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Case No. F-1357

MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION

formulada el 29 de Agosto de 1.966, con el nfm. 330.686:i
en |
ESPANA
por VEINTE afios

a nombre de TAKEDA CHEMICAL, INDUSTRIES, LTD. y TEIHOKU
FOOD PRODUCT COMPANY LTID., entidades japonesas estableci-
das en 27, Doshomachi 2-chome, Higashi-ku, Osaka y 61,
Chugen~cho, Hukushima, Hukushima, ambas en Japbn, respec-
tivanmente, por: °

"UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR FRUTAS ESCARCHADAS" .

La presente invencidn se refiere a un método para pro-
ducir frutas escarchadas.

La invencién se completd baséndose en el descubrimien
t0 de que la composicidn enzimética producida por el Asper-

gillus niger es capaz de faciliter la operacibn de escar -

char frutas, cuando se aplica a las frutas en el procedi -
miento para preparer frutas escarchadas. Este hecho impli=-
ca el que, segin la invencibn, se acorta notablemente el

tiempo requerido para escarchar frutas.
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Segth métodos conocidos, lé;hffatés escarchadas
se preparan por el siguiente método,

Se recogen las frutas antes de que estén comple-
tamente maduras. Las frutas frescas se almacenan en una
solucién dilufda de 4cido sulfuroso o dibxido de agufre
¥y una solucibn de cal, para los fines de blanquear el Qg
lor y endurecer los tejidos, y para su conservacibn has--
ta que se necesiten. Las frutas conservadas en la salive
ra antes mencionada son lixiviadas concienzuda y repeti-
damente en agua caliente, para eliminar todo sabor & dig
xido de azufre, antes de iniciar el procedimiento de es-
carchar, A las cerezas se les quita el pedﬁnculo ¥y sa.
deshuesen cuidadosamente antes de lixiviar. Los albaricg
ques son deshuesados sin cortas las frutas en dos. Las
ciruelas, ciruelas pasas, y otros frutos enteros se per-
foran a menudo con alambre de cobre. En el caso de que se
preparen melocotones escarchados se usan frutas frescas
y frutas en conserva sin la operacibn intermedia de al-
macenamiento en Acido sulfuroso. La fruta preparada por
el tratamiento en 4cido sulfuroso, antes mencionado, ¥y
ebullicibn para hecerlas tiernas, o por ebullicibn de la
fruta fresca preparada, se pone en un jarabe que contie-
ne sacarosa y/o glucosa en concentracibén relativamente baja.
Las frutas en conserva se ponen directamente en este jara-
be, desde la lata. la inmersién en jarabe se efectda con
aumento gradual de la concentracién de agicar en el jara-
be. Por ejemplo, la fruta se pone en un jarabe que contie-
ne aproximadamente 25 % en peso de sacarosae y/o glucosa.
Se deja reposar la mezcla a temperatura ambiente. Después

de una inmersibn de 24 horas, o mis, se escurre el jarabe
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de la fruta y se lleva hasta aproximadamente 30 % en pe-
s0, por adicién de sacarosa y/o glucosa. De muevo se de-
ja reposar la megcla durante 24 a 48 horas. Iuego se B
menta el jarabe hasta el 35 % en peso, de la forma antéé
descrita, y se deja la fruta durante otras 24 horas. SQ
repite el procedimiento en dfas sucesivos, con un awmeato
de 5 % en peso cada dfa, hasta que el jarabe ha llegééé}
aproximedamente al 80 %. Esta concentracifn se mantions
hasta que la fruta y el jarabe se han igualado completa-
mente, en cuanto a concentracibn de azicar. Ia fruta se
mantiene en este jarabe espeso al menos durante 3 sema~
nas, hasta que queda hinchada e impreganada de jarabe. .
Como se ha mencionado antes, el procedimiento

de escarchar requiere un largo periodo de tiempo, en los
procedimientos empleados hasta shora para producir fru-
tas escarchadas, y las frutes escarchadas obtenidas as{
preparadas estédn a menudo encogidas. Se han propuesto unos
pocos perfeccionamientos para acortar el periodo requeri-
do paras escarchar, por e¢jemplo el procedimiento en que
las frutas son cocidas en jarabe en la operacibén de escar-
char, y el procedimiento en el que las frutas son conge-
ladas répidamente y son escarchadas bajo calentamiento &
aproximadamente 662C. Sin embargo, estos procedimientos
propuestos hasta ahara no se consideran industrialmente
aprovechablesg, debido a inconvenientes tales como el que
estos procedimientos requieren enormes instalaciones, y
que las frutas escarchadas obtenidas por estos procedi-
mientos son de mala calidad.

