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g Este invento se refiere a un método para pre-

parar proteinas a partir de mabteriales proteinicos. Mis

especificemente, este invento se refiere a un método mejo
%rado de extraer proteina a partir de dicho materisl pro-

5 gteinico. Todavia mis especificamente, este invento se me-
%fiere a un procedimiento enzimatico para extraer proveina

%desde materia}es proteinicos., Todavia adicionalmente, os-

ite invento se reflere a composiciones utillzables para
%ello.
10 % Proteins con buens calidad nutritiva se en~
;cuentra en pequeila cantidad en muchas zonss del mundo.
%Asi, se efectlan esfuerzos continu;mente crecientes para

¢
. encontrar nuevos manantiales de dicha proteina y, al mis-.

§mo tiempo, medios més eficaces para extraer y hacer dispo
15 nible dicha proteina.

Los materiales proteinicos constituyen manan-
tiales de proteina. Més particularmente, para los fines
de esta solicitud, el término "nateriales protefnicos"
gignifica cualquier sustancla animal o vegetal que com-
20 prende proteinas susceptibles de ser extrafidas. Ti{pica-
mente, esto incluird sustancias tales como, por ejemplo,
habas de soja, judfas, alfelfa, arroz, trigo, maiz, guisan
tes, coco, cacahuetes, linaza, semilla de algoddn, semi-
1lla de colza, derivados de pescado y similares. Todos es-
25 itos materiales constituyen manantiales apropiados de pro-
‘teina, que puede ser utilizada en calidad de alimento o
de suplementos pars alimentos, tanto para seres humenos cg
mo para animales., Ademas, dicha proteina es también un cons
tituyente importante en muchas eplicaciones industriales.

30 Por ejemplo, la proteina se emplea regularmente en adhesi
3.3.69.
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vos, recubrimientos de papel, encolado de papel, pinturas,
plésticos, acabados de cuero y similares. Por lo tanto,
cualguier medio mediante ei cual la proteina de dichas sus
tancias pudiera ser aislada y hecha més facilmente dispo-
nible, constituiria un avance importante y significativo
en la técnica.

El presenté invento constituye precisamente
dicho avance. M&s particularmente, se crean shora nuevas
composiciones enzimaticas que exhiben sustancial activi-
dad de extraccidn de proteina, juntemente con un prucedi
miento rentable para utilizar dichas composiclones con
el fin de aumentar la cantidad de proteina disponible a
partir de dichos materiales proteinicos.

- Entre las diversas sustancias que contlenen
proteina antes citadas, las habas de s0ja son manantia-
les especlalmente deseables de proteina. Sin embargo,
tal como es comfin con la mayor parte de dichos materiales,
con el fin de hacer mas fitil la proteina de ellos, ésta
deberd ser separada de la porcién no protefnice de los
mismos. En habas de soja los constituyentes no proteini-
cos pueden constituir hasta 60% del peso total de la so-
Ja. No obstante, como las habas de soja pueden ser hechas
crecer con facilidad bajo condiciones de tlerra relativa-
mente malas y con rendimientos razonablemente altos, pro-
porcionan un manantiasl extremedamente valioso de material
proteinico, Consiguientemente, se han desarrollado nume-
rosos procedimientos comerciales para extraer proteina a
partir de la soja y derivados de soja. Por "derivados de
soja" se entlende cualquier composicidn, solucidn, emul-

sidn, composicidn de materis tanto con todo su contenido
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de grasa como desengrasada, y similares, que posee protel

na disponible en cualquier grado y en que dicha proteina

i se ha obtenido o derivado de la soja. Los residuos proce=-

; dentes de la preparacidn de leche de soja, polvo de soja,

i haring de soja, tdrtas de soja, escamas de soja, con todo

| su contenido de grasas o desengrasadas, o similares, son |
i

fderiVados de soja tipicos.

Tal como se ha indicado anteriormente, exis-
'ten nunerosos medios, comerciales y de otro tipo, para

| extraer proteina a partir de la soja y derivados de soja.
Sin embargo, en su mayor parte, estos procedimientos es-

tan limitados generalmente a obbtener rendimientos de solg

mente 40 a 60% de la protefna disponible. Correspondien-

temente, el presente invento crea un método con el cual

el rendimiento de proteina procedente de materiales pro- i
i telnicos, y especialmente de soja ¥ derivados de soja, pqé
de ser aumentado en 10 a 35% o mis. Por lo tanto, utili-
zando el presente inyehto, se obtienen con facilided ren-
dimientos de proteina de 95% o mayores.

