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Este invento se refiere a un método para des—
componer rafinosa por utilizacidn de alfa-galactosidasa
producida a partir de microorganismos.

La alfa-~galactosidasae es ampliamente conocida
come ung enzima capaz de descomponer rafinosa contenids
en melazas de remolacha o jugo de remolacha (denomina-
dos en lo que sigue como "melazas de remolacha") en sa=-
éarosa y gelactosa. Se ha sabldo que varias especies de
microorganismos toman parte en la produccion de dicha

enzima. Ejemplos de ellos son: Aerobactsr aerogenes y E.
coli., Cuando le enzime producida a partir de estos mi-~
croorganismos es hecha actuar sobre melazas de remola-
cha, sin embargo, le invertasa que coexiste con la alfa-
galactosidasa tiene une actividad tan fuerte que no s6lo
se descompone la rafinosa sino también la sacarosa pre-
sente en las melazas o jugo de remolacha. Por ocurrir es-
to as{, la enzima no hae sido llevada todavia a utiliza-
cidn en la prdctica.

Los inventores dedicaron particular interés a
este problema y prosiguieron el estudio del mismo. Como
consecuencia de ello, han llegado anteriormente a aislar
desde la tierra un moho, Mortierella vinacea variedad
utilizaedora de rafinosa (ATCC 20034), que permite la
produccion de un preparado de enzime que tiene intensa

actividad de alfa-galactosidasa y muy débil actividad de

27.9.72 -2 -
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invertasa. Mediante la utilizacidn del preparado de en~

zima producido & partir de dicho microorganisuo, descom-
pusieron satisfactoriamente la rafinosa presente en me-

lazag de remolacha de manera que se aumentaba el rendi-

miento de sacarocsa.

Sin embargo, cuando el preparado de enzima
producido a partir del microorganismo antes mencionado
es utilizado para descomponer rafinosa, la proporcion
de descomposicion de rafinose por alfa-galactosidasa
tiene une Intima relacion con el grado Brix de las me-
lazas de remolacha que se utilizan. A saber, la propor
cion de descomposicion disminuye proporcionalmente se-
gun aumenta el grado Brix. Consiguientemerte, para tra
tar las melazas que tienen un alto grado Brix, la pro
poreidn de descomposicion debe ser aumentsda incremen-
tando la centidad de esta enzima afiadida a las mela-
z88, Generalmente, para todos los procedimientos de pro-
duccidn de azicar de remolacha exceptuando el proceso
de sacarato, se desea que las melazas de remolacha que
son tratadas para la descomposicion de rafinosa reten-
gan un elevado grado Brix con el fin de facilitar di-
versos tratamientos, tales como el proceso de concentra-
cion de solucion de azicar, subsiguientemente & la des~
composicidn y el proceso de separacion de azicar puro

desde la solucion concentrada de azicar. Para mentener

2709072 - 3 e
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la proporcién de descomposicién de rafinosa en un nivel
£ijo, por lo tanto, la operacién requiere una gran can-
tidad de preparado de enzima. Por lo tanto, el coasto im=-
plicado en la produccion de enzima se hace elevado, ha-
ciendo irrealizable comercialmente la operacidn. Ademds
de este problema econdmico, la adicidn de une gran can
tidad de preparado de enzima este acompafiada por la po-
8ibilidad de que el componente de micelio se derrame en
la solucidn de azicar descompuesta subsiguientemente al

completamiento de la descomposicidon e impida la crista-

lizacidn de sacarosa.

Es verdad que el preparado de enzima proﬁucg
do e partir de dicho microorgenismo tiene muy débil ac
tividad de invertasa. No obstante, & pesar de ello, si
el preparado de enzima es utilizado en una cantidad
tan grande como arriba se menciona, la cantidad de sa-
carose descompuesta por la invertasa contenida en el
preparado de enzima subird hasta que ya no se encusnw
tre a un nivel despreciable.

Los objetos del presente invento son supri-
uir los defectos antes mencionados, .producir a partir
de un microorganismo un preparado de enzima que tenga
una actividad de alfa-galactosidase extremadamente al
ta y manifiestamente wne débil actividad de invertasa

por unidad de peso del preparado de enzima, descomponer

-4 -
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la rafinosa conterida en las melazas de remolacha en gg
lactosa y sacaross por utilizacion de dicho preparado
de enzima, y aumentar el rendimiento de sacarosa.

