. e d

i

IRIORIa DESGRIPTIVA
para sollcitax
PETEYNeR DE INVENCIGCN
en
Bsrafia
. por VEINIE efios
& nombre de ¢,xm, BOBHRINGER SOEN, entidad slem=ns, esta-
blecids en Ingelheim/Rhein, -Alemania, por:

MFEJORAS INTRODUCIDAS EN 14 CBTENCION TE PREPARATOS
| | BNZIMATICOS LIQUIDOS".
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Bl preseunte invento se reflere & prepsrados
enzimfticos 1iquldos, que sirven para 18 clerificaocidn de
zumog de frutas, vinoa y simil&res;

32 obtenoién de prepersdos enzimdticos sdli-

5 dos oon gran mctividad enzimdtiocm para la clarificzcidén de
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zumog d¢ frutag y vinos, ®s y& oconoclids desde hesos mucho
tismpo; Su aplicacién consiste en que l0g preparaios son
pesados antes de su uso, teniende gue ser pusstos en solu-
cién mediante digestidn en une pequsfia proporoidn de zuma
¢ de vino, para entoncss dessplegar su sctividad en el mosto
¢ el vino, en egtado disueztc;

¥al procsder es muy complicade, por lo cual
existe uns dsmands de preparades enzimdticos 1{guidcs,
que pusdan s6x medldog snites de sn empleo ocon une meaids
de 1fquidos @ inmediatamente incorporados 8l mosto ¢ vino
& tzatar;

&hora bien, ls obtencidén de tales solucio-
neg enzim€ticas tropisza normalimente con graniesg dificul-~
tades, ye gue sgsies soluciones gson inestebles, no pnilen~-
de, por lo tanto, s&r conaervadas; Bn el transourse de po-
cos dfes desciende con gren rapidez le actividad enzimdti-
ca de teles preparadcs, tendlendo aiemds estes soluncicnes
] 1nfecaicnﬁs; Bnsayos pare la obtencidn de tales prepara-
dos hen sido ya @cometldos fracuentemente; Generalmente
8¢ proveocabs uns estebilizacidén de lag soluciones mediante
le pdiocidn de slevodas concentraciones de sales; &sf, por
ejemplo, se esiabllizd de acuerdo con 18 sspsrate de ggg@;
abstracta, 46, pa'g,. 10 566 (1952) una solucidn de X-amilase
pers €1 desaprestado de¢ tejidos, mediante 18 adicidn de
fosfato sbédico, cloruro oficico, aloruro sddico y feﬁpll
Baeteg adicionez, como eés natural, no puaden hellar aplics-

cién en la obiencidn de preperados enzimfticos destinados
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Isbell y Prush (J.Ressearch Natl,Standards
33, pdg. 389, oltados en ™Ihe Pectic Substences" de Kerteasz,

pég. 380) &1 blen han deaorito, que los mioelios oultiva-
dos pare la formacién de dcido cftrico o de penicilina,
poseen une considerable sctivided degradante de ls pectina,
no menciocnan en cemblo nade sobre la sctividad de 1a propie
golucidén de Ffermentacidn, ni sobre su ast&bilidadl

ge ho descubierto ahora, que despuds de ter-
minsde une fermentacidn £oida llevads & cabo con mioroorga-
ntamcs formadores de doldos 0 cultivados para le formacidn
de doldos, 1o solucién nutricls en sf es mucho m€s fuerte-
msnte aoctive peetolfticam&nte, que 61 micellio recogide, ¥y
adends, gue este accidén enzimdtioca seé congerva sorprenden~
temente durente tiempo bastente 1limitado, sin adiciones
de agentes conssrvadorss o de szales estabilizadoras;

Bn ls reclizaoién del procsdimisnto de aouer—
20 con el invento, pueds ger recomendable, dssembargzar to-
tel o parcialmente la soluoidn de fermentamolén dcida, de
los doidos en ella contanidqs;‘

Bn otro perfeccionamiento del procedimi snto
segun €1 invento, se puede aumentar todevie la aotividad
enzimética de l& solucién de fermentacidn dclde, extrayendo
de este solucidn de fermentscidn los microorganismos &pro-
piados pare la formacidn de écidoa; ,

Bajo microorganismos formedores de Scidos

deben entenderse microorganiamos capaces de realizar fer-
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mentaclones oxidentes. & este grupo pertenscen los mohos,
que pueden producir dcidos orgdnicos, Como repr esententes
o0slifiondos oltaremos; 61 agpergillns niger, 61 penicillium
glazoum, variedades del aagpergillua fiavns, eté; (Bibliogra-
2fe: Nord-wWeldenhagen, Handbuch de Lnsymologie, II, pég.