La presente invencibn proporeciona un perfeccio-

namiento notable para acortar el periodo de tiempo reque-~
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rido para escarchar, EL objeto de esta invencibn se consi-
gue tratando frutas jugosas, usadas como material de par-
tida, con la composicién enzimdtica producida por el Asper
illus niger, en una etapa no mis tarde de la iniciédi6n
del procedimiento para escarchar frutas, en los procééi~
mientos para producir frutas escarchadas. 47
'En lo sucesivo, la composicibén enzimética capzz
de acortar el periodo de tiempo requerido para escarciar

frutas, preparada por cultivo de Aspergillus niger, =e de~

nomina simplemente "composicién enzimética". La composi-
cibn engimética se puede producir generalmente cultivan-

do Aspergillus niger, disponible en la Northerm Utilisa-

tion Research Branch, del Departamente de Agricultura de
los EE. UU., Peoria, Ill., EE. UU, (NRRL), Coleccibn ame
ricana de cultivos tipo, Washington D. C., EE. UU. (ATCC)
o Instituto de la Fermentacién, Osaka, Japén (IF0), o se
puede alslar de fuentes naturales.

El Aspergillus niger se puede incubar en un me-

dio liquido o sblido, y generalmente se cultiva en estado
estacionario o agitado, o bajo aireaciébn.

El medio de cultivo empleable debe contener fuen-—
tes de carbono y nitrdgeno que sean asimilables por el

Aspergillus niger. Son ejemplos de fuentes de carbono asi-

milable el almidbdn, dextrina, sacarosa, lactosa, maltosa,
glucosa, melazas residuales, serrin y glicerina. Son ejem~
plos de fuentes de nitrdgeno asimilable compuestos inor-
glnicos y orginicos tales como sales ambnicas, diversas
clases de nitratos, liquido de maceracibén de maiz, pepto-
na, polipeptona, extracto de carhe, torta de soja, harina

de soja, harina de trigo, salvado de trigo, salvado de
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erroz, extracto de levadura, urea, o diversos aminodcidos,
Ademés se pueden afiadir al medio de cultivo, como produc
tos nutritivos accesorios, sales minerales tales camgl,‘
sales célcicas, sales de magnesio, sales potésicas, sa~
les sbdicas, sales de cinc, sales de cobre, o sales de-
hierro, vitaminas o factores promotores del crecimientos,

La incubacidn se efectlia deseablemente a u?a}
temperatura de 25 a 328C, y la composicidn enziméticae’
acumulada en el material cultivado alcanze un méximqige-
neralmente después de varias decenas de horas a variogJ
cientos de horas.

La composicibn enzimética acumulada se pueﬁé_
recuperar del material cultivado. Para la recuperacibn
de la composicibn enzimdtica de la invencién se pueden
aplicar los medios generalmente conocldos para recuperar
enzimas de sus soluciones. La composicidn enzimitica se
puede adsorber con diversos adsorbentes, o precipitar con
algunos precipitantes. Ademds, se pueden utilizar para fi
nes de recuperacibn y purificacidn los medios generales
de recuperacibn, tales como precipitacibn cereca del pun~
to isoceléctrico, precipitacibén por efecto salino o diéd-
lisis, o una combinacibén de ellos. Por ejemplo, la preci-
pitacibn por efecto salino, en un filtrado de cultivo que
contiene la composicidn enzimdtica, se puede efectuar por
adicién de una sal inorgénica tal como sulfato sbdico, sul-
fato ambnico, o por adicidn de un disolvente orgénico hi-
dréfilo adecuado, tal como metanol, etanol n-propanol o
acetona. La cantidad de estas sales o disolvente:. orgénico
hidréfilo a afiadir puede variar con la clase de sales o di-

solvente orginico hidréfilo. Por ejemplo, el sulfato amb-
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nico se puede afiadir preferiblemente al filtrado de cul-
tivo hasta saturacibn del 70 %. Cuando se emplea un di-
solvente orgénico hidrdfilo, puede ser preferible la satu-
racibn del T70%. Si se desea, la composicibén enzimitica
cruda obtenida se puede purificar, por ejemplo por repeti-
da precipitacibén por efecto salino, con sulfato ambniced,

