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E s t a  in v e n c ió n  s e  r e f i e r e  a  l a  p ro d u c c ió n  de 

g lu c o a m ila s a .  Se r e f i e r e  ta m b ié n  a l  aumento de re n d im ie n ­

t o  d u r a n te  e l  p r o c e s o  de fe r m e n ta c ió n  en  l a  p ro d u c c ió n  

de g lu c o a m ila s a .

L a g lu c o a m ila s a  e s  u n a  en zim a ca p a z  de c o n v e r­

t i r  e l  a lm id ó n  en d e x t r o s a .  E l  u so  de g lu c o a m ila s a  p a ra  

p r o d u c ir  d e x t r o s a  y  ja r a b e s  que c o n t ie n e n  d e x t r o s a  e s  muy 

c o n o c id o  en  l a  t é c n i c a .  L os p r o c e d im ie n to s  en  l o s  que 

s e  u s a  g lu c o a r n ila s a  e s tá n  d iv id id o s  g e n e ra lm e n te  en  t r e s  

c l a s e s .  E s t o s  so n  e l  p ro c e d im ie n to  de c o n v e r s ió n  de á c i  

d o - l i c u e f a c c i ó n - e n z im a ,  e l  p ro c e d im ie n to  de c o n v e r s ió n  

d e e n z im a - l ic u e fa c c ió n -e n z im a , y  e l  p ro c e d im ie n to  de con ­

v e r s i ó n  de e n z im a - s o lu b i l iz a c ió n - e n z im a  ( e l  p ro c e d im ie n ­

t o  de h i d r ó l i s i s  de a lm id ón  g r a n u la r  t a l  como s e  d e s c r i ­

b e  en l a s  P a t e n t e s  de l o s  EE.UXJ. N os. 3 . 9 2 2 .1 9 7 ,  3 .9 2 2 .1 9 8 ,  

3 . 9 2 2 . 1 9 9  y  3 . 9 2 2 . 2 0 0 ) .

En e l  p ro c e d im ie n to  do á c id o -e n z im a , e l  a lm i­

dón s e  l i c ú a  y  se  n i d r o l i z a  en u na s u s p e n s ió n  a c u o s a  que 

c o n t ie n e  de 20 a  40 p o r  c ie n t o  de a lm id ó n  y  un á c id o , t a l  

como á c id o  c l o r h í d r i c o .  L a  s u s p e n s ió n  s e  c a l i e n t a  d e s ­

p u é s  a  u n a  te m p e r a tu r a  a l t a ,  e s  d e c i r  u na te m p e r a tu r a  en­

t r e  ap ro xim ad am en te 70 -C  y  ap roxim ad am ente l6 0 2 C , y  a  un 

pH e n t r e  ap ro xim ad am en te 1  y  4 , 5 ,  p a r a  l i c u a r  e h i d r o l i -  

z a r  p a r c ia lm e n te  e l  a lm id ó n . E l  a lm id ó n  l ic u a d o  y  p a r c i a l
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m en te  s o lu b i l iz a d o  te n d r á  en g e n e r a l  un I n d i c e  de e q u iv a ­

l e n t e  de d e x t r o s a  (E .0 .  ) de h a s t a  ap roxim ad am en te 2 0 , y  

p r e f e r ib le m e n t e  de h a s t a  aproxim ad am en te 1 5 . Se  d e s c r i  

b en  p r o c e d im ie n to s  t í p i c o s  de á c id o -e n z im a  en l a s  p a te n ­

t e s  de l o s  ES.U U . N os. 2 .3 0 5 .1 6 8 ,  2 .5 3 1 * 9 9 9 ,  2 .8 9 3 .9 2 1 ,  

3 .0 4 2 .5 8 4  y  3 . 0 1 2 .9 4 4 .

En e l  p ro c e d im ie n to  e n z im a -e n z im a , e l  a lm id ón  

s e  l i c ú a  y  s e  h i d r o l i z a  en u na s u s p e n s ió n  a c u o s a  que con ­

t i e n o  20 a  40  p o r  c ie n t o  de a lm id ó n  y  una en zim a l i c u a d o -  

r a ,  t a l  como enzim a a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a ,  a  una tem pe­

r a t u r a  de d e sd e  ap roxim ad am ente 8 5 £C a  ap roxim ad am en te 

1 0 5 fiC. E l  í n d i c e  de e q u iv a le n t e  de d e x t r o s a  d e l  a lm id ó n  

l i c u a d o  y  p a r c ia lm e n te  h id r o l iz a d o  e s  g e n e r a lm e n te  m enor 

de ap roxim ad am en te 20, y  p r e f e r ib le m e n t e  m enor a e  a p r o x i -  

, m adam ente 1 5 . Un p ro c e d im ie n to  r e v o l u c io n a r io  p a r a  p r e ­

p a r a r  u n  p ro d u cto  de h i d r ó l i s i s  p a r c i a l  adecuado p a r a  con  

v e r t i r  a lm id ó n  en d e x t r o s a  y  ja r a b e s  que c o n t ie n e n  d e x tr o  

s a ,  com prende l i c u a r  alm id ón  en agu a co n  u n a  p r e p a r a c ió n  

d e en zim a a l f a - a m i l a 3a  b a c t e r i a n a ,  h a s t a  un í n d i c e  e q u i­

v a l e n t e  de d e x t r o s a  de ap roxim ad am ente 2 a  aproxim adam en­

t e  15 , t r a t a r  p o r  c a l o r  l a  s u s p e n s ió n  que c o n t ie n e  e l  a l ­

m idón l i c u a d o ,  h a s t a  u na te m p e r a tu r a  m ayor de u no s 95a C, 

y  d e sp u é s  c o n v e r t i r  e l  a lm id ó n  l i c u a d o ,  co n  u n a  p r e p a r a ­

c ió n  de enzim a de a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  h a s t a  un E .D . 

d e h a s t a  ap roxim ad am ente 2 0 . E s t e  p ro c e d im ie n to  r e v o lu -
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c i o n a r i o  s e  d e s c r i b e  y  r e i v i n d i c a  en l a  p a t e n t e  de l o s  

EE.UU. ne 3 .8 5 3 .7 0 6 .

lín e l  p r o c e d im ie n to  de a lm id ó n  g r a n u la r  de 

e n z im a -e n z im a , u na s u s p e n s ió n  de a lm id ó n  g r a n u la r  se  so 

l u b i l i z a  p o r  a c c ió n  de a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  ( p r e f e ­

r ib le m e n te  u n a  p r e p a r a c ió n  de en zim a de a l f a - a m a l a s a  b a c  

t e r i a n a  d e r iv a d a  d e l  m icro o rg a n ism o  ü a c i l l u s  l i c h o n i f o r m i s )  

en  c o n d ic io n e s  t a l e s  que e l  a lm id ó n  no s e  g e l a t i n a z a  n i  

d ism in u y e  su  v i s c o s i d a d .  E l  a lm id ó n  s o lu b i l iz a d o  puede 

c o n v e r t i r s e  d esp u és en  d e x t r o s a  o ja r a b e s  que c o n t ie n e n  

d e x t r o s a  p o r  m edio de o t r a s  en z im a s , t a l e s  come l a  g lu c o a

mi l a s  a .

L o s p ro d u c to s  de a lm id ó n  p a r c ia lm e n te  h id r o  

l i z a d o s  o s o l u b i l i z a d o s  p re p a ra d o s  p o r  c u a l q u i e r a  de l o s  

t r e s  p r o c e d im ie n to s  c i t a d o s  a n t e s ,  pu ed en  t r a t a r s e  d esp u és 

c o n  p r e p a r a c io n e s  de enzim a g lu c o a m ila s a , p a r a  c o n v e r t i r  

e l  p ro d u c to  de h i d r ó l i s i s  d e l  a lm id ó n  en  d e x t r o s a .  o j a r a ­

b e s  que c o n t ie n e n  d e x t r o s a .

L os p ro d u c to s  de h i d r ó l i s i s  c o n v e r t id o s  e n z i-  

m á tic a m e n te  so  so m eten  d esp u és a  p r o c e d im ie n to s  c o n o c id o s  

de r e f i n o  co n  carb o n o  y  p o r  cam bio de io n e s  p a r a  e l im in a r  

l a s  s u s t a n c i a s  c o l o r a n t e s ,  l o s  m a t e r i a l e s  o d o r í f e r o s ,  y  

l o s  c o n s t i t u y e n t e s  que c o n tr ib u y e n  a l  c o n te n id o  de c e n iz a  

d e l o s  p r o d u c to s  de h i d r ó l i s i s .  E s to s  t r a t a m i e n t o s  cono­

c id o s  im p lic a n  e l  t r a t a m ie n t o  d e l  ja r a b e  con  c a rb ó n  a c t i -
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v o  a  un pH á c id o  ( e s  d e c i r  a  un pll de ap roxim ad am en te 4 

a  6 , p u es e i  c a rb ó n  a c t iv a d o  p o r  e l  pll e s  e l  más e f e c t i ­

v o )  y  t r a t a r  d esp u és e l  ja r a b e  t r a t a d o  con  c a rb ó n  co n  u - 

n a  r e s i n a  de cam bio d e c a t i o n e s  de á c id o  f u e r t e  en form a 

d e h id r ó g e n o , y  u na r e s i n a  ca m b ia d o ra  de a n io n e s  de b a s e  

d é b i l  en  fo rm a  de b a s e  l i b r e .

L a  g lu c o a m ila s a  e s  c o n o c id a  en l a  t é c n i c a  

co n  muchos nom bres, t a l e s  como g lu c a m ila s a ,  en zim a g lu  

có g e n a , e t c .

