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Esta invencién se refierc a la produccién de
glucoamilasa. Se refiere también al aumento de rendimien-
to durante el proceso de fermentacién en la produccién
de glucoamilasa.

La glucoamilasa es una engzima capaz de conver-
tir el almidén en dextrosa, &1 uso de glucoamilasa para
producir dextrosa y jarabes que contienen dextrosa es muy
conocido en la técnica. Los procedimientos en los que
se usa glucoamilasa estan divididos generalmente cn tres
clases., Estos son el procedimiento de conversién de &ci
do-licuefaccién-enzima, el procedimiento de conversién
de enzima-licuefaccién-enzima, y el procedimiento de con-
versién de enzima-solubilizacién-enzima {el procedimien-
to de hidrélisis de almidén granular tal como se descri-
be en las Patentes de los LE,UU. Nos. 3.522,197, 3.922.198,
3.922.199 y 3.922.200).

En el procedimiento de dcido-enzima, el almi-
dén se licda y se uidroliza en una suspensién acuosa que
contiene de 20 a 40 por ciento de almidén y un &acido, tal
como #&cido clorihifdrico. La suspensién se calienta des-~
pPués a una temperatura alta, es decir una temperatura en-
tre aproximadanmente T02C y aproximadamente 160¢C, v a un
ol entre aproximadamente 1 y 4,5, para licuar e hidroli—
zar parcialmente cl alwidén, 21 almidén licuado y parcial
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mente solubilizado tendr& en gemeral un Indice de equiva-
lente de dextrosa (£.D.) de hasta aproximadamente 20, ¥
preferiblemente de hasta aproximadamente 15. Se descri
ben procedimientos tipicos de &cido-enzima en las paten-
tes de los ERE,UU, Nos. 2.305.158, 2.531.999, 2.893.921,
3.042,584 y 3,012,944,

Bn el procedimiento engima-enzima, el élmiddn
se licla y se hidroliza en una suspensién acuosa que con-
tiene 20 a 40 por ciento de almidén y una enzima_licuado-
ra, tal como enzima alfa-amilasa bacteriana, a una tempe-
ratura de desde aproximadamente &5¢C a aproximadamente
105¢C, Il Indice de equivalente de dextrosa del almidén
licuado ¥y parcialmente hidrolizado es generalmente menor

de aproximadamente 20, y preferiblemente menor de aproxi-

,madamente 15. Un procedimiento revolucionario para pre-

parar un producto de hidrélisis parcial adecuado para con
vertir almidén en dextrosa y jarabes que contienen dextro
sa, comprende licuar almidén en agua cou una preparacién

de enzima alfa-amilasa bacteriana, hasta un Indice equi-

valente de dextrosa de aproximadamente 2 a aproximadamen-
te 15, tratar por calor la suspensidén que contiene el al-
midén licuado, hasta una temperatura mayor de unos 95¢C,

y después convertir el almidén licuado, con una prepara-

cién de enzima de alfa-amilasa bacteriana hasta un E.D,

de hasta aproximadamente 20. Este procedimiento revolu-
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cionario se describe ¥ reivindica en la patente de los
¥E.UU. ne 3.853.706.

In el procedimiento de almidén granular de
enzima-engima, una suspensién de almidén granular se sQ
Jubiliza por accién de alfa-amilasa bacteriana (prefe~
riblemente una preparacién de enzima de alfa-amilasa bag

teriana derivada del microorganisuo Bacillus licheniformis)

en condiciones tales que el almidén no se gelatiniza ni
disminuye su viscosidad. El almidén solubilizado puede
convertirse después en dextrosa o jarabes que contienen
dextrosa por medio de otras enzimas, tales comc la glucoa
milasa.

Los productos de almidén parcialmente hidrg
lizados o solubilizados preparados por cualquiera de los
tres procedimientos citados antes, pueden tratarse después
con preparaciones de enzima glucoamilasa, para convertir
el producto de hidrélisis del almidén en dextrosa o jara-
bes que contienen dextrosa.

Los productos de hidrélisis convertidos enzi-
maticamente sc someten después a procedimientos conocidos
de refino con carbono y por cambio de iones para eliminar
las sustancias colorantes, los materiales odoriferos, ¥
los constituyentes que contribuyen &l contenido de ceniza
de los productos de hidrélisis. stos tratamientos cono-
cidos implican el tratamiento del jarabe con carbén acti-
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vo a un pH Acido (es decir a un pll de aproximadamente 4
a 6, pues el carbén activado por el pH es el mis efecti-
vo) y tratar después el jarabe tratado con carbén con u-
na resina de cambio de cationes de 4cide fuerte en forma“
de hidrégeno, y una resina cambiadora de aniones de base
déblil en forma de base libre,

La glucoamilasa es conocida en la técnica
con muchos nombres, tales como glucamilasa, enzima glu
cbgena, etc.