Los inventores continuaron adicionalmente
una investigecion acerca de microorganismos que tuvie-
sen la capacidad de producir mayor actividad de alfa-~ga-
lactosidasa y adewmas evitasen dar lugar a actividad de
invertasa. Como consecuencie de ello, han descublerto
un método para producir un preparado de enzima caracte-
rizado por fuerte actividad de alfa-galactosidasa y muy
débil activided de invertasa, el cual método comprende
cultivar un moho del género Absidia en un medio de cul
tivo especifico bajo una serie establecida de condi-
ciones.

Los microorganismos gue son utilizables para
este fin son mohos que pertenecen al género Absidia.
Son cepas tipo que no han sido conocidas como capaces
de producir en gran centidad alfa-galactosidasa y en
pequefia cantidad invertasa. Sus nombres cientificos,
con cita del nombre del autor, son los siguientes:

(1) Absidia lichtheimi (Lucet y Costantin)
Lendner (IFO 4009)

(2) Absidia lichtheimi (Lucet y Costantin)
Lendner (IFO 4010)

(3) Absidia reflexa, van Tieghem (IFO 5874)

2709072 - 5 -
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(4) Absidia hyalospora (Seito) Lerdner
(IF0 8082)
(5) Absidia ramose (Vuillemin) Lendner
" (1F0 8083)
(6).Absidia regnierie (Lucet y Constantin)
~ Lendner (IFO 8084)
"IFOM es una abreviabura del nombre de la
compafiia déiriﬁstituto for Permentation, Osake, de 54,
4 chome, Jusco Nishinomachi, Higashi-Yodogawa-ku, Osa-
ka, Japdn. ‘

” Cuando un moho perteneciente al género Absi-
die es cultivado en un medio Ge cultivo qué incorpora,
como inductor, 8l menos un miembro seleccionado del
grupo que consisté en lactosa, melibiosa, rafinose y
galactosé en presencie de un menantial de carbono, un
mepentiel de nitrdgeno y un menantial de mineral, se
puede producir de modo eficaz un:preparado de enzima
deseado que tiene una fuerte actividad -de-alfa-galacto-
pidasa y miy débil actividad de invértasa, principalmen-
te dentro de"los micelios del microorganismo. Es apro-
piado que el inductor sea aﬁadido usualmente en el mar-
gen de 0,5% a 1,5% en peso del medio de cultivo. Cuan-
do el aditivo se enmcuentra en el margen de mds de 1,5%
en peso, el tismpo de cultivo se hace largo y por lo '

tanto este método mo es econdmico.

27.9.72 -6 -
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Generalmente, la glucosa se uliliza como ma-
nential de carbono. También, sustencias utilizadas co-
mo inductor pueden ser utilizadas como manantial de
carbono para favorecer el crecimiento de los micelios,
aunque es deseable incorporar glucosae o algﬁn otro ma-
nential de carbono apropiado en el medio ademds del im
ductor antes mencionado. Los menantiales de nitrégeno
que se pueden utilizar para el medio de cultivo inolu-~
yen manentiales organicos de nitrdgeno tales como 1{i-
quido de maceracion de meiz, malta, extracto de malta,
residuos de malte, extracto de levadura, peptona, ex-
tracto de salvado de arroz, torta de pescado y naiz
y manantiales inorganicos de nitrdgeno. Para el favore-
cimiento del crecimiento de los micelios es preferible
utilizar un menantial inorgdnico de nitrdgeno en combi-
nacién con un menantial orgdnico de nitrdgeno. Particu
lermente, el liguido de maceracidn de meiz es facil de
manipular debido a su fluidez. Los menantiales de wing
rales que prueban ser eficaces para el presente medio
son los que se encuentran en uso comﬁn, tales como sul-
fato de magnesio, foefato de potasio y c¢loruro de so-
dio. Ademds de los arriba mencionados, se pueden efia=-
dir al medio, segun lo exija la ocasidn, biotina o al-
gun otro acelerador del crecimiento apropiado. La adi-

cion de dicho acelerador del orecimiento no es necesa-
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ria cusndo se incorpora un menantial orgdnico de nitrd
geno. En lo que comcierne a las condiciones de la ope-
racion de cultivo para permitir al wmicroorganismo in-