1080-1113); Jos microorgenismoa oultivados para la formaw-
cién de doldos, provienen de uns seleccidén reaslizsde por
los métodos concclies entes ds preparar ls selucidn enzi-
mEtL cs'.

En 61 procedimisnis 3s 2cuerdo con el inven-
to, que consiste &n @] sprovechamienio de la formacidn de
deldos y ¢n 1a scclidn enzimdtioa de l@s solucicnss de fer-
menta cidn obtenidas, o sltsrnativemente de su zccidn 6sto-
bilizadora sobre las enzimas, resulta vantajoso, llevar g
osbo la seleccidn y el cultive de los miocreorganismos de
tel mode, que tenge lugar une fuerte formacién de dcide
en le solucidn de f&rmsntacién;

Pars el cultivo y la iormacién de £cide
son aplicables les reglas que son familimree a t0do peri-
to en 1o meteria: Con los esporos de una cepa de hongog
alslada de la manera conocide mediante aele¢ coidn, por
6janple de¢ una variedad de mspergilluse niger, se inocmls
uns solucidn de melaza previemente esterilizeda, que me-
diente dilucién en ague, se =just® & un contenido d6 azg.
cer de 12 - 14 %, y que, dado 6l c2go, se 1liberas de posi-
bles perjudicizles icnes de hierro y cinc, con ayuda ae

ferrocienuro potfsico, ¥a fermentacidn gplde durs, & alrg.
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dedor de 352, unoa 8 & 12 &ias; 41 cabo de este tiempo
queds concluida le formecifn de £cido, y la acumulacidn
de enzimas en 1a solucidn de fermentacién, 21 £cido ox-
ggnico puede ser sntonces precipiiado eu coniiciones mo-
dsrades, miemtrag que la solncién de fermentscién res-
tantﬁ puede sger emplezds, ¢ blen directamente como solu~ -
cién enzimftice, o bien después de 18 extracclén de otros
micelics en dichs gsolucién de fermentacidn, en calidad de
solucién enzimftica de aceidn enzimftiom aument&d&l

I2 actividad &stablllzadora de estas solu-
ciones enzimftices se conserva oin en el omse de oue los
micelics cultlvados sobre un suslo nutricio sélido, se ex-
traigan ademss en 12 soluciones enzimfticss COr respon-

disntss, pars aumeantar adiclonslmente ls= accidn enzimd-

‘tlea,

& bage de 1os ejemplod sigulentes 1lustra-
remos @ continuacidn sl procedimiento de acuerds con &1
invento;
Ejenplo 1:

B0 une melazz egterilizsdas, gjustada pox
d1lucién en sgue & un contenido de ezdoar de 12 - 14 % y
puriilcada casi por completo de molestos iones de hisrre
é de cinc con ayuda de K, [n'e(cﬂ)a] , 80 hacen crecer
mi croorganismos formadores de écidoe; Una vez transiorme-
do el aszvoar dentro de la soluoildn de fermentamocidén en
£cido, se recogs la cepa de hongos, pudizndo emvlecrss

la solucidn de fermentacién Sotde oomo soluoidn enzimd-

-5-
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tica;
Ejemplo 2:

Bl oultivo ge resliza tal como ha sido dea-~
orito sn 81 gjemplo 1; Despuds de la recolsccidn se agre~
gen carbonatos © hidrdxidos alcalino-térrecs hasta que €l
valor pH de 1la solucidén de fermentecidn se halls entre
5,5 - 6,5; Hoontinuacién se calienta brevemente la golu-
oién enzimdtios & 50 - 602, misntras se aglta, extrayén-
dose por prensado las seles oflciomg precipitades del goi-
do, en filtro - pransa; T2 solucidén desscildificads ha gon-
gervedo toda su zccidén enzimdtiom y eatabiliaaa;
Bjemplo 3:

