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Este invencidn se refiere a mejoras en o

relacionadas con la produccidn de mosto para la elabo-
racidn de cerveza, ,
En la produccidn normal del mosto de cerveza, .
la melta o una mezcla de malta y grano no malteado se
bracea con agua caliente y seguidamente se filtra, E1 |
filtrado resultante contiene cierta proporcidn de hidra7

tos de carbono solubles derivados de almidén licuado ¥ .

materias nitrogenadss solubles con inclusién de protei- |
nes y sus productos de degradacidn; el filtrado es un mé—
dio de fermentacidn apropiado para la levadura en la proL
ducecidn de aleohol. Ia mayor parte de las materias nitroL
genadas contenidas en el mosto de cerveza se derivan de%
le malta, habiéndose preformado durante el procedimienﬁ%
de malteado. Los hidratos de carbono solubles son el re-.
sultado de la accién de los enzimas amiloliticos de la %
malta sobre el slmiddn contenido en la malta y el almi-~ §
dén contenido en el grano no melteado. Asi, cualquier gra-
no no malteado utilizado en este método contribuye prin—%
cipalmente a la fraccidn de hidratos de carbono conteni—%
da en el mosto de cerveza. 2
El mantenimiento del balance correcto en el E
mosto de cerveza entre hidratos de carbono y proteinas ‘
es esencial si se quiere que se produzca una fermentaciéﬁ
satisfactoria, pero como los hidratos de carbono no maltéa—
dos son mds baratos que la malta, la mayoria de los fa- :
bricantes de cerveza adoptan la proporeidn mdxima de hi-;
dratos de carbono a proteinas en un mosto de cerveza quei

sea compatible con la calidad del producto,

H
i
1§

Recientemente, se han propuesto procedimientos
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para la produccidn de mosto de cerveza que evitan o re- |
ducen al minimo el empleo de la malta, empleando en su IFF
garo-amilasa comercial y encimas proteoliticos comercia

les para degradar las protefnas y el almiddn en grenos
crudos o éoéidos°

: Un enzima comercial es un enzima gue se ha pro-
{ ducido industrialmente (por ejemplo, por fermentacidn)

§ formulado adecuadamente para su ubtilizacidn en procedi-

: mientos industrisles. El enzima se puede utilizar per sg
i

-

2 por ejemplo soportado por un diluyente sélido o en forma
i de una solucidn,

H
i

i El tratemiento con la ol —smilasa y proteinasa

* va seguido frecuentemente por un tratamiento con wn enzima

sacarificante para sacarificar los hidratos de carbono soL
. luble en azdcares fermentables, bien sea mediante el uso
‘de @ -amilasa (como en la malta o la soja) o de un enzima
.de amiloglucosidasa, o de ambos, dependiendo del grado de}
Vsacarificacién requerido.,
‘ Es un objeto de la invencidn proporcionar un mé-
todo mejorado para la obtencidn de mosto de cerveza.
Se ha encontrado ashora, por ejemplo, que se pue=-
de producir ventajosamente mosto de cerveza por el uso .de;
w enzima proteolitico bacteriano comercial ¥y térmicamenteg

estable a una temperatura superior al intervelo normal de

I
operacidn para los enzimas proteoliticos comvencionales, in-

tervalo normal que estd comprendido, por ejemplo, entre 50

l
y 559C, |
. !
Sorprendentemente, se ha encontrado que el enzims

fhs ¢ l
proteolitico térmicamente estable proporciona una solubili-

zacidn mejorada de las proteinas cuando se le compara con

'
i
{
4
i

';
l
i_
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los enzimes proteoliticos convencionales,

Asimismo, el almiddén se puede licuar y se pue— .
den convertir las proteinas en compuestos soliutbles que coh—
tienen nitrdgeno por tratamiento simultdneo con el enzima;
proteolitico térmicamente estable y enzima de licuacidn Z
del almiddn a la misme temperatura, estando comprendida '
la temperatura dentro de un intervalo de operacidn corresé
pondiente al enzima de licuacidén del almiddn y siendo surg
perior al intervalo normal de operacidn para los enzimas %
proteoliticos convencionales; asi, el perfodo de digestidn
se puede reducir en comparacidn con los procedimientos pré—
viamente propuestos en los cuales la licuacidn del almi- Z
ddn y la conversidn de las proteinas se lleva a cabo a %

temperaturas diferentes,

El enzime proteolitico térmicamente estable tie
ne una asctividad Sptima a wna temperaturs comprendida por

ejemplo entre 652C y 759C, por ejemplo aproximademente a
709G, A

Ejemplos de enzimas proteoliticos térmicamente-%s-
tables incluyen los siguientes: P

{
Proteinasa T (A.B.M. Industrial Products Limite?,

Woodley, Cheshire, Inglaterra) desarrollada originalmente!

por Daiwa Kasei K.K., Osaka, Japdn, con los nombres de

}

!

"Permoasa" o "Permolisina’., !
: i
i

Astra ST1 (Take Medel A.B., Suecia)

Astra 1048 (Lake Medel A,B., Suecia)
Alcalasa (Novo Industri A/S, Dinamarca)
Bioprasa (Nagase & Co., Ltd., Osaka, Japdn)
D66/72 (A.B.M. Industrial Products Limited).
Se ﬁrefiere Ja Proteinasa T.
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- duceidn de mosto de cerveza a partir de una papilla acuoss
. do materias vegetales que contienen almidén y proteinas,

en el que el almidén se licla por tratamiento de la papi-

i

. 1la con wn enzima de licuacidn del almiddn y las proteinasb
' se convierten en compuestos solubles que contienen nitrd-
~geno por tratamiento 2 una temperatura superior a aproxi-

- madamente 559C¢ con un enzima proteolitico comercial ter-

i
'

1a produccidn de mosto de cerveza & partir de una papilla

;ratura'se convierten las proteinas en compuestos solubles
'que contienen nitrdgeno por tratemiento simulténeo de la
papilla con un enzima de licuzcidn del almiddn y un enzi
zma proteolitico comercial térmicamente estable a wna tem-
Zperatura comprendids dentro de un intervalo de operacidn

' correspondiente al enzima de licuacidn del almidén y supe-

‘aparente de un mosto de cerveza producido por un método que

moestable,

S
.
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La invencidn proporcions un método para la pro-

La invencidén proporciona también un método para

' acuosa de materias vegetales que contienen almiddn y pro-

' teinas, en el que se licda el almiddn y a2 la misma tempe~

rior al campo normal de operacidn correspondiente a los
enzimas proteol{ticos convencionales.