L a  g lu c o a m ila s a  l a  p ro d u cen  muchos t i p o s  de 

m ic r o o r g a n is m o s . C i e r t a s  ce p a s  de h o n g o s que p e r te n e c e n  

a l  g é n e ro  A s p e r g i l l u s , t a l e s  como l a s  c e p a s  c o n o c id a s  c o ­

mo A s p e r g i l lu s  n i g e r , y c i e r t a s  c e p a s  de l o s  g é n e r o s  

R h izo p u s y  Bndom yces, p ro d u cen  g lu c o a m ila s a .  L o s m ic r o o r ­

g a n ism o s a n t e r i o r e s  p ro d u cen  ta m b ié n  en zim as t a l e s  como 

l a  a l f a - a m i l a s a  y l a  t r a n s g lu c o s i d a s a .  L a s en zim as t r a n n  

g lu c o s i d a s a s  so n  c a p a c e s  de p r o d u c ir  p o l ím e r o s  de s a c á r i  

d o s  que so n  in f e r m e n t a b le s .  A s i p u e s , l a  p r e s e n c i a  de 

tx -a n s g lu c o s id a s a  on p r e p a r a c io n e s  de en zim a de glucoam á. 

l a s a  s e  c o n s id e r a  g e n e ra lm e n te  in d e s e a b l e .

Iiay  muchos m étodos c o n o c id o s  en l a  t é c n i c a  

p a r a  p r e p a r a r  g lu c o a m ila s a .  Muchos m étodos t r a t a n  de l a  

e l im in a c ió n  de t r a n s g lu c o s i d a s a  p r e s e n t e  en  p r e p a r a c io n e s  

de enzim a de g lu c o a m ila s a ,  p o r  e j .  l o s  m étod os d e s c r i t o s  

en l a s  p a t e n t e s  d e l o s  HL.UU. n o s . 2 .9 7 6 .8 0 4 ,  3 . 0 4 2 .5 8 4 ,
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3 . 075. 886, 3 . 1 1 7 . 063, y  3 . 2 5 4 .0 0 3 .  Se d e s c r i b e  un p r o g r e ­

so im p o r ta n te  en l a  t é c n i c a  de p r e p a r a c ió n  de g lu c o a r a i la -  

s a  en  l a  p a t e n t e  de l o s  LL.OU. hs 3 .0 1 2 .9 4 4 ,  en l a  que 

s e  d e s c r i b e  y  r e i v i n d i c a  un p ro c e d im ie n to  de m u ta c ió n  de 

u n  m icro o rg a n ism o  ca p a z  de p r o d u c ir  g lu c o a m ila s a .  Con e s ­

t e  m étodo s e  o b t ie n e n  r e n d im ie n to s  s u p e r io r e s  de g lu c o a  

m i l a s a  y  c a n t id a d e s  m en ores de t r a n s g lu c o s i d a s a .  -

L a  p r o d u c c ió n  c o m e r c ia l  de g lu c o a m ila s a  se  

e f e c t ú a  en  v a r i a s  o p e r a c io n e s ,  comenzando con  u n a  e ta p a  

de p r o p a g a c ió n  i n i c i a d a  in o c u la n d o  e s p o r a s  de un c a ld o  

d e un c u l t i v o  en  un m edio n u t r i e n t e  p r e - e s t e r i l i z a d o  co n ­

t e n id o  u s u a lm e n te  en un m a tra z  a g i t a d o r .  i£l c r e c im ie n to  

s e  m e jo r a  a ir e a n d o  o l  m edio n u t r i e n t e  y  m an ten ien d o  e l  

pl-l y  l a  te m p e r a tu r a  ad ecu ad o s en  su i n t e r i o r .  L a s e ta p a s  

i n i c i a l e s  s e  denom inan e ta p a s  de d e s a r r o l l o  d e l  c u l t i v o .  

L o s m ic ro o rg a n ism o s  de l a  ú l t im a  e ta p a  de d e s a r r o l l o  d e l  

c u l t i v o  ( l a  e ta p a  de s ie m b r a )  s e  in o c u la n  en  un fe r m e n ta -  

d o r  en  g ra n  e s c a l a  p a r a  p r o d u c ir  c a n t id a d e s  c o m e r c ia le s  

d e  g lu c o a m ila s a .

L 1  m edio n u t r i e n t e ,  a l  menos en  l a  e ta p a  f i ­

n a l  d e l  d e s a r r o l l o ,  c o n t ie n e ,  como s u s t a n c i a s  n u t r i e n t e s  

p r i m a r i a s ,  u na f u e n t e  de carb o n o  en fo rm a de un c a rb o h i­

d r a to  y  u n a  f u e n t e  de n i t r ó g e n o , t a l e s  como n i t r a t o s  o 

m a t e r i a l e s  p r o t e i n i c o s .  Como f u e n te  de c a rb o n o , o l  medio 

n u t r i e n t e  c o n t ie n a  g e n e ra lm e n te  m aíz m olid o  en c a n tid a d e s

-  6 -



ítue h a s t a  aproxim adam ent e 10 p o r  c ie n t o  en p e s o , y  

c a n t id a d e s  v a r i a b l e s  de a lm id ó n . A n te s  de l a  in o c u la c i ó n  

d e l  m edio n u t r i e n t e  con  e l  m icro o rg a n ism o  p r o d u c to r  de 

g lu c o a m ila s a ,  e l  modio n u t r i e n t e  s e  e s t e r i l i z a  c a le n t á n ­

d o lo  a u n a  te m p e r a tu r a  de a l  menos ap ro xim ad am en te 1202c ,  

y  m an ten ien d o  e l  m edio a  e s t a  te m p e r a tu r a  d u r a n te  v a r i o s  

m in u to s . E l  c a le n ta m ie n to  d e l  m edio n u t r i e n t e  lá c ú a  e l  

m aíz  m o lid o . S in  em bargo, s i  e l  c o n te n id o  de s ó l id o s  d e l  

m a íz  m o lid o  e s  de más d e l  10^ , liay  un aumento de v i s c o s i ­

dad t a l  que l o s  a g i t a d o r e s  d e l  fe r m e n ta d o r  no pueden fu n ­

c i o n a r  n o rm alm en te . E l  c a le n ta m ie n to  d e l  m edio n u t r i e n ­

t e  h a s t a  l a  te m p e r a tu r a  de e s t e r i l i z a c i ó n  s i n  ayuda de * 

un c a t a l i z a d o r  l i i d r o l l t i c o ,  t a l  como u na enzim a l i c u a d o -  

r a ,  d a  como r e s u l ta d o  un fenóm eno denom inado en l a  t é c n i ­

c a  "g o lp e  de v a p o r " .  A s í p u e s , en l o s  p r o c e d im ie n to s  c o ­

m e r c i a l e s  p a r a  p r o d u c ir  g lu c o a m ila s a  so  em p lea u n a  e n z i ­

ma de s t l f a - a i i i i l a s a  on e l  medio n u t r i e n t e ,  a n te s  de l a  e s ­

t e r i l i z a c i ó n ,  i)a r a  ay u d ar a  l a  l i c u e f a c c i ó n  d e l  m aíz  mo­

l i d o  y  a l i v i a r  e l  p ro b lem a d e l  "g o lp e  de v a p o r " .

Aunque l a  a d ic ió n  de a l f a - a m i l a s a  d u r a n te  e l  

p r o c e s o  d e e s t e r i l i z a c i ó n  ayuda a  l a  l i c u e f a c c i ó n  d e l  m aiz  

m o lid o , e l  u so  de más de 10^ en p eso  de m aiz  m olid o  e s  

poco  p r á c t i c o  en g e n e r a l ,  p o r  e l  aumento de v i s c o s i d a d .

L a p r e s e n t e  in v e n c ió n  p r o p o r c io n a  un p r o c e d i­

m ie n to  p o r  e l  que s e  f a b r i c a  g lu c o a m ila s a  en  u n  m edio nu-



t r i c i o  que c o n t ie n e  más de aproxim ad am en te 16^ , y  h a s ­

t a  ap ro xim ad am en te  2%. en  p e s o , medido en s u s t a n c i a  s e c a , 

d e un m aíz m o lid o  l ic u a d o  e n z im á tic a m e n te . iül u so  de ma­

y o r e s  c o n c e n t r a c io n e s  de m aiz m o lid o  l ic u a d o  en e l  medio 

n u t r i e n t e  aum enta l a  p ro d u c c ió n  de g lu c o a m ila s a  en  e l  me­

d io  de f e r m e n ta c ió n .

L a  in v e n c ió n  p r o p o r c io n a  ta m b ié n  u n  p r o c e d i-  

■ m ie n to  p o r  e l  qüe e l  m edio n u t r i e n t e  p a r a  p r e p a r a r  g lu c o a  

m i l a s a ,  que c o n t ie n e  m aiz m o lid o , s e  t r a t a  con  u na a l f a -  

- a m i l a s a  b a c t e i 'i a n a  d e r iv a d a  d e l  D a c i l l u s  l i c i i e n i f o r m i s  

a n te s  de l a  e s t e r i l i z a c i ó n ,  co n  lo  que e l  p ro c e s o  de e s ­

t e r i l i z a c i ó n  l i c ú a  e l  m aíz m olid o  en p r e s e n c ia  de e l id ía  

en z im a. JSsba  r e a l i z a c i ó n  de l a  in v e n c ió n  a p o r ta  una r e ­

d u c c ió n  d e l a  v is c o s id a d  en  e l  c a ld o , d ism in u y e  l a  deman­

d a  e n e r g é t i c a  d e l o s  a g i t a d o r e s  de l o s  fe r m e n ta d o r e s , p e r  

m ite  e l  u so  de m ayores n i v e l e s  de m aíz m olid o  (q u e prod u ­

c e  m ayores p r o p o r c io n e s  de g lu c o a m ila s a )  y re d u c e  e l  t ie m ­

po n e c e s a r i o  ¿ ja ra  a lc a n z a r  l a  te m p e ra tu ra  de e s t e r i l i z a ­

c i ó n ,  r e q u ir ie n d o  p o r  e l l o  menos a t e n c ió n ,  y  re d u c ie n d o  

l a  d e g r a d a c ió n  de l o s  c o n s t i t u y e n t e s  d e l  m edio n u t r i c i o ,

J21 p ro c e d im ie n to  de l a  p r e s e n t e  in v e n c ió n  com­

p re n d e  fe r m e n ta r  un m icro o rg a n ism o  c a p a s  de p r o d u c ir  g lu  

o o a m ila s a  en un m edio n u t r i e n t e  que c o n t ie n e  u na fu e n te  

d e  n it r ó g e n o  y una f u e n te  do c a rb o n o , en e l  que d ic h a  fu e n  

t e  de carb o n o  com prende un m aíz m olid o  l ic u a d o  e n z im á t ic a -
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m e n te , que t i e n e  un c o n te n id o  d e s ó l i d o s  m ayor de a p r o x i­

madamente lO ji, y  h a s t a  a ijrox in iad am en te 25/ ,̂ en b a s e  a  s u s ­

t a n c i a  s e c a .

