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miento perfeccionado para convertir un almiddn Parciglmen

te hidrolizado, para obtener productos de conversidn con

gran contenido de maltosa. Mis en particular, la presante

invencidn se refiere a un Procedimiento para preparar pro

‘ductos de conversién de gran contenido de maltosa, z par-

tir de un almiddn parcialmente hidrolizado, utilizando la

aceidn hidrolitica combinada de enzimas maltdgenas y una

‘enzima des-ramificadora del almidén.

La maltosa es un disacdrido de sabor dulee,

mientras que la dextrosa es un monosacirido dulce. Ia mal

bosa, como la dextrosa, es un aszficar reductor. Sus Jarabes,
‘como los Jarabes de dextrosa, contienen inevitablemente
:otros sacdridos. Los Jarabes con mucha maltosa son valio-
rsos para muchas aplicaciones, debido a que presentan menor
tendencia a cristalizar, en comparacidn con los Jjarabes de
maiz con mucha dextrosa, y tienden a no ser higroscdpicos.
Los jarabes que tienen gran contenido de malto
Sa han sido producidos industrialmente con anterioridad
por sacarificacidn de almidén o hidrolizados de almidén,
con enzimas de malta. La accidn de conversidn de las enzi-
mas de malba tiene como resulbado 1a produccidn de un pro-
ducto de conversién en el que: la maltosa es el mis abundan
Ue de los saciridos presentes. Un método tipico de la téc
nica anterior para hacer un Jarabe con mucha maltosa impli
ca la solubilizacidn de almiddn, seguida por tratamiento
con enzimas de malta, para sacarificar al alniddn solubi-
lizado, de meners que se obtenga un hidrolizado de almidén
que tenga gran contenido de maltosa. Las enzimas adecuadas

bera este procedimiento de sacarificacién han estado limi-
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tadas primordialmente a las enzimas de malta. Ia sacarifi

I meears

cacién o conversién del hidrolizado de almiddén se ha efec

tuado usualmente con enzimas de malbta hasta un E.D. de %5
a 55, sertn el grado de conversidén deseado. T, D. es la

ebreviatura de equivalente de dextrosa, y representa el

total de azlicares reductores Presentes, cxupresados como
dextrosa, en tanto por ciento calculado sobre base saca,

Hasta ahora se consideraba que el limiﬁe.supg
rior para la sacarificacidn econdmica de malta era ap?bxi
nadsmente de 50 a 55 E.D. Tal liquido de conversidn con-
tendrd usualmente de 60 a 65% de malbosa. Im sacarifica—
cién hasta este grado depende de la operacién de solubili
zacidn de almidén empleada. Si se desean jarabes con mu-
cha maltosa, mas de 55 E.D., se ha consesuido mis sacari-
ficacidn con otras enzimas de sacarificacidn, bal como
amilasa fingica. Tales enzimas de sacarificacidn forman
una cantidad considersble de dextrosa, a partir de los sa
cdridos presentes. Tal sepunda operacidn de sacarifica~
cidn tiene usualmente como resultado una lizera disminu-~
cién de la cantidad total de maltosa presente, pero de to
das formas produce jarabes de contenido de maltosa relati
vemente rrande, que pueden ser mis dulces ¥ que conbilenen
usualmente una cantidad de fermentables nayor que el jara
be usual de conversidn de malta.

Los jarabes con mucha maltosa se han hecho cada vez
mas imporbantes en aplicaciones comerciales. Ias composi-
ciones de jarabe que tienen gran contenido de maltosa pro
porcionan propiedades deseables, no higroscépicas, a los
dulces de azfcar dura. Tembién son Gtiles para controlar

la formacibn de cristales en formulaciones de postre con-
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gelado. Andlogamente, el gran contenido de fermentab;es

ien los jarabes con mucha maltosa tiene valor para las in-
dustrias de panaderia y cerveceria, Aunque las enzinas de
‘malta han sido conocidas y usadas solas durante un lgrgo

'periodo de tiempo, y se espera que conserven su importan-

01a en la industria, es deseable hallar un procedimientio
‘sustitutivo Para que sea usado en vez del nrocedlmleauo de
‘la enzima de malta para hacer productos de conversién de
almiddén que tiene muche maltosa, que pueda producir jara—

bes con mucha maltosa que Gengan propiedades iguales o me

jores que las producidas por solo el procedimiento de la

encima de malta,

Por'tanto una ventaja de la presente inven-
cibn es que proporclona un procedimiento nuevo para p produ
¢ir productos de conversidn de almidbén que tienen mucha
maltosa, en vez de los Procedimientos de la técnica ante-
rior, en los que solo se usaban enzimas de maltba,

Otra ventaja de 1a Presente invencidn es gue
proporciona un procedimiento nuevo Para producir jarabes
con mucha maltosa, que tienen caracteristicas perfecciona
das de no cristalizacidn, ;

Otra ventaja de lé invencidn es gue proporcioc--
na un procedimiento practico para producir jarabes con mu
cha maltosa, basado en el uso de enzimas maltdgenas en
combinacidén con una breparacidn de enzima pululanasa.