ducir eficazmente la formacidn de alfa-galactosidase y
gozar de un crecimiento acelerado, el valor del pH del
medio puede oscilar generalmente entre 4 y 8, deleodo
ués preferible entre 5 ¥y 7. La temperatura y el periodo
de cultivo dependen en cierto grado de la clase de mi-

croorganismo que se ha de utilizar y de la composicidn

del medio de cultivo. Generalmente, en el caso de efec-

tuarse el cultivo con agitacidn, un tiempo de oultivo

de 40 a 60 horas es suficiente & una.temperatura de oul-
tivo de aproximadamente 302C. Comnsiderando que la va-
riedad utilizadora de rafiﬁosa Mortierella vinacea re
quiere aproximadamente 72 hofas de tiempo de cultivo,

el presente cultivo permite una marcada reduccidn del
tiempo de oultivo.

Despuée de que se ha completado la opera~
cion de oultivo del microorganismo en las condiciones
antes mencionadas, los micelios del microorgenismo son
recuperados por .filtracidn de la. solucidn de cultivo
por un método conocido. Para preparar la enzima en la
forme 1iquida o en la forme de polvo, 1os micelios fil
trados son lavados con agua y luego sometidos a tratae

wiento por un método de trituracidn o un wétodo de

2709072 - 8 -
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autdlisiv. Ia onzima extraida oonglgulentemente de lowm
micelios puede ser luego tratada segin se requiera y
puede ser utilizada como el preparado de enzima.

Los micelios filtrados o el preparado de en-
zima obtenido de este modo pueden ser afiadidos directa-
mente & melazas de remolacha y le rafinosa contenida en
éstas puede ser descompuesta, En otro modo, en el caso
de los micelios filtrados gue contienen enzime, los mi-
celios pueden ser cargados en una columna o dispuestos
en un recipiente y las melazas de remolacha pueden ser
hechas pasar de modo continuo a su través para descom-

poner la rafinosa.

Dado que la getividad de enzima por unidad
de peso es notablemente alta tal como se ha mencionado
anteriormente, incluso si, por ejemplo, se utilizan me-
lazas de remolacha que tienen una alta concentracion
de aproximadamente 502 Brix, se pusde descomponer Qe
modo suficiente la refinosa. Correspogdientemente, las
melazas de remolache tomadas del proceso de obtenciodn
de azucer de remolache pueden ser tratedas para la deg
composicidn de rafinosa tal como estén, sin apenas di-
lucidn, y la solucion descompuesta puede ser devuelta
al proceso sin apenas concentracidn. Por lo tanto, el

’ [
metodo es muy economico.

La temperaturae para descomponer la rafinosa
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antes mencionade contenide en melazas de remolacha es

de 202C a 702C, del modo més preferible de 302C a .
608C. El valor del pH de melazas de remolacha oscila
entre 4 y 7, del modo més preferible entre 5 y 6.

Seguidamente, las propiedades del preparado

de enzima obtenido & partir del moho de genero Absidia

de acuerdo con el presente invento son comparadés en
la Tabla 1 con las propiedades del preparado de enzima
obtenido a partir de un moho del género Mortierella an

teriormente propuesto por laos inventores.

- 10 =-



Tabla 1

Mortierella vinacea  Absidia reflexa
variedad utilizado- IFO 5,874
ra de rafinosa

Actividad de alfa-galactosidasa/

¢ de micelios secos 207 x 104 (unidades) 446 x 104 (unidades)
Actividad de invertass/g de mi-
celios secos 15.000 (unidades) 6.538 (unidades;
Peso de mice%ios secos que tie
nen 100 x 10% unidades de alfa-
-galactosidasa 483 (mg) 224 (mg)
Peso de micelio requerido para la des-
composicion de rafinosa en melazas.
. Kortierella vinacea  Absidia reflexa
. variedad utilizado-
ra de rafinosa (g) (g)
Brix 202 (,ue contiene 3,86 g de
rafinosa) 5,6 2,6
Brix 302 (que contiene 5,8 g de
rafinosa) 8,4 3,9
Brix 402 (que contiene 7,74 g de
rafinosa) 11,2 5,2
Brix 50¢ (que contiene 9,66 g de
rafinosa) 14,0 645
Brix €02 (que contiene 11,6 g de
~ rafinosa) 16,8 7,8

——

Tal como resulta evidente de la Tabla 1, se re
Quleren aproximadamente 1.150 x 104 unidades de alfa-ga

25 lactosidasa para un tratamiento eficaz de unas melazas

27.9'72 - ll -
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con 202 Brix que contienen 3,86 g de rafinosa. La acti
vidad de alfa-galactosidasa obtenida de un moho de gé-
nero Mortierella vinacea variedad utilizadora de rafi-
nosa por un método ordinario es de 207 x 104 unidades,
sugiriendo que se requiere en el caso de este tratamien-
to la adicion de 5,6 g de micelios (sobre base seca).

