%\Im. Clx ..t e

PATENTE DE INMVELCION

iug por veinto afios sp solicita o Favor de BAXTER LABORATO-
RIEs, INC, de nocionalided £stedounidensa, con domicilio en
forton Grove, Illinois G0OOS3 (fLstados Unidos), y guo he de

recapr sobres " ROCECILILGLTE caih LA «ROBATIZACION O UN -

§ PRODUCTE ALIMENTICIO fUE CONTLHGA GRASAS TRIGLICERIDAS LIPE
LIZADASY,
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Hemopris Descriptive

El rogistro de la 'stents da Invencién que se sg

10 licita tiene por objeoto gsrantizar la explotecidn exclusiva
" on todo sl territorio nacional y sus pospsiones de un procg
dimiento pora la eromstizacidn de un producto elimenticio -

que contengs grasas triglicéridas lipolizedas, conforme eo

describe 8 continuacidn.
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Esta invencidn so relaciona con un sistems sromati
zador enzimfticaments procducido medisnte clertss sspacies dal
génoro Gugor y mis particulzrmente con ls produceidn de una -
perfeccionada grasa lipolizads madiante un preparado de enzie
s obtenido del Yucor miehgi.

Los sromaes enzimfticamente producidos son comunes
s muchos tipos de alimontos, especialmente los producidos mg
disnte fermentacidn. Por ejemplo, en la lebricacién de produg
tos alimenticios, tales como srtfculos de bolleris, blenqueadg
res ds café, chocolate con lechs, margarina y similares, es -
deseable dotar al producto terminado de un sabor a leche o map
tequilla. En ciertos tipos do quesos y productos de ellos, ag
pecialmente los denominad:s quesos blandas y quosos fuonrtes,
talee como las variededes de tipo italieno, los distintas mae-
ticas sromdticos dependon de varios sistemas enzimbticos emple:
dos dursnto la produceidn de los guesos.

£n gl caso de slimentos que contienen grasas, la
principal sccidn enzimftica es une lipolisis o disociasidn hi
drolitice de triglicéridos cetalizads con enzimss. funguo pue
den producirse otras forraciones de aromas enzimiticos simule-
téncamente con ls lipolisis, la presente invencifin se relacip
naz srincipalmante con gste Gliimo tipo de sctividad,

licturelmente, durante muchos afips las industrias
slimenturias se han visto plegodas .e lipolisis esponténcas
o incontrolsbles, de las que pueden rosulisr unos indesesbles
sromas o uns cesagradable rancidez. Lin embargo, en los oilos
recientes, gl dessarrollo de una lipoli;is controluds ha teni-
do por resultado muchos y porfeccionados productos olimentie
cios. Asi, es prictica comdn on las industrias lécteas ol trg

tamicnto de grasss de ls lecho con enzimas lipoliticems pora
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producir los aromas desesdos. Lo enzima lipolftics sctlia so=
bre los triqlicéridos produciendo fcidos grasos libros gque,
a su vez, puecden convortirse on otros compuestos, tales como
cetonas, on algunes casos. Lo contidsd y tipo de dcidos gra-
sos producidos dependen de ls cantided y tipo de grass on ol
producto slimenticio, de lo cantidad y tipa de producto onzi
mBtico lipolitice y del tiempo y temparatura de tretamicnto
con le enzima lépol{tica. Puvde verse informecidn asdicional
sobre 1a lipolisis controlsde convencionsl en el J» dmor, 0il
Chem, Sog. 49, 55662 (1971} y en las referenclias citedss en
el mismao.

Da scuerdo con ls presente invencidn, so propor-
clonea un perfeccionsde glstema sromotizante pors grasas tri-
glicéridos y alimentes que contienen grasas y, on particular,
uno grasa lécton lipolizeds perfoccionods mediants una prepa
racifin enzindtice 8 partir dol Pucor Bishei.

S0 conocen variss enzimes lipolfticas, por ejemplo
18 lipass pancreftics, la esteerass pregdstrica, le liposs -
l8ctees y la lipasa fungal. Cn particular, las lipasas fungales
sn obtienen, por ejemplo, dol fsporaillus, tsl como se coscri
be en la patente ostsdounidense n? 2.460.090, del Rhizopus, -
segln se deocribe en la patente cstadounidense nf 3,262.863,
y dol fucor, como pucde versc en le patento do igual naciong
lidad n¥ 3,616.233. €1 efecto do ostes lipssas fungales ros
pecto al desarrallo de rancidez en lss grases, con rolacidn

O ————— -

al Aspernillus, se describe on J. Gone Apnl. Pierobiol. 11,

13- 22 (1964); con rolscidn sl Zhizopus se describe on Agg.
Biol. Cheme 33, 729-38 (1969); y con relocidn sl fucor se sx
pone en Appl. fMicrobiol. 16, 617-19 (1968) y 17, 606-10 (1969)

Tipicaé estearasag y lipasas comercialmente obteniblos y eme
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pleades hasts ahora, son las esterssss pregfstricaes, talos
aomb las ohtenibles en @l Dairyland Food Laborstory, bajo
los nowbres comorcisles de "ltalase" y "Capaleseg®; ls lipoe
sa pencroftics gbtenible en los Fermeco Laboratariss bajo el
nombre comercial ds "Fermlipese OL"; y le lipass fungel ob-
tenible an Rohm and Hesg bajo ol nombre comeroial de "Lipae-
éa av,

Dobide a la escasez de enzimas lipolfticas dg -
origen animal, la cbtencifn de sistemss gnziméticos lipoli-
ticos de una fuante microblana ofrece ls potencial ventajs
de uns mayor disponibilidsd y edembs ls posibilidad de un -
producto de calidad més uniforme, ﬁediante fermentacidn cop
troloda del organismo. 3in embarge, no todas les enzimass 1i
polfticas microbienas proporcionan el deseado sistona aromg
tizante.

g ho descublierto shore la posihilidad de obtenarx
un sistema sromatizante de grasas triglicfides enzimlticamen
te producido y de excelents callided, a partir del orgsnismo
migrobiang flucor mishei. Cste sitema aromstizante enzimfdtico
se c¢ofine aqui an t&rminos de le relacidn enire la actividad
de esterasa (EA) y lo actividad de lipssa (LAY} & oA/Lii.