. Afn otra ventaja de la invencidn es que pro-
porciona un nuevo procedimiento para producir de formsg

prictica jarabes con muchs maltosa, el cual es fhcilmente
susceptible a Dberfeccionamientos cientificos que permiten

el desarrollo de una sconomia de funcionamiento,
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‘proporciona un nuevo procedimientio parae producir Jjarabes

con mucha malbosa, que tienen sustancialmente caracberis-

ticas de no cristalizacibén y caracteristicas de no niprog

- copicidad.

Otra ventaja de la invencidn es la produccidn
de jarabes con mucha maltosa, de contenido de maltcsa y
fermentables mayor que los producidos hasta ahora.

Aun otra ventaja de la presente invencidn es

" que proporciona un procedimiento practico para producir

productos de conversibén de almidén que tienen mucha malto
sa, que son Gtiles para producir productos alimenticios,
tales como, por ejemplo, postres congelados que no presen
tan formacidén de cristales bajo condiciones de baja Tempe
rgtura.

Otras ventajas de la presente invencidn serin
evidentes a continuacidn, por la descripcidn siguiente y
por lo indicado en las reivindicaciones adjuntas. Todas

las partes y tantos por ciento mencionados a conbinuacidn

Son en peso, en base seca, a no ser que se indique expre-

samente otra cosa.

La presente invencidn proporciona un procedi-
miento para preparar un producto de conversidn de almiddn
que contiene mucha maltosa, que comprende someber un almi
dén parcialmente hidrolizado, que tiene un E.D. no mayor
de aproximadamente 20, a conversibn con una prevaracidn
de enzima maltdgena y una preparacidén de enzima pululana-
sa, para obtener un producto de conversibén que tiene un
E.D. de al menos aproximadamente 45, un contenido de mal-

tosa de al menos aproximadamente 50%, y un contenido de
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-fermentables de levadura de al menos gproximsdamente 80%.

Este producto de conversidn puede ser concentrado y refi-

‘nado, si se desea, para producir un Jjarabe con mucha mal-

tosa, que no cristaliza. Este jarabe se puede usar para
producir sblidos de jarabe con mucho contenido de mal%osa,
por concentracidn y secado del jarabe con mucha malbtosa
hasta un contenido de humedad menor de sproximadamense
155,

La invencibn proporciona también el Jarabe con
mucha maltosa preparado concentrando el producto de con-
versién de almiddn que contiene mucha maltosa.

La invencidn proporciona ademis un producto
s0lido de conversidn de almiddn, que tiene gran conbenido
de maltosa, en forma de sdélidos de jarabe producidos por
concentracidn y secado del producto de conversidn de almi
dén que contiene mucha maltosa, o del jarabe con mucha
naltosa.

Las enzimas maltdgenas estén muy extendidas
en la naturaleza. Entre las buenas fuenbes de estas enzi-
nas se incluyen los granos germinados tales como cebada,
sorgo y trigo, por ejemplo, enbre otras fuentes se inclu-
Yyen los microorganismos; por ejemplo, se pueden obtener
enzimas maltdgenas por fermentacidn, en cultivo sumergido,

de las cepas de la bacteria Bacillus Dolymyxa.

La enzima pululanasa, también denominada dex-
trina alfa-l,6-glucosidasa, es elaborada durante la fer—
mentacién en cultivo sumergido, por las cepas de la bacte

ria Aerobacter aerogenes.

A continuacidén se describird con detalle el

procedimiento de la invencidn.
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Hidrdlisis parcial de almiddn

El almidén parcialmente hidrolizado que se usa

como material de partida en la presente invencidn se obtig

ne por hidrblisgis &cida, o hidrdlisis enzimitica, de cual

quier almidbén usual. Entre los almidones adecuados se in-

cluyen los almidones de cereales tales como maiz, srono,

‘sorgo ¥ trigo; almidones céreos tales como sorgo céreo y

malz céreo; y almidones de raiz, tal como fécula de pata-
ta y almiddn de taploca, También se pueden usar fuenves
de almiddén crudo, tales como cereales molidos, tubércﬁlos
macerados o los almidones parcialmente purificados proce-
dentes de los mismos.

Antes de la hidrdlisis, el almidbén es solubi-
lizado por gelatinizacidn. ILa gelatinizacidn se efectia
calentando el almiddn hasta una temperatura mayor de apro
ximadamente 602C, en presencia de humedad.

La hidrdlisis 4cida del almiddn se efectiia de
manera usual, hasta un E.D. no mayor de aproximadamente
20, preferiblemente hasta un E.D., comprendido entre apro-
ximadamente 10 y aproximadamente 20.

La hidrblisis enzimdtica del almiddn se efec-
tha usando enzimas licuadoras adecuadas, hasta conseguir
un E.D. no mayor de asproximadamente 20, preferiblemente
comprendido entre gproximadamente 5 y aproximadamente 20.

El término "almidén parcialmente hidrolizado",

~seglin se usa en lo sucesivo, se refiere al almidén solubi

lizado, tratado con &cido o con enzima, que tiene un E.D.

‘menor de aproximadsmente 20.

Preparacidn de la enzima

Las enzimas maltdgenas usadas en la presente

-7 ~
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nocida.