La glucoamilasa la producen muchos tipos de
microorganismos, Ciertas cepas de hongos que pertenecen"
al género Aspergillus, tales como las cepas conocidas co-

mo Aspergillus niger, ¥y clertas cepas de los géneros

Rhizopus y Endomyces, producen glucoamilasa., Lous ndcroor-

ganismos anteriores producen también enzimas tales como
la alfa-amilasa y la transglucosidasa. Las enzimas trans
glucosidasas son capaces de producir polimeros de sacari
dos que son infermentables. Asi pues, la presencia de
transglucosidasa on preparaciones de enzima de glucoami
lasa se considera generalmente indeseable.r

llay muchos métodos conocidos en la téecnica
para preparar glucoamilasa. Muchos métodos tratan de la
eliminacién de transglucosidasa presente en preparaciones
de enzima de glucoamilasa, por ej. los métodos descritos
en.las patentes de los ££.UU, nos. 2.976.804, 3.Q42.584,
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3.075.886, 3.117.063, vy 3.254.003. Se describe un progre-
so importante en la técnica de preparacién de glucoamila-
sa en la patente de los Ls,VU, N 3,012,944, en la que

se describe v reivindica un procedimiento de mutacién de
un microorganismo capaz de producir glucoamilasa. Con es-
te método se obtiemen rendimientos superiores de glucoa
milasa y cantidades menores de transglucosidasa, -

La produccién comercial de glucoamilasa se
ofectdia en varias operaciones, comenzando con una etapa
de propagacién iniciada inoculando esporas de un caldo
de un cultivo en un medio nutriente pre-esterilizado con-
tenido usualmente en un matraz agitador. Bl crecimiento
se mejora aireando el medio nutriente ¥y manteniendo el
pl{ v la temperatura adecuados en su interior. Las etapas
iniciales se denominan etapas de desarrollo del cultivo.
Los microorganismos de la tltima etapa de desarrollo del
cultivo (la etapa de¢ siembra) se inoculan en un fermenta-
dor en gran escala para producir cantidades comerciales
de glucoamilasa,

£1 medio nutriente, al renos en la etapa fi-

‘nal del desarrollo, contiene, como sustancias matrientes

primarias, una fuente de carbono en forma de un carbohi
drato v una fuente de nitrégeno, tales como nitratos o
materiales proteinicos. Cowo fuente de carbono, el medio
nutriente contiene generalmente malz wmolido en cantidades
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gque van hasta aproximadamente 10 por ciento on pPeso, y
cantidades variables de alwidén. aAntes de la inoculacidn
del medio nutriente con el microorganisimo productor de
glucoamilasa, el medio nutriente se esteriliza calentén-
dolo a una temperatura de al menos aproximadamente 1202C,

Yy manteniendo el medio a esta temperatura durante varios

W

minutos. ¥l calentamiento del medio nutriente licta el
mafz molido. $in embargo, si el contenido de sélidos del
malz molido es de mAs del 1C%, hay un aumento de viscosi-

10 dad tal que los agitadores del fermentador 110 puedan fun-
cionar normalmente. ¥l calentamiento del medio nuirien~
te hasta la temperatura de esterilizacidén sin ayuda de
un catalizador hidrolitico, tal como una enzima licuado-
ra, da como resultado un fendmeno denominado en la técni~

15 ca "golpe de vapor", Asi pues, en los procedimientos co-
merciales para producir glucoamilasa sc emplea una engzi-
Ma de alfa~amilasa ca el medio nutriente, antes de la es-
terilizacién, para ayudar a la licuefaccién del malz mo-
lido y aliviar el problema del "golpe de vapor®.

20 Aunque la adicidén de alfa-amilasa durantg el
bProceso de esterilizacién ayuda a la licuefaceidn del mailz
molido, el uso de mis de 10% en peso de malz molido es
poco prictico en general, por el aumento de viscosidad.

La presente invencién proporciona un procedi-~

25 miento por el que se fabrica glucoamilasa en um medio nu-

15.12.75 -7 -
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tricio que contiene mids de aproximadamente 16%, y has-
ta aproximadamente 25,. en peso, medido en sustancia seca,
de un mafz molido licuado enziméticamente. Ll uso de nma-
yores concentraciones de malz molido licuado en el medio
nutriente aumenta la produccién de glucoamilasa en el me-
dio de fermentacidn.

La invencién proporciona también un procedi-

-miento por el que el medio nutriente para preparar glucoa

milasa, que contiene mafz molido, se trata con una alfa-

-amilasa bacteriana derivada del Bacillus licheniformis

antes de la esterilizacidén, con lo que el proceso de es-
terilizacién lictia el malz molido en presencia de dicha
enzima. Bsta realizacidn de la invencién aporta una re-
duccién de la viscosidad en el caldo, dismimuyc la deman-
da energética de los agitadores de los fermentadores, per
mite ef uso de mayores niveles de mulsz nio Lido (que produ~
Ce mayores proporciones de glucoamilasa) ¥y reduce el tiem-
Po necesario para alcanzar la temperatura de esteriliza-
cidn, requiricendo por ello menos atencién, y reduciendo
la degradacién de los constituyentes del wedio nutrigio.
El procedimiento de la presente invencién com-
prende fermentar un wicroorganisma capaz de producir glu
coamilasa en un medio nutriente que contiene una fuente
de nitrégeno y una fuente de carbono, en el que dicha fuen

te de carbono couprende un walz molido licuado enzimitica-
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mente, que tiene un contenido de s4lidos mayor de aproxi-
madamente 10%, y hasta aproximadanmente 25%, en base a sus-
tancia seca.