Tal como aquf se define, ls sctividad de ssterssa
as lg actividad de la gnzimz sobre las gprasss solubles en -
agua, concretamante les greses que tienen longitudes de radg
na de carbonn de 4 & 10 aproximedamente. lnversemento, ls ag
tividad de lipass es la sctividad de lo enzime sobre las gra
sas insaolubles en sgua, concretamente les grasas quo tionen
longitudes de cedaena de carbono do 12 asproximsdamente y mayn
ros, particularmente de 12 s 22.

De scusrdo con la presents invencidn, se ha descy
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bierto inespersdenente que ol sictema enzimftico lipalitico
producido por ciortaes especies dal género jlucgr, y sorticu-
larmente el Mucor mighei, frents al de otros hongos, tales
comoe Agperoillus v Bhizopus, posee la deseable propipdad de
axpresar uns nayor aclividad de ssterasa que de lipess, de
mangra similar @ ls de asterasas pregistricas, comercielmen
te emndeodas, de la iterners, daol cabrito y del cordero. Es
decir, musstra una relacidn Li/Lh superior a l. f nodo de
comparscidn, los sistomas lipoliticos produeidos por el Ag-
pernillus y el Bhizgpus hen recultsdo wustrar relscionas LA/
LA infgriores o 1, siondo por consiguients inadecuasdos para
los FPinas do csts invencidn. Proferiblemente, la relscidn LR/
LA es suparior a 2, siendo eminentemente adecuades unas relg
clones de 2 a 10 aproximadamente, de scuerdo con esta invens
cidn.

La sctividad de esterass so wide prefepiblemnente
mediante un enseyo sobre Lributirina, en tanto que la activi
dad de lipasa so wido preferiblomnente modiante un ensaya so=-
bre un suastreto de aceite de cliva., Lstaos ensayos pusdan llg

varsa a cabo como sigue.
Mbtodo do gsterasa

Cote método se usa pars determinor la estorssa gue
hidgroliza a la tributirina. Se incuba esterass con una solue
eifn de tributirina » un pH do G y @ 379°C, E1 Scido quo se 1
bora en la mnzele do resceifn durente 10 minutos es titulsdo.
s un pH de 8,7. Los rosultados reflojen una relacifn linsal
entre ol ritmo do resccidn y lo concentracidn co enzima dane

tro dol nivel rscomendado.
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Solucionas

l.- Solucidn sustrato,

Afiadir 13 gremos de goms aprabigs U.S.P. 8 114 m)
de solucldn de acetoto sddico 0,05 M (5,8 g NaCoH,0p » 3Ho0
a 1 litro), sgregar luege unos 50 mg do timol y sgitar dursp
te 25 minutos pers disolver. Afindir 22,7 g de tributitine
(76 m mol) a le solucidn de goms nputpalizada y emulsionar
ut un nezclador ¥Yaring durante & minutoss Ajustsy la eoule
sidn con NeOH 0,5 4 a2 un pH de 6,0. Se necosita mengs do lml
del 4lecsli, Lo snlucidn puede usarse durante 3 diss por lo =
menos 81 se guardas en un refrigerador, Antes de cada ugo, sgi
tor bien y reajustar a un pH de 6,0 si fuese necesario.

Psra el "blanco de enzima" (véanse "Controles™ nis
abajo), wsar una solucifin de 12 g de gomo srébiga on 114 al
da scotsto sddico 0,05 M. Ajustar la solucién de goma-scotos
to 2 un pH de 6,2 lo que requisre de 3 a 4 ml de NaGH T,1 H.

2.~ NaGH 0,02 K.

3.~ Meutralizador ascetato, pH 5,9 8 6,2 §,0% B.

[amd

Disolver 6,8 g do aoetsto sddico 3H,0 on 508 &
sproximsdamente de aqus, sfiadir 1,0 ml de CIH IN y completse
hasts 1 litro con 2gua destilads.

4.~ Goluclones enzimiticas.

oreparar todes las solucioros y dilucionss soric-
des con neutrelizodor scetato (n¢ 3 enterior). Las concantrg

ciones requeridas se describen més abajo en "smplitud de ve-

Joras®.