La enzima des-ramificadora, pululanasa, uéada
en el procedimiento de la invencidn, es producida por miem

bros de las especles bacterianas Aerobacter aeromenes,

cuando son incubados de forma adecuada bajo condiciones
de cultivo aerobioc. Las caracteristicas por las que se
pueden distinguir los miembros de las especies de Aemobac-—

ter aerogenes estin descritas por M.W. Yale, R.S. Ereved y

~otros, en "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology"
(Manual Bergey de bacteriologia determinante), 72 ed.,
pégs. 41-342, 1957 (Williams and Wilkins Co., Baltimore),
aunque estd bien reconocido por los expertos en la cien-
cla que de vez en cuando se pueden aislar cepas mutantes
que no son completamente conformes a esta ildéntica deserip
cidn. 7

El método para ﬁroducir la enzima pululanasa
estd descrito por Hans Bender vy Kurt Wallenfels en un ar-
ticulo titulado "Specific Decompotion by a Bacterial Enzy
me" (Descomposicidn especifica por una enzima bacteriana).
El articulo aparecid en Biochemische Zeltschrift,

79-95 (1961).

2354

Ia fuente del cultivo de Aerobacter aerosenes

ejemplificado en la presenteiexposicién fue la Coleccidn
americana de cultivos tipo, 12301 Parklawn Drive, Rockvi

lle, Maryland. Ia designacién del cultivo era Enterobacter

aerogenes ATCC 8724, El siguiente es un método para obte

ner la enzima del cultivo:

Se introduce en matraces Erlemmeyer de 1000

nl, a razdén de 200 ml por matraz, un medio que contiene
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10,8% de bacto-peptona Difco, 0,5% de maltosa, 0,%% de ni-

trato sddico, 0,05 de fosfato monopotisico, 0,05 dévclg
ruro potésico y 0,001l de sulfato ferroso heptahidratado,
con un pH ajustado a 7,2. Lios frascos son Lapados con ta-
pones de algodbn, y esterilizados.

El indculo de cultivo se obbtiene transfirlen-
do asépticamente células de un cultivo puro del nicroorga

nismo Aerobacter aeromenes ATCC 8724, desde un cultivo in

clinado en de agar a un matraz esterilizado que tiene el

medio anterior. Iuego se pone el matraz en un agitador al

“ternativo, en una habitacidn a temperatura consbante de

299C. Se agita el matraz durante 6 horas, tras el cual
tiempo el cultivo ha crecido abundantemente, y esti listo
para ser usado para inocular mabraces del medio antes de-
finido. Se btransfieren asépticamente 10 ml a cada uno de
los matraces de produccidn de enzima. Iuego se ponen es-
tos matraces en un agitador alternativo, en una habibta-
cibdn a temperatura constante de 202¢. Son agitados duran-
te un periodo de tiempo de 66 a 72 horas. Al Tinal de la
fermentacidn, los matraces son retirados del agitador,

se relnen sus contenidos, y las células que tienen son

eliminadas del liquido de cultivo, por centrofugacidn. El

o liquido que sobrenada es ajustado luego a un pH irual a

6,2, y conservado por adicidén de tolueno. Luego se somete

. a determinacidn de la actividad enzimitica una muesbra

del liquido que sobrenada. Ia cantidad de enszima pululana
sa producida puede variar entre aproximadsmenie 0,05 v
0,15 unidades por mililitro.

Por el método siguiente se puede obtener una

.« 2 ) N
Dreparacion seca concentrada de la enzima pululanasa: se

-9 -
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O

‘quido de cultivo exento de células, enfriado (49C), que

contiene 10 g de tierra de diatomeas. Tras mezclar comple
tamente, la suspensidén es filtrada bajo vaclo, recuperin-
dose la enzima insolubilizada. Una vez complebada la fil-
tracibn, la torta de filtracidn es recuperada, extendida
Y dejada secar durante la noche, a temperatura ambiente.

Una vez seca la torta de filtracidn, es sometida a determi

‘nacibn de la actividad enzimitica de pululanasa. Las pre-

baraciones obtenidas por este método tendridn una activi-
dad de 3 a 10 unidades por gramo, dependiendc de la acti-
vidad del liguido de cultivo usado, y de la eficacia de
la recuperacidn.

El nivel de actividad de la enzima pululanasa
presente en las preparacioneé de pululanasa se puede de-
terminar como sigue: se ajusté a pH igual a 5,5 una mues-
tra de la solucidn enzimdticd, y se afiade 1,0 ml a una
mezcla de digestidn compuesté por 2 ml de una solucidn de
pululén al 5% y 7 ml de un témpén de fosfato /50, pH
igual a 5,5. La reaccidn se éfectﬁa en tubos de ensayo
puestos en un bafio de agua a 409G, ¥ se deja que Transcu-
rra durante 1 hora. Al final del perfodo de digestidn, se
interrumpe la reaccidén por adicidn de Zeido clorhidrico,
para reducir el pH hasta 3,0. El contenido de azficar re-
ductor en la mezcla de digesﬁién es deverminado, igual
que el del liquido de cultivé ¥ pululdn usados, por una
modificacién del método del ferricianuro potisico alcali-
no, descrito mds adelante, Y Se expresa Como microgramos

equivalentes de dextrosa. La actividad de la enzima pulu-

lanasa se calcula como sigue:

- 10 -
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T - (C + P)
180 x 60

A= x D

donde A = mctividad de la enzima pululanasa, unidades por
mililitro o gramo de preparacidn de enzima; T = total de
azicares reductores en la mezcla de digestidn, en micro-
gramos; C = azlcares reductores residuales en el liguido
de cultivo, en microgramos; P = valor reductor del poii—
sacidrido pululédn usado en la mezcla de digestidn, en mi-
crogramos; D = factor de dilucién de la preparacidén de en
zima; 180 = valor reductor de 1 micromol de dextrosa; 60
= tiempo (min) de reaccidn.

