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Esta invencién se refiere a un nievo procedimiento qlig
utiliza polisacdridos.

las proteinas y los polisacdridos son dos importantes
clases de polimeros naturales, Desde hace mucho tiempo se sad
be que sus interzcciones son importantes, por ejemplo, en
los productos alimenticios. Generalmente estos han contenido
polisa ¥ridos cargados,., Se ha enconirads, como ya se descri-~

be en zeneral en “as memorias que acompafian a nuestras soli-

citude <copendienves, que ciertos polisacdridos ejercen efecs

tos soprendentemente intensos sobre las proteinas. Esto es
especialmente sorprendente porque los polisacdridos son neu-
tros. Jsta memoris explica mejor la invencidén. Los polisacd-
ridos 2fectan a .as caracterf{sticas de solubilidad de las
proteiﬂas ¥y, en general, aumentan su tendencia a agregarse,
en esp:cial cuando se calientan. la agr:gacién puede ser vi-
gilada por medios 4pticos. Con frecuenc .z, la agregacién de
las pr tefnas az2c~ que precipiten o flo:ulen.

las =egzz2ie de polisacdridos que ejercen este efecto
hasta un gradec =z- sorprendente se obtienen desramificando
la amilopeciins ¢ una maltodextirina con un ED bajo (equive-
lente ce dextrosa inferior a 25) utilizando una 0-1, 6~gluco~
sidasa exenta fe -1,4-glucosidasa.

La invencién proporciona un procedimiento en el que
la agregacidén de una proteina én solucibn acuosa es inducida
por la maltodextrina de ED bajo desramiZicada disuelta o la
amilopectina desr-anificada. '

Se cree gu=> los polisacdridos que son responsables de
este efecto son pcliglucosides esencialmente lineales que

contieren de 20 a 80 unidades de glucosz y especialmente los

que cor tienen de "9 a 55 unidades de glucosa. la importancia|




10

18

20

25

30

particul@r de estos poliglucosidos, por ejemplo en la amilo~
pectina'ﬁesramificada, ha sido demostrads por fraccionamiento
de la émilopectina desramificada empleando cromatografia nor-
mal en c¢lumna de gel y la medida del nimero de unidades de
glucosa 3n los poliglucogidos en fraccioﬁes egpecialmente acti-
vas, poxr el método enzimdtico descrito por Manners y colabo-
radores #n Carbohydrate Research, 1971, 17, 109. Se cree que
pars quewlas mezeclas de polisacdridos presenten este efecto
en un grado 4til deben contener, en peso, por lo menos un 2 %
y prefer.blemente por 1o menos un 10 % de poliglucosidos lineg
les de 27 a 55 unidades de glucosa,

L@ invencién también proporciona un procedimiento en el
que es i@ducida la agregacién de una protéina en solucidn acug_
sa media.te una mezecla disuelta de polisacdridos que contiene,
en peso, por lo mendss un 2 % de poliglucosidos lineales de 30
a 55 uni“ades de glucosa. |

I=s mezclas adecuadas de polisacdridos pueden ser obte-
nidas, cémo se La evplicado, tratando la amilopectina o una .
maltodex srina de EL bhajo con una a-1,6-glﬁcosidasa. Por lo me-
1nos en p&incipio, pueden prepararse mezclas comparables por
fracciénﬂmiento de los hidrolizados de alﬁidén o de fracciones
de almid*n o por gintesis,

Aunque se crze que los vesponsables de los notables
efectos observados son los poliglucosidos comprendidos @entro
de un es“recho intervalc de niumeros de unidades de glucosa pox
molécula., también se ha observado que las mezclas de sacdridos
que contienen solamente un estrecho intervalo de poliglucosi-
dos suelen tener poca solubilifad en agua. Ie presencia de un
amplio i:tervalo de poliglucosidos aumenta la solubilidad glo-

bal. Com¢ son los p-liglucosides en solucién los que afectan

)
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a las pr tefnas, es ventajoso disponer de otros poliglucosidos
presenteé ademds de los poliglucosidos esirechamente defini-
dos. Est s mezclas de poliglucosidos se o>tienen desramifican
do la am:.lopectina o las maltodextrinas d: ED bajo y por cual|
quier méfodC'concebible comercialmente faztible de fracciona-
miento d2 hidrolizados de almiién o de fracciones de almidén
o método. de sintesis.