Como otra realizacién de la presente invencién,
se proporciona un procedimiento de preparacién de glucoa-
milasa, que comprende: fermentar un microorganisme capaz
de producir glucoamilasa en un medio nutriente que contie-
ne una fuente de nitrégeno y una fuente de carbono, en
el que la fuente de carbono comprende malz molido que se
lia licuado por accién de calor, agua y una preparacidn
de enzima alfa-amilasa derivada del microorganilsio Bacillus

licheniformis. i

Bl procedimiento de la invencién aporta muchas
ventajas econémicas, incluyendo mayores rendimiertos en
la produccién de glucoamilasa.

Una de las ventajas mas importantes del pro-
cedimiento de la presente invencidén es que puede efectuar-
se en un medio acuoso a concentraciones relativamente al-
tas. Kl contonido de sé6lidos de este almidén molido es-
t4 generalmente en el intervalo de aproximadamente 16%

a aproximadamente 25., aunque ordinariamente el conteﬁi-

do de sélidos estd en el intervalo de desde aproximadsmen~
te 18% a aproximadamente 22.. Pueden usarse concentracio-
nes menores, vy, en gencral, a medida gue disminuye la con-

centracién digminuye también el rendimiento de glucoami~

- 9 -
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£l modo preferido de efectuar el procedimien-~
to de la invencién es preparar primero un medio de culti-
vo adecuado para producir la preparacidén de enzima de glu
coamilasa, Bl medio de éultivo se prepara mezclando malz
molido como fuente primaria de carbono, sélidos de licor

de maceracidén de malz como fuente primaria de nitrégeno,

. una preparacién de enzima de alfa-amilasa bacteriana, pre-

feriblemente derivada del Bacillus licheniformis, agua

y otros nutrientes, tales como almidén y sales de amonio,
Esta mezcla se efectua geﬁeralmente a temperaturas compren
didas entre 20¢C y aproximadamente 60¢C, La mezcle. se
calienta después gradualmente, por accién de vapor de
agua, hasta una temperatura en el intervalo de aproxima-
damente 110¢C hasta aproximadamente 1302C, y preferible-
mente en el intervalo de desde aproximadamente 120¢C has-
ta aproximadamente 125¢2C. La alfa-amilasa bacteriana pue-
de afiadirse antes del calentamiento del medio nutriente
con vapor, o durante el mismo. Sin emwbargo, se preficre
afladir la enzima durantce el calentamiento del medio nu-
triente.

£l pli del medio nutriente durante la esteri-
lizacidn se ajusta para una méxima eficiencia de la pre-
paracidén de enzima de alfa-amilasa. £1 pH estd general-
mente en el intervalo de desde aproximadamente 4,5 a 7,35,

- 16 -
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v preferiblemente en el intervalo de desde aproximadanmen-
te 5,5 hasta aproximadamente 6,5, y més preferiblemente
de aproximadamente 5,5 a 6,0,

Un modo preferido de efectuar la estgriliza—

) :

cién es calentar gradualmente el medio nutrienté que con-
tiene malz wmolido, s6lidos ue licor de maceracién o malz,
agua, ¥y alfa-amilasa bacteriana hasta una temperctura en
el intervalo de desde aproximadamente 552C a aproximada-
mente 802C, y preferiblemente en el intervalo de desde
aproximadamente 65¢C a aproximadamente 75¢C, v a un pl
en el intervalo de desde aproxinadanente 5,5 & aproxima-
damente 6,5. Preferiblemente, el medio nutriente ée man-
tiene a esta temperatura durante un breve periodo, es de-
cir de aproximadamente 15 minutos a aproximadameﬁte 60
minutos, y preferiblemente de 40 minutos a unos 435 minu-
tos, para licuar o diluir sustancialmente el méiz molido
en el medio. Después, el medio sutriente se calienta més
por accién de vapor de agua hasta una temperatura de al
menos unos 110¢C, y preferiblemente una temperatura de
al menos 12092C, y se mantiene a esta temperatura elevada

durante un periodo de al menos 30 minutes, v preferible-

mente al menos unos 45 minutos. i1 medio mutriente este
rilizado se¢ enfria después y el pli se ajusta a aproxima-
dawente 5,5 a aproximadamente 6,0.

En el medio nutriente esterilizado se inocu-

~ 11 -
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la después el microorganismo productor de glucoamilasa.
Se deja que tenga lugar la fermentacién durante 48 a 168
horas.

£1 uso de cantidades superiores de malz moli~
do dilufdo en el medio de fermentacidém, que se facilita
por el uso de las preparaciones de enzima alfa-amilasa

bacteriana derivada del Bacillus licheniformis, permite

obtener mis de 30 unidades de glucoamilasa por ml.