Una unidad de pululanasa se define como la can
tidad de enzima requerida para producir 180 microgramos
de azlicares reductores, calculados como dextrosa, por mi-
nuto, a partir de pululén, bajo las condiciones antes es-
pecificadas. ELl polisacérido, pululén, que es un polimero
de unidades de maltotriosa unidas entre si por enlaces

alfa-1,6, se puede obtener de Pullularia pullulans ATCC

9%48, usando el método de S. Ueda, K. Fujita, K. Komatsu
v Z. Nakashima que aparecid en Applied Microbiology, 11,
211-215 (1963). El método modificado de deberminacidn con
ferricianuro potédsico, usado para determinar los agentes
reductores en la determinacidn de preparaciones de enzima,
se efectlia como sigue:

Reactivos.- Ferricianuro alcalino: se disuel-
ven 1,170 g de ferricianuro potésico y 19,5 g de carbona-
o sbdico anhidro en agua, ¥y se diluye hasba 1 litro; se
almacena en botella de color ambar. Solucidn normalizada

de dextrosa, 0,1 mg/ml: se pesa 1,000 g de dextrosa pura

- 11 -
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-se A, se transfieren 10,0 ml de la solucidn a un matraz

_anhidra, y se diluye hasta 100 ml. Usando una pipeta cla-

de 1 1litro, y se diluye hasta la marca.

Método.~ Normalizacidn: se introducen con pi
peta unas porciones de 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ¥ 2,5 nl de so-
luciln normalizada de dextrosa, 0,1 mg/ml, en los respec-
tivos tubos de ensayo de 18 cm. ITuego se afiade agua en
las cantidades necesarias para llevar a 2,5 ml el voiﬁmen
total en los respectivos tubos de ensayo. El control de
reactivo contlene 2,5 ml de agua. Iuego se afladen a cada
tubo 5 ml de la solucidn de ferricianuro alcalino. Des-
pués se calienta la mezcla en un bafio de agua hirviéndo,
durante exactamente 5 min, y se enfria inmediatamente en
un bafio de agua del grifo, se diluye con agua hasba un
volumen de 12,5 ml, y se mezcla. Usando agua como solu-
cién de referencia, a adsorbancia igual a 0, se debermina
la absorbancia del control y de cada uno de los tubos nor
malizados, a 373 a5 en un espectrofotdmetro Beckman DU,
usando cubebtas de 1 cm.

Andlisis.- Se usa una porcién de preparacién
de enzima que produzca de 1 a 10 mg de azficares reducto-
res por 10 ml de mezcla de digestidn. La muestra de la
mezcla de digestidn sometida a determinacidn por este mé-
todo contendra de 50 a 250 microgramos de azfcar reductor.

Cdleulo.- Se representan las absorbancias de
los tubos normalizados, corregidas teniendo en cuenia el
control, frente a los microgramos de dextrossa vor 12,5 ml,

en un grifico de coordenadas lineales, para obtener la

curva de normalizacidn.

-12 -
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Conversidn de almiddn parcialmente hidrolizado

En la produccibn comercial de jarabes con mu-
cha maltosa, es corriente que las conversiones se efec—
then a niveles de sustancia seca relativamente altob;u‘
usualmente comprendidos entre aproximadamente 15 y aprbxi
madamente 40%, para reducir los requisitos de tamafio de
los depdsitos y costes de evaporacidn, y a temperaturas
relativamente altas, tal como, por ejemplo, de aproximada
mente 50 a aproximadamente 602C, para rebtrasar o impedir
que se esatropeen los microbios de los liquidos de conver-
sidn. Muchas enzimas son inhibidas a albas concentracio-
nes de substrato y altas temperaturas, tales como las men
cionadas antes. Sin embargo, sorprendentemente, la pulula
nasa preparada segln lo que antecede es completamente susg
ceptible de ser usada bajo las condiciones requeridas pa-
ra que tengan éxito y sean econdmicas las operaciones in-
dustriales para producir productos de conversién con mu-
cha maltosa, a partir de almiddmn.