Bl oultivo de los micslios y l&e desscidifi-
oacidn de la solveidn de fermentacidn se remllizan tal como
se ha mencionado en los Bjemplos 1 y 2; 4 continuacidn me
incorporan a la solucidn enzimftice, 15% en peso de un ml-
tivo de moho, gue han sido cultivados de ls manere conoci-
da; Bslta mezcla ss mantiens durante sproximadamente 3 horas
a 559;

&2 cultlve de log micelios destinmsfos a la
extracolén sobre suelos nutricios sbilldos, se efectda de
meners, gué por e¢jemplo se mezclan 80 partes de salvado
de trigo y 20 pertes de recortes de remolacha, oon 100
partes de agua, se &justa un valor pH ds 5,4 con gyuda de
doldo 1gotiws, y une vez esterilizade este suslo nutricio
a 1002, se inooule la mezcla enfrisdes & 30 con esporos

de moho, Al ocabo de 3 - 4 dfas, el anelo ndtricio estéd
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lleno de miocelicsg, que puedsn ger recogidna.. segin la
famille de enzimas caracterfstice que se desee, pueden
sugtituirse los recoxrtes de remolacha, que s€ emplearon
aqu{ para la estimulacién de la actividad pectindsioz de
los miosliosg cunltivades, por ejemplo por harima de ousl-
no, para aaf obtensr miocsllos de actividad mds proteoli-
tlca. Debido &l tratamiento de los ocultivos de moho oon
la solucién enzimdtios, lus enzimes contenidas en los mi-
cellos pssan & le soluolén enzimdtiocn desaoidlflceda,
Después de una segunda filtraoldn de los residuos de mi-
celios, e obtiens ahora una golucién enzimdtioe reforze-
da y sstable, debido al cultive agregado'.

Bogta solicitud,que corresponde & l& PI‘BSOHP
tada en Alemanis €1 10 ds Mayo de 1954, bajo el ﬁo'. B.
30'.974 Ive/6d, se acoge a los beneficios del artfoulo 51
de]l vigente Estatuto sobre Propledad Industrla:l‘. |

-0~ NOT4 -0 -

I0s puntos de invencién propia y nueva gue
88 presentan pere gue gean objeto de este Patente de In~

venoidén en Mepafia, por VEINPE afics, son 168 slgu.léztea:
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19‘. - Mejorss introducidas en la obtencidn
de preparados enzimdticos 1iquidos destinados & la clari-
ficaoién de zumos de frutes, vinos y similares, mrecteri-
zedas por el enplec de 1z solucidn de fermentacidn £cida
de microerganismos cultivaios paxé la formacidn de doidos,
tal cem0 por ejemplo 61 asperglillus niger'.

29'. - Mejoras de mouerdo con }la relvindi-
oaolén 1, caracterizadss por €1 empleo de la soluocidn de
fermentacidén dcide de nioroorgenismos cultivados pare 1e
formacién de dcldos, 1s oual es purificada totel ¢ parolal-
mente de los oldos orgdnicos en ella conten,‘l_dos‘.

39‘. - Mejorag de scuerdo con las reivindi-
csciones 1 6 2, oaraoterizadas por sl empleo de la solu-
oién de fermentacién £otda de miocroorgeniamnos ounltiva-
dos para la formacidn de dcidos, &n 12 gue se extraen
miocroorgenismos, gue son sproplados para la formscidn de
a’cm.os‘.

49, - Mejoras introducidas en 1& obten-
cién de preraraios enzimdtiocosn 1£qu1dos‘.

Tal y como se ha desorito en Iz Memorie
que antecede y ocon los fines gué 86 han espeoiﬁo&dn‘.

Bsta Memoria congta de ocho hojas escri-
tas por una sols oaxa’. '

wearta, O MAY. 1955}

P. 5.
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