Rendimientos de préteina aumentados de acuer-
do con este invento se obtienen poniendo en contacto un

material proteinico con una Extractasa A-2 en un nivel de

icon.centracicSn que es eficaz para extraer proteina desde
gdicho material.

i Por "Extractasa A-2" se entiende un preparado
de enzimas bacterianas capaz de efectuar un aumento de la
cantidad de proteina que serd separada desde un matéfial
proteinico. Dicho preparado de enzimas esta caracterizado
ademéds por ser: (a) soluble en agus; Cﬁ) no dializable;

¢) precipitado A'partir de una solucidén acuosa del mismo
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por la adicién de sulfato de amonio o de alcohol; (d) de-
rivado de un organismo bacteriano, y (e) capaz de extraer
uns mayor cantidad de protefna a partir de un material
proteinico, cuando se compara con la cantidad de proteina
que se obtendrfa bajo condiciones similares por una sola
extraceién scuosa.

Para los fines de esta solicitud, la acﬁivi;
dad de extraccién de proteina de una Extractasa A-2 s¢ ex
presars en unidades de Extractasa A-2. Una unidad de Ex-
| tractasa A-2 es el peso de preparado de enzima que liﬁe~
raré 1,0 g de protefns precipitada isoceléctricemente por
100 g de escamas de soja desengrasadas por encima de ;g
cantidad de protefns obtenida por una extraceidn acuosa
sin enzimas. Dicha determinacién de actividad de extrac-
cibén de proteina puede ser representada por la siguiente

férmula:

Peso en g de protefns  Peso en g de pro-

Unidades de procedente de uns ex- — teina procedente |de
Extfactasa traceidn con enzimas una extraccibén acduosa
A-2/8 =

Peso en g de preparado de
enzima empleado.

Usualmente, y preferiblemente, dichos prepara-
dos de enzima se derivan de cultivos de Bacillus, incluyed

do las diversas cepas y mutantes de é&stos. Algunos miem-

+

|

{bros tipicos del género Bacillusg incluyen por ejemplo:_3B.
gubtilis, B mycoldes, B. amyloliguifaciens, B. cereus

B. macerans, B. megaterium, B. sphaericus, B. circulans y
gimilares.
Un organismo particularmente preferible para

la produccidn de Extractasa A-2 es Bacillus subtilis. Es
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hecho crecer con facilidad y produce un preparado de enzi

ma que tiene un alto grado de activided de extraccidn de
%proteina. Ademds, numerosas cepas de este organismo estén
zficilmente disponibles para el plblico; es decir, pueden
obtenerse a partir de muchos depositarios de cultives re-

conocidos, unlversidades, y simlilares. B. subtilis, junta

mente con los otros organismos capaces de producir Extrac

tasa A~2, son hechos crecer generalmente en un lfquido su

prende un manantial de energfa utilizable, carbomo y ni-
trégeno asimilables. Desde luego, cualquiera de los facto
res de crecimiento y sasles minerales regularmente emplea-
dos o sus combinsciones, pueden ser incorporados también

|
|
|
!
|
en dichos medios de cultivo. f
|
i

T{picamente, dichos medios pueden incluir el

Celdo Nutriente Difco bien comocido, asi como mezclas que

contienen sacarosa, dextrosa, maltosa, fécula de maiz, ha
rina de soja, gelatina, carne, huesos; desperdicios de
pescado, sangre, fosfato monosbdico, fosfato manoambnico,
sulfato de magnesio, carbonato de calcio, melazas forti-
ficadas con nutrientes de alto contenido protefnico y si-

milares. Aunque la fécula de maiz y la harina de soja u

otros derivados de soja que contienen proteinss son cons-

tituyentes especialmente deseables de los medios de culti
; Vo, se pueden utilizar similarmente otras_nnmerosas sus-
tancias que contienep p;oteina, tales comg'por ejemplo hﬁ-
grina'de maiz,.harina de semilla de colza, guisantes y si-
E;m:i.leu:'es. Un medio sumergido liquido particularmente efi-
| caz comprenderd 0,5 a 6,0% de gelatina, 5 a 15% de fécula
' de maiz, 0,1 a 1,0% de fosfato monoamdnico y 0,2 a 0,6%
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{ 61 crecimiento del organlsmo dentro del margen de 4,5 a

de carbonato de calcio.