El procedimiento preferido para el uso combi-

nado de una enzima maltdgena y pululanasa comprende traba

- jar dentro de las condiciones del substrabo v de logs in-

tervalos de temperatura antes mencionados, aunque se pue-
den usar las enzimas para convertir mayores O menores con
centraciones de substrato, en cualquier punto dentro del
intervalo de temperaturas de aproximadamente %0 a 702C,

si ge desea. Las conversiones se pueden efectuar denbro de
un intervalo de pH de aproximadamente 4,5 a &,0, siendo

el intervalo preferido de 5,0 a 6,5. El tiempo requerido
para la conversidn de almiddn parcialmente hidrolizado en

un producto de conversién de almidén con mucha maltosa de
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_venderd de la dosis de enzima empleada, y del grado de

conversidn deseado. Sin embargo, se pueden producir con-
venientemente productos de conversidn de almiddn con -
cha maltosa, a dosis de enzima razonables, en periodos de
conversibén de 24 a 48 horas.

Ta conversidn del almiddén parcialmente hidro-

lizado se puede efectuar usando simulténeamente enzima mal

t6gena y pululanasa, o se puede aplicar la pululanasa'an-
tes o despuds que la enzima maltdgena. Como se mostrara
en los siguientes ejemplos, el procedimiento preferido es
la aplicacibn simulténea de la enzima maltdgena y la pu-
lulanasa. ;

Los productos de conversibén de almiddn se pue
den concentrar y/o'refinar para producir jarabes con mu~
cha maltosa. Estos jarabes éon sustancialmente no cristali
zadores, ¥y presentan propieéades no higroscbpicas. Para
obtener estos jarabes, los groductos de conversidn de al-
middn son concentrados hasta un contenido de sdlidos ma-
yor del 50%. Los productos se pueden refinar por métodos
usuales, tales como refinacidn con carbono, tratamiento
de intercambio de iones, y similares, para obtener jara-
bes que son sustancialmente no cristalizadores y que tie-
nen contenidos de maltosa comprendidos entre aproximada-
mente 50 y aproximadamente 90%, en base seca.

En los siguientes ejemplos de funcionamiento,
que ilustran a la invencidn, todos los tantos por ciento

son en peso, en base seca, y todas las temperaturas estin

en grados centrigrados.

- 14 -
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Produccidn de productos de conversidn con mucha maltosa

En este ejemplo se ilustra el uso simulbineo
de una enzima maltdgena y pululanasa, en la preparacidn
de productos de conversién de almiddn con mucha maltusa,

a partir de almiddn parcialmente hidrolizado con enzimas.
En este ejemplo se ilustran también las dosis variadas de
pululanasa y diastasa de malta, en combinaciones, paré
producir los productos de conversibén con mucha mallosa N
ricos en fermentables.

Una supensién de almiddn de maiz al 50% en pe
so fue licuada enzimaticamente a 912C, pH 5,5, usando
HI-1000 (preparacién de alfa-amilasa bacleriana producida
¥ vendida por Miles Chemical Company), en dosis de 0,05%
en base seca. La accién de licuacidn de la enzima fue in-
terrumpida por calentamiento del almiddn licuado a 1212C
durante 15 min, cuando el almiddén parcialmente hidrolizado
llegd a un E.,D. de 2 a 5, El almidén parcialmente hidroli
zado fue enfriado hasta 552C, y se ajusté el pH a 5,8. Tue
g0 se dosificd el almidén parcialmente hidrolizado con los
niveles respectivos de enzimas pululanasa ¥y maltdgena que
se muestran en la tabla 1. En la tabla 1 se indican tam—
bién los valores E.D. obtenidos, y las composiciones de

carbohidrato son para 24 y 48 horas de conversidn.

- 15 -
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_do los reducidos requisitos de cantidad de enzima maltbgze

-100 % sustancia 100 g sustancia se-

La siguiente tabla 2 es una redistribucidn de -
una porcidn de los datos de la tabla precedente, demostran
na necesarios para alcanzar un E.D. dado, cuando se usa
enzima pululanasa ademés de la enzima de malta, en la nro
duccidn de productos de conversidn con mucha maltosa; ri-
cos en fermentables.

Tabla 2

Valores E.D. comparativos de liquidos de conversidn

Dosis de pulula- Dosis de diastasa
nasa (unidades/ de malta (unidades/ E. D.

seca ca) 24 horas 48 horas

° 25 42,3 43,5

0 50 45,5 47,6

° 100 47,% 51,1

0 200 49,4 51,9

0 25 42,3 43,5

20 25 48,6 51,5

100 25 49,9 52,9

200 25 50,5 52,8

La tabla 3 muestra la composicidn de liquidos
hidrolizados representativos, y demuestra que unas dosis

reducidas de las enzimas maltdgenas producen jarabes con

mnés maltosa, muy fermentables, cuando se usan junto con

la enzima pululanasa, en comparacidn con mayores niveles
de enzima maltdgena sola. Los resulbados muestran tambidn
que a un valor E.D. dado se pueden conseguir mayores nive
les de maltosa usando combinaciones de enzima pululanasa
¥ maltdgena, en comparacidn con los gue se pueden conse-

gulr solo con enzimas maltdgenas.

- 18 -
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Ejemplo 2

Produccidn de productos de conversidn con mucha maltosa,

a_parbir de almidén de sormo céreo, parcialmente hidroli-

zado mediante enzimas

En este ejemplo se ilustrs el efecto de re-
fuerzo de la pululanasa cuando se usa con diastasa de mal
ta, en la conversién de almidones céreos en productos de
conversidén con mucha maltosa, muy fermentables.