Se ha encontrado que la atenuacidn o dllucion

“incorpore la invencidn se mejora, y que se facilita la fej—

‘mentacidn subsiguiente del mosto. Asimismo, se ha encontrd-

do de manera totalmente inesperada que el sabor de la cerw-

‘veza elaborada a partir de un tal mosto resulta mejorado
‘en comparacidn con une muestra testigo en la que se haya

utilizado wn enzima proteolitico convencional. Ademds, por

f
llevarse a cabo la proteolisis a una temperatura mds alta,
i

]

5
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4
se reducen al minimo los riesgoé potenciales de infec- i
cidn. i

Preferiblemente, el enzima proteolitico se de%
rive del Bacillus thermoproteolyticus Rokko, por ejem— '

plo la Proteinasa T a que se ha hecho referencis ante-
riormente en esta memoria. i

En un método alternativo que incorpora la in- |
vencidn a modo de ejemplo, la licuacidén del almiddén se i
complets sustancialmente con anterioridad a la conver- i
sidn de las protefnas, en vez de llevarse a caebo simul-
tdneamente la licuascidn del a2lmidén y la conversidn de !
las proteinas.

Ejemplos de materias vegetales que contienen
almiddn y proteinas distintas de los cereales incluyen

raices, sustancias finglcas y sub-productos de procedi-

mientos a los qQue se hayan sometido cereales.

Ejemplos de materias apropiadas incluyen sorgo;

tapioca y arroz, as{ como trigo, cebada y maiz. |

i
. t
Ia invencién proporciona también mosto de cerveza

cuando se produce por un método de acuerdo con la inven—%
cidn. E

La invencidn proporciona tembién uwn procedi- g
miento para la elaboracidn de cervezs en el que wn mosto%
de cerveza de acuerdo con la invencidn se fermenta por .
medio de levadura.

La invencién proporcina también cerveza cuando .
se produce por un tal procedimiento.

-G i
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" miento para la produccidn de un jarabe de mosto de cer-
. veza en el que se concentra un mosto de acuerdo con

" la invencidn.

- de mosto de cerveza concentrado cuando se produce por wm

. tal procedimiento.

. varse, por ejemplo, de las siguientes fuentes:

cuscidn del almidén puede ser proporcionado por el mosto

‘de cerveza.

teolitico se lleva a cabo & une temperatura comprendids

te entre 602C y 709C, siendo mds preferiblemente de 622C

‘aproximadamente; y preferiblemente, el pH estd comprendido

545

400384 100l

Ia invencidn proporcions también un procedié
Asimismo, la invencidn proporcions un Jjarabe -
Como enzima de licuacidn dd almidén se prefiere

utilizar o\ -amilasa bacteriana comercial que puede deri-

Baeillus subtilis Bacillus megaterium

Bacillus cereus Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus_polymyxa

Alternativamente, por ejemplo, el enzima de li-

Preferiblemente, el tratemiento con enzima pro-

entre 602C y 752C.
" Cuando la licuacidn del almiddén se lleva a cabo
con anterioridad a la conversidén de las proteinas, dicha

temperatura de proteolisis estd comprendida preferiblemen

entre 5 y 6, siendo mds preferiblemente de alrededor de

Ta invencidn proporciona también wn método para
la produccidn de mosto de cerveza a partir de una papilla
acuosa que contiene cebada no malteada, que comprende las

etapas de licuar el almiddn por tratemiento de la papilla
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con . ~amilasa, y tratar luego la papilla a una tem—
peratura comprendida entre 602C y 709C con un enzima

h
i
4
'
{
'
i
{
H
i
i

proteolitico comercisl térmicemente estable derivado de
Baecillus thermoproteolyticus Rokko.

:

Cuando la papilla se trate simultdneamente cdi
el enzima de licuacidn délalmidén y el enzime proteoli- |
tico, esto se llsva a cabo preferiblemente a wna tempe-%
ratura qomprendida entre 639C y 7590, por ejemplo entre§
652C y 702¢, mds preferiblemente a:6590 aproximadamente,!
vy el pH estd comprendido preferiblemente entre 5,5 y 8,52
por ejemplo entre 6,5 y 8,5, mds preferiblemente de 7,5 !
aproxinadamente. ; '

!
Le invencidn proporciona también un mébodo par%
la produceidn de mosto de cerveza a paritir de wma papilla
acuosa que contiene cebada no malteada, en el cual se

licva el almiddn y & la misma temperatura se convierten
las proteinas en compuestos solubles que contienen ni~ i
trégeno por tretamiento simultdneo de la papilla a una |

temperatura comprendide entre 659C y 709C, con ch -ami-

lasa y un enzima proteolitico comercial térmicamente es—
table derivado de

!
|
"Bacillus thermoproteolyticus Rokko. %

Se ha encontrado, por ejemplo, Que Si una mez- |
cla molida tipica de cereal crudo o cereal crudo ¥y malta%
|

. requiere normalmente 0,5% de enzima proteolitico conven- :

cional y 0,5% de d\ -amilasa, ambos de actividad normel, :