Corno o t r a  r e a l i z a c i ó n  de l a  p r e s e n t e  in v e n c ió n , 

s e  p r o p o r c io n a  un p ro c e d im ie n to  de p r e p a r a c ió n  de g lu c o a -  

m i l a s a ,  que com prende: f e r m e n ta r  luí m icro o rg a n ism o  cap az  

de p r o d u c ir  g lu c o a m ila s a  en  un m edio n u t r i e n t e  que c o n t i e ­

n e  u na f u e n te  de n it r ó g e n o  y u na f u e n te  de c a rb o n o , en 

e l  que l a  f u e n t e  de carb o n o  com prende m aíz m o lid o  que se  

l ia  l i c u a d o  p o r  a c c ió n  de c a l o r ,  agua y  u n a  p r o jia r a c ió n  

de enzim a a l f a - a m i l a s a  d e r iv a d a  d e l  m icro o rg a n ism o  B a c illu g s

l i c l i e n i f o r m i s . ¡

E l  p ro c e d im ie n to  de l a  in v e n c ió n  a p o r ta  muchas 

v e n t a ja s  e c o n ó m ic a s , in c lu y e n d o  m ayores r e n d im ie n to s  en 

l a  p r o d u c c ió n  do g lu c o a m ila s a .

Una de l a s  v e n t a ja s  más im p o r ta n te s  d e l  p ro ­

c e d im ie n to  de l a  p r e s e n t e  in v e n c ió n  e s  que puede e f e c t u a r ­

s e  en  un m edio acu o so  a  c o n c e n t r a c io n e s  r e la t iv a m e n t e  a l ­

t a s .  E l  c o n to n id o  de s ó l id o s  de e s t e  a lm id ó n  m o lid o  e s ­

t á  g e n e r a lm e n te  en e l  i n t e r v a l o  de ap ro xim ad am en te l 6 r¡v 

a ap roxim ad am ente 25',--, aunque o r d in a r ia m e n te  e l  c o n t e n i ­

do de s ó l id o s  e s t á  en  e l  i n t e r v a l o  de d esd e  aproxim adam en­

t e  18‘,<. a ap roxim ad am ente 22r . Pueden u s a r s e  c o n c e n t r a c io ­

n e s  m en o res , y ,  en g e n e r a l ,  a  m edida que d ism in u y e  l a  co n ­

c e n t r a c i ó n  d ism in u y e tam b ién  e l  re n d im ie n to  de g 'lu co am i-

-  9 -
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121 modo p r e f e r id o  de e f e c t u a r  e l  p ro ce d im ie n ­

t o  de l a  in v e n c ió n  e s  p r e p a r a r  p rim e ro  un m edio de c u l t i ­

vo adecuado p a r a  p r o d u c ir  l a  p r e p a r a c ió n  de enzim a de g lu  

c o a m ila s a .  E l  m edio de c u l t i v o  s e  p r e p a r a  m ezcland o m aíz 

m o lid o  como f u e n t e  p r im a r ia  de c a rb o n o , s ó l id o s  de l i c o r  

de m a c e r a c ió n  d e m aíz como f u e n t e  p r im a r ia  de n i t r ó g e n o , 

u n a  p r e p a r a c ió n  de enzim a de a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a ,  p r e ­

f e r i b l e m e n t e  d e r iv a d a  d e l  B a c i l l u s  l i c l i e n i f o r m i s . agua 

y  o t r o s  n u t r i e n t e s ,  t a l e s  como a lm id ó n  y  s a l e s  de am onio. 

E s t a  m e z c la  s e  e f e c t ú a  g e n e ra lm e n te  a  te m p e r a tu r a s  com pren 

d id a s  e n t r e  20£C y  ap roxim ad am ente 602C . La m e z c la  s e  

c a l i e n t a  d e s jju é s  g ra d u a lm e n te , p o r  a c c ió n  de v a p o r  de 

a g u a , b a s t a  u n a  te m p e r a tu r a  en e l  i n t e r v a l o  de ap ro xim a­

d am en te 1102C  b a s t a  ap roxim ad am ente 1 3 0 SC, y  p r e f e r i b l e ­

m en te en e l  i n t e r v a l o  de d esd e  ap roxim ad am ente 1202C b a s ­

t a  ap ro xim ad am en te  1 2 5 fiC. L a  a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  pue­

d e  a ñ a d ir s e  a n te s  d e l  c a le n ta m ie n to  d e l  m edio n u t r i e n t e  

c o n  v a p o r , o d u r a n te  e l  m ismo. S in  em bargo, s e  p r e f i e r e  

a ñ a d ir  l a  enzim a d u r a n te  e l  c a le n ta m ie n to  d e l  m edio nu­

t r i e n t e .

E l  pil d e l  m edio n u t r i e n t e  d u r a n te  l a  e s t e r i ­

l i z a c i ó n  so  a ju s t a  p a r a  u na máxima e f i c i e n c i a  de l a  p r e ­

p a r a c i ó n  de enzim a de a l f a - a m i l a s a .  E l  píl e s t á  g e n e r a l ­

m en te  en  e l  i n t e r v a l o  de d e sd e  ap roxim ad am ente 4 , 5  a  7 »5 i

-  10 -



5

10

15

20

25

1 5 . 1 2 . 7 5

y  p r e f e r ib le m e n t e  en  e l  i n t e r v a l o  de d e sd e  aproxim adam en­

t e  5 , 5  h a s t a  ap ro xim ad am en te 6 , 5 ,  y más p r e f e r ib le m e n t e

de ap ro xim ad am en te 5 , 5  a  6 , 0 .

Un modo p r e f e r id o  do e f e c t u a r  l a  e s t e r i l i z a -
i

c ió n  e s  c a l e n t a r  g ra d u a lm e n te  e l  m edio n u t r i e n t e  que con ­

t i e n e  m aíz  m o lid o , s ó l id o s  de l i c o r  de m a c e ra c ió n  rio m aiz , 

a g u a , y  a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  h a s t a  u n a  te m p e r a tu r a  en 

e l  i n t e r v a l o  de d esd e  ap roxim ad am ente 5 5 - c  a  ap ro xim ad a­

m en te  802 C, y  p r e f e r ib le m e n t e  en e l  i n t e r v a l o  de d esd e  

ap ro xim ad am en te 6 5 SC a  ap roxim ad am ente 7 5 - 0 ,  y  a  un pH 

en  e l  i n t e r v a l o  de d esd e  ap roxim ad am ente 5 ,5  a  ap ro xim a­

d am ente 6 , 5 .  P r e f e r i b l e m e n t e ,  e l  m edio n u t r i e n t e  s e  man­

t i e n e  a  e s t a  te m p e r a tu r a  d u ra n te  un b r e v e  p e r ío d o , e s  d e­

c i r  de ap roxim ad am ente 15 m in u to s a  ap ro xim ad am en te 60 

m in u to s , y  p r e fe r ib le m e n t e  de 30 m in u to s  a  u no s 4 5  m inu­

t o s ,  p a r a  l i c u a r  o d i l u i r  s u s ta n c ia lm e n te  e l  m áiz  m olid o  

en e l  m ed io . D e sp u és, e l  medio n u t r i e n t e  s e  c a l i e n t a  más 

p o r  a c c ió n  de v a p o r  de agu a h a s t a  u na te m p e r a tu r a  de a l  

m enos u no s 1102C, y  p r e fe r ib le m e n t e  u n a  te m p e r a tu r a  de 

a l  menos 1202C , y  s e  m a n tie n e  a e s t a  te m p e r a tu r a  e le v a d a  

d u r a n te  un p e r ío d o  de a l  menos 30 m in u to s , y  p r e f e r i b l e ­

m en te  a l  menos unos 45 m in u to s . DI m edio n u t r i e n t e  e s t e ­

r i l i z a d o  s e  e n f r í a  d esp u és y e l  pK s e  a ju s t a  a  ap ro xim a­

d am ente 5,5  a  ap roxim ad am ente 6 , 0 .

Jin e l  m edio n u t r i e n t e  e s t e r i l i z a d o  s e  in o c u -

-  11 -
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l a  d e sp u é s  e l  m icro o rg a n ism o  i jr o d u c to r  ^e f í lu c o a m ila s a .

Se d e ja  que te n g a  lu g a r  l a  f e r m e n ta c ió n  d u r a n te  43  a  168 

lio r a s .

£1 u so  de c a n t id a d e s  s u p e r io r e s  de m aiz m o li­

do d i lu id o  en  e l  m edio de fe r m e n ta c ió n , que s e  f a c i l i t a  

p o r  e l  uso de l a s  p r e p a r a c io n e s  de en zim a a l f a - a n i l l a s  a  

b a c t e r i a n a  d e r iv a d a  d e l  ü a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s ,  p e r m ite  

■ o b ten er más de 30 u n id a d e s  de g lu c o a m ila s a  p o r  m..»