Un medio preferible comprenderd 2 a 4% de ge-
latina, 8 a 10% de fécula de maiz, 0,3 a 0,6% de fosfato
monoamdnico y 0,4 a 0,5% de carbonato de caleio,

Sales tales como fosfato monosddico, potasico
o aménico y similares son incorporadas usuaslmente en di-
chos medios de cultivo en la cantidad de 0,001 a 5%, ¥
preferiblemente de 0,1 a 2%, en pesoc del medio total. Es-
tas sales son ventajosas para evitar un aumento r&pido-de

pH durente el crecimiento del organismo. Este control de

pH aumenta en clertd grado la produccién ripida de un pre;
parado de enzima que tiene una actividad de extraccidn de!
proteina relativamente alta. Similarmente, la adicibn de i
carbohidratos evitard tambidn un aumento excesivo de pH
durante la prdduccién de enzimas. Los carbohidratos esta-
rén tipicamente en la forma de melazas,ralmid6n, almiddn
&cido o enzimiticemente modificado, dextrosa, sacarosa o
sus combinaciones.

Se puede permitir une libertad o amplitud sus
tancial con respecto al margen de pH del medio de cultivo
durante la produccidén de enzima. Sin embargo, se ha encon
trado que se obtendrin preparados de enzims que poseen ni
veles relativamente altos de actividad de extraccién de

proteina cuando el pH del cultivo se ha msntenido durente

8,5 y preferiblemente de 5,5 a 7,5,

Similarmente, rendimientos 6ptimos de Extrac-
tasa A-2 necesitan que el cultivo de crecimiento sea man-
tenido a una temperatura dentro del margen de 20 a 352C ¥

preferibleménte dentro del margen de 30 a 352C. Sin embar
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go, tal como se ha indicado anteriormente, se permiﬁirén
variaciones, pero el rendimiento y la actividad de enzi~- |
imas asl obtenidas pueden ser afectados desfavorablemente |
|0 deletéreamente.

La produccidn méxima de enzimas se obtenrdrd
dentro del espacio de 48 a 96 horas, dependiendo, desde
luego, de factores tales como los organismos particulares

que son hechos crecer, la concentracién total de sélidos

nutrientes, el pH, la temperatura, la ventilacidn o airea
icibn, la agitacidn, y similares. Sin embargo, bajo las
icondiciones preferidas aquf{ indicadas, el ciclo de craoci-
%miento puede ser reducido a 18 horas o incluso menos. El
Smantenimiento del organismo bajo las condiciones aqui des
gcritas durante perfodos de tiempo superiores a 96 horas
!no serd generalmente perjudicial. Sin embargo, casi siem-
%pre es econdmicamente preferible cosechar los preparados i
%de enzima tan pronto sea posible después de completarse

: el ciclo de produccidn. Cualquiera de las metodologias

que se encuentren dentro del conocimiento de los técnicos

en la mabteria puede utilizarse para determliner cuando es-
t&4 completo el ciclo de produccidn. Cuando se desea, la
actividad de extraccidn de protvelna del cultivo crudo pue~
de ser determinada en unidades de Exbtractasa A-2 a inter-
valos regulares por los medios anteriormente descritos.
! Ia cosecha de la enzima deberd realizerse cuando la acti-
vidad de extraccién de proteina ha alcanzado esencialmen-
te su maximo o un valor cercano.

En general, él crecimiento de los organismos
en cuestidn sobre un cultivo superficial necesitard esen-

cialmente las mismas condiciones de temperatura y pH indi

-8 -
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. los preparados de enzima aqul descritos pueden ser utili

cadas para cultivos sumergidos liquidos. Sin embargo, el
medio utilizado en un cultivo superficial diferird usual-

mente algo del de un cultivo sumergido lfquido. Por ejem-

plo, un medio preferido comprenderf escames de soja desen:
grasadas, fécula de maiz y agua. Desde luego, extractns
acuosos de este medio de cultivo superficial después del
crecimiento del organismo exhibiran actividad de extrac-
cién de proteina.