1

seria necesario un perfodo de 4 horas a 559 seguido por |

: un perfiodo de 4 horas a 65-709C. para licuar el almiddn |

! ¥ solubilizar las protefnas; por un método que incorpo-

- ra la invencidén utilizando simultdneamente un enzima pro-

i
-8~ ;
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teolftico térmicamente estable y oL -amilase a los mismos
"niveles de actividad, se encuentra que vnicamente son

' necesarias 4 horas de digestidn a 65-709C para alcanzar

: los mismos resultados,

; En un método due incorpora la invencidn a modo
%de ejemplo, se muele en seco 0 en himedo grano crudo o uné
%mezcla de grano crudo mds malta, ¥y sé empgsta con agua & tna
%temperatura inferior a aproximedamente 552C para preparar
guna pasta wiforme y no gelatinizada y la temperatura se

%eleva despuds a 65°C, Se afiaden luego<c\ -amilasa comercial

¥y proteinasa térmicamente estable comercial, y se deja

que transcurra la digestidn hasta que se ha producido una

‘licuacidn apropiada del almiddn y una conversidn apropiads

ide las protefnas en compuestos solubles que contienen ni-
étrdgeno. Si es necesario, se eleva despuds la temperature
;hasta un valor comprendido entre 709C y 759 para completar
;1a licumcidn del almiddn y la solubilizacidn de las protei~
inas. Si el contenido de azdicares fermentables no es ahora
%suficiente, se reduce la temperatura hasta un valor com-
‘prendic’lo entre 602C y 6520 y se afiade un enzima sacarifi-
icador capaz de liberar azicares fermentables g partir de
1as dextriﬁas, dejando que tenga lugar la digestidn.

El enzima sacerificador puede ser un enzima co-
;mercial 0 puede ser por ejemplo @’—amilasa:aﬁadida en for-—
ma de malta molida. La E -amilasa comeréial puede obtener-

‘se por ejemplo a partir de soja. Pueden utilizarse otros

: ‘ . s . . N |
enzimas sacarificadores, por ejemplo amiloglucosidasa. i

¢

Preferiblemente, el enzima sacarificador se utit

liza a una temperatura comprendida entre 55¢C y 609C, y a l

wn pH comprendido entre 4,5 y6; pero en los casos en que

|
i
i
!
4
i
!
|
1
?
|
|
|
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ge utilizs amiloglucosidass, pﬁede ser conveniente operar
. fuera de este campo de pH,

A continuascidn del tratamiento con enzima, el i
* mosto resultente se filtra y/o centrifuga, por ejemplo,%

¥y se hace pasar directamente a las ebtapas subsiguientes ;
normales del procedimiento de producecidn de la cerveza. }

|
Alternativamente, por ejemplo, se filtra el mosto ¥y se ev?-

pora para dar un jerabe que se almacena y se diluye poste-
riormente para proporcionar vn mosto para las etapas sub-%
siguientes normales del procedimiento; preferiblemente, el
mosto se filtra sin enfriarlo, !

En otro método que incorpora la invencidn a mo—!
do de ejemplo, la mezcla molida inicial comprende wna mez—

cla de grano no malteado y malta. La malta se pulveriza

|
primeremente con una preperacidén acuosa de lass -amilasa %

y proteinasa, y la prepsracidn de malta/enzima resultante|

e rerareay e+

se afiade al cereal crudo o cocido a una temperaturs comprén-
idlda entre 60 y 702C, y preferentemente a 652C; se obser-,
‘vara que el limite inferior de temperatura preferido de
‘60°C es mds bajo que en el caso de cereales no malteados, |
;donde el limite inferior de temperatura preferido es de

36390. El método se continda después como se ha descrito a

PR 33 e e e e e

'teriormente en esta memoria.

j En un método adicional que incorpora la inven-

!
clén, se afinde el enzima proteolitico a una melta normal |
de cerveceria o g una masua braceada de malta/cereal no 1

;malteado v el mosto se produce por lo demds de una manera
lconvencional sin empleo de enzimas comerciales. Debido a que
‘ |
‘el enmima proteolitico es relativamente estable en todo

el intervalo de temperature admitido para el braceuado (en—i

i

~10-
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! por tanto, se aumenta la proporcidén-de protefnas a hidra

1
H

 de material de hidratos de carbono no malteados. Adicional

!

. mente, en los casos en que han de utilizarse en la. fabri-
? cacidn de cerveza maltas que tienen un contenido bajo en
: proteinas solubles disponibles, por ejemplo cuando se uti-
i liza cebada de baja calidad para fines de malteasdo, la adi-
" cidn de wna proteinasa térmicamente estable en el bracea-
" do da como resultado la solubilizacidén de protefnas adi-

~cionales, elevando asi el valor de equilibrio de protefnas

LZ WS

tre 55 y 759C, con wn Sptimo de 652C), las proteinas de
la malta se solubilizan adicionalmente por la accién del

enzima proteolitico. Inesperadamente; las proteinas de la
malta adicionales que se han solubilizado tienen la com-
posicién de equilibrio normal de fracciones de peso mo-

lecular alto ¥ bajo que puede esperarse en el mosto, y

tos de carbono en el mosto. Por consiguiente, para restal
blecer el equilibrio de proteinas & hidratos de carbono
en el valor que es mds deseable para el procedimiento de
fabricacidén de cerveza de que se trats, la masa braceada
se puede enriquecer con cereal adicional no malteado de

tal modo gue se emplee una proporcidén mayor que la usuval

:a hidratos de carbono hasta el nivel deseado.

- dades se definen como sigue:

n los Ejemplos que siguen, se utilizan ciertas

_unidades para expresar la actividad enzimdtica. Estas wni-

l. Unidades Xn

Se considera que una preparacidn de proteinasa

tiene une actividad de 36 unidades Xn por gramo cuando 5 ml
i
de una concentracidn de 2 gramos/litro de enzima aotuando{

sobre 10 ml de una solucidn acuwosa al 2% en peso de casefda

!