Un almiddn de sorgo céreo fue licuado enzimi-
ticamente hasta E.D. igual a 5, como se esquenatize cn el
ejemplo 1, y fue enfriado hasta 502C, ajustado a pH 5,7 -
Yy dosificado con enzimas pululanasa y diasbtasa de malta
simulténeamente, como se muestra en la %Gabla 4. Ta tabla
4 muestra también los anilisis de los liquidos de conver-

sibén, al cabo de 46 y 70 horas de conversidn.

- 20 -
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Como se ilustra en el ejemplo 1, el efecto de
irefuerzo producido por la pululanasa cuando se usa junto
con las enzimas maltdgenas vuelve a ser evidente.
Ejemplo

5 Produccidn de productos de conversidn con mucha malbosa

a partir de enzimas maltdzenas de almiddn de maiz nroce-

dentes de fuentes distinbas del malta

En este ejemplo se ilustra el efecto de re-
fuerzo de la pululanasa en la produccidn de productos de
10 conversidén con mucha maltosa, muy fermentables, por spli-
cacidn simultinea de enzimas pululanasa y malbdgenas dis-
tintas de las derivadas del malbta, tal como, por ejemplo,
Bacillus polymyxa, )
Un ejemplo de una enzima malitdgena adecuada

15 es la enzima microbioldgica producida por la bacteria Ba-

cillus polymyxa. Se puede preparar a parbir de B. polymyxa

ATCC 8523, y la actividad de la preparacidn enzimitica re
sultante se puede determinar por el método siguiente.

Preparacidn de la enzima

20 La preparacidn de enzima identificada como
amilasa de Bacillus polymyxa se prepara haciendo crecer

Bacillus polymyxa en un medio adecuado, por técnicas de

cultivo sumergido, cultivo esbacionario o cultivo super-
ficial, a temperaturas de 20 a 409C, durante aproximada-
25 mente de 24 a 144 horas. Un medio satisfactorio contendri
cantidades adecuadas de fuentes de nitrdgeno orginico o
inorgénico, tales como, por ejemplo, liguido de macera-
cibén de maiz, extracto de levadura, levadura seca, extrac
to de carne de vacuno, peptona, harina de semilla de al-

30 goddn o de soja, ¥y sales amdnicas inorgdnicas; fuentes de
15.1.68.
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‘carbono tales como almiddn, almidbén modificado, hidrolizg

dos de almidéh, v similares; y sales inorgdnicas.

Un método para producir la enzima ce describe
como sigue. Unas células de un cultivo en cultivo incling
do de B. polymyxa ATCC 8523 fueron inoculadas on un ma-
traz Erlenmeyer de 500 ml que contenis un medio estéril,
compuesto por 4,0 g de maiz amarillo molido, 0,4 g de ex-
tracto de levadura, 0,5 g de carbonato cilcico, ¥ agua

destilada hasta 100 ml. El matraz inoculado fue incuhado

durante 48 horas a 322C en un agitador rotatorio. Una por

cidn de 10 ml del cultivo de este matraz fue introducida
asépticamente en un matraz Erlemnmeyer de 1000 ml que conte
nia un medio estéril de produccidn, compuesto nor 6,0 g

de peptona, 1,0 g de extracto de levadura, 1,0 g5 de extrag
to de carne de vacuno, 16 g de fécula de patata, 0,2 5 de
fosfato dipotdsico, y asua destilada hasta 200 ml. Se ajus
%6 el pH a 7,2. Los matraces de produccidén fueron incuba-
dos a %29C en un agitador rotatorio, mientras la enzima
era producida y excretada al medio de culbtivo. Al cabo de
7 dias de fermentacién se filtrd el contenido de los ma-
traces, y la enzima maltdgena, presente en cantidad equi-
valente a 0,2 unidades/ml, segin se define mis adelante,
fue recuperada en el filtrado. Iuego se usd esta enzima,
en forma de filtrado, para la conversibén de hidrolizados
de almiddn en productos con mucha maltosa.

El nivel de actividad enzimdtica presente en
caldos de fermentacidén de B. polymyxa, o en concentraciones
de enzima, se determind como sigue. El substrato de enzi-
ma consistia en una solucidn acuosa al 10/ de un hidroli-

zado 4cido de almidén de maiz, secado por pulverisacidn,

- 25 -
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%con E.D. de 15 a 18. Se midieron con pipeta exactamente
i50 ml de la solucibén en un matraz volumétrico de 100 ml.
‘Be afladieron al matraz 5,0 ml de un tampén de fosfabo 1,0
molar, pH igual a 6,5. Luego se puso el matraz en un baflo
5 de agua a 402C. Al cabo de 10 min se afiadld al matras una
cantidad de enzima que tenia de 0,2 a 0,4 unidades de ac-
tividad, segln se definen mis adelante. Exacbamente a los
60 min después de la adicidn de enzima se interrumpié la
adicidn, ajustando la solucidn al punto de viraje de ia
10 fenolftaleina con hidrdxido sddico 1 molar. Iuego sé'en—
frid la solucidn hasta la temperatura ambiente, y se di-
luyb hasta el volumen. El indice de azlcar reductor, cal-
culado como dextrosa, fue debterminado en la muestra dilui
da y en un control al que no se afiadid enzima. Ia actividad

15 de enzima maltdgena fue calculada como sizue:

donde A = actividad de la enzima maltdzena, unidades por
20 ml de preparacidén de enzima; S = azlcares reductores en
la muestra convertida mediante enzimas, en gramos por 100
ml; B = azlcares reductores en el combrol, en gramos por
100 ml; E = cantidad de preparacidén de enzima usada, ml.