L. can*tidad de mezecla de polisacdridos requerida depend

de de mu.nhos far%ores entre los que se encuentran el tipo ¥y
la canticad :e proteina, la mezcla de polisacdridos empleada,
el grade deseate de. efecto y Ja presenci= y la cantidad de

otros inredientes, por ejemplo sales. Ias cantidades apropiaf

das pued:n ser fdcilmente determinadas po.r sencilla experimen

L3

tacidn.,

I 7er§eratu?a congtiturye un factor significativo en
la deterrinacién de’ grado de agregacidén jroducido. Un impor-
tante resultado de .a irvencidn es perﬁit.r que se produzca-
una mayo: agregecié.. a temperavuras sopre-dentemente bajas.
En la maroria de los casos, tolavia se re uieren temperaturas

superior:s a la amb.ente, 17°C. Ia temper-tura minima apropiat

da puede ser de*rminads ficilmente media.'te un sencillo expeq
rimento,.ﬁaturaime se, se sabe que el calrr produce la agregas
cibn de'ias vroteines y, por ello su prec:pitacién o flocula=~
ci6n,peré mediante 21 uso de esta invencidn pueden utilizarse
temperat. ras sor-reo-dentemente bajas. En .o que se refiere a
las protiinas como .2 oaseina, la presenc.a de la mezcla de

polisacd-idos hace .ue las proseinas prec.piten al calentar.

Ia agregr.ién ds ¢ caseina es normalment: insuficiente para
producir la precipi zcidén incluso hirviendo en solucidén acuo-

sa, las “emperatv: -~ a~s».aadas para la casefna en un procedi-y
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miento ie acusrdo :0nm esta irvencidn sor sclamente de 50°¢.
31 procedimaiento de esta invencién es de especial im-
portan’ia en la manufaciura de alimentoé donde es importante
ia acepiébilidad de los polisacdridos. Sin embargo, su utili-
dad no se iimita 8 egste campo. Son ejemplos de uso de la in-
vencidén la floculacidn de materiales, por ejemplo en los
efluentes, utilizando proteinas y mezclas de sacdridos; in-
fluenciz sobre la.estgpi;idad de dispersiones no grasas; y la
preparacidn de productds 1dcteos tales como quark y yogur.
Zntre los productos alimenticios ~uyas propiedades pues
den ser'afectadas nediante el uso de este procedimiento se enq
cuentran, en genersl, las emulsiones grasas acuosas que con-
tincen wrotednas y rontienen o son capaces de contener una fa-
s8 guascle disperss, la invenuién es espécialmente aplicable
ausgtcﬁvaiétemas. .4 cremg ba ida y los ;elados son ejemplos
6e esti uxulgione. grases acr..s2s que cintienen una fase ga-
seosé ﬁ:ep%rsa. Es sabido que la calidad iel producte final,
en lag i siones - & contienenlla fage géseosa dispersa, pue-
de se;ivréctada de diversas f. mes. Por-Ffemplo, pueden agre-~
garse .2 . abilizantes pars impecir la coéiéscencia de la grasa

Yy, en e :2lado, el desarrollc de cristz’ :s de hielo. Son

SO

ejemplos .z estos estabilizant»z los pol! acdridos de cadensa
larga. T.mbién pueden afladirse emvlgente: . Se cree que estos
ayudan s mplemente favoreciend» la emuls: Jicacién de la grasa
en la fa .e acuosa, Ahora ereemos que, por lo menos para algu-
nos emulgentes, su afecte mds mportante s provocar el arraci
mamiento de las gotitas de gra~a. racimos que conducen a la
coalescencia de la srasa cuané la emulsi n se bate o después
de batir. Aunque puwde haber presentes es abilizantes parg evi

tar una coalescenci  indehida -2 ia grasa se reconoce que es
i ’ }
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necesar-< un ciertc grado de esta coalescencia para obtener
buenas <aracteristicas del producto.