La composicibn enzimitica estd compuesta pof.muy
chas clases de engimas, por ejemplo celulasa, ClMC-ase,
hemicelulasa, proteasa, peptidasa, glucanasa, mennasa,
alfa-amilasa, beta~amilasa, lipasa, pectinasa y celdbie-
sa.

Dicha conmposicibn enzimética se puede emplear pre-
feriblemente después de haber sido purificada para hacer
que su actividad protedsica sea al menos mayor de 10.000
unidades por gramo, cuando se determina segiin el método
descrito en "Journal of General Physiology", volumen 22,
plg. 79 (1938, salvo en que la temperatura de reaccibn y
el pH son iguales a 45%c y 2,5 respectivamente. Es de ob-
servar que el efecto dé acortar el tiempo para escarchar
no se encuentra en absoluto cuando se emplea proteasa pu-
ra, y que el efeéto se observa empleando la composicibn
enzimética compuesta por las encimas antes mencionadas.

En el método de la invencién el tiempo para escar-~
char se acorta aumentando la velocidad de impregnacidn
de las frutas cén azucar, sin provocar el encogimiento de
las frutas, tratando frutaw jugosas, como material de par-
tida, con la composiecidn enzimitica, en una etapa no pos-
terior al escarchado, en los procedimientos para producir
frutas escarchadas. El efecto de acortar el periodo del

procedimiento de escarchar, por el método de la invencién,
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se observa en todos los casos en que se émplean frutas ju-
gosas utilizables como material de'partida para producir
frutas escarchadas. Sin embargo, el efecto de la invenci6n
es especialmente notable en los casos en que se empleéqJ
frutas con hueso, tal como cerezas, albaricoques, cié@é;
las, ciruelas pasas, agufaifas y melocotones, y entrétias
frutas de hueso son més adecuadas como material de péffi-
da, en el procedimiento de la invencifn, las frutas de-
hueso relativamente pequelias, tales como eerezas, cirue-
las y albaricoques. En el caso de que sSe empleen cerezas
como material de partida en el procedimiento de la injen—
ciéﬁ, el periodo de tiempo requerido para disponer dé:ée-
rezas impregnadas de agucar, para llevar la concentracién
de azficar en las cerezas hasta aproximadamente 72% en pe~
50, se acorta hasta aproximadamente 4 6 5 dfas, sin pro-
vocar encogimiento de las cerezas, como se describe en el
Bjemplo 1, mientras que se hecesitan al menos 3 semanas
para el mismo fin segln el procedimiento usual, en el que
no se incluye el tratamiento con la composicibn enziméti-
ca.

En el procedimiento de la invencidn, el trata-
miento enzimético, que comprende poner en contacto frutas
jugosas, como material de partida, con la composicibn en-
zimética, se debe adoptar no después de la iniclacién del
procedimiento de escarchar. Précticamente, el tratamiento
enzimitico se puede efectuar en la etapa adecuada del pro-
cedimiento consistente en la preparacibn de las frutas an-
tes de ser escarchadas, o en una de las primeras etapas
del escarchado. Dado que la composicién enzimétice propor-
ciona no solo el acortamiento del periodo de escarchado,
sino también el blanqueo de las frutas, en caso de que se
preparen frutas escarchadas, tales como el tipo Marrasqui-