La amilasa de Bacillus polvymy:a preparada se-

25 slin lo que antecede fue usada para convertir una disper-
sién de fécula de maiz en agua, con 30% de sustancia seca,
que habia sido parcialmente hidrolizada medisnte enzimas,
seglin el método del ejemplo 1. Ias conversiones se efec-
tuaron a €092C a un pH igual a 6,2, usando los niveles de

30 enzima que se muestran en la tabla 5.
13.1.68.
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Igual que con las enzimas maltégenas de o;i—
‘gen vegetal, se pueden conseguir composiciones con mis -
maltosa, mids ricas en fermentables, con una combinaciﬁn
de pululanasa y una enzima maltdgena microbioldpica, en
5 comparacidén con las que se pueden obtener con la enzima
maltdgena microbioldgica sola. Andlogamente, a un valcr
E.D. dado, los niveles de malbtosa que se pueden conse-
guir con una combinacidn de pululanasa y enzima maltdzena
son mayores que los que se pueden consegulr con enzimas
10 naltégenas solas, y las cantidades de enzima maltdgena re
queridas para alcanzar un E.D. dado se reducen susbancial
mente cuando se usa la enzima maltdgena en combinacibén

con pululanasa.

13.1.68.
- 25 -
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Ejemnlo &

Una solucidn al 30% en peso, de un hidroliza--

do dcido de fécula de maiz, E. D. igual a 16, preparado

"‘por medios usuales de hidrblisis Acida, fue convertido a

552C, pH igual a 6,0, durante 72 horas, con la cantidad
de pululanasa y enzimas de malta que se muestra en la ta-
bla siguiente. También se muestran los resulbados de la

conversidn.

Dosis de pulula- Dosis de

nasa, unidades/ mnalta, Resultados de la conversidn
100 g sustancia unidades/ :
seca 100 g sus .
P P Contenido de mal-
22n01a se- .1, tosa, % base seca
Nada Nada 16,1 4.1
Nada 25 : 45,7 56,6
Nada 50 - 47,E 55,8
50 25 . 49,6 61,5
50 50 52,0 64,0
100 25 " 51,0 67,3
100 50 ) 52,4 66,6
Ejemplo 5

Aplicacidn simultinea v sucesiva de pululanasa v enzima

maltdzena en la produccidn de producios de conversidn con

mucha maltosa

Aunque desde el punto de visba de la eficacia,
asi como de la conveniencia, lo mis deseable es afiadir si
multineamente tanto la enzima pululanasa como la naltbpe~
na, para convertir el almidbn parcialmente hidrolizado en
composiciones con mucha maltosa, el efecto beneficioso de

la pululanasa se puede obtener incluso cuando se aflade eg

- 28 -



ta enzima antes de la adicidn de enzima malbdgena. Este

se ilustra en este ejemplo.

Una suspensibn al 30% de almiddn de sorgo
blanco fue licuada mediante enzimas, siguilenco el método
descrito en el ejemplo 2, y convertida a 552C, a un pH
igual a 6,0, usando los niveles de pululanasa y enzima de

malta que se muestran a continuacidn en la tabla 7

- 29 -
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mas de enzima simultineamente produce la hidrdlisis més
eficaz; sin embargo, se observa el efecto de refuerzo de
la pululanasa cuando es afiadida antes que, simultineamen-
te con, o después que las enzimas maltdgenas.

Entre las ventajas de la invencidn que pueden
verse por la anterior descripcibn y ejemplos se incluyen:

1. La produccidn de productos de conversida

que contienen composiciones con mis maltosa, mis fermenta-
bles, obtenidas por aplicacidn simulténea de pululenasa
con una enzima maltdgena, en la conversidn de un almiddén
parcialmente hidrolizado.

2. Tiene lugar una hidrdlisis mis eficaz, con
la resulbtante reduccidn de la cantidad de almiddn no con-
vertido, por uso suplementario de la enzima pululanasa
Jjunto con enzima maltdgena, para la produccidn de produc-
tos de conversidn de almiddn, con mucha malbosa, a parbir
de almiddén parcialmente hidrolizado.

3.~ Los requisitos de enzime maltdsena se re-
ducen sustancialmente cuando es usada simulténeamente jun
to con pululanasa, para obtener un E.D. dado,en la conver
5ibn de almiddén parcialmente hidrolizado.

4. Debido a la mis eficaz conversidn de almi-
rdén en composiciones con mucha maltosa, muy fermenbables,
los liguidos de conversién resultantes tienen menos varia
ciones, y por tanto sirven mejor como composicidén de base
con la que se mezcla dexbrosa para producir jarabes mix-

tos comestibles.