La actividad de alfa-gelactosidasa obtenida por el mé-

todo de este invento es de 446 x 104 unidades ¥y, por lo

tanto, es suficiente la adicidn de 2,6 g de micelios.
La diferencia en la cantidad de micelios a afiadir se ha=-
ce manifiesta de modo proporcional al aumento del gra-
do Brix. Con 602 Brix, esta diferencia es de 9 g.

El método de este invento proporcions una ac-
tividad de alga-gelactosidasa por unidad de peso de mi
celios. marcadamente me jorada, tal como arriba se men-

ciona y, por lo tanto, permite un ghorro proporcional

en el consumo de enzima. Por lo tanto, el método de es

20

25

27.9.72

te invento no solo prueba meramente ser altamente eco-
ndmico sino que facilita el subsiguiente tratamiento

de la solucion de descomposicion y hace posible una
disminuciéa del volumen del recipiente de descomposi-
cidn. Bl método mediante el cual el microorganismo del
presente invento es cultivado paras 1la induccidn de al=~
fa-galactosidasa es bastante ventajoso, dado que el tienm

po de cultivo es més corto que el necesario pare los

- 12 -
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microorganismos convencionsles.

Ahora, el invento se describe con mas detalle
en lo que sigue con referencia a ejemplos preferidos,
que solamente se citan con fines de ilustracion y no
deberén ser considerados de ningune manere como limita

tivos del invento.

Ejemplo 1.

Se afiadieron los sacaridos enumerados en la
Tabla 2, cade uno en cantidad de 1%, & diferentes por-
ciones de un medio de cultiko bésico gue incorporaba
1% de glucosa, 1% de 1fquido de maceracidn de umaiz, 1%
de (NH,),504, 0,3F de KHpPO,, 0,2% de 1gS0,.TH,0, 0,2%
de NaCl y 0,3% de CaCOB. Esporas de la especie Absidia
reflexa (IFO 5.874) fueron inoculadas en el medio de
cultivo resultante y sometidas a cultivo con agita-
cidn a 309C durante 72 horas sobre un agitador hecho
funcionar a una velocidad de 140 rpm. Al final de la
operacion de cultivo, cada una de las soluciones de
cultivo fue filtrada para separar los micelios. Los mi=
celios separados fuercn lavados a fondo con aguva. Lue-
&0, los micelios fueron c¢olocados en un wortero, some-
tidos a friccion juntamente con arena de mar hasta gue
la mezola adoptd una forme pestosa, y fueron suspendi-

dos en agua destilada que tenfa el mismo volumen que

-13 -
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le solucidn de cultivo. La suspensidn, tomada como so-
lucién de enzima, fue ensayada en cuento & actividad

de alfa-~-galactosidasa. Los valores de actividad de alfa-
galactosidasa que estan dados en la Tebla 2 son los de-
ferminados en términos de actividad de enzima .de los
micelios obtenidos a partir de 1 ml de medio de culti-
vo., La actividad dé enzime de ls suspension de micelios
fus determinada aﬁédiendo 1 ml de suspension de micelios
a una mezcla de 0,5 ml de melibiosa 0,06 M y 0,5 ml de
solucion tampon de fosfato 0,1 M (pH S,é) ﬁara permitir
que se desarrollase la reaccion a 409C durante dos ho-
ras, calentendo después de ello la mezcla de reaccion

en un bhafio de agua hirviendo durante cinco minutos pare
inactivar la enzima, afiadiendo & la solucion de reac-
cion 1 ml de Ba(OH),.8H,0 &l 1,8% y 1 ml de 2nS0,.TH,0
al 2% para desproveer a la solucidn de proteinas, cen-
trifugando la solucidn, y analizando la porcidn sobre-
nadante en cuanto a contenido de glucose por el proceso
de glucostato. En consideracion al hecho de que lg can-
tidad de glucosa liberada a partir de melibiosa y la
concentracion de enzimes estan en una relecidn proporcio-
nel hesta 1.000 g de glucose, la suspension fue dilui-
da de antemano de modo que pudiera ceer en el margen

de medicion que satisface esta relaocidn. Ie cantidad de

glucose libre fue multiplicada por el numero de dilucio-

27.9.72 - 14 ~
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nes. La actividad de alfa-galactosidasa que libera 1

/& de glucosa en las condiciones arriba mencionadas

fue tomada como 1 unidad.