Drocadinmiento

Agiisr le solueidn sustrato y aegreger con pipets

50,0 ml a un matraz de Erlenmuyer de 125 ml, Afadir 10,0 ml
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célnulo

”7“

do solucidn enzimftics, mezclar répidamente y retirar unp
parte olfcuots do 10,0 wl, que se ofivde a 40 ml do ague e
inmpdietamente ze titula con NalH 0,02 N a8 wn pH de 8,7,
Inmodiotamente dospufs de ls retireds deo la parte slicuots
dispongr lu mezcls restants on un bafio a 37¢ {lo que sa =
considers el punto do tiempo cern), donds se meniiene durapn
to 40 minutos con agitacidn continua (ogitcdsr magnftico sy
morglide). Exactamonte 40 minutos dospués del punto de tiome
po cers, rotirar otro porte olfcucts de 18,7 wl, coloccrla
on 40 m) de agus y titular o un pH do §,7. Lo diferencia en.
tre los dos titulscionms oxpress ol grado en que ha sido hi

grolizada 1a tributirine por la enzima,

Controle:

o se nocesits un hlance sustrsto, pero les prepg
redos enzimdticos crudos pueden roguerir un blanco enzimdti-
go. “roceder como 5o deacribs antoriormente, poro wusar lo sg
lueidn ¢o goma arfbiga ajusteds sin tributirina, en lugar de
lo solucidn sustrato normsl. Corregir el resultado principal

sustrayendo ol incromonto de titulscidn observado en el con=-

trol.
Unldedas

Una unided de osterasa produce, bajo lus condisig
nes dol ensayo, un microequivalonte de Soido por minutos

Lu activided de estarasa {£4) ee sl nimwro de uni
dadas por qremo de proporado
(1)
ml NeOH x H HaOH x 1060 x @l mezcls digeride

EA:,,...._.-.-..«-»»"-&-—»-.-»'-..«unuwuuuwoon~o--.wauqu«puum‘nnﬂnuuu.‘ﬁw-nul

minutos x g preparade an mozcla digerida x ml perte slicuo!
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donde ml NadH es el incremonto ds titulscidn pars una parte
alfcuots de 10 ml y N NaDH o5 la normalidad del NeOH usado

para la titulacidn.

%1 NaOH x 0,02 x 1080 x 60

ﬁsi, E[‘ L wwmwmwmw T Y 0 VO e 0 0 0 (2)

40 x g prepsrado x 10

fl Nallit x 3

ER = mememe—— — “—- — (3)

g preparado sn mezcle digerida

Amplitud deo valores

La dilucidn de la muestra deberd ser tal que se
obtaengan incrementos de titulacifn comprendidos entrs 0,5 y
1;5 ml. Deberfn cfectuarse ensayas repetides, si fuese necg
sario, pare obtensr resultedos comprendidos dentro da diche
amplitud de valores. |

£l progreso de la hidrolisis de le tributirina
es linesal con el tiempo y ©8 posible realizsr sl ensayo en
perfiodos de digestidn inferiores a 40 winutps. Naturslmente,
luego he de ajustarse la acuéci&n (3) medisnta sl sdecuado -

Pactor de tiempo.

@étodo de lipass

£ate mitodo se usa psra determinar ls lipase que
hidrolize 8l scoite de oliva. Se incubs lipasa con una emul
sifn de aceite de oliva a un pH de 6,5 y @ 309C, El fcido -
gque se libera en ls mezcla do reaccidn durente 5§ ginutos sa
titula o un pH de 2,0. Los rosultados reflejan una relacidn

précticensnte linsal entre el ritwo de lm reaccidn y la con-
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sentracifn enzindtica dentro de la smplitud de valorss reco-

mondada,

Sustsnciss quimicas

Equipo

1."
Zem

90"

10, -

low
2=

3'-

du“'

Acalte de olivs, U,5.7,

Amerchol L-101 (esteroles libres derivades de
langlina), Americen Cholestorol Productos, £di
son, Neu Jersey.

Berbital sbdico, N.f.

Goma ardbiga, U.Sei,

ficotato sddico - EHZO, £,

Cloruro sbdica, C.0,

NaOH 0,5 N,

NaGH ©,02 N,

ClH C,1 N.

Alcohol otflice (el n" 234 daesnaturslizado as

adacuado) .

sgzeladora Jaring.

Dos agiladores magnétices, uno de los cuales
es adecuado pars su inmprsidn en un baflo de
agua (Fodslo 15«7, Tri-R Instruments, Jemolca
Nugve York).

Medidar de PH pars titulaciones, equipado gon
un pequefio slectrodo combinado (tal como el
n% 4858-L15, h.H, Thomas).

mieroburets, 10 ml, con divisipnes de 0,02 ml
(Kimble n? 17107F con agujs de jeringe tipo -
Luer 20G, i-1/2"),
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Solucliones

1,~ Emulsidn sustrato.

agitar magnéticements 30=g de gome srébiga y 270 ml
do agua destilsda durante 30 minutos a tamparaturé snblenta.
fomper cualesquiera terronss presentes con una barra de vidric,
tnfrisr 8 59 C. Mesar 6 g de Amerchal en una bombana da 400 ml,
sfiadir 72 g de aceite de oliva y 222 g de la solucifn de goms
aréhige enPrisda. ARgitar con uns bsrra de vidrio y verter en
la mézcladora saring. flezclar durante 5 minutas. Ajustar a un
pH de 6,3 con NaOH C,% N, onfrisr a 5% C y mezcler de nuevo
durantg 7 minutos, Ls temperature puede haber sumentado s un
miximo de 47¢ C y ol pH B 6,5. L2 emulsidén os aesteable duran-
tg 8 dias por lo mencs, si se gusrda en el refrigerador. No
deberdé dejarse descender la temperatura por debajo de 1% C,.