EL microorganismo productor de glucocmilasa
puede derivarse de cualquiera de las preparacioncs de ami
lasa fUngica bien conocidas, particularmente las deIivaf
das de miembros del género Aspergillus, género lrdomyces
y género Ihizopus. Una gluccamilasa particularmeate pre-
ferida es la obtenible por el procedimiento descrito en
la patente de los i2,UU. nt 3,042,584, en el que una pre-
paracién de amilasa fingica se libera de la actividad no
deseada de transglucosidasa por tratamiento, en un me-
dio acuoso, con un nineral de arcilla. Las unidades de
actividad de glucoamilasa se determinan como sigue:

1l sustrato es un producto de hidrélisis, de
15-18 de E.D., de almidén de maiz disuelto en agua y di-
lufdo a 4,0 gramos de sustancia seca por 100 ml de diso-
lucién. Con una pipeta, se llevan exactamente 50 nl de
1a disolucién a un matraz volumétrico de 100 ml, Se aiia-
den al matraz 5,0 ml de tampén 1,0 wmolar de acetato de

- 12 -



sodio-4cido acético (pll 4,3). El matraz se coloca en un
bafio de agua a 60¢C y al cabo de 10 minutos se afiade la
cantidad adecuada de preparacién de enzima. Exactamente
120 minutos después de la adicién de la preparacién de

5 enzima, se ajusta la Qisolucién a un punto final de fenolf
taleina con hidréxido de sodio umo normal. La disclucién
se enfria después hasta la temperatura ambiente, y se di-
luye al volumen deseado. GSec determina, sobre la muestra
dilufda y sobre un control que no tiene preparacisin de

10 enzima, un indice de aztcar reductor, calculado como dex-

trosa. La actividau de glucoamilasa sc calcula cowo si-

gues
S - B
A=
15 2 x L
donde
A = unidades de actividaﬁ de glucoamilasa poxr ml, (o poxr
gramo) de preparacién de enzima.
20 B = azticares reductores en el control, gramos por 100 ml.
S = azdcares reductores en la muestra convertida por'la
enzima, gramos por 100 ml,
i = cantidad de preparacién de enzima usada, ml (o gramos).
3 no ha de exceder de 1,0 gramo por 100 ml.
25 La flfa-amilasa bacteriana usada para dismi-
15.12.75 ' .13 -
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nuir la viscosidad del maiz molido es preferiblemente una
activa a un pl relativamente bajo, es decir en el inter-
valo de desde aproximadamente 5,0 a aproximadamente 8,0,
y también a temperaturas relativamente eievadas, es decir
de hasta aproximadamente 1052C, Las fuentes preferidas
de estas alfa-amilasas incluyen clertas especies del mi-

croorganismo Bacillus, tal como el Bacillus licheniformis,

Se describen alfa-amilasas adecuadas en la Patente Brita-

nica n? 1,296,839 y en la patente de los EE,UU, n?¢ 3.697.378.
Son amilasas especialmente adecuadas las derivadas del

B, licheniformis descritas en la patente Briténica ante~

rior. Se prefiere particularmente la alfa-amilasa deri-

vada de la cepa NCIS 8061 del Bacillus licheniformis ;

otros microorganismos especificos comprenden el B. liche-
niformis, cepas NCIB 8059, APCC 6598, ATCC 6634, ATCC 8480,
ATCC 99434 v ATCC 11945, Son desusadamente efectivas en
la licuefaccidn del maiz molido, Una de ellas se identi-
fica por la marca de fébrica de "IHERMAMYL", obtenible
del Novo Terapeutisk Laboratorium, Copenhague, Dinamarca,
Para esta aplicacidén ha de usarse en una concentracién
comprendida entre aproximadamente 1,0 y aproximadamehte
25 unidades por gramo de malz molido (sustancia seca) en
las condiciones de pll v temperatura descritas anteriormen-
te. La THERMAMYL se caracteriza por las propiedades si-

guientes:

- 14 -
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(a) es térmicamente ostable

(b) tiene un amplio intervalo de actividad
de pii, y

(¢) su actividad y ecstabilidad térmica son
independientes de la presencia de ién cal
cio ajiadido.

Su anflisis es el siguiente: N

Sustancia seca, % 9h,6 9l

Actividad de alfa-amilasa, U/g (tal co

mo es-

t4) 9,124
Proteina v con base on sustancia seca 21,
tonima. © s gl t
Ceniza, % con base en sust. scca y
Calcio, % con base en sust. seca 4,

Otras alfa-amilasas adecuadas incluyen el

THERMAMYL 60 (1fiquido), y el THEWaAMYL 120 (sélido) que

tienen los anflisis siguientes:

THERMAMYL 60 THERMAMYL 12

Susbtancia seca, 35,4 93,8
Actividad de alla-aiilasa,

U/¢ {tal cual es) 1,156 2,105
Proteina, %« con base ea sust.

seca 25,5 21,2
Ceniza, ‘ comn base en sust.

seca : 60,1 91,2

Calcio, Y con base en sust,

seca c,ch 0,72
Sodio, ‘. con basc en sust.
seca ] 12,3 1lz,2

- 15 -
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La actividad de alfa-amilasa de una enzima
se determina como sigue:

Se deja reaccionar la enzima con una disolu-
cién patron de almidén en condiciones controladas. La ac-
tividad de la enzima se determina por el grado de hidrg
lisis del almidén, reflejada por el descenso en la capaci-

dad de tincidén con yodo, que se wide espectrofotoméirica-

‘mente. La unidad de actividad de alfa-amilasa bacteria-

na es la cantidad de enzima requerida para hidrolizai 10

mg de almidén por minuto, en las condiciones del procedi-

niento. 31 método es aplicable a las alfa-amilasas bac-

terianas, incluyendo las preparaciones industriales, ex-
cepto los materiales que tienen actividad sgcarificante
importante.