- Se dispone de numerosos procedimientos, y es-
tos pueden ser empleados con facilidad, para la concenlrsg
cién de los preparados de enzima a partir del cultiYO'gqg
do después de complebarse el ciclo de crecimiento. Tiﬁiqg
mente, dichos métodos de concentracién incluirén la elimii
nacidn de agua desde los culbtivos totales o cultivos cru-:
dos filtrados, por secado por pulverizacidn, concentra-
cibn en vacfo, liofilizacidn o secado sobre un vehfculo
inerte tal como lactosa, sales inorgénicas, tierra de
diatomeas, sus combinaciones y similares. Alternativamen-
te, los preparados de enzima en consideracidn pueden ser
precipitados con alcohol y sulfato aménico. Este Gltimo
procedimiento dara como resultado generalmente productos
que tienen un grado de pureza relativamente alto que pue-
de ser acentuado incluso mas realizando dicha precipita-

cidn bajo condiciones de refrigeracibén. A causa de que

zados en una gran'extensi6n en la produccidn de alimen-
tos o materiales de tipo alimenticio, esta purificacién
aumentada serd algo mis deseable. Desde luego, la separa-
cién de los preparados de enzima desde el cultivo crudo no

es absolutamente necesaria, ya que estos pueden ser emplez

-9 -
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dos eficazmente en esta forma. La separacién y el grado

de purificacibn dependerén en un alto grado de la utbili-

{

Ezaci6n para la que se han de splicar los preparados de en;
ézima.

? Las composiciones que comprenden Extractusa
%A—a se preparan ususlmente combinando dichos preparados
|

de enzima con vehiculos inertes o sustanclalmente inertes

T

gPor "vehficulo" se entiende cualquier sustancia o combine-
Eci6n de sustancias que pueda utilizarse para disolver, di
éluir, suministrar, digeminar o difundir el preparado de

enzima sin perjudicar sustanciaslmente su eficacia. La can

;tidad de preparado de enzima combinado con un vehiculo en!
;cualquier composicidn variarid con la concentracién desea~%
%da de actividad de extraccidn de proteins. Generalmente,

; dichas composiciones comprenderéin Extractasa A-2 en el
' margen de 1 a 99%, y preferiblemente de 5 a 25%, en peso |
de la composicidn total.

‘ Une composicién tipica de acuerdo con este in
vento seré preparada precipitando Extractasa A-2 con al-
cohol a parbir de un cultivo crudo obtenido tal como se

describe anteriormente. Este precipitado, es decir la

Extractasa A-2, es incorporado a continuacidn en lactosa
para constituir 410% del peso total de dicha composicidn.

Esta composicidén enzimdtica es ubtilizada después con fa-

cilided para extraer proteina desde materiales proteini-

cos, tales como, por ejemplo, escamas de soja desengrasa-

das.
Tal como se ha indicado anteriormente, el pro
cedimiento de este invento comprende poner en contacto un

material proteinico con Extractasa A-2 en una cantidad

- 10 -
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que es eficaz pars extraer desde ella la proteina. De for
ma general y preferible, este procedimiento se llevard a
cabo en una solucidn acuosa. La cantidad de agua utiliza-
da en dicha solucidn veriard, desde luego, con los subs-
tratos que han de ser tratados, es decir con el material
proteinico. En la mayor parte de los casos, se empleard
una cantidad minima de agua, es decir solamente la canti-

dad que sea suficiente para solubilizar completamente to-

da la proteina de la sustancia que ha de ser tratada.

Usualmente, esta variaré, sobre una base en peso, desde

5 a 30 partes de agua por 4 parte de material proteinico.
Una proporcidén preferible de agua a material proteinico

gserd de 10 a 1, respectivamente,

" La cantidad de Extractasa A-2 empleada en el

procedimiento de este invento variard, desde luego, no

solamente con su actividad de extraceién de proteina de

esta, sino también con el material protefnico que ha de

ser tratado, ademfs de las condiciones de tratamiento re-

lacionadas. Se ha enconbtrado gue por cada gramo de mate-

rial proteinico, se utilizarén aproximadsmente 0,01 a

300, y preferiblemente 0,1 a 50, unidades de Extractasa

A-2 de preparado de enzima, para extraer la prote{nas des-

de aguel, Sin embargo, dependiendo de las diversas condi=-
% ciones de tratamiento, etc. puede ser posible ubilizar mel
§ nos de 0,01 unidedes Extractass A-2 de preparado de enzi-
i ma por gramo de material proteinico. Similarmente, en al-
gunos casos, puede requerir més de 300 unidades Extracta-
sa A-2 para extraer la proteina deseada. La determinacidn
de la cantldad exacta de Extractasa A-2 requerida bajo

cualesquiera condiciones dadas se encuentra, desde luego,
i
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dentro de los conocimientos de un técnico en la maberia.

