1 A' 149&C -  (a ) - -
i
ti

2 A 163£C - (a) - - I
" i

. 3 A 1772G 10 - 6 -;■ 1 j 2

4 13 146^0 81 16,00 925 102,; 2
i

5 B 16220 85 13,27 760 Si j 5
1

6 B 1722C 80 12,64 360 33Í4
!

7 C 149,5SC 91 8,81 1480- ■ 92; 5 
j

8 C 16220 90 6,84 1473 90 í 2

3 C 17820 83 7,15 1419 37)3

í

15

20

n  r-

30

I (a) Ko iiay sólidos recuperables en los experimentos 1 y 2; 

i (b) Calculado cono la  proporción de la  potencia de so lí-  ¡ 

í dos del producto (cor-resido en cuanto a compuestos j 

vo lá tiles ) a la  potencia de sólidos de la  alimentado^ 

oor e;:e--.lo nara e l experimento 5. j

f. 100 87, 37760 x  — ——------z c  X 100 — o l , ^  j
100-13,27 93,740 j

Ejemplo X.-Sste experimento se condujo con e l | 

sistema de osmosis inversa suministrado por American r̂o.u-|- 

dard liic. de ITev/ Brunsv/icA, llueva Jersey, Consistía en aojj 

módulos 11.1-5-14, provistos cada uno con 14 tubos de resin f
I

enoxídica reforsados con fib ra  de vidrio .-e una longitud 

de aproximadamente 1,5 m y un diámetro in terior de 13 : -  

revestidos con un tota l de aproximadamente 1,64 m ae mem­

brana do acetato cíe celuiosu, carao uGiirc.ua por

2 4 . 1 2 » 68 -  42 -
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de reclaso ele sal ele 2 a 3>. Bste es un sistema de una úni 
¡ i
| ca jasada sin recircuíación. Se introdujo enzima proteo líf

tiCG de 3, subtilis acuosa como en el Ejemplo IX a 70 

ng/cnir ,r ge nevaron a cabo tres pasadas adicionales a la  

misma presión, siendo la  carga para cada una de'las ú lt i­

mas pasadas el -producto retenido o concentrado proceden­

te cié la  casada inmediatamente precedente. Los resultados 

fueron los siguientes:

rotenona I1 o ta l de só~ Cenizas sulfatadas, Azúcares 
liaos £ en / / peso/volumen reductores 
peso(volumen/ / en pe$o/

volume:

Pa s ada 1 A l i  me rita c i  ón
j

14.800 4, 89 1,27 0.756

Difundido 0 1,72 0,58 0,356

Concentrado
1

28.200 7, 63 1,57 1,10

Pasada I I Difundido 200 3,12 1,00 0,53

Concentrado 49,OCO 11,34 2,25 1, 64

Pasada I I I ])if Lildido 0 3,10 1,24 0,62

Concentrado 69.000 1o, 5 2,77 2,07

Pasada IV Difindido 900 3, 84 1,17 0,77

Concentrado 9S.C00 20,3 2,80 2,5

La pureza fue aumentada de esta manera desde

24,12.66

ja 463 TJD/ng, con pérdida despreciable del producto difundí 

¡do. Se puede lograr por ejemplo una purificación comparable 

a caía presión de alimentación de 52,5 kg/cm2 así como con 

a alimentación de 3. parasítica del Ejemplo I .
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Esta solicitad que corresponde a la  

en loa Estados Unidos de America, e l S de noviembre ¿e 1.yo/ 

con e l 'número 680,755 y 21 de Octubre de 1.558 n-
i

se acoge a los beneficios del articulo 51 ¿el vigente liste!-
s
¡

tuto sobre Propiedad. Industrial. I

REIVII .DICACIQUES

Los puntos de invención propir nueva oue se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de'Ponen­

te de Invención en España, por YEIHIE Años, son los s i­

guientes:

1. -  Un procedimiento para purificar y concentras 

la  ensima de coagulación de la  leche, suavemente proteoli-j
I

tica, que es producida por Endo tilia parasítica, o la  ensi-j 

ma proteo lítica  que es producida por Bacillus subtilis, cá 

racterizado por exponer una solución de la  enzima contami­

nada a una cara de una membrana semipermeable, a través d< 

la  cual no pasarán cantidades sustanciales de la  enzima y 

a través de la  cual pasarán cantidades sustanciales de d i­

solvente, sales inorgánicas y compuestos orgánicos de cajo 

peso molecular, estando dicha solución de enzima bajo una 

presión suficiente para hacer que e l disolvente fluya des-j 

de la  solución a través de dicha membrana, con lo  cual la  ¡ 

enzima es retenida por la  membrana y no lo  son e l discive: 

te, las sales inorgánicas y los compuestos orgánicos.