Tabla 2
Bidrato de carbono Unidades de alfa-galactosi-~
dasa
Xilosa 0
Arabinosa 0
Ramnosa 0
Glucosa 0
Mennosa 0
Fructosa 0
Galactosa 14.900
Maltosa 0
Celobiosa 0
Lactosa 53.800
lelibiose 14.340
Sacarosa 0
Rafinosa 37.240
Almidon soluble 0
Dextransa 0

Los resultados mostrados en esta tabla indi-
can con claridad que la galactosa, la melibiosa, la ra-

finosa y la lactosa son meximamente eficaces para la

2709-72 - 15 had
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produccidn de alfa~-galactosidasa ¥ que la lactosa pro~

porciona los mejores resultados.

Ejemplo 2.

Esporas de las cepas enumeradas en la Tabla
3 fueron inoculadas en diferentes porciones de un medio
de cultivo que incorporaba 1% de lactosa, 1% de gluco-
sa, 1% de (NH4)2SO4, 1% de liquido de maceracion de
ma{z, 0,3% de KH,PO,, 0,2% do MgS0,.THy0, 0,2% de NaCl
y 0,3% de CaCOy y fueron cultivadas de la miswa manera
que en el Ejemplo 1. Las soluciones de cultivo resul-
tantes fueron analizadas en cuento & actividad de alfa-
~galactosidasa de los micelios y & actividad de inver-
tasa de los micelios., La actividad de invertasa fue de
terminada combinando 1 wl de suspensidn de micelios
con 0,5 ml de sacarosa 0,06 My 0,5 ml de solucidn tam
pén de fosfato 0,1 M (pH 5,0) para permitir que -se de-
sarrollase la reaccidn en las mismas condiciones que
se emplearon pars la determinacidn de actividad de al-
fa-galactosidasa, centrifugando la solucion para elimi
ner prote{nas y analizando la porcién sobrenadante en
cuanto a contenido de azicar invertido por el método
de Somogyi Nelson. lLa actividad de invertasa que produ
jo 1 yug de azucar invertido en las condiciones arriba

mencionadas fue tomeda como 1 unidad. Tos resultados es

- 16 =
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ten mostrados en la Tabla 3+ La actividad de invertasa

dada en esta tabla represeste la actividad de enzima
de micelios obtenidos a partir de 1 ml de medio de ocul~
tivo. -

E)l peso de micelios secos, secando a 1052(C
la cantidad de micelios, se encontro que habia crecido
en 100 ml de medio de cultivo y pesando después de esto
la wasa seca de micelios. La actividad de alfa-galacto
sidasa por gramo de micelios secos estd mostrada en la
Tabla 3 bajo el epizrafe "alfa-galactosidass/g de mi-
celios secos". Similarmenfe, la actividad de invertasa
esté mostrada alli bajo el epigrafe "invertasa/g de mi

colios secos%.

-17 =
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Tabla 3
Cepa Peso en seco} Unidades de |Alfa-galacto~ |[Unida~ |[Invertasa
. de micelios |alfa-galac~ |sidasa/g de des de |/g de mice
en 100 ml togidasa micelios se-~ inver- |lios secos
(g) cos (unidades) [tase

Absidia '
reflexa - 4
(IFO 5874) 1,3 58,000 446 x 10 85 6.538
Absidia re-

ierie 4
%EFO‘8084) 1,3 52.,000 400 x 107 84 6,461
Absidia hy- .
alosporsa
(Ir0 B8082) 1,35 65.000 481 x 104 87 6444
Absidia 1i- .
chtheimi ' 4 '
(1P0 4010) 1,40. 79.000 564 x 10 92 6.571
Absidia 1i-
chtheimi 4
(IFO . 4009) 1,40 72,000 514 x 10 90 6.428
Absidie
TAMO S5 U . e a_ [N W - -
(IFPC 8083) 1,30 39.000 300 x 10 84 6.462
Mortierella
vinacea va-
riedad uti-
lizudoys de
rafinose. 4
(ATCC 20034) | 1,40 29,000 207 x 10 210 15.000