| En general, el procedimiento en cuestidn se

1

illeva a cabo a un pH dentro del margen de aproximadamente
4,8 a 8,8, y preferiblemente dentro del margen de aproxi-
imadamente 6,5 & 7,5. Dependiendo del material proteinico

§que esta siendo tratado y de hechos similares, se pueden
|
i

itener el pH. Tipicemente, estas incluirén sulfato de amo-

incorporar en &l diversas sustancias para ajustar y man=-

|
:nio, hidréxido de smonio, hidréxido de sodio, carbonato

%de sodio, &cido clorhfdrico, Acido sulfiérico, Acido scéti

‘eo, 8cido ldctico, &cido adfpico y similares., También es

;muy deseable mantener la solucidn acuosa de materiasl pro-
gteinico mientras estd en contacto con el preparado de en~|
?ima g una temperatura dentro del margen de aproximadamen-:
%te 20 a 602C y preferiblemente de sproximadamente 30 a

24090. Usualmente, el procedimiento de extraccién avanzard
!més répidamente a las temperaturas superiores y bajo sua-
ve aglbecidn. Sin embargo, el tiempo necesario para cual-
quier extraccidén de protelna particular por medio del pro
' cedimiento aqui descrito variari, desde luego, con el ma-
!terial proteinico, con la concentracidén de enzima y con
las otras condliciones aqui indicadas. Para la mayor parte
de los casos, una extraccién de proteina satisfactoria ne+
i cesitard al menos 5 minutos y generalmente hasta una hora
o més. Bajo condiciones preferibles, la extraccién de pro
tefna se realizard demtro de 15 a 30 minutos.

Cuando se desea, la extraccidén de enzimas an-
}tes descrita puede ser seguida por una segunda operacién.
’Més especi{ficamente, despuds de una extraccidn inicial de

proteina a un pH dentro del margen de 4,8 a 8,8, la solu-
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cibén de material proteinico es ajustads a vn pH de 9 o
superior y es mantenida en este estado hasta que se com~
pleta la extrac¢idn adicional de proteina. Esto requerird
ususlmente aproximadamente la misma cantidad de tiempo
que la extraccidén enzimitica inicial. El ajuste del pH en
esta segunde ebapa se logra mediante materisles causticos,
amonfaco acuoso, tampones alcalinos tales como fosfato de
potasio dibasico, y similares.

Despuds de completar el procedimiento de ez~
traccibn, lo cual puede determinarse por analisis de pro-
teina de acuerdo con el método de Kjeldshl, la proteina
puede ser recuperada por cualquiera de los medlos conoci-~
dos para los técnicos en la materia. Para la mayor parte
de los casos, esto implicard precipitacién de la proteina
ajustando la solucidn con acidos comestibles hasta el pun
to isoeléctrico de la proteina. Por ejemplo, la proteina
de soja puede ser precipitada isoeléctricamente a un pH
de sproximadamente 4,5 a 4,6. Los &cldos lictico y acéti-
co son &cidos comestibles especialmente ftiles para dismi-
nuir el pH hasta este nivel. Otros medios de aislar la
lproteina incluyen filtracibn, centrifugscidn, secado por
pulverizacidn, liofilizacidn, decantacibn, destilacién y
similares. Desde luego, los medios particulares escogidos
dependerdn en un alto grado de la utilidad deseads para
lel producto final. '

Tal como se ha indicado anteriormente, el PO
cedimiento de este invento estd adaptado especialmente pa
ra extraer proteina a partir de escamas de soja, y parti-
cularmente de escamas de sdja desengrasadas. Dichas esca-

mas de hsba de soja son considerables manantiales de pro-
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tefna. Ademds, son preparadas con facilidad y, en efecto,

estin disponibles regularmente como articulo comercial en
gesta forme. particular. Generalmente, las escamas de soja
%se obtienen convirtiendo en escamas la soja después que
ésta ha sido descascarada, pero anbes de que ha sido secg
da. Tas escemas desengrssadas son preparadas de la misma
‘manera general excepto que las escamas son tostadas y deg

ipuds el aceite es eliminado por extraccién con hexano. To

:dos dichos tratamientos de soja son, desde luego, bien co

‘nocidos para los técnicos en la materia.