De G,3 a 0,5 gramos de muestra sélida, o de
0,3 a 1,6 ml de una muestra liquida, se disuelven en una
cantidad suficiente de cloruro de caleio acuoso 0,0025 M
para dar una disolucidén de enzima que contiene aproxima-
damente 0,24 unidades de actividad por ml,

Se mezclan una mezcla de 10 ml de disoluecién

de almidén Lintner al 1%, equilibrada a 602C, y 1 ml de

la muestra de enzima a ensayar, y se umantienen en un baw

. fio de temperatura constante a 60¢C durante exactamente

10 minvtos. Se elimina una muestra de 1 ml y se afiade

a una mezela de 1 ml de &cido clorhfdrico acuoso 1 My

- 16 -



aproximadamente 50 ml de agua destilada. La capacidad
de manchado con yodo de esta muestra acidificada se deter-
mina después afladiendo 3,0 ml de una disolucién acuosa
de yodo al 0,05%, diluyendo a 100 ml con agua destilada,

5 y mezclando bien., Se mide la absorbancia de la disoiu-
cién con respecto a la dol agua destilada, a 620 nm, en
una cubeta de 2 cm. 3e liace una nedida similar Ae la di-
solucién patrén de almidén {a la que se afiade agué;ren
lugar de la disolucién de enzima) para disponer de una

10 absorbancia de una muestra en blanco.

La actividad de la enzima, en unidadés/gpg

mo o /ml. es igual a !

(Absorbancia en blanco - Absorbancia de la muestra) x Fac-

s .

15 tor de dilucién x 50

Absorbancia en blanco x‘lO x 10

Las expresiones "E,D" e indice de equivalen-
te de dextrosa usadas aguf{ se refieren al contenido de
azdcares reductores de¢ los sélidos disueltos en un pro-
ducto de hidrélisis de almidén, expresado como tantq por
ciento de dextrosa, medido por el métode de Schoorl (in
cyclopedia of Industrial Chemical aAnalysis, Vol. 11, pags

1“'1"42) *

La invencidén se ilustra ademés por medio de

js)
Ut

los ejemplos siguientes, que, no obstante, no han de con-

15.12.75 - 17 -
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siderarse limitativos en ningidn aspecto. Todas las partes
¥y los tantos por ciento son en peso, a no ser gue se in-

dique otra cosa.

fjemplo 1

{a) Desarrollo del cultivo y de la siembra

Se empled el siguiente procedimiento para pre-~
parar el agente inoculante para producir glucoamilasa,
Un racimo de esporas de una variante esporu-
lada de una cepa pmutante de Aspergillus niger (como'en
la patente de los ££.UU, n? 3.012,944 concedida a Armbruster)
se transfirié a un matraz fSrlemmeyer de 1 litro que con-
tgnia 200 ml, de medio estéril de la coniposicién siguien-
te:
$61lidos de licor de maccracién de malz 2,0% con base
en sust.
seca
Malz madurc molido ' 5,0% con base
en sust,
seca
Hidréxido de sodio, hasta pl 6,0 - 6,5
El matraz inoculado se incubé durante 48 ho-
ras a 308C a 35¢C en un agitador giratorio, £E1 cont;ni-

do del matraz se llové después a un fermentador de 7,5
litros que contenfa 4 litros del mismo medio de siembra
previamente esterilizado {esterilizado 1,5 lioras a 1212C,
pH 6,0). EL fermentador de siembra de 7,5 litros se hi-

- 18 -



10

15

20

zo girar, con agitacién, a 50C revoluciones por minuto,
con inyeccién de aire a 3 litros por minuto y a una tem-
peratura de 33¢C, durante 2t horas. Bl agente de inocu-
lacién asi producido sé usé en fermentadores de 40 litros

para la produccién de glucoamilasa.

(b) Produccién de nedio nutriente esterilizado

Bl medio nutriente esterilizado que hay que
emplear para la produccién de glucoamilasa de este ojem-
plo se produjo en varios lotes por separado, cada uno en
un fermentador de 40 litros que tenia agitadores de seis
paletas de 11,4 cm, de didmetro y una anchiura de 2,2 cm,
y una fuente de aire estéril de 24 litros por minuts, Lols
fermontadores se hicieron trabajar a 600 revoluciounocs por
ninmuto, a una presidén en el recipiente de 1 kg/cmz'maqg
métrico v a una temperalbura do aproximadamente 33eC, Ca-
da uno de los fermentadores se cargé con 29 litros de nie-
dioc de fermentacién quo tenla la composicilén siguiente:

Mafiz n¢ 2 molido 15,9% con basc en sust. seca,
{fermentadores 1, 2 ¥y 3) 4770 ¢ con base en sustancia
seca, 5450 g tal cual es
Malz n¢ 2 molido 20,0% con base en sust. seca,
(Fermentador n? ) 6000 g de sust. seca, 6900 g.

tal cual es

- 19 -
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56lidos de licor de 2,5% con base en sust., seca,

maceracién de maiz 750 g con base en sust., seca,

150 g tal cual es

Hidréxido de sodio,
hasta pIl 6,0 - 6,5

(antes de la esterili »

zacién)