Sy I IS
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" "Hammerstein" a un pH de 6,5 ‘tamponado con fosfato ya
; tenperatura de 3592C producen wn total de 4 mg de nitrdég
no soluble en une solucidn de deido tricloroacético al
4% en 30 minutos,

2.,Unidades X

Una preparacidn de o\ -amilasa bacteriana tiene:;

e activided de 1 wnided X por gramo cuando 250 mg de i

| dicha preparacidén reaccionan con 1 gramo de peso en seco

de almiddén Ferina en un volumen total de 55 ml a 309C y &

i

un pH de 6,0 (‘tempdn de fosfato) de tal modo que se alcan
zg la dextrinizacién en 15 minutos.

Ia "dextrinizacidn® se define como el momento
en que el color obtenido por adicidn de 1 ml de la solucidn

de reaccidn arriba indicada a 5 ml de solucidn de yodo

|
1
§
iR
0

|
0,0007 N es igual a un color patrono Este color puede con~

; tTrolarse visualmente por comparac:lon con un dlSCO de cﬂlQ):r
rimetro "Lovibond" N¥m. 4729, patrén A.S.B.C. para am:.las?
' en malta o, mds preferiblemente, se puede leer en un es- .

pectrofotdmetro con cubetas de vidrio de 1 cm a wna longit

tud de onda de 6175 L por comparacidn con agua destilada,i
cugndo la densidad dJptica es de 0,800«

3.Unidades Tyn

|

i Une. wnided Tyn es la cantidad de actividad de en-
Ezima que, cuando se hace reaccionar sobre 200 mg de caseina
Hammerste:.n en un volumen total de 15 ml tamponado con fos-—
‘fa'l;o a pH de 6,5 y a una temperatura de 352C, produce en un
: : perfodo de reaccién de 30 minutos 1 microgramo por minuto
%de equivalente de Tirosina de nitrdgeno total soluble en
gsolucién de 4eido tricloroacético al 4%,

1 X Tyn = 1000 Tyn, y 1 Tn = 5860 Tyn

~12-
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" enzima que, cuando se hace reaccionar sobre 200 mg de
. caseina Hammerstein en un volumen total de 15 ml tampo-
? nado con fosfato a pH de 6,5 y & wna temperatura de 3590,
? produce en un perfodo de reaccidén de 30 minutos 1 micro-;
% gramo por minuto de equivalente de Tirosina de compues—
z tos aromdticos que contienen nitrdgeno solubles en solu-
. cidn de deido tricloroacético, tal como se determina mi-
i diendo la densidad éptica en cubetas de silice de 1 em

i por comparacidn con une prueba en blanco de reactivos a
? una longitud de onda de 2750 1.

utilizando una Proteinesa.

- teriana Térmicamente Estable

A.B.M. Industrial Products Limited), mds 0,5% de Nervanasa
( -emilasa de 9 wnidades X/g -vendida por A.B.M Indus-
trial Products Limited), referidos ambos pesos de enzima

-al peso original de cebada tal como se encontraba., La
1{tico) y a 6590 durante 4 horas (perfodo amilolitico).

. egis después de ser ajustado a una densidad de 1,040,

400384

4.Unidades Tys
Una widad Tys es la cantidad de act1v1dad de

1KTys = 1000 Tys

EJEMPIO I
Comparacidn de una Digestidn de Cebade al 100%

Bacteriana Convencional y una Proteinasa Bac~

Experimento A -~ Proteinasa Bacteriana Normal

A wna papilla acuosa de cebads molida se afiadid
0,5% de Proteinasa 36Xn_(36 unidades Xn/g - vendida por

digestidn se mantuvo a 552C durante 4 horas {periodo prot

W

El mosto resultante se filtrd y arrojd el siguiente andli-

~13w~
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Rendimiento de Extracto

Dilucidn Aparente del Mosto

Nitrdgeno Total del Mosto 82,6 mg/100 ml -
Nitrdgeno de . ~-amino del Hosto 19,4 mg/100 ml
5 Producto de tiempos de activided de Proteinasa =

0
22 x36x8=1,4

Experimento B - Proteinass T

e (D e e e e

A vna papilla acuosa de cebada molida a 652C s
afiadid 0,5% de Proteinasa T (36 unidades Xn/g), mds 0,5%i

de Nervanass (ok—amilasa, 9 unidades X/g), estando re-

10

feridos ambos pesos de enzima al peso original de cebada
Lo digestidn mantuvo a 659C durante 4 horas y se filtrd

|
i
:
i
!
el mosto resultante., Después de ajustar el mosto a ung %
|
!
i
%
|
!

15 i densidad de 1,040, el andlisis fué como sigue:

Rendimiento de Extracto 73%

Dilucidn Aparente del lMosto 79,0%

Nitrégeno Total del Mosto 88,7 mg/100 nil
20" Nitrdgeno de o\ -amino del Mosto 20,1 mg/100 ml
T " Producto de tiempos de actividad de Proteinasa!=

0,5 x 36 x 4 = 0,72 i;
100 :

|
XEECE Si se comparan los resultados de los Experimen%
tos A y B, se puede ver que los mostos se asemejan estre{,
o ; chamente uno al otro. Sin embargo, ei producto de tiempoé
. de actividad de proteinmsa en el Experimento B es aproxi-
% mademente la mitad que el encontrado para el Experimentoé
i A. Por consiguiente, se observa que cuando se utiliza la |
2 proteinasa térmicamente estable, o bien se puede duplicar

30 " la utilizacidn de la planta, o bien se puede reducir a la
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Zmento A.

‘mentar el contenido de Nitrdgeno del Mosto.