fhora se ha encontrado que el uso de esta invencidn
produceiunos efectos sorprendentemente potentes sobre la es-—
tabilide.d de esvas emulsiones grasas acucsas que contienen
proteiﬁ:s v wre, fase gaseosa dispersa, especialmente cuando
la fase’gaseosa ha sido incorvorada despés del tratamiento
ténmic§; tal como asterizacién, de la emulsidn que contiene
las prosefnas. las proteinas, por ejemplo la casefna, pueden
ser obl:igadas & agregarse y después a pracipitar. Ia caseina
agregad{xo precipitada desestabiliza a las gotitas de grasa
haciend% qu.e forme: racimos y que finalmante se unan. Esto
influye in“ensamen-e soore la estabilidad del sistema, espe-
cialmen{e cuanéc s introduce un gas. la cantidad de mezcla
de polisacgridos viilizada dé acuerdo co2 la invencién depen-
derd de muchor “ac*ores, como ya se ha ¢ .cho. En una emulsién
grasa acuosa, ¢zpenderd en esvecial de 1 s caracteristicas de
estabilidad vecueridas. Por ejemplo, en :1 helado, se produ-
ce un avmento ée_la establlidad de la fase gaseosa dispersads
a medids que se afladen paquefi=s cantidad:s de la mezcla de
polisacuridos. debido a la meyor desestadilizacidén de la gra-
sa perc a medida gue se afiade mds mezcla de pélisacéridos ¥
ge produce una maycr desestabilizacidén d> la grasa, disminu-
ye la e;tabilidad 48]l productu.

"as 1,6-glvrosidasas y su accidn sobre el almiddnm,
sobre 1 = fracciorn-3 de almidén y sobre >tros polisacdridos
estdn déscritas er. diversas publicacione :, por ejemple: pa-
tentes estadounidev-ses 3,532,602, 3.535.:23, 3.556.942 y
3.790,446; patentes britdnicas 1.313.422, 1.268.443 y
1.313.451 ¥ la pub.icacidén de patente al:mana 1.916.726. Ias

4
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1,6-glucosidasas adecuadas, especialmente cuando estdn libres
de cantxdades excesivas de otras sacaridasas, para uso en la
preparacién de los polisacédridos empleados en esta invencién,
pueden ser aisladas de muchas fuentes entre las que se encuen
tran las plantas y en especial los siguientes microorganismos
(las puplicaciones dan el método para su aislamiento)z Aero-

bacter aerogenes U-58, ATCC 9621 y ATCC 15050 (patente esta-

dounidepse 3.654.088){46xtophaga NCIB 9497 (patente britdni-
ca 1.04%.887 y estadounidense 3.790.446) y Pseudomonas amylo-

deramosa ATCC 21262, Escherichis intermediz ATCC 21073,
Streptomyces diastatochromogenes IFO 3337, Actinomyces glo-

bisporué IFO 12208, Nocardia asteroides IFO 3384, Micromopos-

pora meianospora IF0 12515 y Thexrmonospora viridis IF0 12207

(patenté britdnica 1.313.422).

>?n€ fugﬁte vreferida de a-1,6-glucosidasa es la Cyto-
EQ%E& NCIB 9497, Esta es una especie del género Cyfophaga y
ha sido depositada por Glaxo Itd en la National Collection
of Industrial Baéteria, Aberdeen, Escocia, bajo el nimere
9497, Estd descrita en la patente britdnica 1.048.887yen la
estadounidense 3.330.738 y su produccidén de una a-1,6¥g1ucosiéa
dasa s34 descrita en la patente estadounidense 3,790,446,
Una veniaja del uso de la Cytophaga NCIB 9497 parg producir
la a—1,€-glucosidasa es que la produce prdcticemente exenta
de otroy engimas ¢aie actian sobre la amilopectina o los fragé
mentos de amilopectina. Por lo tanto, la‘amilobectina y las
maltodextrinas de £D bajo pueden ser des;amificadas con deg-
composicién despreciable o simultdnea de‘cualqﬁier amilosa o
fracciones de amilnsa presentes..(Por razones de claridad,
debe observarse qu: la amilopectina desramificada empleada