no de cerezas, que requieren un procedimiento de blanqueo

P
-
— —



10

15

20

25

30

antes de escarchar, ambos efectos, elrééortamiento del
periodo de escarchado y el blanqueo de las frutbas,-stn
producidos por el tratemiento enzimético antes meﬁpiona~
do. Précticamente, el tratamiento enzimitico se puede
efectuar sumergiendo las frutas jugosas en una solucibn
acuose que contenga la composicidn enzimitica. La solu-
clén acuosa empleada en el tratamiento enzimético piede
contener preferentemente de aproximadamente 0,01 % a.0,5%
en peso de composicién enzimfitica, siempre que se emplee
la composicidn enzimdtica que tiene una actividad p&oteé—
gica de 10.000 unidades por gramo, como se ha mendioﬁado
antes. El tratemiento enzimitico se efectia preferibiémen—
te a una temperatura comprendide entre 20 y 508C, y con
un valor del pH de 2,0 a 6,0, bajo condiciones estacio-
narias. El periodo de tratamiento enzimitico varfa con

la calse de frutas jugosas usadas como material de par-
tida, le cantidad de frutas jugosas, la concentracibn de
la composicibn enzimftica empleada, etc. En general, bas-
tan de 1 a 3 dias para terminar la impregnacién de la fru-
ta con la composicién enzimitica.,

Cuando el tratamiento enzimitico se efectla simul
téneamente con el método de escarchar, las frutas jugosas
se sumergen en un jarabede agucar al que se aflade la com-
posicibn enzimética, en una de las primeras etapas del
escarchado.

Las frutas jugosas impregnadas con la composicibn
enzimdtica se pueden impregnar también con agzucar en un
periodo de tiempo mds corto, de forma que la concentracién
de azucar en el jarabe se puede aumentar rdpidamente en el
procedimiento de escarchado de la invencibn, y, por tanto,

es posible que el periodo de escarchado se acorte a apro-
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ximadamente la tercera a sexta parte del de los proce-
dimientos empleados hasta ahora, sin provocer el encongi-
miento de las frutas Jugosas. -
Los siguientes ejemplos se presenten solo péfa
fines ilustrativos y no se pretende limitar con ellos ol
émbito de la invencién. ZEn los ejemplos, los tantos'ﬁ@ﬁ
ciento indican tanto por ciento en peso, salvo que sé.iﬁ-

digque lo contrario,

Ejemplo 1
Se conservan 10 kg. de cerezas en 10 litros-de

salmuera que contiene 3 % de sulfito monosbdico y 0,1 % de
cloruro cdlcico, ajustando la concentracidn de dibxido de
agufre en la salmuers a aproximadamente 0,7 % por adicién
de sulfito monosédico. Después de un almacenamiento de apro-
ximadamente 3 meses, se quita el hueso y el pedinculo de las
cerezags que luego se sumergen en aproximadamente 10 litros
de solucién de cloruro cdlcico al 1% para endurecer los
tejidozs de las cerezas. Se calientan las cerezas hasta
ebullicibn, cambiando incesantemente el agua para reducir
el contenido de dibxido de azufre a menos de 500 ppm.

Por otra parte, se mezclan 20 g. de salvado de
trigo y 20 ml de agua en un matraz de 500 ml. La megcla se
esteriliza por calentamiento a 1202 C bako presibn, dursan-~

te 30 min. Se inocula Aspergillus higer en el medio antes

preparado, y luego se incuba durante 5 dias a una tempera-
tura de 282 C. Después de incubar, el material cultivado se
somete a extraccidn con agua, y la capa acuosa se Separa por
Filtracién,

Se aflade al filitrado un volumen de acetona igual
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al doble que el del filtrado, para precipitar los materia-
les sblidos. BEstos materiales se separan por filtracilbn, y
se secan, dando una composicibn enzimitica pulverulents y

blanca. Se disuelven 22 g de la composicidn enziméticé—asi
obtenida en 10 litros de agua, y luego se ajusta la sbiu-

cibn a un pH igual a 3,0, por adicibn de 4cido citriéb,:

Ias cerezas se sumergen en la solucidn enzimética
asi preparada durante 24 horas a 282C. Después del Trata -
miento enzimdtico, las cerezas se aﬁaden a 10 litros de
agua. Mientras se mantiene la temperatura a 802C, se &afia-
den a la mezcla 250 ml de solucién colorante qﬁe conticne
3,5 g de Erythrosin (colorantes rojos disponibles en el co-
merdo, de Hodogaya Kagaku Kabushiki Kaisha, Jepbn). Le mez-
cla se mantiens a reposo durante 40 min, y luego se aliaden
a la mezcla 100 ml de solucién de &cido tartdtico al 1 %.