.en peso, de malta molida con 7 partes en peso, de agua a
funa temperatura de 659 dursnte 2 horas. Se recogid el mos-
‘to por filtracidn. A fines de comparacidn, se ﬁreparé
‘una masa braceada similar, pero se afiadid 0,5% de Proteind-
sa T (36 wmidades Xn/g) con respecto al peso de malta al

procedimientos, encontrdndose los resultados siguientes:

(Testigo) Proteinasa T

‘Rendimiento % 78,5 79,1
Dilucién aparente % 81,9 82,3
Nitrégeno Total, mg/100 ml 78,4 - 90,1

Fraceidén de Iundin A % 24,6 25,1

Fraceidn Twndin B % 10,2 10,8

Fraceidén Iundin C % 65,4 64,1 i
Nitrégeno decl-amino

| mg/100x 20, 1 23,6

‘mited la actividad de proteinasa en comparacién con el [Rourne b
-procedimiento en que se adopta una proteinasa normsl. Aﬁé%
logemente, el producto de tiempos de actividad deCK'-amilé—

:sa para el Experimento B es la mitad que para el Experi- ?

FEJEMPTO IT .

Uso de Proteinasa Térmicamente Estable para au-

Se prepardn un mosto de malta braceando 1l parte

comienzo del braceado. Se analizaron los mostos de ambos

Masa Broaceada Normal Masa Braceada +

De estos resultedos, se puede deducir que la adicidn de PrP-
teinasa T a la masa breceada ha aumentado el grado de solu-

’ , . i
bilizacidn del nitrdgeno en tanto que se mantiene el especitro

|
~15 i |
|
|
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de nitrdgeno total del mosto. Se observard que la dilu-

cién aparente es menor en la muestra testigo.

EJEMPLO ITT -

Digestidn de Cebada sl 100% utilizando Bioprasa
A una pepilla acuosa de cebada mollda a 652C s%
afiadid 0,188% de Bioprasa PN10 (100 unidades ¥n/g) mds |
0,5% de Nervanasa (d-amilasa, 9 unidades X/g), referidos
ambos pesos de enzima al peso original de cebada, La di—‘
gestifn se mantuvo a 659 qurante 4 horas y se filtrd el

mosto resultante. Se ajustd el mosto a una densidad de

1,040 y se analizd,obteniéndose los siguientes resulta-
dos:

Rendimiento de Extracto T4,0%
Dilucidn Aparente del Mosto 77,8%
Nitrdgeno Total del Mosto 80,2 mg/100:ml

Nitrdgeno decl -amino del Mosto 17,4 mg/100!ml
Producto de tiempos de actividad

de Proteinasa = 0,188 x 100 x 4 = 0,75
100

EJEMPLO IV

Digestidn de Cebada al 100% wtilizando D66/72

|
A una papilla acuosa de cebada molida a 652C sé
afiadié 0,25% de D66/72 (72 unidades Xn/g) mds 0,5% de .
Nervenasa (A -amilasa, 9 unidades X/g), estando referidoé
ambos pesos de enzima al peso original de cebada. La digés-

tidn se mentuvo & 659C durente 4 horas y se filtré el mos-—

~ +to0 resultante., Se ajustd el mosto a una densidad de 1,04@

~16-
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¥y se analizd, encontrdndose los resultados siguiehfééé.A‘

Rendimiento de Estracto 72,8%
Dilucidn Aparente del Mosto 7&,9%
Nitrdgeno Total del Mosto 78,4 mg/100 ml
Nitrdgeno dech-amino del Mostol4y9 mg/100 ml
Producto de Tiempos de acti-

vidad de Proteinasa = 0,25 x 72 x 4 = 0,72
100

EJEMPLIO V

Esquenma de Fermentacidn de los Mostos Pre-

parados con Proteinasa Térmicamente Estable

Se prepararon un mosto testigo y un mosto de
proteinasa estable al calor por el procedimiento reseﬁar
do en el Ejemplo II. Se tomd wma parte alicuota de 22 ml
de cada mosto y se afiadieron 0,15 g de levadura prensa-
da. Se registrd el grado de fermentacidén, medido por la

disminucidn de la densidad relativa:

0 horas 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas

Mosto Normal 1,040 1,035 1,021 1,009 1,007
(Testigo)

Mosto de Pro- 1,040 1,032 1,014 1,006 1,006
teinasa estable

al calor

Ds estos resultados, se deduce que el mosto preparado

por el uso de la proteinasa estable al calor fermenteba

~17=
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o mayor velocidad y en mayor proporcién que el mosto
tigoo.
EJEMPLO VI

%Utilizacién de Enzima Proteolitico Térmicamente Estable pe~

. ra_ Digerir una mezcla Molida de Cebade y Malta
{

]

it Experimento A - Proteinasa Convencional

|
A uvna papilla acuosa de 50% de cebada molida ¥y E
[

150% de malta molida se afadid 1,0% de Proteinasa 36Xn (36%

wnidades ¥n/g) mds 1,0% de Nervanasa (ch-amilasa, 9 wnida-

| des X/g), estando referidos ambos enzimas al peso de ce- |

!bada. Ta digestidn se mantuvo a 652C durente 2 horas, y ei

1mosto resultante se filtré y se ajustd = una densidad de
i1,040. El andlisis del mosto fué como sigue:

H
i
!

;Rendimiento de Extracto 76, 9%
| Dilucidn Aparente del Mosto 81,7% i
fNitrégeno Total del Mosto 70,6 mg/100 ml %
ENi‘brégeno de o -amino del Mosto 13,7 mg/100 ml

i
i

‘Experimento B ~ Proteinasa Térmicamente Estable

i
!