en el procedimient: de acuerdo con esta-invencidén puede haber

i
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¥y casi éiempre habrd sido preparada a partir de amilopectina
que contiene algo de amilosa. Ia amilosa actuard simplemente
como diluyente. Para obtener un rendimiento lo mds alto posi-
ble de.poliglucosido de 20 a 80 unidades de glucosa, la can-
tidad de amilosa debe ger lo mds baja posible. El materigl de
partida es el almidén de maiz céreo, ya que contiene una gran
proporecidén de amilopectina. Con las maltodextrinas de bajo
ED, la amilosa y las fracciones de amilosa presentes actuardn
andlogamente sdlo como diluyente, Se cree que las maltodextrij
nas de ED bajo son preparadas por licuefaccién de un almiddn
que contiene una gran proporcidn de amilopectina y posterior
hidrélisis empleando amilase hasta el valor ED deseado. Pero
cualquiera que sea el método de preparacidn, las ﬁaltodextri—
nas de ED bajo son productos conocides vendidos como tales
por muchas.compaﬁias).

Otra ventajz del uso de Cytophaga NCIB 9497 es que
puede ser empleada para producir las mezclas de sacdridos re-
queridas directamente, sin aislar la o-1,6-glucosidasa. Esto
puede conseguirse cultivando ia Cytophaga NCIB 9497 emplean-
do amilopectina o una maltodextrina de ED bajo como fuente de
energla de sacdridos primaria.o incluso tunica.

Ja especificidad de las a-1,6-glucosidasas difiere de
unas a otras, Por ejemplo, la pululanasa puede separar restos
de maltosilo (cadenas laterales cortas) de la amilopectina
degradada; la o-1,6-glucosidasa producidae por Cytophaga NCIB
9497 no puede. Siempre que el enzima o el sistema de enzimas
tenga actividad a-*,6-glucosidasa, es decir, desramifique a
la amilovectina o = la maltodextrina de =D bajo y no ejerza
ningdn otro efecto hidrolitico sobre la amilopectina o la mal

todextrina de ED bejo o sobre los producios, puede ser utili-

1
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zada. laa diferencias de especificidad pueden conducir a lige+

W

ras diferencias en los productos finales, Por ejemplo, a par-
tir de lis maltodextrinas de ED bajo, pueden esperarse algunog
poliglucogidos con restos de unidades maltosilo después de deg
ramificar con a~1,6-glucosidésa procedente de Cytophaga NCIB
9497. ILe presencia de pequefias cantidades de estos materiales
no afec?a,s;gnificativamente e la utilidad de los productos.

1= invenciér serd ilustrada ahora mediante los siguien-

tes ej&ialoé:
EJENPLO 1

Emeﬁaracién de maltodextrina desramificgga

-

S+ disuelver 50 g de maltodextring ED 12 en 1 litro de

reguladc » de acetats, pH 5,5 (acetato sédico 100 mM ajustado
a pH 5,F cén dcido acético 50 mM), Se aflade 1,6-glucosidasa
cruda exsraids de Cytophaga NCIB 9497 par: dar una relacidn
de enzim: = substre.so de 1:50. Ia mezcla 3se incuba a 37°C du-
rante 24‘haras, hasia que la desramificacién es completa, ¥y
el prod&ato se Liofiliza.

Incorpor.cién de maltodextrinz desramificada al helado

S: afiade maltodextrina 3D 12 desranificada al helado,
en una proporcién de 0,5 %, como sustituto parcial de la saca-
rosa. la mezcla de nelado se pasteriza a 70%C durante 20 minu-
tos y se procesa en el congelador de la forma normal.