2.~ Neputralizador.

a) Solucidn de almocenamiento. Disolver 9,7 g da
scotato sdico -~ 3Hp0 y 14,7 g de berbital sfdico can sgue
destilada 8 500 ml, Ests solueldn es de bsrbitsl 0,14 N y acg
tato 0,14 N, a un pll de 9,9. Guardar en sl refrigersdar.

b) Solucifn de trabajo. Diluir 40 ml de sclucidn
de almscenamiento, 16 ml de solucidn de Clds al 8,5 & y 53ml
de ClH 0,1 N con sgua destiladas & 200 ml, pH de 6,5. Psre =
s justes menoreo, usar C1H 0,1 N & WaOH 0,1 N. Guardar en el
refrigerador; desecharla si eparecen cristales dursnte su -
almacenamiento,

3.- Soluciones enzimbtices.

Pora el snsayo de proparados sdlidas, preparar pri
rersmente une solucidn de almaconemiento agitsndo magnética-
mente la muestre :n uns adecuada cantidad de agus durente unos

30 minutos antes de preparsr la dilucidn finel mediante adi-
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cional dilucidn con sgua. La solucidn de almscenamisnto es
estable durante varies hores 8 5. C, pero la dilucidn final
sltamente dilufda deberd usarse dentro de los 5 minutes. Pg
ro ol enseya de materiales desconocides, o8 necesario hallax
le dilucidn adocueda mediante tantec. Los prepersdos ouye ag
tividad es sproximadomente conocida deberfn diluirse entre 1

y 3,6 unidades de lipesa por ml., El tdrming "“unidedes de lie

pasa" sg define mis edalante.

Urocedimignto

S5g premezclen la emulsidn y el neutralizador en
una rolacidén de 3:l en peso, raspoctivamente, pars proporcig
nar el sustrato. Se introducen porciones da 8,0 ml an vasos
araduadas de 100 ml que contienan barrss agitadoras magndti-
cas. Agitsr mognéticamente la solucidn sustrato. Reslizor cg

da réplics do mussirs (blanco y muestrs) contoniendo susire-

to, como sigues

Blanco

1,- Afiadir 45 ml do alcochol et{lico.

2.~ Affadir 2,0 nl de muostra de solucidn enzimdtica
Mugstrae

le= Cquilibrar sl sustreto an un bailo do sgus 8
30¢ Lo

2.~ &fipdir 2,0 ml de muestrs de solucifin enzimftica

3,« Incubar a 309 © durante %,0 minutos.

4.~ Afledir 40 =l de alcohol ot{lico.

Tituler tonto el blanco como la muestra con NalH

0,02 K a un pH de 8,G.
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télgulos
1 unided do lipass (LU) = centidad de lipasa requs
rida psra dar 1 micromol
da H* par minuto

Actividad de lipasa(LA) = nlmero de LU/gramo de -

prepsrasdo.

LA = ml NeOH x NeON W x 10°/mg prepersdo enzimiii-
o afisdido X 107 x minutos.

Cusndo se usen NaOH 0,02 N y un tiempo de reaccidn
de 5 minutos, LA = ml NaOH x 4000/mg enzima.

UeSePs = United Stetes Pharmecopoeia (Farmacopes

Estadounidense)

#eFs = Motional Formulary (Formulsrio Nacional)

CoPe = Chemically Pupe (Quimicamente Puro).

Se comprendsrd gue la presente invencién no se li-
wits 2 los métodos anteriormente expuastos pera medir ls ascti
vidad de csterase y ls actividad do lipess, pues resulterdn -
evidentes pare los expertos en la materia otros métodos y mo-
dificeciones de los expuestos, tros ls lectura de la presente
descripeidn.

Le produccidn del deseado sistems aromotizante de
enzimas lipoliticas puede llevarse s cabo medisnto procaedi-
mientos de fermentacidn convencionales, ssguidos de adecuados
mtodos de recuperacifn. Asi, seo incubs un medio nutriente,
que contiene carbono, nitrdgenc y centidadas {nfines de mine=

reles, todos sllos asimilsbles, con un cultivo de uno especie

de “ucor, especialmente flucor mishei, y se fermenta bajo con-

diciones serdbices sumergides, a un pH de 3 8 8 aproximadamen
te y & une temporatura de 20 s SG+C sproximedsmente, durante

2 ® 14 diss, oproximodamente. Ejemplos de razas seloccionadas
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de Mucor mishei gque pueden sur fermentadas de oste modo pers
producir el desecdo sisteme aromstizente enzimdtica, se ha-
llan a disposicidn del plblico sin testriccidn alguna bajo
las designacliones codificaedes de MNRRL A 13, 131 y A 13, 042
enh los Northern Regional Research Laborstories, Peorie, I1lli
nois. Otras rezas adecusdos de fiucor miehei resultarin féeil
mente svidentes pars los expertos en lz materie tras le lec-
turs de ls prasento descripcidn.

De scuerdo con la préctica anterior, las astsrasas
y lipasas han sido generalmente ssparadss o insctivedas como
operacidn adjunts & la recupsracidn del deseado productc cus-
jado, tal como gse describe en las patoentss estadounidenses
Nos, 3.616.233 y 2.763.011, accidn slemans n* 2,232,996 y pa=-
tents britaénica n% 1,207.892,

De acuerdo con la pressnte invencidn, el dousado
sistome aromotizante enzimftico se rocupere mediante separa-
cidn do lo mess on fermentacidn, pora proporcionar una adecus
da relscidn EA/LA, tal como zquf ese define. Esto pusde llever
ss 8 cabo mediante filtracidn de ls masa @ un bajo pH do 4 &
5 sproximademente, extraccidn de lae pasts del filtro a un elg
vaedo pH de 10 2 12 aproximodemente, scidificscifin del extrace
te a un pH do 7 aproximademente y ulteriar racuperacién moe
diante Filtrocidn o concentracidn del extracto scidificado por
pvsporacién o ultrafiltracidn y posterior secedo del concontra
do, tal como mediente pulverizacidn y similures procedimisn=
tos.