P A wna papilla acuosa de 50% de cebada molida ¥y
'50% de malta molide se afiedid 1,0% de Proteinasa T 36 (36!
gunidades n/g) mds 1,0% de Nervanasa (J.-amilasa, 9 unidai
Edes X/g), estando referidos ambos enzimas al peso de cebadae
iLa digestién se mantuvo a 659C durente 2 horas, y el mosté
Eresultanteuse filtréd y se ajustd a una densidad de 1,040.%

; l

.

i
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. por un equivalente en actividad de enzima proteolitico
© térmicamente estable he dado como resultado una descompo-
% sicién mds completa de las proteinas contenidas en 1lg

. mezela molida.

: Comparacidn entre una Digestidn Molida en Hémedo de 95%
. de Cebada y 5% de Malta Utilizando una Proteinasa Conven-

. cional y wna Proteinasa Térmicamente Estable.

. Bxperimento A -~ Proteinasa Bacterians Convencional:

% ague o una temperatura de 539C. Se afiadieron una ¢l -emi-
. lasa (Nervanasa 10X) y un enzima proteolitico (Broteinasa
 36Xn),cade uno de ellos a2 uma concentracién de 1% en peso

con respecto al peso de cebada. La masg braceada se mantuyo

elevd la temperatura a 729C, manteniéndose esta demperatu-

_esta temperatura durante 15 minutos, y se recuperd el mosto

_por filtracidn. E1 tiempo total de tratamiento, en el que

400384

Fl andlisis del mosto fue como sigue: wi”': ]
Rendimiento de Extracto 7Ty 3% |
Dilucidn Aparente del Mosto 82,9% |
Nitrdgeno Total del Mosto 81,6 mg/100 ﬁl

{
Nitrdgeno de J -amino del Mosto 20,4 mg/100 ml

La sustitucidn del enzims de proteinaéa normal |

Ejemplo VII

Te cebada se molid en hiémedo y se empastd con

1

~a §3°C durante 30 minutos (ﬁeriodo proteolitico) ¥y luego %e

ra durante 40 minutos (periodo amilolitico). Se enfrid la
mess braceada a 62¢C y se afiadid 5% de malta molida. Des-

pués de 1 hora se elevd la temperatura a 759, se mantuvo

-19-
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los enzimas se hicieron reaccionar con el grano, incluyendo
el tiempo requerido para que se slcanzasen las diversas te@—
‘peraturas, fué de 175 minutos. El andlisis del mosto fué
;como siguet

! Rendimiento de Extracto T3,4%

2 Dilucidén Aparente del Mosto 73,8% !

' Nitrégeno Total . 113,6 ng/100 ml
i Nitrdgeno de ch-amino 19,9 mg/lob ml

!
Producto de tiempos de actividad

de Proteinasa = 1,0 x 36 x 175 = 1,05
100 60

Experimento B - Proteinasa Térmicamente Estable

:
i
!
]
H
!
!
|
{
!
;
!
i
i

i
§
1

5 La cebada se molid en hiimedo y se empastd con agua.
?e afiadié we O~ ~amilasa (Nervanasa 10X) a una concentra-
loién de 1,0% (con respecto al peso de cebada) y se agreg$ |
%na proteinasa estable al calor (Proteinmsa T 36) a unag

foncentracién de 0,5% (con respecto al peso de cebada). Ia

‘temperatura se elevé rdpidamente a 659C y se mantuvo esta

temperatura durente 60 minutos. Ie temperaturs de la masa

braceads se elevé después a 720C, se mantuvo dubante 10 ;
ninutos y se enfrié luego a 62°C. Se ofisdis la malta molida
%, despuds de 1 hora, se elevé la temperaturs a 752C. Se %
%ecogié luego el mosto por filtracidn. EL tiempo total de %
%ratamiento fué de nuevo 175 minutos. El andlisis del mos—

to fué como sigue:
i

3

E
{ Rendimiento de Extracto T4,7% %
% Dilucidn Aparente del Mosto 72, 9% f
i Nitrédgeno Total ' 168 mg/100 ml

Nitrdgeno de ol -amino 23,9 mg/100 ml
Producto de tiempos de actividad de ’

Proteinasa = 0,5 X 36 x 175 = 0,525 i
100 1 60

20—
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_ Una comparacién de los Experimentos A y B iﬁ&i;
ca que el producto de tiempos de actividad de proteinasa
.se reduce y la digestidn de 1as-proteinas ge mejora por
;el empleo del enzima térmicamente estable, |

EJEMPLO VIIT

Compéracidn de Cervezas Tipicas Producidas a
;partir de Mostos Preparados Utilizando wa Proteinasa Con-
; vencional y una Proteinase Térmigamente
Estable

§ Se prepararon 60 litros de mosto utilizando los

.procedimientos detallados en el Ejemplo I, Experimentos A

Zy B, y cada uno de los mostos se hirvié con lipulo para dar

;un valor de amargor de 40 partes por milldén de isohumulons
§Se enfriaron los mostos a 162C ¥y se afiadid a cada uno de
:ellos levadura prensada en una proporcidn de 3,5 g/litro.
§Se dejaron fermentar las mezclas de Cerveza durante un tie
po total de 5 dfas y se separd por filtracidn la cervezs

de la levadura, analizdndose seguidemente.

Andlisis de la Cerveza

Proteinasa Proteinasa Es-
Normal table al Calor

Densidad original 1,040 1,040
Densidad Final 1,007 1,006
Nitrégeno total, mg/100 ml 46,8 53,9
Golor, °E.B.C 11,0 12,5
pH 4,0 3,9
Fetabilidad de la espuma
€ segundos 110 108
Isohumulona, partes pormillén 28,5 28,0
Evaluacidén del sabor 6 8

-2
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.dad final, r
E Inesperadamente, el sabor de la cerveza resulta@-
;te de la utilizacidn de la proteinasa estable al calor fu%
japreciablemente mejor que el de la cerveza elaborada por §
‘el procedimiento normal. Lia diferencia era notable en el
tsentido de que el post-amargor astringente, frecuentemente
iapreciable en el caso de las cervezas elaboradas con ung
proteinasa normal, estaba ausente.