Se afiadié alfa-amilasa (Thermanyl 60) al me-

dio dé fermentacién a cada uno de tres fermentadoreé, a
concentraciones de 1,6, 2,8 y 4,0 unidades de alfa-amila
sa CPC por gramo de maiz molido, respectivamente,'csn ba-
se en sust. seca. Se afiadié alfa-amilasa CPR-8 al cuar-
to fermentador, en la proporcién de 1,6 unidades por gra-
mo de mafz molido, con base en sust. seca., La cenzima se
afiadié durante el calentamiento (con vapor de agua) de
los fermentadores, al pasar las temperaturas de 60eC, La
temperatura sc mantuvo a 75¢C durante 30 minutos, ¥y dés-
pués se dejé que se elevara a 1212C durante un periodo
de esterilizacién de 45 minutos. Después de la esterili-
zacién, el volumon en los fermentadores era de 30 litros,

Las diferentes preparaciones de enzima de

alfa-amilasa bacteriana usadas para licuar el maiz moli-

‘do en los fermentadores durante la licuefaceién y esteri-

1lizacién del medio nutriente, fueron Thermamyl 60 liqui-

- 20 -
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do, que tenia una potencia de 1270 unidades de alfa-ami
lasa CPC/ml. (una preparacién de enzima de alfa-amilasa

bacteriana derivada del Bacillus liclieniformis), y CPR-8,

una preparacién seca sobre un soporte de calcio, que te-
nia una potencia de 3200 unidades de alfa-wmmilasa crc/gra
wo (ifabrica y vende la CPL-8 la Divisién Wallerstein de
1a Baxter Laboratories, Inc.).

Se hicieron medidas de.viscosidad de los me-
dios nutricios antes descritos, después de la reduscién
do viscosidad y la esterilizacién, para averiguar las ven

tajas del uso de enzinmas derivadas del Bacillus licbeni-

formis. La reduccién de viscosidad y la esterilizacién

se efectuaron en el fermenbtador de 4o litros antes aescri-
to. Tl medio nutriente (que contenia 15,9% de mailz moli- -
do, medido en sustancia seca) so calenté con vapor de agua
2 75¢C a un pl de 6,0, La alfa-amilasa se afiadié cuando
la temperatura pasé de 602C., La temperatura se mantuvo

a 75eC dﬁ?ante 30 minutos, y después se efectud la este-
rilizacién durante 45 minutos a 121¢¢. Las medldas de vis-
cosidad de los medios nutrientes resultantes se exponen

.

en la Tabla I.

- 21 -
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TABLA T

Lfecto de la reduccidén enzimitica de viscosidad en la

viscosidad después de la esterilizacién.

Alfa~amilasa (unidades/g. de mafz, con basec en sust. seca)

Thermamyl 60 CPR-8
1,6 2,8 4,0 16
Viscosidad Brookfield,
c.p. medida a 33¢C 155 170 155 3600

Los datos anteriores demuestran claramente

la mayor licuefaceién y roeduccién de viscosidad obtenidas

usando una glfa-amilasa derivada del Bacillus lichenifor-

mis, Esta ventaja, tnica, (menor viscosidad en el medio
de fermentacidn) perimite una mejor transferencia de na~
lor (facilita la esterilizacién), reduce el consumo de
energla de los agitadores, y reduce el "golpe deo vapor"
debido a la inyeécién de vapor de agua en el medio de mafz
molido durante el calentamiento al ir licuéndose el almi-
dén (el calentamiento fué regular y continuo usando
Thermamyl, mientras que los fermentadores se bamboleapan
durante el calentamicnto con CPR-8), La licuefaccién mas
efectiva usando Thermamnyl permite calentamientos mAs Té~
pidos hasta la temperatura de esterilizacién, y enfria-
wientos més répidos, lo que significa que el ciclo de es-
terilizacidén pucde acortarse, aunentando asi la producti-

- 02



10

12

15

20

25

15.12.75

. casos se produjo una masa §

vidad del fermentador. .
In obra serie de experimentos en el fermenta~
dor de 40 litros que contenia 15,9 de maliz molido, con

base en sust. seca, se afiadieron 3-12 unidades de alfa~

~amilasa CPC por gramo de maizm, con base en sust. seca,
de enzima CPR-8, de la misma manera descrita antes, du-
rante la esterilizacién a un pll de 6,0. Ln todos ios

elificada densa, Usando Thex

mamyl en experimentos comparablos, el medio de malz se

hiwo diluido a simple vista, tanto a 15,9 como a 206: con
hase en sust, seca.