E l  m icro o rg a n ism o  p r o d u c to r  de g lu c o a m ila s a  

p u ed e d e r i v a r s e  de c u a l q u i e r a  de l a s  p r e p a r a c io n e s  de ami 

l a s a  f ú n g i c a  b i e n  c o n o c id a s , p a r t ic u la r m e n t e  l a s  d e r iv a ­

d a s  de m iem bros d e l  g é n e ro  A s p e r g i l lu s ,  g é n e ro  omyc.e s  

y  g é n e ro  H h izo p u s. Una g lu c o a m ila s a  p a r t ic u la r m e n t e  p r e ­

f e r i d a  e s  l a  o b t e n i b l e  p o r  e l  p ro c e d im ie n to  d e s c r i t o  en 

l a  p a t e n t e  de l o s  KE.UU. nfi 3 .0 4 -2 .5 3 4 ,  en e l  que u n a  p r e ­

p a r a c i ó n  de a m ila s a  f ú n g ic a  s e  l i b e r a  de l a  a c t iv id a d  no 

d e s e a d a  de t r a n s g l u c o s i d a s a  p o r  t r a t a m i e n t o , en  un me­

d io  a c u o s o , con  un m in e r a l  de a r c i l l a .  L a s  u n id a d e s  de 

a c t i v i d a d  de g lu c o a m ila s a  se  d e te rm in a n  como s ig u e :

E l  s u s t r a t o  e s  un p ro d u cto  de h i d r ó l i s i s , _ de 

15 - l S  de E .D . ,  de a lm id ó n  de m aiz d i s u e l t o  en agu a y  d i ­

lu id o  a  4,0  gram os de s u s t a n c i a  s e c a  p o r  100 mi de d is o ­

l u c i ó n .  Con u na p i p e t a ,  s e  l l e v a n  e x a c ta m e n te  50 ml de 

l a  d i s o l u c i ó n  a  un m a tra z  v o lu m é tr ic o  de 100 m i. Se aña­

d en  a l  m a tra z  5,0  mi de tam pón 1,0  m o la r  de a c e t a t o  de

12



s o d io - á c id o  a c é t i c o  (p ll 4 , 3 ) *  -SI m a tra z  s e  c o l o c a  en un 

baño do agu a a  60SC y  a l  cabo de 10 m in u to s  s e  añade l a  

c a n t id a d  ad ecu ad a de p r e p a r a c ió n  de en zim a. E x a c ta m e n te  

120 m in u to s  d esp u és  de l a  a d ic ió n  de l a  p r e p a r a c ió n  de 

en z im a, s e  a ju s t a  l a  d is o lu c ió n  a  un p u n to  f i n a l  de f e n o l f  

t a l e í n a  co n  li id r ó x id o  de so d io  uno n o rm a l. L a  d i s o lu c ió n  

s e  e n f r i a  d e sp u é s  h a s t a  l a  te m p e r a tu r a  a m b ie n te , y  s e  d i ­

lu y e  a l  volum en d e se a d o . So d e te r m in a , s o b re  l a  m u e stra  

d i l u i d a  y  s o b re  un c o n t r o l  que no t i e n e  p r e p a r a c ió n  de 

en zim a, un í n d i c e  de a z ú c a r  r e d u c to r ,  c a lc u la d o  como d e x -

t r o s a .  L a  a c t iv id a u  de g lu c o a m ila s a  so  c a l c u l a  como s i -

i
g u e :

S -  B
A = ----------

2 x  Ji

donde

A = u n id a d e s  d e a c t iv id a d  de g lu c o a m ila s a  p o r  m i. (o  p o r  

gram o) d e p r e p a r a c ió n  de en zim a.

B = a z ú c a r e s  r e d u c to r e s  en e l  c o n t r o l ,  gram os p o r  100  ra l.

S = a z ú c a r e s  r e d u c to r e s  en  l a  m u e stra  c o n v e r t id a  p o r  l a  

en z im a, gram os p o r  100 m i.

i¡ = c a n t id a d  de p r e p a r a c ió n  de enzim a u s a d a , mi (o  g ra m o s ). 

3 no h a  de e x c e d e r  de 1,0  gramo p o r  100 m i.

L a  á l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  u sa d a  p a r a  d is m i-

-  13 -
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n u i r  l a  v is c o s id a d  d e l  m aíz  m o lid o  e s  p r e fe r ib le m e n t e  u na 

a c t i v a  a  un pll r e la t iv a m e n t e  b a jo ,  e s  d e c i r  en  e l  i n t e r ­

v a l o  de d e sd e  ap ro xim ad am en te 5>0 a  aproxim ad am ente 8 , 0 ,  

y  ta m b ié n  a  te m p e r a tu r a s  r e la t iv a m e n t e  e le v a d a s , e s  d e c i r  

d e  h a s t a  ap roxim ad am en te 1 0 5 fiC. L as f u e n t e s  p r e f e r i d a s  

de e s t a s  a l f a - a m i l a s a s  in c lu y e n  c i e r t a s  e s p e c ie s  d e l  m i­

c ro o rg a n is m o  B a c i l l u s . t a l  como e l  B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s .

S e  d e s c r i b e n  a l f a - a m i l a s a s  ad ecu ad as en l a  P a te n t e  B r i t á ­

n i c a  nfi 1 .2 9 6 .8 3 9  y  en l a  p a t e n t e  de l o s  EE.UU. n£ 3 .6 9 7 .3 7 8 .  

Son  a m ila s a s  e s p e c ia lm e n te  ad ecu ad as l a s  d e r iv a d a s  d e l  

B . l i c l i e n i f o m i i s  d e s c r i t a s  en  l a  p a t e n t e  B r i t á n i c a  a n te ­

r i o r .  Se  p r e f i e r e  p a r t ic u la r m e n t e  l a  a l f a - a m i l a s a  d e r i ­

v a d a  de l a  c e p a  NCXü 8 ü 6 l  d e l  B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  ; 

o t r o s  m ic ro o rg a n ism o s  e s p e c í f i c o s  com prenden e l  B . l i c h e ­

n i f o r m i s . c e p a s  NCHJ S 0 5 9 , ATCC 6598, ATCC 6634, A'fCC 8 4 8 0 , 

ATCC 9945A  y  ATCC 1 1 9 4 5 . Son d esu sad am en te  e f e c t i v a s  en 

l a  l i c u e f a c c i ó n  d e l  m aíz m o lid o . Una de e l l a s  s e  i d e n t i ­

f i c a  p o r  l a  m arca  de f á b r i c a  de "THEKMAMYL", o b t e n ib le  

d e l  Novo T e r a p e u t i s k  L a b o ra to r iu m , C openhague, D in am arca . 

P a r a  e s t a  a p l i c a c i ó n  h a  de u s a r s e  en  u na c o n c e n t r a c ió n  

co m p re n d id a  e n t r e  ap roxim ad am ente 1 ,0  y  ap roxim adam ente 

25  u n id a d e s  p o r  gramo d e m aíz m o lid o  ( s u s t a n c i a  s e c a )  en 

l a s  c o n d ic io n e s  de pll y  te m p e r a tu r a  d e s c r i t a s  a n te r io r m e n ­

t e .  L a  THEKMAKYL s e  c a r a c t e r i z a  p o r  l a s  p ro p ie d a d e s  s i ­

g u i e n t e s :

1 5 .1 2 .7 5 14 -
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( b )  t i e n e  un am p lio  i n t e r v a l o  d e a c t iv id a d
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de ijIí , y

( c )  su a c t iv id a d  y  e s t a b i l i d a d  t é r m ic a  son

in d e p e n d ie n te s  de l a  p r e s e n c ia  de ió n  c a l  

c i ó  a ñ a d id o .

Su a n á l i s i s  e s  e l  s i g u i e n t e :

S u s t a n c ia  s e c a ,  ‘p L) k , 6 9 4 , (

A c t iv id a d  de a l f a - a n i i l a s a ,  u/g ( t a l  co
mo e s ­
t á )  9 .1 2 4

P r o t c ín a  ^ co n  b a s e  en s u s t a n c i a  s e n a  2 1 , ;

C e n iz a , % con  b a s e  en s u s t .  s e c a  ! 6 4 , ¿

C a lc io ,  )„ con  b a s e  en  s u s t .  s e c a  4 ,5

O tr a s  a l f a - a í t i i l a s a s  a d ecu ad as in c lu y e n  e l

THüI&íaíiYL 60 ( l í q u i d o ) ,  y  e l  Thjáiil-btfíYl, 120  ( s ó l i d o )  que 

t i e n e n  l o s  a n á l i s i s  s i g u i e n t e s :

TIUiRl.iAM'X 6 0  THSifrUKYL 12 

o u s tc u rc la  s e c a ,  '¡u 3 5 ,4  9 3 ,3

A c t iv id a d  de a l f a - a m i l a s a ,

ü/g ( t a l  c u a l  e s )  1.15 6  2.105

P r o t e ín a ,  y- con  b a s e  en s u s t .

s e c a  2 o ,5  2 1 ,2

C e n iz a , V' con  b a s e  en s u s t .

s e c a  60,1  9 1,2

C a lc io ,  con  b a s e  en s u s t .

s e c a  C ,0 4  0 ,7 2

S o d io , ):■ con  b a s e  en  s u s t .

s e c a  1 2 ,3  1 2 ,2
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L a  a c t iv id a d  de a l f a - a m i l a s a  de u n a  enzim a

s e  d e te r m in a  como s ig n e :

Se  d e ja  r e a c c i o n a r  l a  enzim a co n  u n a  d i s o l u ­

c ió n  p a tr ó n  de a lm id ó n  en  c o n d ic io n e s  c o n t r o la d a s .  L a  a c -  

5 t i v i d a d  d e l a  enzim a s e  d e te r m in a  p o r  e l  g rad o  de h id r ó

l i s i s  d e l  a lm id ó n , r e f l e ja d a  por e l  d e s c e n s o  en l a  c a p a c i­

dad de t i n c i ó n  con  y o d o , que s e  m ide e s p e c t r o f o t o m é t r ic a -  

m e n te . La u n id a d  do a c t iv id a d  d e a l f a - a n i l l a s  a  b a c t e r i a ­

n a  e s  l a  c a n t id a d  de enzim a r e q u e r id a  p a r a  h id r o  I r  zax- 10 

10 nig d e a lm id ó n  p o r  m in u to , en l a s  c o n d ic io n e s  d e l  p r o c e d i­

m ie n to . S I  m étodo e s  a p l i c a b l e  a  l a s  a l f a - a m i l a s a s  b a c ­

t e r i a n a s ,  in c lu y e n d o  l a s  p r e p a r a c io n e s  i n d u s t r i a l e s ,  ex ­

c e p to  l o s  m a t e r i a l e s  que t i e n e n  a c t iv id a d  s a c a r i f i c a n t e  

im p o r ta n te .