S8 comprenderf gus parm ciertos usos es deseable
smplesr un sistema de onzimas lipolitices gue se holle teme
bien sustencialmonte libre de actividad enzimétics en 8l cug

Jo. Eoto puede consegulrse emploando el procedimiento de row
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cuperacidn antes descrito u otras técnicas de purificacidn
ovidentes psrs leos expertos en ls materia,

£l siatema aromcztizente de enzimas lipolfticas rg
cuperado puade cfisdirse s la leche, grese léctes, acuite de
mantecs, queso, chocolate con leche, scelte de mergaring, -
blanquoadores de cafd y otros zlimentos y componentss alimep
ticios gue contesngan grasas triglicéridas, e incuberse a tem
perastures comprendidas entre 10 y 502 C durante 2 horass 8 =
20 dfas, psra producir deseables aromas similares sl de la =
loche y la mantequilla. Puede usarse pers zcelersr o intensi
Picar sromas de formacidn naturel en dichos alimentos y come
ponentes alimenticios, pudiendo mezclarse con ccnocidos sgen
tes productores de aromas pera obtener uns variedad de tona-
lidadas groﬁéticas. Por ejemplo, pusde mezclarse con las com
posiciones gnzimfticas de estersss pregdstricas da la paten-
te sstadounidense n¢ 2,531,329 (obtenibles como "Italase" en
gl Deiryland food Laboratory) o bien puede usarse conjunta-
mente con las composiciones aruﬁatizantes desarrolladas con

gl Penicilliunm rogueforti de ls petonte estadounidenso nime-

ro 3.100.153, Generalmente, le enzime lipolitica recuperads
se afisde en cantidedes del 0,001 al 0,1 i sproximademsnte en
pesp del sustrats que contiens grasa triglicéride y, en el -
caso de ls leche, prefaeriblemante en caniidades de 1/8 s 2
anzes par 1000 libras de loche, asproximadamente.

Ljemplo de grasas triglicéridas que puedon tratag
se con ol eisteoma sromatizante de cnzimas lipolitices de es-
te invencidn pera daosarrollzsr desanblas aromas, son las gra-
sag snimeles, tales como la de lechs, mantecs de cerdo y sg~
bo, v grasas vegestales, tonles como el sceite de semilla de ~

algoddn, sceite de heba de soje, aceits de meiz, aceits de -
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cacshuate, acaite de azsfrin, eceite do polma, sopite do cow
co y mezelas do oceites de mergarine v de manteca,

Ejemplos dp nueso® on los gquo puede usarse ol sig
toms arometizante de anzimas lipolftices de esta invencidn
nara desarroller sromcs deseablgs, son los de Provolone, Ho=
mano, Fets, Pizza, Mozzarella, Chedder, Suvize, fzul, PFormesg
no, Colby, Boude y Cdam. '

Los siguientes ejomplos ilustran edicionulmenta la
invencidn, aunque so comprenderd gque ésts no 8o limite o tae

loe sjomplos, que se ofrecen @ medo de ilustracidn, sin carfg

tar limitativo,

Ejemplo 1

Sg transfierc flucor mishei, WARL 135,042 desde un
madio do cultive oblicuo de agar bajo condiciones asfpticas a
un matrez de Lrlenmayer de 1 litro, que contiena Zﬁﬁ ml del
siguients medins

Harine de haba da sejs (Butrisoy 300 C) 1,5 4

Susro seco 3,0

Féoula de meiz enzimfticements dogradsda 12,0

Agua 83,5
Totel 150,8 #

Se incubs el matrsz en un agitador rotatorio a
372 C durente 114 horas, partiendo con un pH inicial de 6
aproximadamente. Se recupers el desgado sistems de gnzimse
lipolftices como sigue: Sa sjusts el caldo en fermentacidn
aun pi de 5 y luoge ee filtra. 5o axtrects el filtrado con
solucidn dilufda de HelH a un pk de 10 o 11 y se acidifica
gl extracto 2 un pH de 7. Lupogo 3e filtra el oxtrscio agidie

Picodo y se svepors o un concentrado dotado da un valor L& -
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de 25,8 y una relecidn EA/LA de 2,6 sn una operscidn de re-
cuperacidn (A) y ss Filtrs, evespora y seca por pulvarizacibn
s un sflido dotado de una relacidn £A/LA de 3,5, en otra opg
racidn de recupsrecidn (0).