La mezcla sé sigue calentando a 802 ¢ durante 40 min, con lo
gue se coloremn las cerezas y se désactivan las enzimas en
las cerezas. Se sumergen las cerezas en 10 litros de jara-
be con 40% de sacarosa. Se deja reposar la mezcla a tempe-
ratura ambiente durante 24 horas, y luego se escurre del
depbsito de inmersidn toda la porcibn de jarabe, y se lle~
va el jarabe al 60% por adidibn de sacarosa. Se vuelven a
sumergir las cerezas en el jarabe con 60% de sacarosa, ¥
luego se deja reposar la mezecla a temperatura ambiente. Des=
pués de 24 horas de inmersibn, se escurre el jarabe del depd-
sito de inmersién, y se lleva al 70%, por adicibn de saca-
roda. Después de 24 horas de inmersibn en jarabe al 70 %,

se sumenta la concentracibn dél jarabe hasta el 80 %, de

la forma antes descrita. Después de 24 haraé de inmersibn,

se reajusta el jarabe al 80 % por adicibn de sacarosa, y

- 10 -
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luego se continfa le inmersién durante otras 24 horas.
Mediante el escarchado anteriormente mencionaj
do, durante 5 dfas, la concentracibn de sacarosa en lésf
cerezas ha llegado & aproximadamente el 72 %, sin encbgi-
miento de las cerezas. ' o
En ensayos compargtivos, en los que el escarl‘
chado se efectia sin realizer antes el tratamiento eﬁéié
mitico antes mencionado, se necesitan 21 dfas para d1s-
poner de cerezas impregnadas con sacarosa en las que la
concentracidén de sacarosa llegue aproximadamente al 72»%,

sin provocar encogimiento de las cerezas.

EJEMPLO 2
Se esterilizan 100 litros de wn medio liquido
consistente en 3% de harina de soja, 5 % de melazas resi-
duales, 0,2 % de sulfato ambnico, 0,2 % de fosfato mono-
potdsico y 0,1 % de sulfato de magnesio, por calentamien
t0 a una temperatura de 1202C bajo presibn, durante 20

min, se inocula Aspergillus niger en el medio anles prepa-

rado, y la incubacibn se efectia agitando bajo aireacibn,
durante 120 horas. Después de esto, el material de culti-
vo se somete a filtracibn, y al filtrado as{ preparado se
afiade 65 % de sulfato ambnico, para producir precipitados.
Los precipitados se recogen por filtracibn y se secan a
352 ¢, dando una composicién enzimética pulverulente.

| Se sumergen 10 kg de cerezas frescas en 10 litros
de una solucidn acuosa, de pH igual a 4,0 que contiene
0,2 % de la composicibn enzimitica antes preparada, a 259C

durante 2 df{as, para blanquear las cerezas. Se quitan de

las cerezas los huesos y pedinculos, y luego se sumergen

- 1]l -
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en 10 litros de solucibn de cloruro célcico al 1% para
endurecer los tejidos de las cerezas. Después de colcrear-
las de la misma forma que en el Ejemplo 1, las cerezésAse
escarhhan durante 5 dfas, de la misma forma que en el Ejen
plo 1, con lo que la concentracifn de sacarosa en las ce=-
rezas ha llegado a aproximadamente el 70 % sin provocar

encogimiento de las cerezas,

Ejemplo 3

Se conservan 10 kg. de ciruelas en 10 1it£os de
la misma salmuera del Ejemplo 1, durante 3 meses, Desbugs
de retirarlas de la salmuera, se perforan las ciruelas;con
hilo de cobre, ¥y luego se sumergen en 10 litros de una so-
lucibn acuosa de pH igusl a 3,7, que contienen (0,18 %) de
la misma composicibdn enzimética empleada en el Ejemplo 1,

a 452 C durante 2 dfas. Ias ciruelas as{ tratadas se afia-
den a 10 litros de agua seguido por calentamiento a §02C
durante 2 horas, para desactivar las enzimas que quedaﬁ en
las ciruelas. Las ciruelas se escarchah durante 5 dias de
la misma forma que en el Ejemplo 1, con lo que la concen-—
tracidn de sacarosa en las ciruelas ha llegado a aproxi-
madamente el T0 ¢ sin provocar encogimiento de las cirue-
las.