EJEMPIO IX

Comparacidn de BEnzimas Proteoliticos Térmicamente Estables

i

'con una Proteinasa Convencional para Degradar las Protei-

¢ . -
mes en Cereales Pregelificados

i Se bracearon 4 muestras individuales de 50 g de
icebada finemente molida eon 150 ml de agua y 1% (con respec-
‘to el peso de cebada) de Nervanssa 10X (A -amilasa de licup-
'clon del almiddn). Ie temperatura se elevd rdpidamente a i
'7090 durante 1 hora, y fué seguida por un periodo de 1 hora
@ 809C, Ia masa braceada a la que se afiadié la proteinasa
?ormal (Proteinasa 36Xn), se enfrid a 552C, y las otras ma%
Esas braceadas a las que se afladieron los enzimas térmica-~ :
mente estables, ge enfriaron a 629Cy En todas las masas bra-
ceadas, se afiadié una concentracién de enzima proteolitico
equlvalente a 1% de Proteinasa 36Xn (con respecto al peso {

de cebada). Se dejd que transcurriesen los procesos de d1~

H

gestlon durante 6 horas y se tomé muestra de todas y cada |
t

una de las digestiones para la determinacidn del contenldo;
de nitrdgeno soluble total y de nitrégeno de ch-amino. Los
resultados se tabulan & continuacién.

DD
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" Table Indicativa del Grado de Solubilizacién de las Pro-

: tefnas en Cebada Gelificads Utilizando Diversos Enzimas

;Proteoliticos.

' Enzimg 6 Horas

: #N,Soluble %N de A-amino
: Total '
|

gProteinasa 36Xn 47 7,9

i Bioprasa FN10 58 10,7
'A.B.M.I.P. D66/72 51 © 8,8
|Proteinasa 136 55 11,9

!
!,
;

§ %Valores expresados en mg de N2/100 ml de digestildn,
% Estos resultados demuestran.la solubiliza01on mes

-

.jorada de las protefnas cuando se utlllzan los en21mas tér

mlcamente estables, con indiferencia del hecho de que to-

dos los enzimas se utilizaron & niveles equivalentes de ac--
%ividad ¥y en condiciones Sptimas de pH y temperatura, Asimis-
ﬁo, se apreciard el comportamiento superior de la Proteina~
sa T en comparacidén con los otros enzimas térmicamente es-
ﬁableso _

% Ademds de ello, cuando se utilizd un enzima tér-
ﬁicamente estable y se efectud la digestidn a una tempera-
tura superior, el sistema fué mds estable biolégicamente.
Por ejemplo, despuds de 6 horas de digestidn a 559C, el pH
de 1a mezcla de reaccién habia descendido desde 5,8 a 4,9,
en tanto que a 629C el pH se habia reducido ivnicamente des-
de 5,8 a 5,6,
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EJEMPLO X ‘
‘ Caracterizacién de la Proteinasa T (Termoasa o Termolisi-
E na de Daiwa Kasei) '
i Descripeidn

Ig Proteinasa T es wn enzims proteolitico deriva~

do del Bacillus thermoproteolyticus Rokko que tiene una

estabilidad al calor y especificidad de substrato excelen~
tes. |

|
Propieades Enzimdticas §
(a) Peso molecular: 37.500 (aproximadamente) :
(v) pH Sptimo - Tys nmormales a 352C
PH : 5,5 6,5 8,5 10,2
K Tys : 10,0 20,0 21,2 4,8

(¢) Temperatura éptims - Tys normales a pH de 6,5:

K 1ys
25¢C 10,0 ;
? 3590 20,0 2
554 48,9 1
6020 60,2 §
708C . 81,2 !
| 8020 66,0 é

| (4) Bstabilidad s la temperature - Solucién de enzima ca—i

|

!
i
'

!

l‘ lentada a pH 5,5 durante 30 minutos antes de ensayar-~
| .laa pH 6,5, 3590:

|

| Temperatura de Calentamiento  Actividad Residual |
i 5526 100% ;
; 602C 100% :
i 6540 1003 §
| 7096 987 i
7590 . 94% ?

809 49% E

0 §

§ 859¢ nula

| 24~ |
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“(e) Propbfcién Im = 33 400 3 4
Tys ) C

(£f) Imhibidores: fosfato, A.E.D.T.

() Activador: calcio.

!
Para caracterizacién adicional, se puede haee%
referencia a los siguientes documentos, cuya descripecidn
se Incorpors en esta memoria como referencia:
(a) Matsubara, H., Singer, A., Sasaki, R., y Jukes, T.H.|,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 21 242 (1965);
(b) Endo, S., J. Fermentation Tech., 40 346 (1962);
(¢) Ohta, Y., Ogura, Y., y Wada, A., J. Biol. Chem,,
241 5919 (1966); , 4
(d) Biotechnology and Bioengineering, vol. 12, Ntm. 2,1970.

EJEMPIO XT
Caracterizacidn de Astrs STL

Descripeidn .
Astra STL es un enzima proteolitico térmicamen

te estable derivadq de Streptomyces griseus,

Propiedades Enzimdticas

(a) pH éptimo - Tys normales a 359C

pH 5,5 6,5 8,5 10,0
K Tys 9,0 20,0 35,0 28,6
(b)Temperatura Sptima -Tys normales a pH de 6,5.