- 18 -
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Para fines comparativos, esporas de Mortiere-

lla vinacea varieded utilizadora de rafinosa fueron
cultivadas similarmente yfue analizada la solucion de
cultivo resultante., Los resultados estén dados también
5 en la Tabla 3. Resulta evidente de la tabla gue las ce-

pas del genero Absidia dieron valores mucho més eleve-
dos de actividad de elfa-galactogidasa y valores meno-
res de actividad de invertasa. Ademds, la actividad de
alfa~galactosidasa poseida por 1 g de micelios secos

10 era mayor y & la inversa, la activided de invertasa era
menor pare las cepas del género Absidia que para la ce-

pa de Mortierella vinacea.

Ejemplo 3.

15 En 10 litros de agua se disolvieron 120 g de
lactosa, 120 g de glucosa, 120 g de (NH4)2804, 120 g
de 1iquido de maceracién de maiz, 36 g de KHoPO,, 24
g de MgS0,.TH,0, 24 g de NaCl y 36 g de CaCOy. La solu
cion fue dispuesta en un fermentedor de jarra y esteri

20 lizada a 1209C durante 30 minutos, despuds de esto fue
enfriada a 302C y diluida con agua destilade esterili~
zada hasta un volumen total de 12 litros. La cepa de
Absidia reflexa IFO 5.874 fue cultivads en la solucidn
con agitacidn a 300 rpm., introduciéndose aire a una

2> velocidad de 3 litros/minuto. Después de transcurrir los

27.9.72 - 19 -
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intervalos de tiempo de cultivo indicados, se tomaron
muestras y se analizaron en cuanto a actividad de alfa-
galactosidase y al valor de pH de la solucion de culti

vo. Los resultados estan mostrados en la Table 4.

5 Tabla 4
O ity pal I e el it ol i
0 6,1 0
10 20 6,1 9.800
24 6,6 19.900
28 6,3 31.200
32 6,1 45.600
36 . 5,8 54.500
15 40 5,8 59300
42 5,8 62.700
44 5,8 63,000

De la table resulte evidente que un tiempo

de cultivo de 42 horas fue suficiente para la oepa de

20 Absidia reflexe IFO 5,874. Al final de 42 horas de oul-
fivo, el peso de micelios secos obtenidos a partir de
100 ml de medio de cultin era de 1,30 g.
E;IemElO 4,
25 La cepa de Absidia hyalospora IFO 8082 fus
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cultivada en las mismas condiciones que en el Ejemplo

3. Se determind le relacidn entre la duracién del tiem

po de cultivo y la centidad de alfa-galactosidasa for-

made. Los resultados estan mostrados en la Tablae 5.

Tabla 5

Tiempo de cultivo

pH de la soluocidn

Unidades de alfa=-

(horas) de cultivo galactosidase.
0 5+9 0
6 5,8 0

12 5,85 0
18 5,50 0
24 5,20 134
30 6,40 1.240
36 6,50 4.030
42 6,60 19,360
48 6,00 514360
54 5,50 684500
5T 69.000

5, 50 -

La Tabla muestra con claridad que un tiempo

de cultivo de 54 horas fue suficiente para esta cepa.

Al final de 54 horas de cultivo, el peso de micelios

secos obtenidos de 100 ml de medio de cultivo era de

1,35 g

- 2] -
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E;[emglo 54

Melazas producides por el procedimiento Ste-

&3
(5
)
~

ffen fueron diluidas con ague hasta 302 Brix y sjustadas
a pH 5,2 por la adicidn de dcido sulfirico. En 200 g

de la solucidn resultante (que‘conten{a 5,8 g de rafino-

- sa), los miceliom Ge Absidia reflexa IFO 5874 (que te-

nian wn peso en 88Co de 3,9 g y 17.400.000 unidades de
alfa~galactosidasa) obtenidos en el Ejemplo 2 fueron he-
chos reaccionar a 502C durente 2 horas y 30 minutos mien
tras se encontraban ﬁéjo egitacidn. Al final de la reac-
cién, los micelios fueron separados bor filtracidn y la-
vados con agua. Bl producto filtrado y los 1{quidos de
lavado fueron combinados. Un volumen prescrito de esta
mezele fue analizado por crbmatografia en pspel en cuan-
t0 a contenido residual de rafinosa y contenido asumenta-
do de sacarosa. Pare ser més'espécifioa; la muestra fue
rovelada en un disolvente que consist{a en 6 partes de
n-butanol, 4 partes de piridina y 3 partes de agua..la -
zona de rafinosa y la zona de sacarosa consiguientemén—
te formadas fueron cortadas, separadas por lavado.con
agua y analizadas por el procedimiento de cisteina-ocar-
bazol. Se enovontro que 78% del contenido original de re-
finose hab{a sido descompussto y que el contenido de sa-

carosa habie aumentado en 2,41 g.