15  De 0 , 3  a  0 , 5  gram os de m u e s tra  s ó l i d a ,  o de

0 , 3  a  1 , 0  mi de u n a  m u e stra  l í q u i d a ,  s e  d is u e lv e n  en u na 

c a n t id a d  s u f i c i e n t e  de c lo r u r o  de c a l c i o  acu o so  0 ,0 0 2 5  M 

p a r a  d a r  u n a  d i s o l u c i ó n  de en zim a que c o n t ie n e  ap ro xim a­

d am en te 0 ,2 4  u n id a d e s  de a c t iv id a d  p o r  m i.

20 Se  m e z c la n  una m e z c la  de 10 mi de d is o lu c ió n

do a lm id ó n  L i n t n e r  a l  1';-, e q u i l i b r a d a  a  602G , y  1 mi do 

l a  m u e s tra  d e enzim a a  e n s a y a r , y  s e  m a n tie n e n  en  u n  b a ­

ño de te m p e r a tu r a  c o n s t a n te  a  6020 d u r a n te  e x a c ta m e n te  

10  m in u to s . De e l im in a  u na m u e s tra  de 1  mi y  s e  añade 

25 a  nna m e z c la  de 1 mi de á c id o  c l o r h í d r i c o  acu o so  1  M y
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ap roxim ad  a jílen te  50  mi de agu a d e s t i l a d a .  L a  c a p a c id a d  

d e  mancliado co n  yodo de e s t a  m u e s tra  a c i d i f i c a d a  s e  d e t e r ­

m in a  d e sp u é s  añ ad ien d o  3 ,0  mi de u na d i s o l u c i ó n  a c u o s a  

de yodo a l  0 , 05‘A, d ilu y e n d o  a  100  inl co n  agua d e s t i l a d a ,

5 y  m ezclan d o  b i e n .  Se m ide l a  a b s o r b a n c ia  de l a  d i s o l u ­

c i ó n  co n  r e s p e c t o  a  l a  d o l agua d e s t i l a d a ,  a  620 nm, en 

u n a  c u b e ta  de 2 cía. Se i ia c e  una m edida s i m i l a r  de l a  d i ­

s o l u c i ó n  p a t r ó n  de a lm id ón  ( a  l a  que s e  añad e ag u a , en  

l u g a r  de l a  d i s o l u c i ó n  de en zim a) p a r a  d is p o n e r  de una 

10  a b s o r b a n c ia  de u na m u e s tra  en b la n c o .

L a  a c t iv id a d  de l a  en zim a, en  u n id a d e s / g ra  

mo o / m i. e s  i g u a l  a  *•

15

20
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(A b s o r b a n c ia  en  b la n c o  -  A b s o rb a n c ia  de l a  m u e s tra )  x  F a c ­

t o r  de d i l u c i ó n  x  50

A b s o r b a n c ia  en b la n c o  x  10 x  10 

L a s e x p r e s io n e s  "iD.D" e i n d i c e  de e q u iv a le n ­

t e  de d e x t r o s a  u sa d a s  a q u í s e  r e f i e r e n  a l  c o n te n id o  de 

a z ú c a r e s  r e d u c to r e s  de l o s  s ó l id o s  d i s u e l t o s  en  un p r o ­

d u cto  de h i d r ó l i s i s  de a lm id ó n , e x p re sa d o  como t a n t o  p o r  

c ie n t o  de d e x t r o s a ,  m edido p o r  e l  m étodo de S c h o o r l  (lita 

c y c lo p e d ia  o f  I n d u s t r i a l  C h em ica l A n a ly s is ,  V o l .  1 1 , p ag s 

4 1 - 4 2 ) .

L a  in v e n c ió n  se  i l u s t r a  además p o r  m edio de 

l o s  e je m p lo s  s i g u i e n t e s ,  que, no o b s t a n t e ,  no h a n  de c o n -

-  17 -
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s i d e r a r s e  l i m i t a t i v o s  en n in g ú n  a s p e c to .  T o d as l a s  p a r t e s  

y  l o s  t a n t o s  p o r  c ie n t o  so n  en  p e s o , a  no s e r  que s e  i n ­

d iq u e  o t r a  c o s a .

5 lü.j eniplo 1

( a )  D e s a r r o l lo  d e l  c u l t i v o  y  de l a  s ie m b ra

Se  em pleó e l  s i g u i e n t e  p ro c e d im ie n to  p a r a  p r e ­

p a r a r  e l  a g e n te  in o c u la n t e  p a r a  p r o d u c ir  g lu c o a in i la s a .

Un ra c im o  de e s p o r a s  de u na v a r i a n t e  e s p o ru - 

10  l a d a  de u n a  c e p a  m u ta n te  de A s p e r g i l lu s  n i g e r  (como en

l a  p a t e n t e  de l o s  EE.UU, n 2 3 .0 1 2 .9 4 4  c o n c e d id a  a  A rm b ru ster) 

s e  t r a n s f i r i ó  a  un m a tra z  S r le n m e y e r  de 1 l i t r o  que con­

t e n í a  200  m i. de m edio e s t é r i l  de l a  c o m p o s ic ió n  s ig u ie n ­

t e :

15 S ó l id o s  de l i c o r  de m a c o ra c ió n  de m aíz 2 ,0 % con  b a s e
en  s u s t .  
s e c a

M aíz maduro m o lid o  5 , O';o con  b a s e
en s u s t .  
s e c a

H id ró x id o  de s o d io , .h a s ta  pli 6 ,0  -  6 ,5

20 E l  m a tra z  in o c u la d o  s e  in cu b ó  d u r a n te  4 8  llo­

r a s  a 302C a  3 5 -C  en u n  a g i t a d o r  g i r a t o r i o .  E l  c o n t e n i ­

do d e l  m a tra z  s e  l l e v ó  d esp u és  a un T e rm en tad o r de 7 ,5  

l i t r o s  que c o n t e n ía  4  l i t r o s  d e l  mismo m edio d e s ie m b ra  

p r e v ia m e n te  e s t e r i l i z a d o  ( e s t e r i l i z a d o  1 , 5  h o r a s  a  1 2 1 eC,

25 pli 6 , 0 ) .  E l  T e rm en ta d o r de s ie m b ra  de 7 ,5  l i t r o s  s e  h i -
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z o  g i r a r ,  con  a g i t a c i ó n ,  a  500  r e v o lu c io n e s  p o r  m in u to , 

co n  in y e c c i ó n  do a i r e  a  3 l i t r o s  p o r  m inuto y  a  u na tem ­

p e r a tu r a  do 3 3 * 0 ,  d u r a n te  24 h o r a s .  E l a c e n to  de in o c u ­

l a c i ó n  a s í  p ro d u cid o  so u só  en fe r m e n ta d o r e s  de 4 0  l i t r o s  

p a r a  l a  p ro d u c c ió n  de g lu c o a m ila s a .

( b )  P ro d u c c ió n  ríe medio n u t r i e n t e  e s t e r i l i z a d o

E l  m edio n u t r i e n t e  e s t e r i l i z a d o  que h ay  que 

e m p le a r  p a r a  l a  p ro d u c c ió n  de c lu c o a m ila s a  de e s t e  e jem ­

p lo  s e  p ro d u jo  en  v a r i o s  l o t e s  p o r  s e p a ra d o , ca d a  uno en 

un fe r m e n ta d o r  de 4 0  l i t r o s  que t e n i a  a g i t a d o r e s  d e  s e i s  

p a l e t a s  de 1 1 ,4  cm. de d iá m e tro  y  u n a  a n ch u ra  de 2 , 2  cm, 

y  u n a  f u e n t e  d e a i r e  e s t é r i l  de 24 l i t r o s  p o r  m in u to . Lo ŝ 

f e r m c n ta d o r e s  s e  h i c i e r o n  t r a b a j a r  a  600 r e v o lu c io n e s  p o r  

m in u to , a  una p r e s ió n  en e l  r e c i p i e n t e  de 1 leg/cm mano 

m é t r ic o  y  a  u na te m p e r a tu r a  do ap ro xim ad am en te 3 3 SC. Ca­

d a  uno de l o s  fe z m e n ta d o re s  se  c a rg ó  co n  29 l i t r o s  de me­

d io  do fe r m e n ta c ió n  quo t e n í a  l a  c o m p o s ic ió n  s i g u i e n t e :

M aíz n£ 2 m o lid o  1 5 ,9%  co n  b a s e  en  s u s t .  s e c a ,

(¿ 'c im e n ta d o re s  1 , 2 y  3 ) 4 7 7 0  g co n  b a s e  en  s u s t a n c i a

s e c a ,  5450  g  t a l  c u a l  e s

25
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M aíz n2 2 m olid o  

(F e rm e n ta d o r  n2 4 )

20, 0% co n  b a s e  en s u s t .  s e c a ,  

6000  g de s u s t .  s e c a ,  69OO g . 

t a l  c u a l  es
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S ó l id o s  d e l i c o r  de 

« la c e r a c ió n  de m aiz

H id ró x id o  de s o d io , 

h a s t a  pll 6 ,0  -  6 , 5

( a n t e s  de l a  e s t e r i l i  

z a c ió n )