(¢) Fermentacién de slucoamilasa

%6 realizaron varias fermentaciones de glu

coamilasa en el fermentador de Lo litros, usando medios

nutrientes que contenian 15,9% ¥ 20, 0%, con base en sust,

scca, de maiz molido licuado ¥y esterilizado. Al nivel

de 2049 de malz, con base en sust., seca, se u3arol como

comparacién CPR=8 y Thermamyl, &1 rmedio nutriente esto-
rilizado tenia un volumen de 30 1itros. Cada lote se car~
g6 con 1,5 litros del agente de inoculacién preparado co-—
mo en el Bjemplo 1 {a), hasta llevar el volumen de traba-
jo a 31,5 litros. 21 mafiz molido en todos los medios nu-
trientes se licué con 1,6 unidades CFC de alfa-amilasa

por gramo de malz, referido a sust. seca. Las fermenta-

ciones de glucoamilasa se efectuaron durante periodos de

- 23 -




hasta 168 horas. Teriédicamente se tomaron wuestras para
su andlisis. La produccién de glucoamilasa usando 15, 9%
de malz referido a sustancia seca (licuado con CPR-8) al
cabo de 144 horas, fué de aproximadamente 29 unidades
5 por ml, frente a 32 unidades por ml., usando 20, 0% dé
malz, referido a sust. seca, licuado con CPR-&, a las
144 horas de fermentacidén. La produccién de gluccamila~-
sa usando 20,0% de maiz con base en sust, seca, licuado
con Thermanyl, fué de 37 unidades por ml a las 14l horas.
10 istos ensayos demuestran claramente que pueden alcanzar-
se mayores producciones de glucoamilasa usando na&s de
16%, referido a sustancia seoca, de maiz molido licuado
en el medio, independientemente de la alfa-amilasa usada,
v ¢que se obtienen producciones atin mayores de gluqoamila-
i 15 sa si se usa malz molido licuado con una alfa-amilasa de-

rivada del Bacillus licheniforinis,

Se prepararon diez (10) cargas mas en el fer-
mentador de 40 litros usando 20% de malz molido, referi-
do a sust, seca, eiL el medio nutriente, cinco (5) de ellos

20 usando la enzima CHR-8, y cinco con Thermamyl 6C liquido.
Las cargas se hicileron del mismo modo descrito antés, usan
do 1,5 litros del agente inoculante pregarado como e 1

! (a). Los resultados de los ensayos Se exponen en la Ta~-

bla II.

B

5
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Los resultados de la Taubla II describen los
promedios para cada grupo de cinco (5) lotcs,}en un valor
de 34,8 unidadoes de glucoamilasa por ml, No se observa-
ron variaciones significativas en la proporcién alfa-holog
nilasa/glucoamilasa ni en la relacidn transglucosidasa/glg

coamilasa. Los resultados demuestran tawbién un aumento

de 27 en el nivel de glucoamilasa en el caldo Tiltrado,

. independienteoumente de la enzima de licuefaccidén usada.

Sin embargo, el uso de Thermanyl mejora la economia glo-~
bal del proceso, gracias a las menores viscosidades, co~

mo se lia descrito anteriormente.

Liemplo 2

Este ecjemplo demuestra los mejores wresvlbados
logrados usande una glfa-amilasa derivada del Bacillus 1i-
cheniformis (Thermamyl 60, liquida) enn comparacién con
CPR-8, en la preparacién de un medio nutrlente de glucoa-
nilasa en un fermentacdor industrial, &n un fefmnntador
industrial de 76,000 litros se introdujeron las composi~
ciones siguientes, en dos {2) experimentos comparatives

independientes,
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TabBLa ITIT

Medio nutriente CrR-G Alfa-amilasa

Thermamyl GO

Agua

45,600 litros 45,600 litros

Licor de maceracidén a

52-54% de sust. seca 2,865 litros 2.865 litros
Maiz molido a 154 de H,0 12,600 kg. 12.600 kg (b
CPR-8 5,85 kg. {(a -

Thermamyl 60 liguido - 19,12 kg

Tiempo hasta alcanzar

121eC

Tiempo para

a)

c)

8 horas (c 1,5 horas

enfriar 3 horas 1,5 hoxas

Zquivalento a 1,6 unidades CI'C de alfa-amila-
sa/gramo de maiz, sust, seca

12.60C kg es el nivel méximo posible cuando
se usa CPL-3; pero pueden usarse incluso has-
ta 15.750 kg do malz molido con Thermamyl, lo
que a su vez da mayores rendimientos de.glu-
coamilasa.

Se requieren ocho (&) horas al usar CPR-8 por-
que hay que dejar que el contenido se calien-

- 28 -
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te hasta 8220, usando sélo la fricciédn de ios
agitadores antes de la adicidén de CPR-3, por
el intervalo limitado de estabilidad, El va-
por de agua tiene que afladirse muy lentamen-
te para evitar sacudidas violentas de los fer-
tmentadores. No se necesiba ninguna de estas.
precauciones usando Thermamyl.