27.9.72 - 22 -
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Ejemplo 6.
En 200 g de melazas de 302 Brix preparados

de la misma manera que en el Ejemplo 5, los nmicelios

de Absidia reflexa IFO 5.874 (que tenian 17.400.000 uni-
dades de actividad de alfa-galactosidesa) fueron hechos
reaccionar por el mismo método gue en el Ejemplo 5., Des—~
pués de la reaccion, los micelios fueron lavados con
agua y los micelios lavados fueron afiadidos a un nuevo
suministro de melazas diluidas y hechos reaccionar. De
este manere, los micelios fueron usados repetidamente

en un total de cinco tratamientos. Las soluciones de des
composicion obtenidas en todos los tratamientos fueron
enalizadas en cuanto & contenido residual de rafinosa

Yy en cuanto al aumento del contenido de sacarosa. Los
resultados estén mostrados en la Tebla 6.

Tabla 6

Después del Aumento de | Descomposicidn |Actividad de

experimento sacarose de rafinosa alfa—-galacto

N (g) (%) sidasa rema=
: nente (%)

1 2,45 78,5 90
2 2,58 79,0 88
3 2,41 77,8 86
4 2,37 76,0 86
5 2,41 75,1 84

27.9.72 - 23 -



10

20

25

27+9.72

Bjemplo 7.

Melazas de Steffen fueron diluidas a 502 Brix
y luego ajustadas & pH 5,2 con deido swlférico. En 200
g de esta solucidén (que conténia 9,66 g de rafinosa),
los micelios de Absidia reflexa IFO 5874 (que tenfan
un peso en seco de 6,5 g y 28.980.000 unidades de acti-
vidad de alfa-galactosidesa) obtenidos en el Ejemplo 2
fueron hechos reaccionar a 502C durante 2 horas y 30 mi~
nutos..Al final de la reaccion, la solucidn de descom~
posicidn fue analizada en’ cuanto & la proporcidn de des
composicion de rafinose y al aumento de contenido de
sacarosa. Se encontrd que la proporcion de descomposi-~
cidén de rafinosa era ds 56,2% y el aumento de contenido

de sacarosa era de 3,03 g. |

Ejemplo 8

En 100 ml de melazas (que contenien 3,87 g

de rafinosa) diluidas a 502 Brix y ejustadas a pH 5,2,
los micelios de Absidia r?flexa‘IFO 5874 (que tenien
un peso en meco de 1,734 é y 7.740.000 unidades de ac-
tividad de alfa-galaotosidasa) fueron hechos reaccio-
ner a 5Y¢C durante 10 horas. Al final de la descomposi
¢idn, el-componente de miéeliosfextraido de los mice-
lios fus analizado a longiﬁuées?de onda de 280 mm y

260 mu. Para ser especifica, la solucidn de descompo

- 24 -
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sicidn fue filtraede y el filtredo fue diluido con agua

hasta 1000 veces el volumen original y ensayedo en
cuanto & densided dptice & 280 m/u y 260 maL. Separa~
damente, los micelios de Mortierella vinacea variedad
utilizadora de rafinosa (que tienen un peso en seco de
3,730 g y 7.740.000 unidades de actividad de alfa-galac—
tosidasa) fueron hechos réaccionar en las mismas mela-
286 bajo las mismas condiciones gque arribe se mencio-
nan. Ia solucidon de descomposicidn fue ensayade en
cuento a densidad Optica a longitudes de onda de 280 m/u
y 260 m/u. Como un testigo, las wmelazas en su forma
inalterada fueron ensayadas en cuanto & densidad dpti-
ca. Los resultados estén mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7

Testigo |Mortierella Absidie re
vinacea varie |[flexa T
dad utiliza~" |IFO 5.874

dora de rafi

nossg
Densidaed dptica a o
260 m/i 0,414 0,515 0,430
Densidad dptica a
280 w/ 0,302 0,348 0,310

Le. table indice que cuando las dos clases de
micelios que posefan igual actividad de alfa~-galactosi

dase fueron utilizadas para la descomposicion de rafi-

- 25 -
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nosa, la cantidad de couponente de micelios extraidos

era menor en el caso de Absidia reflexa IFO 5874,

Ejemplo 9.