Temperatura X Tys

259eC : 9,5
359C 20,0
509C 45,0
602C 34,4
700C 36,2
802 27,6
859C 23,0
9090 9,6

~25m
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' (e¢) Proporcidén Tyn = 30

Tys
(d) Inhibidores: fosfato, A.E.D.T,

EJEMPTO XTI

Caracterizacidn de Astra 1048

Descripeidn

|
!térmicamente estableo

%Propiedades Enzimdticas
{

| (&) pH dptimo - Tys normales a 359C

| o 5,5 6,5 8,5 10,2
| xoys 10,0 20,0 35,8 23,6
;(b) Temperatura $ptima - Tys normales a pH de 6,5,
1 Temperatura K Tys
| 259C 9,0
; 359C 20,0
% 452C 43,8
‘ 502C 56,2
; 55C 64,6
: 659C 113,6
709G 115,0
% 7590 126,0
‘ 802e¢C 55,0

:(c) Estabilidad a la temperatura - Solucién de enzima ca-

;lentada a pH 5,5 durante 30 minutos antes de ensayarla a
' 6,5, 35

2 B

400384 Touas

i
:
!
t
i

Astra 1048 es un enzime bacteriano proteolitico:

PR
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 (¢) Temperatura éptima - Tys normales a pH de 6,5

Temperatura de Calentamiento Actividad Residual‘

i

i
5590 64% |
609C . 45%: I
65 C 38% i
700¢ 20% 5
7540 nula

(d) Proporcién Tyn/Tys = 49,4
(¢) Inhibidores: fosfato, A.E.D.T.

(£) Activador: calcio.

| EJENPLO XTII .
Caracterizacidn de Alcalass, Bloprasa y D66/72

Descripeidn

Alcalasa y D66/72 son enzimas proteoliticos tér-

micamente estables derivados de Bacillus subtilis, La Bi

prasa es un enzima proteolitico térmicamente estable deri-

vado de Bacillus Licheniformis,..Los restantes rasgos ca-

!

racteristicos de los tres enzimas son sustancialmente idén—

ticoss

Propieades Fnzimdticas

(2) Peso molecular: 27.000 - 30,000

(b) pH Sptimo ~ Tys normales a 3520
pH : 5,5 6,5 8,5 10,2
KTys : 7,0 20,0 31,8 44,0

Temperaturg - K Tys
2529C 10,0
3590 20,0
559C 93,0
6590 144,6

702G 118,4

~27-
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'(d) Bstabilidad a la temperatura - Solucién de enzima ca-!

.lentada a pH de 5,5 durante 30 minutos antes de ensayarlai
‘a pH de 6,5, 359,

; Temperatura de calentamiento Actividad Residual .

!

i 5590 925 ;

602G 1%
6520 4% ;

; 7090 26 5

l

(e) Proporcidn Tyn/Tys = 58 é
!(f) Activador: Calcio. ;

i Este solicitud que corresporde s la presentada

i
{

'en Gran Bretalfls, el 4 de Marzo de 1971 bajo el nimero 6042/71
que se acoge a los beneficios del articulo 51 del v1gente%
:Estatuto sobre Propiedad Industrial. :
: . i
! :
: ~REIVIVDICAC IONES~- i

! Tos pwntos de Invencidn propia y nueva que se pré-
sentan para gque sean objeto de esta solicitud de Patente de

InVencldn en Espafia por VEINIE afios son los sigulentes:
i 1.-Un método para la produccién de mosto de cervéza
; partir de una papilla acuosa de materia  vegetal que conl
%ienq almidén y proteinss (por ejemplo, cebada), en el que%
se licua el almidén por tretamiento de la papilla con wn @g
%ima de licuacidn del’ almiddn (por ejemploet—amilasa bacté~
rlana comercial) y las proteinas se convierten en compuestos
solubles que contienen nitrégeno con un enzima proteolltlco,

caraoterlzado por el tratamlento g una temperatura superior
i ) i

i
1

-28-
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‘con un enzima proteolitico comercial térmicamente establei
2.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn |
"1, caracterizado por el hecho de que el enzima proteolitil

5 ;co se deriva de Bacillus thermoproteolyticus Rokko.

3.~ Un método de acuerdo con la reivindicacién

;l, caracterizado por el hecho de que el enzima proteoliti~
‘ {

;co se deriva de Streptomyces griseusi
' 4.~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn

10 -1, caracterizado por el hecho de que el enzima proteoliti-

¢co se deriva de Bacillus subtilis o Bacillus lichenifor-
mis;

5.~ Un método de acuerdo con una cualquiera de

Elas reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por el hecho de Que
15 se licda el almiddn y las proteinas se convierten a la mis-
;ma temperatura en compuestos solubles que contienen nitrd~
‘geno por tratemiento simultdneo de la papilla con el enziJ
Vma de licuacidn del almiddn y el enzima proteolitico,
6o~ Un método de acuerdo con una cualquiera de
20 las reivindicaciones 1l a 4, caracterizado por el hecho de Que
la licuscidén del almiddn se completa sustancialmente antes
de la conversacién de las protefnas,
7.~ Un método de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por el hecho de que
25 el enzima de licuacidn del almiddn es un enzime comercial,

por el hecho de que se emplea ‘tembién malta y por el hecho
de que la malta se pulveriza con una preparacidn acuosa del

enzima comercial de licuacidn del almiddn y el enziﬁavprot%o-
1itico, i

30 : 8.~ Un método de acuerdo con una cuslquiera de

—~290—
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élas reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por el hecho de .
que la papilla acuosa comprende une mess braceada normal de
écervecer:{a que contiene malta con la adicidn de dicho enzi-
sma proteolitico comercial, proporcionando la malta el enzi~
.ma de licuacién del almidén. ‘

: 9,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 8

cazae'berizado por el hecho de que la papilla acuosa ge enri-

qu.ece con cereal no malteado adicionalo
' 10.~ " UN METODO PARA LA PRODUCCION IE MOSTO DD
| CERVEZA", :

i Tal y como se ha descrito en la Memoria que a.n—

‘tecede, y con los fines que se han especificado. 3

Esta Memoria consta treinte hojas escritas a md~

quine por wma sola cara, . 18[%{} 14902
Madrid,

PoA.

!
~30- :
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