S e  a ñ a d ió  a l f a - a m i l a s a  (Therm am yl 6o) a l  me­

d io  de f e r m e n ta c ió n  a  ca d a  uno de t r e s  fe r m e n ta d o r a s , a  

c o n c e n t r a c io n e s  de 1 , 6 ,  2 ,8  y  4 , 0  u n id a d e s  de a l f a - a m i l a

s a  CPC p o r  gramo de m aiz  m o lid o , r e s p e c t iv a m e n te , oo n  b a ­

s e  en  s u s t .  s e c a .  Se  a ñ ad ió  a l f a - a m i l a s a  CFR-8 a l  c u a r ­

t o  fe r m e n ta d o r , en  l a  p r o p o r c ió n  de 1 , 6  u n id a d e s  p o r  g r a ­

mo de m aiz m o lid o , co n  b a s e  en  s u s t .  s e c a .  L a  enzim a se  

a ñ a d ió  d u r a n te  e l  c a le n ta m ie n to  (c o n  v a p o r  de agu a) de 

l o s  fe r m e n ta d o r e s , a l  p a s a r  l a s  te m p e r a tu r a s  da 602C . La 

te m p e r a tu r a  s e  m antuvo a  75<¡C d u r a n te  30  m in u to s , y  d e s ­

p u é s  se  d e jó  que s e  e l e v a r a  a  1 2 1 * 0  d u r a n te  un p e r io d o  

de e s t e r i l i z a c i ó n  de 45  m in u to s . D esp u és de l a  e s t e r i l i ­

z a c ió n ,  e l  volum en en l o s  fe r m e n ta d o r e s  e r a  d e 30  l i t r o s .

L a s  d i f e r e n t e s  p r e p a r a c io n e s  de enzim a de 

a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  u s a d a s  p a r a  l i c u a r  e l  m aíz  m o li­

do en  l o s  fe r m e n ta d o r e s  d u r a n te  l a  l i c u e f a c c i ó n  y  e s t e r i  

l i z a c i ó n  d e l  m edio n u t r i e n t e ,  fu e r o n  'fherm am yl 60 l í q u i -

2,5/° co n  b a s e  en  s u s t .  s e c a , 

750 g co n  b a s e  en s u s t .  s e c a ,  

150 g t a l  c u a l  e s  .

1 5 . 1 2 . 7 5
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d o , que t e n í a  u na p o t e n c ia  de 1 2 7 0  u n id a d e s  de a l f a - a m i  

l a s a  CPC/ml. (u n a  p r e p a r a c ió n  de en zim a de a l f a - a m ila s a  

b a c t e r i a n a  d e r iv a d a  d e l  B a c i l l u s  l i c l i e n i f o m n is ) , y  C 1R -8, 

u n a  p r e p a r a c ió n  s e c a  s o b re  u n  s o p o r te  de c a l c i o ,  que t e ­

n í a  u na p o t e n c ia  de 32 0 0  u n id a d e s  de a l f a - a m i l a s a  CPC/gra 

mo ( F a b r i c a  y  ven d e l a  CX'Ii-Ü l a  D i v i s ió n  V a l l e r s t e i n  de

l a  B a x t e r  L a b o r a t o r ie s ,  X n c . ) .

S e  h i c i e r o n  m ed id as d e v is c o s id a d  de i o s  me­

d io s  n u t r i c i o s  a n te s  d e s c r i t o s ,  d e sp u é s  de l a  r e d u c c ió n  

do v is c o s id a d  y  l a  e s t e r i l i z a c i ó n ,  p a r a  a v e r ig u a r  l a s  v en  

t a j a s  d e l  uso de en zim as d e r iv a d a s  d e l  B a c i l l u s ,,.l i o b e n i -  

f o n n i s . L a  r e d u c c ió n  de v is c o s id a d  y  l a  e s t e r i l i z a c i ó n  

s e  e f e c t u a r o n  en e l  fe rm e n ta d o r  de h o  l i t r o s  a n te s  d e s c r i ­

t o .  E l  m edio n u t r i e n t e  (q u e  c o n t e n ía  15 ,9/ ‘ de m aíz m o li­

d o , m edido en  s u s t a n c i a  s e c a )  so  c a le n t ó  con  v a p o r  de agua 

a  75®C a  un pll d e 6 , 0 .  La a l f a - a m i l a s a  s e  a ñ ad ió  cuando 

l a  te m p e r a tu r a  p asó  de 60SC . L a  te m p e r a tu r a  so  mantuvo 

a  752C d u r a n te  30 m in u to s , y  d esp u és  s e  e f e c t u ó  l a  e s t e ­

r i l i z a c i ó n  d u r a n te  4 5  m in u to s a  1 2 1 2 C. L a s  m ed id as de v i s ­

c o s id a d  de l o s  m ed ios n u t r i e n t e s  r e s u l t a n t e s  s e  exp onen

e n  l a  T a b la  I .

25
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E f e c t o  de l a  r e d u c c ió n  e n z im á t ic a  de v is c o s id a d  en l a  

v i s c o s id a d  d esp u és  de l a  e s t e r i l i z a c i ó n .

A i f  a -a m i1 a s  a  ( u n id ad es/ k , de m a íz , co n  b a s e  en  s u s t .  s e c a )

Thennam vl 6o CPR-8

V is c o s id a d  B r o o lc f ie ld ,

1 ,6 2. S 4 , 0 1 ,6

c . p .  m ed id a a 3 3 -C 155 170 155 36 0 0

L o s d a to s a n t e r i o r e s  d em u estra n c la r a m e n te

l a  m ayor l i c u e f a c c i ó n  y  r e d u c c ió n  de v is c o s id a d  o b te n id a s  

u san d o u na a l f a - a m il  a s  a  d e r iv a d a  d e l  B a c i l l u s  l i c i i e ^ '  

n iis^  E s t a  v e n t a ja ,  ú n ic a ,  (m enor v is c o s id a d  en e l  m edio 

d e f e r m e n ta c ió n )  p e r m ite  u na m e jo r  t r a n s f e r e n c i a  de c a ­

l o r  ( f a c i l i t a  l a  e s t e r i l i z a c i ó n ) ,  re d u c e  e l  consumo de 

e n e r g í a  de l o s  a g i t a d o r e s ,  y  re d u c e  e l  "g o lp e  do v a p o r»  

d e b id o  a  l a  I n y e c c ió n  de v a p o r  de agu a en  e l  m edio de m aíz 

m o lid o  d u r a n te  e l  c a le n ta m ie n to  a l  i r  l ic u á n d o s e  e l  a lm i­

d ó n  ( e l  c a le n ta m ie n to  fu ó  r e g u l a r  y  c o n tin u o  usando 

'lh erm am y l, m ie n t r a s  que I 03 fe r m e n ta d o r e s  s e  b am b o leab an  

d u r a n te  e l  c a le n ta m ie n to  con  C P IÍ-8 ) . La l i c u e f a c c i ó n  más 

e f e c t i v a  usando Tberm am yl p e r m ite  c a le n ta m ie n to s  más r á ­

p id o s  b a s t a  l a  te m p e r a tu r a  de e s t e r i l i z a c i ó n ,  y  e n f r i a ­

m ie n to s  más r á p id o s ,  lo  que s i g n i f i c a  que e l  c i c l o  de e s ­

t e r i l i z a c i ó n  puede a c o r t a r s e ,  aumentando a s i  l a  p r o d u o t i-



vidacl d o l  Termentador.
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JSn o t r a  s e r i e  de e x p e r im e n to s  en e l  T erm en ta ­

d o r  de 40  l i t r o s  que c o n t e n ia  1 5 , de m aíz  “ o l l c io i co n  

b a s e  en s u s t .  s e c a ,  s e  a ñ a d ie r o n  3 - 1 2  u n id a d e s  de a l f a -  

- a r a i l a s a  CPG p o r  gramo do m ala , co n  b a s e  en s u s t .  s e c a ,  

d e en zim a C Plt-8, de l a  misma m an era  d e s c r i t a  a n t e s ,  du­

r a n t e  l a  e s t e r i l i z a c i ó n  a  un pll de 6 , 0 .  En. to d o s  r o s  

c a s o s  s e  p r o d u jo  u na m asa s a l i f i c a d a  d e n s a . Usando T U er

marayl en e x p e r im e n to s  c o m p a ra b le s , e l  m edio d e m aíz  se  

h iz o  d i lu id o  a  s im p le  v i s t a ,  t a n t o  a  15,9';-' como a  20?, con

b aso oii su st* seca.*

( c ) ITamiont a c ió n, de f^X ucoaniilaga 

Se r e a l i z a r o n  v a r i a s  f e r m e n ta c io n e s  do g lu  

c o a stilla s  a  en e l  T e rm en ta d o r de ¿¡-0 l i t r o s ,  usando m edios 

n u t r i e n t e s  que c o n te n ía n  1 5 ,9 ';-  y 2 0 ,0 ? .,  co n  b a s e  en s u s t .  