Sg¢ usp enzims lipolitica derivade del flucar mishel

producida como anteriorments se indica on la pperacifn de re-

cuperscidn A, con la indicade relacidn t£A/LA de 2,6, psra de-
garrollar un deseable srome de queso, como sigua.

g muelen muastras deo una libra de queso Current A
Chedder (queso do un tiempo de 2 & & semanas, con UN arons =
susve) con una trituradora slfctrica Sunbeam, modelo de mesa,
y ss mozcle con ellas enzima lipolftica mediante mezclado adi
cional, hasts que se distribuye uniformements en proporciones
de 440 mg por libre de queso. Lss combinsciones mezeclodas de
gnzims y queso ses disponen entonces en platillos Petri do -
pléstico ostériles. Se colocan estos platillos en un recipien
te anaerdbico pars inhibir el desarrello de moho y se incubsn
varias muestrss durante 4 dfas ® 20¢ €, incubfndose otras mugé
tres durants 1l diss a 207 C. Despuds de sstos perfodos de in
cubacidn, se probaron les propledades organolépticaa dol que-
ag y se obssrvd gue presegntaba un limpio perfil sromético si-
milsr sl producido por la Esterssa pregéstrica C comercialmen
te abtenible (Dsiryland Foods Laboratory), probada de idéntie
ce manera. Ambos guesecs produjer:n una deseable rencidez de
ligers s maedis. A modo do compsacién, un preaparado de osters-
sa obtenido del Asporngillus Flsyus resultd poseer una relacién
EA/LA de 0,08 y sn le prusba enterlor produjo un perfil de ti-
po butf{rico-ceproico~-clprice indegsablemente &spero y un ligee

ro regusto metélico.
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Elomple 2
5@ usd Rucor mighei, NRAL 13,042, pars praparar un

sistema do onzimas lipoliticss comp en el Ejemplo 1, con la

excopcidn de que le fermentmcidén sa llevd 2 cobo on un tanque
de produccidn con un medic nuiriente ssuose que contenfa un

16/ do Péculs de mafz licuada con elfa-smilass bscterisna, un
4 ¥ de harina de habs e soja dessngrasads Keysoy y un 2 . de
susro dulce secado por pulverizacidn. Tres recogsrse despufs
de 77 horas de Permentecién, so sneayd la masc para detormi-

nar los valores de A vy LA, como sigus:
EA = 24,9; LA = 2,8; Ea/LA = 8,9,

£l producto onzimftico lipolitice se recupsre y
uea pars produeir un doscsble aroma do quaso coma en ol Ejon
plo 1, con buenos resultadons sustancislmente equivelentes.

£En los siguiontes Ejemplos, le enzims lipalitica
dol Sugor mishei es sl sistema enzimAtico prapsrade da scusy
do con sl procediniento de los Ejemples 1 y 2 anferioresy =

con velores EA comprendidos antre 10 y 1037,

Liemplo 3

Se efiods enzima lipolftica de Dugpr mishel @ leche
pare quaso sntos de la sdicidn del cultivo inicisdor en una .
proporcidn de 1/8 & 2 onzas por 1000 libres de loche, pars sl
dosarrollo de lipolisis controlede s fin de produgir arxomos -
que veriaban entre deliceds y mentecoso por un lado y plmentp
80 y marcsdamonte picante por el otro, en ls febricacifn de -
variadades de quass de tipo itsliena, concretemente fAslagow
f'nzzerells, "rovolone y Romano, respectivamente, recibienda

la lecha para los variedades de quoso Homano y otras de inten
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30 eroms los meyorss nivoles de tratamiento con enzimas lipg
1{ticas.

Eleoplo &

5¢ sfisde enzims lipolftica de Sucor mighei = leche
para gqueso sntes de la adicidn del cultive inicisdor en ung -
proporeidn de 1/8 a 1/4 de onzs por 1000 libras de lache, pars
8l desarrollo de lipolisis controlads 2 fin de producir meyo-
res cantidades de 8cides gresos de cadenas cortas respecto s
fcidos gresos de cedenas larges a metabilizar con los produce
tos finsles de esporas de Penicillium rogueforti pera produ-
cir un arome deseable y sl nivel convenients de cetones metf-

licas y o, en el queso ezul y en sl ssbor del mismo,.

Ejemplo &

Se afizde enzima lipolitice de Jucor mighgi o la -
forms macerada de quesos Cheddar, Colby, Romeno, Suizo, fiozzg
rells, Azul, Gouda, Edem, Provolone y Parmesano, en un porcen
taje del 0,01 al 0,1 dsl poso del gueso molids o sdlido del
mismo, cob y sin otras enzimss, para producir quasos enzimét;
canente modificades, de slevado sroma, 8 utilizer en le susti
tucidn ds sdlidos de queso gn la fabricscidn de quase pesteue-
rizado, alimontos adérezados con queso y polvo, unturss y ta-
pas del mismo materiel, assi como saless de le misma sustancia
y caondimentos pora ensaladas. Para cbtensy una estabilidad en
el sroms, se inactiva la gnzima lipolitics en el quaesc modifi
cado con glla mediante tratamiento del producto a 70% C duran

te 15 minutos v a8 un pH ds 5,0
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Edenplo ©

, Se convierte on sceite de manteca una mantgquills
pragpareds 3 partir de crame batids y lavads con agus, calon-
tando 8 39¢ C y centrifugendo pera separar el suerae residual
de lp monteca, El asceite do msntoca do ssto tipo gonoral se
trata con enzima lipolftica de flucor mishei en un porcentaje
del 0,008 al 0,08 ° del peoso de le grass de dicho sceils de
menisca estorilizado. [l oceite tratedc son enzima lipolftie
ce se incuba a una temporaturs de 22 & 37¢ L durente 1 a 3
dias psras un adscusde desarrollo dol oroma antes de ls inage
tivecidn a 707 C durants 15 afnutos a un pH do 5,0. £1 acei-
te de manteca trotodo con enzipp lipolftica se uss solo y can
otros ficidos sromatizantes, concretamonte ecétice y butfrico
y/u otras sustancizs quimicss srometizentes, concretenants dig
cetilo, comp agante arom:itizente y texturizsdor en arona do -
mantequills, morgarina, productos léctaos de iwdtacidn, dulcas

de un tipo de chocolate con loche y salsss y untures de mantg

quille.
£jemplo 7
Sp ofieda enzima lipolftice de Fuger mishel » 200

vecaes su pesc de crema csterilizads de'un contenlda del 35 7
on grase de manteca. Después de ajustorse la crams o un pH
fcido con fcido lictico o cultivo lictica, se agite ls mezale
8 37¢ C durente 4 horas. 5e somote la rosultanto mezela o un
método convencional do preparscidn de mantequilla para prody

eir &sts con un excelente y perfoccionsdo sroms.