Como se ve en los datos anteriores, el procedimien-
to de la invencién proporciona un método mejorado de fa-
bricar un medio nubtriente adebuadorpara fermentacién usan-
do malz molido licuado por accién de una preparaéiép de
enzima de alfa-mmilasa bacteriana derivada del Baclllug
licheniformig., Este procedimiento mejorado para preparar

un meddlo nutriente es wdecundo para la mayoria de Las fer-

mentaciones que requieren almidén como fuente de carbono.
Ugando malz molido licuado con alfa-amilasa bacteriana

do Bacillus licheniformis se mojora la secnomin global

de la fermontacidn, especlalumente en el caso de preparar
glucoamilasa,

La preparacién de enzima de glucoamilasa prepa-
rada por el procedimicento de la invencidn puede usarse
en la hidrélisis de almidén para preparar dextrosa y/o
Jjarabes que contienen dextrosa. Un procedimiento adecua-
do comprende hidrolizar parcialmente almidén con Acido
o cnzima, vy después convertir el almidén parcialmente

—29—
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hidrolizado con la glucoamilasa al grado de conversién
deseado. Yreferiblemente, el aluwidén parcialmente hidro-

lizado se licia sustancialmente por accién de una prepa-
racién de enzima de alfalamilasa bacteriana hasta un E.D,
(equivalente de dextrosa) no superior sustancialmente a
20, En la patente de los £B,UU, n? 3.853,700 se descri
be un procedimiento preferido para preparar el almidén
parcialmente hidrolizado, y esta descripeién se incorpo-
ra aquil como referencia. Se describe otro procedimiento
proferido para preparar el almidén parcialuente hidroli-
zado, que ha derusarse en conjuuncién con la prebaracién
de glucoamilasa do la invencién, en las patentes de los
£1,UU, Nos., 3.922.197, 3.922,198, 3.922.,199 y 3.922.200,
cuyas descripciones se incorporan aquil como referwencia.
Bsta solicitud que corresponde a la presenta-
da en Estados Unidos de :américa, el dia 5 de Diéiambre
de 1974, bajo ol N¢ 529,879, se acoge a los beneficios
del articuloe 31 del vigente Estatuto sobre Fropiedad In-

dustrial.

RETVINDICACIONES

.Los puntos de invencidén, propia y nueva, que

- 30 -
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se ﬁresentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencién en Espaiia, por VEINTE afios, son los
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

2, Un procedimiento para la obtencién de
glucoamilasa, caracterizado por fermentar un microorganis~
mo capaz de proddcir glucoamilasa en un medio nutriente

gque contiene una fuente de carbomno, comprendiemndo dicha

fuente de carbono malz triturado licuado engiméticamonte

que tiene un contenido de sélidos de al menos aproxinigd-

damente L16% con respecto a sustancia seca.
g b
28, Un procedimiento segtn la reivindicacién

¢
1%, caracterizado por cmplear el malz triturado licuado

=
enzimibicamente en una proporcién de contenido de shlidos
de desdo 18% a aproximadamente 22.. con respecto a sustan-
cia seca.
8, Un procedimiento segin la reivindicacién
1%t é la reivindicacidén 28, caracterizado por emplear el
mafz triturado licuado enzimiticamente en una proporcidén

de contonido de sélidos de aproximadamente 20, con res-

pecto a sustancia seca.

.

4g, Un proccdimiento sogin cualguilera de las
reivindicaciones anteriores, caracterizado por emplear
un medio nutriente que contiene una fuente de nitrégeno
derivada fundamentalmente de sélidos de licor de macera-

cién de maiz,

- 31 -
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5%¢. Un procedimiento seg@n cualquiera de las
reivindicaciones anteriorcs, caracterizado wor licuar el
malz triturado con una preparacién de enzima de alfa-ami

lasa bacteriana derivada de Bacillus licheniformis,

2, Un procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 1% a 5%, caracterigado por emplezr una
Preparacién de enzima que estid seleccionada del grupo de

Bacillus licheniforsis NCIB 8061, NICB 8059, aTCC 6598,

ATCC 603k, ATCC 848G, ATCC 994S5a y ATCC 11945,

2, Un procedimiento segtin cualquiera de las
reilvindicaciones 1% a 42, caracterizado por emplear un
microorganismo capaz de producir glucoamilasa, que sc de=-

riva del Aspergillus nigrer.

28, Un procedimiento segiin la reivindicacién

7%, caracterizado por emplear un microorzani.smo ue es
' D P q

. una cepa mutante,

9%, Un proccedimiento segiin cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 8%, caracterizado por tratar una
suspensién acuosa que contiene el malz triturade a un pH
en el intervalo de dosde 4,5 a aproximadumente 7,5, y a
una temperatura en ol intervalo de desde aproximadamente
55¢C a aproximadamente 80¢C para licuar sustancialmente
dicho maiz triturado, y después, en una segunda etapa,
aumentar la btemperatura del medio nutriente de fermenta~
cidén hasta una temperatura de al menos aproximadamente

- 32 «
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1100C, para esterilizar el medio nutriente.

102,~ Un procedimiento segin la reivin-
dicacibén 98, caracterizado por enfriar la suspensidn
después de la esterilizacidn, inocular en la suspen-
sidn enfriada el microorganismo capaz de producir glu
coamilasa, y fermentar la suspensibn inoculada para
obtener glucoamilasa,

118,- Un procedimiento segin cualquie-
ra de las reivindicaciones anteriores, cworecterizado
por efectuar la fermentacidn a un pH en el intervolo
de desde aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0,

l22,~ UN PROCEDIMIENTO PARA LA ODRTEN-
CION DE GLUCOAMILASA.

Tal y como se ha descrito en la Memo=-
ria que antecede y con los fines que se han especifi-
cado.

Esta Memoria consta de treinta y tres

hojas escritas a miquina por uma sola cara.
Madrid, o LMy 7.7

P.A, Alberto de Tlxabury

Por p6iay, .

Ps
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