Iz formulacién tipica de helado utilizada es:

Agua 63,56 %
S41lidos de la leche 9,48 %
Aceite de paima 9,45 %
Sacarosa 14,38 %
Géma de algarroba 0,18 %
Jarabe de malz ED 42 1,92 %

L
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-0 -
- BEmulgente 0,50 %
Aroma/color 0,03 %

Maltodextrina desrami-
ficada 0,50 %

Ios resultados sobre los ensayos patrén de retencidn
de la forma y fusidén son:

Retencibn ge i
Halado la forma Pusidn

Helado tipico 53 % 10 ml/hora

Helado tipico contenien~
do maltodextrina desra-
nificada 7 % 0,5 ml/hors

x ,
Determinada en —.a forma descrita en la patente holandesa

73/17072.
EJEMPIOS 2 v 3

Prepar:cién de amilopectina desramificada

Se disuelven 5 g de .amilopectina en 1 litro de regu-
lador de acetatc : p¥ 5,5, calentando a 90°C durante 10 minut
tos, Se enfria la solucién y se afiade e”. enzima como se ha
descrizo para la waltodextrina desramificada hasta dar una
relacidn de enzimz a substrato de 1:50. Se deja que la desrasg
mificacién se produzca a 37°C durante 2 horas. EL producto
se liofiliza. '

Incorperacidén de maltodextrina desramificada (Ejemplo 2) &

incorporacidn de zmilopectina desramificada (Ejemplo 3) a un

helado sencillo

Ia maltodextirina ED 12 desramificada, preparada como
se ha descritoen <1 Ejemplo 1, se afiade a una crema ldctea
sencilla (18 % de grasa) como sélido liofilizado, & razén
de 0,2 %, la amil: pectina desramificada, preparada como se
he descrito anies sge afiade a razén de 0,05 %. Ia crema se

pasteriza gz 60°C - urente 10 minutos, se enfria a 5°¢ ¥ se bas.

—
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te a 5 C en uns mezcladora Kenwood.
ResﬁltngS
Jontrol - Se obtiene wn 200 % de desbordamiento 2l ca-

bo de un ti=smpo de bat:.do de 30 minutos

Crema + maltodex- ~ Se obtiene un desbordamiento del

tring ramificada 200 % al cam de un tiempo de ba-
(Ejemplo 2) 4ido de 5 mnutos

Crema + amilopectina - Se obtiene un desbordamiento de!

desramificada (Ej.3) 200 % después de un tiempo de

batido de 5 minutos.

Oon la muestra de control, el batido prolongado produ-
ge una disminucidn del desbordamiento, mientras que en ambos
ejempl 3 los productos son estables,

EJEMPLO 4

Je obtienen resultados similares a los del Ejemplo 3
si se eaplea amilopectina desramificada, preparads como Se
descrite mds adelante, en lugar de como se describe en los
Ejemplcs 2 y 3.

in medio de cultivo, cuya composizién se da mds adelan;
te, se inocula con Cytophage NCIB 9497 y se incuba & 30°C du-
rante 4 dfas. Se obtiene un gran rendimiento de amilopectina
desramiticada centrifugando las células de Cytophaga y liofi-

ligando el liquido que sobrenada.

Ta composicién del medio de cultivo es (% en peso):

Amilopectinat 1
J}IH4NO3 0,5
KZHPO4 0,1
MgSO4.7H20 0,02
¥aCl 0,01
CaClZ.GHQO 0,01
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S0, . 7H,0 0,002235
(NH, ) glo40,, . 4H,0 0,00036
Acetato de Zn,2H,0 0,00020
CuS0, . 5H,0 0,00012
FeC1,. 6H,0 , 0,002

Aguz de gran pureza (con

teniendo NaOH para lle

var el pH total a 7,47
hasta 1000

by
Almidén especialidad copo de nieve 30200 (B9101), Corn FPro-

ducts Corp.
BIEMPLOS 5 v 6

Ia Tabla I ruestra la agregacidn ¢e caselna y proteina
de soja, medida por difusiém de la luz, inducida por la mals
todextrina desramificada de ED bajo y la amilopectinza desra-
mificada.

Fl Ejemplo ¢ ccn%iene * % de caseina mds 0,5 % de ami-
lopectira desramifscada, El Eiemplo € cortiene 1 % de¢ caseins
mds 0,5 % de maltodextrira des -amificade de ED bajo., El con-
trol A contiene 1 % de cesein

E. Ejemplo 7 contiene va 1 % de protelna de scja mds
0,5 % de maltodextrina desramiticada de ED 12.

El control E contisne “ % de prete’na de soja.