Aunque la invencidn ha sido descrita en rela-

cién a realizaciones especificas de la misma, se entende-

- 71 -
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ré que es susceptible de otras modificacionégs Yy se pre-

tende cubrir en esta solicitud cualquier veriacion, uso o

adaptacion de la invencidn que siga, en general, & los

principios de la invencion expuestos, e incluyendo las

modificaciones de la presente exposicién que ea{gan den~

tro de la préctica conocida o habitual en la técnica a

que se refiere la invencién, ¥y que se puedan aplicar a

las caracteristicas esenciales antes expuestes, ¥ que ceil
| gan dentro del ambito de la invencidn y de los limites de

‘ las reivindicaciones adjuntes. |

g La presente solicitud que corresponde a la :
H ° - i
" presentada en los Estados Unidos de América, el 27 de Di-i

: , !
Eciembre de 1966, bajo el numero 604,559, se acoge & los

benefic;os del articulo 51 del vigente Estatuto sobre Pro
fpieaaa Industrial.

REIVINDICACIONES i

Los puntos de invencion propia y nueva que se %

presentan rara que sean objeto de esta solicitud de Paten}

fr'l:e de Invencion en Egpafiay, por VEINTE afios, son los si-

iguientes:

1= FProcedimiento para preparer jerabes que coé

i

tienen mucha meltoss, utiles en confiterfa,panaderfa y |

(4 4
‘cerveceria, caracterizado por someter un 2lmiddén parcial-

mente hidrolizado 4 que tiene un E.ﬁ. no meyor de &pro-

ximademente 20, & conversion con una prepareciin de -

en21ma maltogena ¥ une preparacidn de enzima Pulu=———

|
i
|
i -32 - .
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o U

ilanasa, para obtener un producto de conversfﬁn'que vlene
! .
un E.D. de al menos aproximadamente 45, y un contenido de
maltosa de al menos aproximadamente 505, ¥ un contenido
de fermentables de levadura de al menos aproximadamente
80%.

2.~ Procedimiento segln la reivindicacidn 1,
caracterizado porque el almiddén parcialmente hidrolizado
es un almidbén hidrolizado mediante Acido.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacibn 2,
caracterizado porque el almiddn hidrolizado 3cido tiene
un E.D. comprendido entre aproximadamente 10 y aproximada
mente 20.

4.~ Procedimiento sesin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque el almiddn parcialmentc hidrolizado
es un almiddén hidrolizado mediante enzimas.

5.~ Procedimiento sesin la reivindicacidn 4,
caracterizado porque el almiddén parcialmente hidrolizado
tiene un E.D. de aproximadsmente 2 a aproximadamente 20.

6.~ Procedimiento seglin cualquicra de las rei
vindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el almiddn par-
ciaglmente hidrolizado +tiene un contenido de sblidos de
aproximadamente 15 a aproximadamente 40:.

7.- Procedimiento segln cualquiera de las rei
vindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la conversidn
con la enzima se efectlla a una temperatura comprendida en
tre aproximadamente 50 y aproximadamente 602C.

8.~ Procedimiento seglin cualguiera de las rei
vindicaciones 1 a 7, caracterizado porque el producto de
conversibén contiene de aproximadamente 50 a aproxinadamen

te 907% de maltosa, en base seca.
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9.- Procedimiento seglin cualquiera de las rei

.vindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la enzima pulu-

lanasa y maltdgena se aplican simulbtinesmente a la mezcla

de reaccidn de conversidn.

10.~ Procedimiento segln cualquiera de las 7
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porgue la pululana-
sa se aplica a la mezcla de reaccibén de conversidn anves
de aplicar la enzima maltdgena.

1l.~ Procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la enzima
maltbgena se aplica a la mezcla de reaccidn de conversidn
antes de aplicar la enzima pululanasa.

12.~- Procedimiento segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 1l, caracterizado porgue la enzima
maltdgena es amilasa de Bacillus polymyxa.

13,- Procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque la enzima
maltdgena es diastasa de malta.

14,- Procedimiento segln la reivindicacidn 1,
para preparar un jarabe con mucha malbtosa, caracterizado
por concentrar un producto de conversidn con mucha malto-
ga, preparado segin el procedimiento de cualguiera de las
reivindicaciones 1 a 13, para obtener un jarabe que tiene
un contenido de sélidos mayor del 50%, y donde la maltosa
representa al menos sproximadamente 50 en peso de los sd
lidos presentes en él, en base seca,

15.- Procedimiento segln la reivindicacidn 1,
para preparar un producto sblido de conversidn de almiddn,
que tiene gran contenido de maltosa, caracterizado por con

centrar un producto de conversidén con mucha maltosa, pre-

4 -

pe2}
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! antecede y para los fines gque se han especificado.

vindicaciones 1 2 13, o un jarabe con mucha meltosa pre

parado segun el procedimiento de la reivindicscion 14,
hasta sequedad, para producir un producto solido.

16.=~ Procedimiento para preparer jarabes
que contienen mucha maltosa, utiles en confiter{a, pana-|-
derie y cerveceria.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

Esta Memoria constae de treinta y cinco hojas

escritas a méquina por une sola cara.

-1

78,1969

Medrid, e

;
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f
i
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!
i
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i
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i
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