£ jomplo 8
Sa pfiade onzima lipolftics de Huegr mighed en un
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poreentaje del 0,001 =l 0,01 . con y sin otros sistemss ene
z}métiuos 8 una suspensidn reconstitufde del 9 al 14 [ ds -
sdlidos lécticos do grass intagral sntes te ung incubaecidn de
22 8 332 C durente 4 8 8 horas. La lipolisis controlada se -
inactive de monora similer e ls descrits en sl Ejomplo 6. El
polvo de leche integral modificede con enzims lipolitics se
usa psre comunicer un sroma de tipo lécteo o productos alimen
ticios tales comp dulces de chocolste con leche, blsnqueado-
res de cofd, imiteciones de queso y productus alimenticios -

l8cteos,

Efemplg 9

Sg usan slidos de queso modificados con enzimas

lipolitices de Muger miehei, preparadas como en ol £femplo 5,

en Pormulacioncs de alimentos pars snimales dambsticos, cone
cratamente para perros, en un porcentaje del 1,0 sl 10,0
del totel de sflidos de la Formulacidn, pera comunicsr un erg

ma spetitoso y perfeccionado a tales formulacioneas

Efemplo 10

5@ usa enzims lipolitica de Qucor mighel para trg
tar guaso "salvege" mediante un procgdlmianta como el descri
to en gl £jemplo 5, seguido de tratsmiento térmico & 770 G
durante 15 segundos pars destrulr indeseables becterips y -
mohe en dicha queso e inectivar eficazmente ls enzima lipolf
tica an Bl producto. El citado queso tratado con enzime lipg
1f{tics @e aceptshle para formulsciones slimenticias destinae

des s snimsles domésticas.
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Ejomalo 11

S8 use polve liciea intsgrsl tratedo (modificads)
con enzims lipolitice de Mugor mishei, prepsrsdo comp 80 al
Ejempio B8, on un porcentaje del 5,0 al 15,0 75, on la fabricy
eldn do un perfeccionsdo blonguendor do cafd de aroma nas =

complato.

Elemplo 12

S@ usa polvo de lache integral troteds (modificado)
con pnzims lipolitice de fucor mishei prepsrade como en ol -
Ljemplo 8, en un porcentejo del 2,6 al 10,0 7, en ls febrics
cidn de une perfeccionads crema sqris deo imitacidn, mfs rice

y completa.

Ejemplo 13

Sa prepsras un gueso azul @ partir de leche cruds,
so homogensiza o 90¢ F y se blenguea con perdxido de banzof-
lo. Se calients la leche a 862 F y se inoculm gon un 1 5 de
un inioiador de Strepipcoccus lactis. Tras un breve poriodo
de retencidn, se incculs ls leche con un producto cusjado mi
crobioldgicamente o portir de un doserrollo de la reza de flu-
gor mighei designada NRRL & 13,042, ¢n unn proporcidn de 3 on
‘zas par 1000 libros de leche y 1/8 a 1/4 de onze de onzima -
lipol{tice de Hugor mighei por 100D libres de lechs, Se agle
ts la mezelas haste obtonerse una cuajads de firmezs satisfag
toria. Luugo se inoculs esta cuajeda con esporas de Pgnicie
1lium rogusforti, se separs del suere y se transflaere e vasi
Jas de pransado. 3L sale la cusjoda introducids an trlgs vee
6l jas medisnte inmersidn an selmuera durante 3 dias y se ome

paquata en una bolsa de plistico ("Cryovec") somctida o vacio.
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Se prectican pegueiios orificios por todo sl quese pera la
admisidn de sire y favorscer el desarrollo de mohs. Luego
&8 madurs sl gueso colocéndolo sh une sala de cursdo dursp
te dos meses 8 502 F y a una humgdad del 90 % para produe
cir un guess azul de excelente calidad, con un araoma perfeg
cionade respecto al agbtenido sin le odicidn de la enzima 1i

politica.

Ejemplo 14

Je prefiars un queso de tipo Romanp a pertir de
lache percislmente desn.tade que contiens aproximadémente
un 2 ° de gresa. Se calienta la loche e 88«90¢% F y s afio=
de un 1 ;. da proporciones iguales de cultivos de Streptgcec
gus thermophilug y Lactobacillus bulgaricus. Se sofiade cuejo

en cantidad suficiente para coagulsy la leche en 15 a 17 wi

nutos (sproximadamente 3 onzas por 1000 libras). Se afiade =
enzima lipolftica de Jucor mighel @ razdn de 1 a8 2 onzas por
1008 libras de leche. S8 corta la resuliante cusjade con cu-
chillas de 3/B de pulgada, Después de corterse, se cusce lg
cuajeds 8 116-118% F durante 30 minutos y lusgo 8s sopers =
del suere. Se coloca ls cuajeda en vesijes de prensado, se
prensa, S8 secs e anaguales dupants 2 @ 4 dias y luega se
gals hasta un contenido salino del 4 ol § .. Lupgn e cura
gl queso 8 50-602 I y s une humedad relativs del 70 )., pars
producir un guesp Romann de excelente calidsd y de perfsccig
nado aroma respecto al obtenido sin la adicidn de la enzina

lipolitica.