TABIA T
Temgeratura, % de luz “ifundida
C Ej. 5 Ej. B C- *rol A Bj. 7 Control B
25 42 42 42 4- 38
35 45 48 41 57 38
40 52 85 4C 52 39
60 75 80 38 68 40

80 - sg%  F 37 8- 42
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-
Se reduce la difusidén de la luz al aumentar la tempera-

tura probablemente debido a que se forman agregados mayores.
BEJEMPIO 8
Ia Tabla II muestra el efecto que tiene la maltodextrina

desramificada de ET bajo sobre la proteina de suero.

TABLA II
Tiempo de calefag 1 . .

c¢ién (minutos) z de luz difundida
a T75°C - . Ejemplo 8 Control

0 - 44 44

5 75 43

10 T9 45

20 85 50

El Ejemplo 8 contiene 0,5 % de proteina de suero mds
0,5 % de maltodextrina desramificada de ED 12,

El control contiene 0,5 % de proteina de suero.

En resumeﬁ, 1z Patente de Invencidrn que se solicita de=-
berd receer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para agregar vna proteina disuelta
en agua, en el que la agregacién es inducida por una mezcla d%
polisacdridos disuelta que contiene, en peso, por lo menos un
2 % de poliglucosidos lineales de 30 a 55 unidades de glucosa,

2. Un procedimiento segtin la Reivindicacidn 1, en el
que la mezcla de polisacdridos contiene por lo menos un 10 %
de los poliglucosidos lineales.

3. Un procedimiento segin las Reivindicaciones 1 o 2,
en el que ;a mezcla de polisacdridos tiene los mismos consti-
tuyentes lineales gie una amilorectina desramificada o una mall-

todextrina desramificada de ED bajo.

RNt 23 1 RIS i'h',“.,; mw gt e



10

18

20

28

30

~ 14

4. Un procedimiento pera agregar una proteina disuel-
ta en agua, en el que la agregacién es inducide por una ami-
lopectina desramificada o una maltodextrina desramificada
de ED bajo. ' .

&, Un procedimiento segin las Reivindicaciones 3-0 4,
en el que la amilopectina desramificada o la malbtodextrina
desramificada de ED bajo es una amilopectina o una maltodextii
na de ED bajo desramificadas utilizando un enzima o un sis-
tema de enzimas que posee actividad a-1,6-glucosidasa.

6. Un procedimiento segin la Reivindicacién 5, en el
que el enzima o el sistema de enzimas con actividad a-1,6-—
glucosidasa estd exento de cualquier otro enzima que posea
actividad hidrolitica sobre la amilpectina, la maltodextri-
na de ED bajo o los productos desramificados.

T. -Un procedimiento segﬁn las Reivindicaciones 5 o 6,
en el gue el enzima o el sistems de enzimas es producido por
Cytophaga NCIB 9497, '

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 7, en el

que la amilopectipa desramificada o la raltodextrina desrami

LY

ficada de ED bajo es producida pultivanao Cytophaga NCIB
9497, empleando amilapédtina”o maltodextrina de ED bajo como
fuente de energia de sacdrides primaria o tnica.

©., Un procedimiento segin cualquiera de las precedeﬁ~
tes reinvidicaciones, en el que la proteina es casefna y se
utiliza calor para contribuir a inducir la agregacién.

10, Un procedimiento segln cualquiera de las preceden-
tes reivindicaciones,en el que se emplea la mezcla de poli-
sacdridos en cantidad suficiente para producir la precipita-
cibén o floculacién de la caseina. .

11. Un procedimiento segin cualquiera de las preceden-
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tes rei-indicaciones, en el que la agregacién de la proteina
tiene ligar en presencia de grasa emulsionada.

12, B8e reivindica por Ultimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA AGREGAR UNA PROTEINA DISUELTA EN -
AGUA™,

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria cescriptiva que consta de quice péginas
mecanografiadas..'

Madrid, 12de D.ciembre de 1.974
BERNARIX UNGRIA
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