‘ Similarmente, este invento es también muy apré
{
gpiado para la recuperacibén de proteina desde el residuo |

%sélido que contiene proteina durante la produccién de le-

pregnando en agua soja cruda entera durante la noche, es-
curriendo y despuds descascarando. Im soja descascarada

os despuds triturada, extralda con agua, y filtrade, dan-
do como resultado una leche de soja con el contenido to-

tal de grasas, que contiene sproximadamente 60 a 70% de la

;proteina disponible. ELl residuo que contiene proteina que
Eresulta de esto puede ser tratado después por el procedi-
gmiento de este invento para extraer adicionalmente mucha
Ecantidad de la proteina insolubilizada que queda en 681,
EEn ocasiones, la leche de soja serd producida por la ex-
itracci6n acuosa de proteina a partir de soja o incluso a
partir de escamss de soja que no han sido trituradas. No
obstante, la proteina en el residuo resultante puede ser
extrafda de acuerdo con el procedimiento de este invento

en cualquier momento durante la preparacidn de la leche

de soja.

-1 -
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vento y de alguna de sus realizaciones, ge ofrecen los si
guientes ejemplos a titulo de ilustracidn y no a titulo

de limitacién.
EJEMPIO 1

Produccién sumergida de Extractass A-2 en mabtraces de agi:

tacidn.,

Porciones alicuotas de 100 ml de un medio acuo
so compuesto por 2% de gelatina, 10% de fécula de maiz,

0,4% de fosfato monoamdnico, y 0,4% de carbonato de cal-

i clo son afladidas a matraces Erlenmeyer de cuello ancho de
I
4

1,

un litro que son tapados con 3 discos de filtro para sus
pensidn o leche.

.Despuds de esterilizacidén del medio a 1,05
kg/cm2 manométricos durante 30 minutos, los matraces son
enfriados e inoculados hasta una concentracibn final de
2% con una suspensidén acuosa preparada a partir de un cul

tivo de Bacillus subtilis hecho crecer en un Ager Nutriep

te Difco durante 18 horas. Después, los matraces son incu
bados sobre un agitador que gira a 260 rpm. con una excén
trica de 57 mm a 35-372C con una humedad relativa de 50%.
Bl pH inicial es de 7,0. Después de 72 horas, los culbi-
vos son rebtirados del sgltador y son emnsayados en cuanto
a sctividad de extraccidn de protefna. Esto se logra de
la siguiente manera:

100 g de escamas de soja desengrasadas son ¢Q
locados en 1000 ml de sgua corriente. A esta solucidn se
afiaden 1,0 g de todo el cultivo antes preparado. Se deja
realizar la reaccidn durante 30 minutos a un pH de 6,8 a

409C, mezclando en un agitador que oscila a 275 rpm. por |
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una amplitud de 13 mm., De una manera similar, se prepara

i una solucidn de escamas de soja desengraseda y agua, pero

1

! sin la adicidn de todo el cultivo. Esta solucidn es some-
i

| tida a continuacidn a las mismas condiciones, es decir,

5 | qurante 30 minutos a pH 6,8 a 402C, con mezclado. Después
i
| de esto, el residuo insoluble procedente de ambas solucig

ines es eliminado por filtracifén a través de un temiz de

§malla 100, El filtrado ajustado a pH 4,5 con &cido lécti-

‘co (al 85%) v es centrifugado. La proteina precipitada es

1

10 ;secada y pesada y la actividad de extraccién de proteina

' del preparado de enzimas de Extractasa A-2, es decir todo

%el cultivo, es calculada en unidades de Extractasa A-2.

Chlculo de la actividad de extraccidn de
proteina en unidades de Extractasa A-2

i

15 . Peso de proteina de soja isoeléctrica proce-

' dente de extraccidn acuosa de enzimas 27 g

EPeso de proteina de soja isoeléctrica proce-

| dente de extraceidn con agua i 22 g

% Diferencia 5 S-r

20 |

Unidades de diferencia de peso 5
Ex‘.‘brac'tasa = = ————— 5 0
A-2/g peso de preparado de 1.0 ’

enzimas '

| Por lo tanbto, el cultivo total de Extractasa

25 iA-a tiene una actividad de extraccidn de proteina de 50

{unidades Extractasa A-2.