Ejemplo 15

i@ incuban una mentecs liquids camo la descrits on
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lo patante estadounidense n® 2,815.286 y uns mentscs plis-
tics como la expussts on la patente de igual nacionalidad
ne 2,132,393, cedo una da slles con un 1 a un 1E 5 on poso
de enzima lipolitice de fugor mipheld a 90f F durante 1 o =

24 horas para producir los sromes cdeseables, seguidn dg ineg

tivacidn de le anzime a 709 F duzente 15 minutes, & un pH de

5,0,

Para los expertos aen lao motoria resulterdn oviden
tas otros diversos sjemplos y modificaciones de los antario=
ros, con la lecturs de la precedente doscripeidn, sin aspar-
tarse del espiritu y émbito de 1s invencién. Todos esas otras
ojemplos y modificaciocnes se incluyen en gl dmbite do las ade
Juntas reivindicacliones.

Los términes en quoe ss ho redactado osta memoris

deberfn ser tomados siespre en sentido amplin, no limitativo.

NOTA DE HETVINDICACIONES

S8 reivindica comn de propis y nueva invencidn,
a favor de BAXTER LABORATDRICS, IHE, con domicilio en foxton
Grove, Illinois 60053 (Cstados Unidos), lo vspepcificade sn «
les siguientes reivindicacionos:

1.~ Procedimignto pers la aromstizacifn de unp prp
ducto alimentieio que contenga grasas triglicéridas lipolizg
das, wceractorizade en que comprends ls puesta eh contacto de
ditho producto aslimenticio, portodor de grases triglicérides,
con un sistems de enzimas lipoliticgas, producto do ls fermen
tsolbn de fucor mighed, en une cantided suficlonte pare afeg
tuar la lipolisis, teniendo dicho sistsme de enzimas lipoli-

ticos una relecidn E£8/LA superior o le
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2.~ Procedimiento para la sromatizacidn de un prg
ducto elimenticio que contengs grasss triglicéridee lipolizg
des, segln la reivindicecidn 1, caracterizadn en cue la grae
se triglicéride comprands una grase enimal.

3.~ Procedimionto pare ls aromstizmeidn de un prg

ducto elimenticic que contengs grasas triglicéridas lipolizs

das, segln la reivindicacidén 1, carscterizado en que la gra-
sa triglicérida comprande ung arasa vegebsl,

4.- Procedimiento paras ls sromatizacidn do un pro-
ducto slimanticic que contengs gresas triglicéridas lipoliza
das, sagln ls reivindicecidn 1, carocterizado on qua sl pro=-
ducto alimenticio que contiene grase triglicérido comprende
un medio grase licteo.

S5.- Procedimicnto pare la sromatizacidn de un prg
ducto alimenticio que contenga grasas triglicéridas lipolizg
das, segln ls reivindicscidn 1, csrecterizado en gua si el
producto slimonticic que cbntiane grasa trigliclrida es lg-
che la citode enzime lipolitics sa aefiade en una proporcién
de 1/8 3 2 onzas aproximadaments por 100D libres de lechp pa
rs producir un scentuads sroma do queso,

6+- Procedinients pare ls aromatizecidn de un prp
ducto alimenticio que contenga grasas triglicfridas lipoliza
das, segln la reivindicecidn 1, ceracterizeds en qus of sl -
producto alimsnticio ss gueso, se agrena sl mismo, durante
sy fabricoeifin, del 0,01 al 0,1 i aproximedamente en peso del
gitado sictems sromatizante de enzimas lipolitices.

7.~ Procedimiento para le aromstizecidn de un pro
ducto alimonticio que contenge grasas triglicérides lipalizg
das, segln la reivindicacifn 1, ceracterizado en que si al -

producto allmenticio es wcelle dé manteca sa pone la mismz an
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contacto con 0,005 sl 0,05 ;" aproximsdemente del citade siec-
tema sromstizonte de enzimgs lipoliticas, sgbre le base dal
peso ds la grssa do msnteca, y se incuba a 22 - 377 & aproxi
medemonte, durents 1 a 3 dias. '

8.~ Procedimiento para ls sromstizecidn da un prg
ducts slimenticio que contenga graesas triglicéridas lipoliza
das, segin la reivindicacidn 1, csracterizado en gue si @l
producto alimenticic es polvo de leche integrsl, 2o pono en
contacto sl citado polvo de leche integral con sl citode sig
teme sromstizente de onzimes lipoliticas en una proporeifn =
dol 0,001 al 0,01 % aproximadamente sobra la basa del peso -
do los sflidos de le grase de la loche integrsl, y sa incuba
8 22 - 330 C durente 4 8 B horas, aproximadamonte.

Dem"PROCLOIMIENTO HARR LA AROBMITIZACION OE UN PR
DULTO ALIWERTICIO QUE CORTERGA GRAMAS TRIGLICERIDAS LIMOLIZA
DASY,

Tal y como ss doja descrito an lo memoris prece=
dente, gque consta da veinticinco hojas foliades y mecancars
fiades por ung sols de sus caras.

fadpid, 9 de Abpil de 1.975
Tefe de UAXTLR LABDCRATORIES, INC
Victor/Gil Vena

J
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