Los micelios de Absidia reflexa IPO 5874

(que tenian 17.400.000 unidedes Ge activided de alfa-ga
iactosidasaj obtenidos en el Ejemplo 2 fueron afadidos

a porciones de 200 g de jugo de remolacha (que contenian
cada uno 5,8 g de rafinosa) diluides a 30%2.Brix y ajus-
tados a pH 5,2, y hechos reaccionar duranie.3 horas a
las temperaturas de reaccion que se muestran en la Ta-
bla 8. Al final de cada reaccion, la solucion de descom-
posicidn fue enalizada en cuanto & la proporcion de des-
coﬁposicién de rafinosa. Los resultados estén mostrados

en la Tabla 8.

Table 8
Temperatura de reaccién | Proporcidn de descomposicidn
(2¢) de rafinosa (%)
20 43,1
30 15,7
40 78,5
50 80,2
60 79,2
70 55,6
- 26 ~
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Resulta evidente de le tabla arriba menciona

da que cuando la temperatura de reaccidn es mayor de
302C aumenta notablemente la proporeidn de descomposi-
¢idn de rafinosa, pero cuando aquella es mayor de 709C
disminuye le proporcicn debido a que 18 enzima estd

ingeotivadsa.

Ejemplo 10,

Los micelios de Absidia reflexs IFO 5.874

(que tenfan 17.400.000 unidades de actividad de alfa-
gelactosidasa) fueron afiadidos a porciones de jugo de
remolacha diluidas & 302 Brix utilizando solucidn tam-
pén de McIlvaime y ajusfadas 8 los niveles de pH mos~
trados en'la Tabla 6 y fueron hechos reaccionar'a 50¢e¢0
durante 3 horas. Al finel de le descomposicidn, 1la so-
lucidn de descomposicidn fue analizada. en cuanto & lg
proporcién de desoomposicién de rafinosa.

Tabla O

s

pH Proporcion de descomposicidn de
rafinosa (%8

11,5
68,2
80,2
77,4

- G T N W
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feontinuacidén tabla 9}

pH Proporeién de descomposicidn de
, rafinose (%)

T 39,2
| 19,0

© ‘De latable antes mencionade resulta evidénte
que los ‘resultados preferilbiles se obtuvieron en el mar
gen de valores.de .pH de 4 a 8.

"Laupresente solicitud que' corresponde & la
presentada-en Estados Unidos -de América, con fecha 30
de Marzo de‘l.g%z,’hajo el'Nﬁmeré 239.741, se acoge &
los beneficios del Artfculo 51 del vigente Estatuto so
bre Propiedad Industrial.

~ REIVINDICACIONES =-

Los puntos de invencidn, propia y nueva,

27.9.72 - 28 -
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que se presentan para que sean objeto de este solicitud

de Patente de Invencion en Espafia por VEINTE afios, son
los siguientes: '

1.- Un método mejorado para descomponer le 18

5 finosa contenida en el zumo de remolache o en melazas

de remolacha, en galactosa y sacaross por utilizacidn
de alfa-galactosidasa producida & partir de microorge-
nismos, caracterizado porque la mejora comprende culti-
ver un moho perteneciente al geénero Absidia en un medio

10 de cultivo que incorpora en 61, al menos un azucar del
grupo consistente en lactosa, melibiosa, rafinosa y ga-
lactosa en el margen de 0,5% & 1,5% en peso del medio
de cultivo, y tratar dicho jugo de remolacha o melazas
de remolacha con la alfa-galactosidasa producida,

15 2.~ Un método mejorado para descomponer le
rafinosa contenida en el zumo de remolacha o en mela~
zas de remolacha, en galactosa y sacarosa.

Tal y como se ha descrito em la Memoria que
antecede y para los finex que se han especificado.

20

ﬁé%
05
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Este Memoria consta de treinta hojas escri-

tas & méquina por une sola de sus caras,

27.9.72/RTA .=

27.9.72

- 30 ~

wedria, =9 0LV, 1972
P.A.

Alberic
Por Podete
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