? Un concentrado de Extractasa A-2 se prepara
por precipitacién con alcohol. La concentracién se logra
afiadiendo, con mezclado constante, 3 vollmenes de etanol

30 a 420 al cultivo tobal antes descrito. Correspondientemen
3+3.69,
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te, el concentrado de Extractasa A-2 es precipitadordes;'
de éste. A continuacidn es recogido por filtracidn y seca~
do en vacio a 30-352C lo cual lo hace spropiado para alma
cenar y utilizar.
5 EJEWPIO 2

En 1000 ml de agua corriente se colocan 100 g
de escamas de soja desengrasada. A esta solucidn se sfla~ |
den 0,1 g del concentrado precipitado con alcohol de Ex~
tractasa A-2 que se ha preparado en el Ejemplo 1., Esta so
10 lucidn es mentenida después durante 45 minutos a pH 6,8,
a 402C, con mezclado en un agitador que oscila a 275 rpm &

lo largo de una amplitud de 13 mm. Immediatamente después

de esto, la mezcla de reaccidn es ajustada a pH 9 con
NeOH 5 N y es hecha reaccionar adicionalmente durante 15
15 minutos. Después de la reaccidn, el residuo insoluble es
eliminado por filtracidn a través de un tamiz de malle
400, El1 filtrado es ajustado a pH 4,5, con dcido léctico
(al 85%) para precipitar la protefna. Después de centri-
fugar, la proteina es secada y pesads. La protefna asi ob
20 tenida es comparada con la cantidad derivada de una mues-
tra testigo que es preparada y hecha reaccionar similar-
mente pero sin la adicidn de la Extractasa A-2.

Peso de proteina isoeléctrice obtenida

! utilizando preparsdos de enzima 37 gremos
25 | Peso de protefna isoeléctrica obtenida \
sin utilizar preparado de enzima 23 gramos
EJEMPIO

En 1000 ml de agua se suspenden 4100 g de soja
con el contenido total de grasas, que son triturados para
30 que pasen por un tamiz de malla 20. A esta soluciln se

3‘5069'
- ‘]7 -
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e e et e et 91y e

(aflade 1 g del concentrado precipitado con alcohol de Ex-~

itractasa A-2 preparado en el Ejemplo 1. Después de afladir
i
. este preparado de enzima, la solucidn es mantenida duran-

Ete 2 horas a %79C y a un pH de 6,8 con suave agitacidn.

§

iDespués de esto, la solucibén es filtrada a través de esto
i
‘pa de algodbén para eliminar cualesquiera residuos insolu-

]
ibles. El filtrado obtenido de esto es analizado en cuanto

k

%a proteina por el método de Kjeldshl. La cantidad de pro-

Qteina obtenida por este procedimiento es comparada con la

' obtenlda por un ensayo testigo que emplea las mismas con-
%diciones excepto que no se incorpora en él la Extractasa

i Peso de proteina obtenida utilizando Extrac-

| tasa A-2 26,9 g

Peso de protefna obtenida sin utilizar Ex-
I tractasa A-2 17,5 &
EJEMPLO 4

En 1000 ml de agua corrieﬁte, se introducen
100 g de escamas de soja desengrasada. A esta solucidn se
afiade 1,0 g de la Extractasa A~-2 preparada en el Ejemplo
1. BEsto se hace reaccionar durante 30 minubtos a un pH de
6,8 a 409C, con suave agitacibén. Después de esto, la solu
cidn es filtrada a través de una estopa de algoddn para
eliminar desde ella el residuo insoluble. Este residuo
insoluble, que asciende a 32 g, es introducido a continug
cidn en 100 ml de sgua a los que se afiade 1,0 g del con-
centrado de Extractasa A-2 preparado de acuerdo con el
Ejemplo 1. Esta solucidn es mantenida a 402C durante 30
ninutos a un pH de 6,8. Nuevamente, el residuo insoluble

es filtrado con esbopa de algoddn y el filtrado obtenido
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desde esto es ajustado con &cido lactico a un pH de 4,5
para precipitar la proteina isoeléctrica. De esta manera,
se obtienen 6,36 g de proteina isoeléctrica a partir del
residuo, 1o cual se ha de comparar con 5,7 g de proteins
obtenida cuando dicho residuo es tratado con sgua bajo
condiciones similares pero sin la presencis de Exbractasa
A2,
EJEMPIO 5

De una manera similar al Ejemplo 1, matraces
Erlenmeyer de cuello ancho de 1 litro separados que con-
tienen Caldo Nutriente Difco son inoculados con cultivos

de los siguientes organismos: Bgeillus subtilis, Bacillus

coides, y Baclillus megaterium. Estos matraces son incu-
bados a continuscibén durante 66 horas en un agitador que
gira a 260 rpm con wuna excéntrica de 57 mm a 35-379C con
una humedad relativa de 50%. Después de esto, los culbi-
vos totales son retirados del agitador y emsayados en
cuanto a actividad de extraccidn de proteina, tal como
se indica en el Ejemplo 1. Los resultados de esto estén

indicados en la siguiente Tabla.