s o c a ,  de m aíz m o lid o  l ic u a d o  y  e s t e r i l i z a d o .  A l n i v e l  

d e 20?j de m a íz , con  b a s e  en  s u s t .  s e c a ,  s e  u s a r o n  como 

c o m p a ra c ió n  CPR-3 y  Therm am yl. E l  m edio n u t r i e n t e  e s t e ­

r i l i z a d o  ' t e n í a  un volum en de 30  l i t r o s .  Cada l o t e  s e  c a r ­

gó con  1 ,5  l i t r o s  d e l  a g e n to  de in o c u la c i ó n  p re p a ra d o  co ­

mo en e l  E jem p lo  1 ( a ) ,  h a s t a  l l e v a r  e l  volum en de t r a b a ­

j o  a  3 1 ,5  l i t r o s .  E l  m aíz m olid o  en to d o s  l o s  m ed io s nu­

t r i e n t e s  s e  l i c u ó  con  1 ,6  u n id a d e s  CPC de a l f a - a m i l a s a  

p o r  gramo de m aíz , r e f e r i d o  a  s u s t .  s e c a .  L a s  fe r m e n ta ­

c io n e s  de g lu c o a w ila s a  s e  e f e c t u a r o n  d u r a n te  p e r io d o s  de
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h a s t a  168 h o r a s .  P e r ió d ic a m e n te  s e  tom aron  m u e s tra s  p a r a  

su  a n á l i s i s .  L a  p r o d u c c ió n  de g lu c o a m ila s a  usando 1 5 , 9> 

d e m aíz  r e f e r i d o  a  s u s t a n c i a  s e c a  ( l i c u a d o  con  CPR-8) a l  

ca b o  de i k k  h o r a s ,  fu é  de ap roxim ad am ente 29 u n id a d e s  

p o r  m i, f r e n t e  a 32 u n id a d e s  p o r  m i. usando 20 ,0 ';c  de 

m a íz , r e f e r i d o  a  s u s t . s e c a ,  l ic u a d o  co n  C H í-8 , a  l a s  

I k k  h o r a s  de f e r m e n ta c ió n . La p r o d u c c ió n  de g lu c c -a m ila -  

s a  u san d o 2Q,0*> ele m aíz co n  b a s e  en s u s t .  s e c a ,  Ixcu ad o  

co n  flie rm a w y l, fu é  de 37 u n id a d e s  p o r  mi a  l a s  i W  h o r a s ,  

l i s t o s  e n sa y o s  d em u e stra n  c la r a m e n te  que pueden a lc a n z a r ­

s e  m ay ores p r o d u c c io n e s  de g lu c o a m ila s a  usando más de 

I 670, r e f e r i d o  a  s u s t a n c i a  s e c a ,  de m aíz  m olid o l ic u a d o  

en  e l  m ed io , in d e p e n d ie n te m e n te  do l a  a l .f a -a m x la s a  u sa d a , 

y  que s e  o b t ie n e n  p ro d u c c io n e s  aún m ayores de g lu c o a m ila -  

s a  s i  s e  u s a  m aíz m olid o  l ic u a d o  con  u n a  a l f a - a m i l a s a  d e­

r iv a d a  d o l  D a c i l lu s  l i c h o n i f o r m i s .

Se p r e p a r a r o n  d ie z  ( 1 0 )  c a r g a s  más en  e l .  T e r ­

m e n ta d o r d e  hO l i t r o s  usando 2Ü> ele m aíz  m o lid o , r e f e r i ­

do a  s u s t .  s e c a ,  en  e l  m edio n u t r i e n t e ,  c in c o  ( 5 ) ele e l l o s  

u san d o l a  en zim a C 1K -S, y c in c o  co n  'fhexm am yl 60 l i q u i d o .  

L a s  c a r g a s  s e  h i c i e r o n  d o l mismo modo d e s c r i t o  a n te s ,  u sa n  

do 1 ,5  l i t r o s  d e l  a g e n te  in o c u la n t e  p re p a ra d o  como en 1 

( a ) .  L o s r e s u l t a d o s  de l o s  e n sa y o s  s e  exp o nen  en  l a  T a ­

b l a  I I .
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L os r e s u l t a d o s  de l a  T a b la  X I d e s c r ib e n  l o s  

p ro m e d io s p a r a  ca d a  grupo de c in c o  ( 3 ) l o t e s ,  en un v a l o r  

de u n id a d e s  de g lu c o a m ila s a  p o r  m i. No s e  o b s e r v a ­

ro n  v a r i a c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s  en l a  p r o p o r c ió n  a l f a - I io lo a  

5 m ila s a / g 'lu c o a r n ila s a  n i  en  l a  r e l a c i ó n  t r a n s g lu c o s id a s a / g lu

c o a m ila s a .  L o s r e s u l t a d o s  d em u e stra n  ta m b ié n  un aumento 

d e 27*“ en  e l  n i v e l  do g lu c o a m ila s c t  en e l  c a ld o  f i l t r a d o ,  

in d e p e n d ie n te m e n te  de l a  enzim a d e l i c u e f a c c i ó n  u sa d a .

S i n  em bargo, e l  uso de Therm am yl m e jo r a  l a  eco n o m ía  g l o -  

b a l  d e l  p r o c e s o , g r a c i a s  a  l a s  m enores v i s c o s i d a d e s ,  c o ­

mo s e  l ia  d e s c r i t o  a n te r io r m e n te .
i

E.i emolo 2

E s t e  e je m p lo  d e m u e stra  l o s  m e jo r e s  r e s u l ta d o s  

^5 lo g r a d o s  usando u na a l f a - a n i l l a s  a d e r iv a d a  d e l  B a c i l l u s  l i -

c h e n if o  m i l5 (Therm am yl 6 0 , l i q u i d a )  en  co m p a ra c ió n  con  

C PIi-S , en l a  p r e p a r a c ió n  de un m edio n u t r i e n t e  de g lu c o a -  

m i l a s a  en un fe r m e n ta d o r  i n d u s t r i a l .  En un T e rm en ta d o r 

i n d u s t r i a l  de 76 .0 0 0  l i t r o s  s e  i n t r o d u je r o n  l a s  co n ip o si- 

c lo n e s  s i g u i e n t e s ,  en d os ( 2) e x p e r im e n to s  c o m p a ra tiv o s  

in d e p e iid ie n to s .
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M ed io  n u t r i  e n t  e CPR-8

Agua

L i c o r  de m a c e r a c ió n  a  

5 2 -5 4 ^  d e s u s t .  s e c a

l l a íz  m o lid o  a  15^ de Hg0

CPli-8

Therm am yl 60 l iq u id o

TieraiJO h a s t a  a l c a n z a r  

1212  C

Tiem po p a r a  e n T r ia r

4 5 .6 0 0  l i t r o s

2.865 l i t r o s

12.600 k g . 

5 ,8 5  k g . ( a

8 h o r a s  ( c  

3 h o r a s

A l f a - a m i la s a  

Therm am yl 60

4 5 .6 0 0  l i t r o s

2. S 65 l i t r o s

12.600 kg (b

1 9 ,1 2  kg

1 .5  h o r a s

1 .5  h o r a s

a )  iS q u iv a le n to  a  1 ,6  u n id a d e s  C1-‘C d e  a l í a - a m i l a -  

sa/gram o de m aíz , s u s t ,  s e c a

b )  12.600 lcg e s  e l  n i v e l  máximo p o s i b l e  cuando 

s e  u s a  CPU-8; p ero  pueden u s a r s e  in c lu s o  h a s ­

t a  1 5 .7 5 0  kg do m ala m olid o  co n  Therm am yl, lo  

que a  su  v e z  da m ayores r e n d im ie n to s  de g lu -  

co a m ila s a .

c )  Se  r e q u ie r e n  ocho ( 8 )  h o r a s  a l  u s a r  CPR-8 p o r­

que h ay  que d e ja r  que e l  c o n te n id o  s e  c a l i e n -

1 5 .1 2 .7 5 28
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15 . 12.75

t e  h a s t a  8220, usando s ó lo  l a  f r i c c i ó n  do l o s  

a g i t a d o r e s  a n te s  de l a  a d ic i ó n  de C PR -8, p o r  

e l  i n t e r v a l o  l im ita d o  do e s t a b i l i d a d .  E l  v a ­

p o r  de agu a t i e n e  que a ñ a d ir s e  inuy le n ta m e n ­

t e  xsara e v i t a r  s a c u d id a s  v i o l e n t a s  de l o s  f e r -  

m e n ta d o re s . i\ro s e  n e c e s i t a  n in g u n a  do e s t a s  

p r e c a u c io n e s  usando Tlierm am yl.

Como s e  v e  en l o s  d a to s  a n t e r i o r e s ,  e l  p ro c e d im ie n ­

t o  de l a  in v e n c ió n  p r o p o r c io n a  un m étodo m e jo ra d o  de f a ­

b r i c a r  un m edio n u t r i e n t e  adecuado p a r a  fa u m e n ta c ió n  u sa n ­

do m aiz  m o lid o  l ic u a d o  p o r  a c c ió n  de u na p r e p a r a c ió n  de 

en zim a de a l f a - a r a i l a s a  b a c t e r i a n a  d e r iv a d a  d e l  B a o x i lu s  

1 ic h e n i f o r m i3 . E s to  p ro c e d im ie n to  m ejo ra d o  p a r a  p r e p a r a r  

u n  m edio n u t r i e n t e  e s  adecuado p a r a  l a  m a y o ría  de l a s  f e r ­

m e n ta c io n e s  que r e q u ie r e n  alm id ón  como f u e n t e  de c a rb o n o . 

Usando m aiz  m o lid o  l ic u a d o  con  a l f a - a m l l a s a  b a o b e r ia h a  

do U a o i l lu s  l i c h o n i f o r m i3  s e  m e jo r a  l a  eco n o m ía  g lo b a l  

d e  l a  f e r m o n ta c ió n , e s p e c ia lm e n te  en e l  c a so  de p r e p a r a r  

g lu c o a m ila s a .