2. -  El procedimiento según la  reivindicación 1, 

caracterizado por el hecho de que la  solución de Gtj.air.ia e¡
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una solución acuosa y la  membrana semipermeable consiste |
j

esencialmente en acétalo de celulosa.

3.  - isj. procedimiento según las reivindica cienos 

1 ó 2, caracterizado por e l he olio de gue la  enzima es la  

enzima pro te o lí tica producida por Badilas subtilis y la  

presión es de 7 a 52,5 Irg/cm1-.

4. - SI procedimiento según las reivindicaciones

1 ó 2, caracterizado por e l lecho de olio 3.a solución de oíi- 

I cima es una solución acuosa y la  membrana semipermeable es
i . . .  i

una membrana perneada al agua de alto llego con oajas prc- 

j piedades de retención de cloruro sódico.

! 5,- Un procedimiento según la  reivindicación 1,
i r i
| caracterizado ñor exponer una solución acuosa de la  enzarâ i
! * i
I ccaguladora de la  leche que es producida por Endothra par$- 

¡ s itica , bajo una presión de 2,1 a 70 lcg/crn2, a una aenibra-

: na se¡ai'oermeable aise consiste esencialniente en acetato dej
i ¡
! celulosaj a través de la  cual no pasará la  enzima y pasa-j

rán agua, sales inorgánicas y compuestos orgánicos de ba~j
, |

jo paso molecular, con lo cual, el agua las sales xnorga-¡ 

nicas y los compuestos orgánicos de bajo peso molecular j 

scij dejados ¡.asar a través de la  membrana semipermeable ¡ 

y no es dejada pasar la  enzima.

6.-  El orccedimiento según la  reivindicación 5,

cauneterizado por el b e o.:.o d e L.e la I re s ion e s  de 7  a j

5 2 } 5 hg/cm2.
ij
I

7 . - El pro eediixlerto £ egún *] <-, rJ- CA kJ reivindica cione a

5  5 d, caracterizado p or o i he e l .c de Ci US es realizado a un

te n p ero 'j m'â  cl i—, ■ i. 'G í iu j.iis. sntr3 lo que e s j us tament e cayor

o ue o i  p unto c e oo r  ;elac: . e n de I a so3 ación y la temparatur

j u n ó a.'.x-¿.te ini oír* g. o í ' a ayz o ll a a la  ci.al tiene lugar legrad

24.12.6C 45 -
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tfcfiÉg
ción térmica sustancial de la  enzima. •

8. -  Un procedimiento según la  reivindicación 1, j 

para purificar y concentrar la  enzima proteo lítica  que e s ; 

producida por e l Bacillus subtilis, caracterizada por enpo­

ner una solución acuosa de la  enzima contaminada, bajo una 

presión de 2, 1 a 70 líg/om*", a una membrana semipermeable j 

del tipo complejo de p o lie lec tro lito  que contiene grupos a-r 

nionicos de poliestireno sulfcnato y grupos cationicos d e• 

polivin ilbenciltrim et.il amonio, a través de la  cual no pa­

sará la  enzima y pasarán agua, sales inorgánicas y compues­

tos orgánicos de bajo poso molecular, con lo  cual, e l agua.,!
i

las sales inorgánicas y los compuestos orgánicos de bajo ! 

peso molecular son dejados pasar a travos de la  membrana j 

semipermeable y no lo  os la  enzima. j

9. -  El procedimiento según la  reivindicación o, ¡

caracterizado por e l hedió de que la  presión es de 7 a j 

52,5 líg/em2. j

10. -  Un procedimiento según una cualquiera de lija 

reivindicaciones precedentes, caracterizado por el hecho S 

de que la  solución de enzima concentrada retenida por dicía 

membrana, es secada per pulverización, a elevada temper-atu-j 

ra.

11. -  Un procedimiento para purificar y ccncsutr

la  enzima de coagulación de la  leche. j

Sal y como se lia descrito en la  memoria que ante­

cede, representado en los dibujos que se acompañan y para 

los fines que se han especificado.
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