Organismo Unidades de Extractasa A-2/g
Bacillus subtilis 16
Bacillus mycoides 17
Bacillus megaterium 26

La presente solicitud que corresponde a la
presentada en los Estados Unidos de América, el 27 de Fe-
brero de 1,968, bajo el nfmero 708.516, se acoge a los be
neficios del articulo %1 del vigente Estatuto sobre Pro-

piedad Industrial.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se

i
1
i
}presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten
Ete de Invencién en Espafla, por VEINTE afios, son los si-
iguientes:

i 1.~ Un procedimiento para preparar protefnas
gpurificadas a partir de un material proteinico, caracteri
%zado por poner en contacto dicho maberial proteinico con

i un preparado de enzima en una cantidad que es eficaz para

extraer proteina desde dicho material en que dicho prepa-

rado de enzima es: a) soluble en agua; b) no dializable;
¢) susceptible de ser precipitado a partir de una solu~
cién acuosa del mismo por la adicidén de sulfato de amonio
o de alcohol; d) se deriva de un organismo bacteriano, y
e) es capaz de extraer una cantidad mayor de protelnas
desde un material proteinico cuando se compara con la can
tidad de protefnas que se obtendria bajo condiciones simi
lares por una sola extraccidén acuosa.

2.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidén 1, caracterizado porque dicho procedimiento se
lleva a cabo en una solucidn acuosa.

3.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacibén 2, caracterizado porque dicha solucién acuosa
comprende, en peso, 5 a 30 partes de agua por 41 parte de
material proteinico.

4.~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-

quiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque
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dicho preparado de enzima tiene una actividad de extrac-
cidn de proteina dentro del margen de 0,01 a 300 unidades
de Extractasa A-2 por gramo.

5.= Un procedimiento de acuerdo con ls reivig
dicacidn 4 caracterizado porque dicho preparado de enzims
tiene una actividad de extraccidén de proteina dentro del
margen de 0,1 a 50 unidades de Exbractasa A-2 por gramo.

6.~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaclones 1 a 5 caracterizado porgue
dicho preparado de enzime se dexiva de un Bacillus.

7.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidén 6 caracterizedo porque dicho Bacillus estd seleg

clonado del grupo que consiste en Bacillus subtilig, Ba~

cillus mycoides, Bacillus amylolicuifaciens, Bacillus ce-

reus, Bacillus macerans, Bacillus megaterium, Bacillus

sphaericus y Bacillus circulans.

8.~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-
guiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado porque
dicho procedimiento se lleva a cabo en un pH dentro del
margen de aproximadamente 4,8 a 8,8 ¥y a una temperatura
dentro del margen de aproximadamente 20 a 602C,

9.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidn 8 caracterizado porque dicho pH es mantenido den
tro del margen de aproximadamente 6,5 a 7,5 y dicha tem-
peratura es mantenida dentro del margen de aproximadamen-
te 30 a 402C,

10.- Un procedimiento de acuerdo con una cual
quiera de las reivindicaciones 8 y 9 caracterizado porque
el pH es ajustado subsiguientemente a 9 o valor superior.

11.- Un procedimiento de acuerdo con una cual

-21 -




10

15

G. D. S.
343469,

gque dicho preparado de enzime es combinado con un vehicu-!

i A s s
lo para constituir una composicidn.

quiera de las reivindicaciones 1 a 9 caracterizado porque
dicho material protefnico estd seleccionado del grupo que
consiste en soja y derivados de soja.

12.~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 11 caracterizado porgue dicho derivado de so-
ja es escamas de soja desengrasada.

13.~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-

qulera de las relvindicaciones 1 a 12 caracterizado por-

14.~ Un procedimiento de acuerdo con la rei- |
vindicacibn 13 caracterizado porque dicho preparado de en;

zima comprende 5 a 25% en peso de dicha composicién.

1

15.~ Un procedimiento para preparar proteinas{
purificadas a partir de un material proteinico, ;

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veintidés hojas escritas

a maquina por una sola cara.

Madrid, ¢ ~ Bﬂﬁ.ﬁ N
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