En ensayos comparativos, en los gue el escarchado
se efectla sin realizar antes en tratamiento enzimdtico an-
tes mencionado, se necesitan 22 dfas para disponer de ci=-
ruelas impregnadas con sacarosa hasta que la concentracién
de sacarosa en las ciruelas llegue & aproximadamente el T0%

gin provocar encogimiento de las ciruelas.
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Ejemplo 4

Se conservan 10 kg. de albaricoques en 10 litrbé de
la misme salmuera del Ejemplo 1, durante 3 meses. Después
de retirarlos de la salmuera, se quitan los huesos de los
albaricoques. Se sumergen los albaricoques en 10 litros de
una solucibn acuosade pH igual a 4,2, que contienen O,fsi%
de la misma composicidn enzimftica empleada en el Eje@pio
1, a 409C durante 2 dfas, y luego se afi den los albarico-
gues a 10 litros de ague, seguido por calentamiento aVSCQC
durante 2 horas, para desactivar las engimas de los albafi-
coques. Los albaricoques se escarchan durante 6 dias,jde la
misma forma que en el Ejemplo 1, con lo que la concentracién
de sacarosa en los albaricoques ha llegado a aproximadamen~-
te 70 % sin provoecar encogimiento de los albaricoques. Los
albaricogues asi tratados se retiran del jarabe y se secan
por un método usual.

En ensayos comparativos, en los que el escarchado se
efectlia sin realizer antes el tratamiento enzimidtico antes
mencionado, se requieren 23 dfas para disponer de albari-
coques impregnados con sacarosa hasta que la concentracién
de sacarosa en los albaricoques llegue a aproximadamente 70%,

sin provocar encogimiento de los albaricogues.
NOTA

Los puntos de invencibn propia y nueva que se pre~

sentan para que sean objeto de esta solicitud de patente de
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invencién en ESPANA por VEINTE afios son los siguientes:
lo= Un procedimiento para producir frutas es-
carchadas, escarchando frutas jugosas, caracterizado por
la mejora que consiste en que las frutas jugosas como ma-
terial de partida, son tratadas con la composicidn enzi -

métice producida por el Aspergillus niger, en una etapa

no posterior a la iniciacibn del escarchado. ]
2.-Un procedimiento para producir frutas'éséaru

chadas, escarchando frutas jugosas , caracterizado por la
mejora que consiste en que las frutas jugosas, como'ﬁéte—
rial de partida, son sumergidas en una solucidn acuoéa
que contiene aproximadsmente de 0,01 a 0,5 % en peso de
la composicibn enzimitica producida por el Aspergiilus ni-
ger, a un valor del pH de aproximadamente 2,0 a 6,0, y a
temperatura de aproximadamente 15 a 502C, en una etapa no
pogterior a la iniciacibn del escarchado.

3.~Un procedimiento seg@n el punto 2, en el
cual las frutas jugosas son frutas que tlenen hueso.

4.~ Un procedimiento segfin el punto 2, en el
cual las frutas Jjugosas son cerezas.

5.-Un proéedimiento segin el punto 2, en el
cual las frutas jugosas son albaricoques.

6.~ Un procedimiento segin el punto 2, en el
cual las frutas jugosas son ciruelas.

7.~ Un procedimiento segin el punto 2, en el
cual las frutas jugosas son ciruelas pasas,

8.~ Un procedimiento seghn el punto 2, en el
cual las frutas jugosas son azufaifas.

9.~ Un procedimiento para producir frutas es-

carchadas;

-14 -



cede y con los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de quince hojas escritas a

méquina por una sols, cara.
Madrid, 21‘ ac[ m

P. A.

J ;MS/ .
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