L a  p r e p a r a c ió n  de en zim a de g lu c o a m ila s a  p re p a ­

r a d a  p o r  e l  p ro c e d im ie n to  de l a  in v e n c ió n  puede u s a r s e  

en  l a  h i d r ó l i s i s  de a lm id ó n  p a r a  p r e p a r a r  d e x t r o s a  y/o 

ja r a b e s  que c o n t ie n e n  d e x t r o s a .  Un p ro c e d im ie n to  ad ecu a­

do com prende h i d r o l i z a r  p a r c ia lm e n te  a lm id ó n  co n  á c id o  

o en zim a, y  d e sp u é s  c o n v e r t i r  e l  a lm id ón  p a r c ia lm e n te

-  29 -



i i id r o l iz a d o  co n  l a  g lu c o a m ila s a  a l  g rad o  de c o n v e r s ió n

10

15

20

d e s e a d o . P r e f e r i b l e m e n t e ,  e l  a lm id ó n  j ja r c ia l íñ e n t e  l i id r o -  

l iz a d o  s e  l i c ú a  s u s ta n c ía ln ie n te  p o r  a c c ió n  do u n a  p re p a - 

r a c i ó n  de en zim a de a l f a - a m i l a s a  b a c t e r i a n a  h a s t a  un 12.D, 

( e q u i v a l e n t e  de d e x t r o s a j  no s u p e r io r  s u s ta n c ia lm e n te  a 

2 0 . JSn l a  p a t e n t e  de l o s  1212.UU, n2 3 « 8 5 3 .7 0 6  s e  d e s c r i  

b e  un p r o c e d im ie n to  p r e f e r id o  p a r a  p r e p a r a r  e l  a lm id ó n  

p a r c ia lm e n t e  I i id r o l iz a d o ,  y  e s t a  d e s c r i p c i ó n  s e  i n c o l o ­

r a  a q u i como r e f e r e n c i a .  Se d e s c r i b e  o t r o  p ro c e d im ie n to  

p r o f e r id o  p a r a  p r e p a r a r  e l  a lm id ó n  p a r c ia lm e n te  h i d r o l i -  

z a d o , que h a  de u s a r s e  en  c o n ju n c ió n  co n  l a  p r e p a r a c ió n  

d e g lu c o a m ila s a  do l a  in v e n c ió n , en  l a s  p a t e n t e s  de l o s  

Í2J2.UU, N os. 3 .3 2 2 .1 9 7 ,  3 .9 2 2 .1 9 S ,  3 .9 2 2 .1 9 9  y  3 .9 2 2 .2 0 0 ,  

c u y a s  d e s c r i p c io n e s  s e  in c o r p o r a n  a q u i como r e f e r e n c i a .

i2 s ta  s o l i c i t u d  que c o rre s p o n d e  a  l a  p r e s e n t a ­

d a en  E s ta d o s  U n id o s de A m érica , e l  d i a  5 d e D ic ie m b re  

de 197¿!| b a jo  o l  5 2 9 # 8 7 9 i s e  a co g e  a  l o s  b e n e f i c i o s  

d e l  a r t i c u l o  p l  d e l  v ig e n t e  E s t a t u t o  s o b r e  P ro p ie d a d  I n ­

d u s t r i a l .

id2l VINDICACIONES

2p

1 5 . 1 2 . 7 5

L os p u n to s  de in v e n c ió n , p r o p ia  y n u ev a , que

-  30  -
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s e  p r e s e n ta n  p a r a  que s e a n  o b je t o  de e s t a  s o l i c i t u d  de 

P a te n t e  d e  In v e n c ió n  en E sp añ a , p o r  V iíIETE a ñ o s, so n  l o s  

que s e  r e c o g e n  en  l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  s i g u i e n t e s :

1 S , Un p ro c e d im ie n to  p a r a  l a  o b te n c ió n  de 

g lu c o a r o i la s a , c a r a c t e r iz a d o  p o r  f e r m e n ta r  un m ic r o o r g a n is ­

mo ca p a z  de p r o d u c ir  g lu c o a m ila s a  en  un m edio n u t r i e n t e  

que c o n t ie n e  u na f u e n te  do c a rb o n o , com prendiendo d ic h a  

.f u e n t e  de carb o n o  m aíz  t r i t u r a d o  l i c u a d o  e n z im á tic a in o n te  

que t i e n e  un c o n te n id o  de s ó l id o s  de a l  menos ap ro xim a­

d am ente 16>  con  r e s p e c t o  a  s u s t a n c i a  s e c a .

2 ¿ . Un p ro c e d im ie n to  segú n  l a  r e i v i n d i c a c i ó n
i

l ü ( c a r a c t e r iz a d o  p o r  em p lea r e l  raaiz  t r i t u r a d o  l ic u a d o  

e n z im á tic a in e n te  en una p r o p o r c ió n  de c o n te n id o  de s ó l id o s  

de d esd o  18$U a  ap roxim ad am en te 22Lr  co n  r e s p e c t o  a  s u s ta n ­

c i a  s e c a .

3&. Un p ro c e d im ie n to  seg ú n  l a  r e i v i n d i c a c i ó n  

lfr 6 l a  r e i v i n d i c a c i ó n  2 9 , c a r a c t e r iz a d o  p o r  e m p le a r  e l  

m a íz  t r i t u r a d o  l i c u a d o  e n z im á tic a m e n to  en  u n a  p r o p o r c ió n  

d e c o n to n id o  de s ó l id o s  do ap roxirnadam ente 20f¿u, co n  r e s ­

p e c to  a  s u s t a n c i a  s o c a .

4 9 .  Un p ro c e d im ie n to  sogún c u a l q u i e r a  de l a s  

r e i v i n d i c a c i o n e s  a n t e r i o r e s ,  c a r a c t e r iz a d o  p o r  em p lea r 

un m edio n u t r i e n t e  que c o n t ie n e  una f u e n te  do n it r ó g e n o  

d e r iv a d a  fu n d am en ta lm en te  de s ó l id o s  de l i c o r  d e m a c e ra - 

c ió n  de m aíz .

-  31  -
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5 &. Un p ro c e d im ie n to  seg ú n  c u a l q u i e r a  de l a s  

r e i v i n d i c a c i o n e s  a n t e r i o r e s ,  c a r a c t e r iz a d o  p o r  l i c u a r  e l  

m a íz  t r i t u r a d o  co n  u n a  p r e p a r a c ió n  de en zim a de a l f a - a m i  

l a s a  b a c t e r i a n a  d e r iv a d a  de B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s ,

63, Un p ro c e d im ie n to  seg ú n  c u a lq u ie r a  de l a s  

r e i v i n d i c a c i o n e s  13 a  5S , c a r a c t e r iz a d o  p o r  em p lear una 

p r e p a r a c ió n  de enzim a que e s t á  s e le c c io n a d a  d e l  grupo de 

B a c i l l u s  l i c h e n i f o r m i s  i\CIB 8 0 ú l ,  NICB 8 0 5 9 , ATOO 6598, 

ATCC 6 6 3 4 , ATOO 8 4 8 0 , áTCC 9 9 4 5 a  y  ATOO 1 1 9 4 J ,

7 - .  Un p r o c e d im ie n to  segú n  c u a l q u i e r a  de l a s  

r e i v i n d i c a c i o n e s  13 a  4 3 ,  c a r a c t e r iz a d o  p o r  em p le a r  un 

m ic ro o rg a n ism o  cap az  de p iro d u c ir  g lu c o a m ila s a ,  que so  d e­

r i v a  d e l  A s p e rp -illu s  n i g e r .

8 3 ,  Un x n 'o co d iiiiien to  seg ú n  l a  r e i v i n d i c a c i ó n  

7 ‘- > c a r a c t e r iz a d o  p o r  e m p le a r  un m icro o rg a n ism o  que e s  

u n a  c e p a  m u ta n te .

9 S . Un p r o c e d im ie n to  seg ú n  c u a l q u i e r a  de l a s  

r e i v i n d i c a c i o n e s  13 a  S 3f c a r a c t e r iz a d o  p o r  t r a t a r  una 

s u s p e n s ió n  a c u o s a  que c o n t ie n e  e l  m aiz t r i t u r a d o  a  un pH 

en  e l  i n t e r v a l o  do d esd e  4 , 5  a  ap roxim ad am ente 7 , 5 $  Y a 

u n a  te m p e r a tu r a  en o l  i n t e r v a l o  de d esd e  aproxim ad am ente 

5 5 - 0  a  ap roxim ad am ento  8 0 3 G p a r a  l i c u a r  s u s ta n c ia lm o n te  

d ic h o  m a iz  t r i t u r a d o ,  y d e sp u é s , on u na segun d a e ta p a , 

a u m e n ta r  l a  te m p e ra tu ra  d e l  m edio n u t r i e n t e  de fe r m e n ta ­

c i ó n  h a s t a  u n a  te m p e r a tu r a  de a l  menos ap roxim ad am ente
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110Q C, p a r a  e s t e r i l i z a r  e l  m edio n u t r i e n t e .

1 0 í i . -  Un p r o c e d i m i e n t o  se g ú n  l a  r e i v i n ­

d i c a c i ó n  9 3 t c a r a c t e r i z a d o  p o r  e n f r i a r  l a  s u s p e n s i ó n  

d e s p u é s  de l a  e s t e r i l i z a c i ó n ,  i n o c u l a r  en  l a  s u s p e n ­

s i ó n  e n f r i a d a  e l  m ic r o o r g a n is m o  c a p a z  de p r o d u c i r  g l u  

c o a m i l a s a ,  y  f e r m e n t a r  l a  s u s p e n s i ó n  i n o c u l a d a  p a r a  

o b t e n e r  g l u c o a m i l a s a .

l i a . -  Un p r o c e d i m i e n t o  se g ú n  c u a l q u i e ­

r a  do l a s  r e i v i n d i c a c i o n e s  a n t e r i o r e s ,  c a r a c t e r i z a d o  

p o r  e f e c t u a r  l a  f e r m e n t a c i ó n  a un pH en e l  i n t e r v a l o  

de d e s d e  ap ro x im a d a m e n te  5>5 a a p ro x im a d a m e n te  6 , 0 .

12 a . -  UJJ PROCEDIMIENTO PARA LA OBTEN­

CION DE GLUCOAMILASA. !

T a l  y  como s e  ha d e s c r i t o  en  l a  Memo­

r i a  que a n t e c e d e  y  c o n  l o s  f i n e s  que s e  h an  e s p e c i f i ­

c a d o .

E s t a  Memoria c o n s t a  de t r e i n t a  y  t r e s  

h o j a s  e s c r i t a s  a máquina p o r  una s o l a  c a r a .

M a d r i d , 3 1. /̂S;. ?

p.A* •Alberto de Elzaburw
Por BóScV',
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