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MEMORIA TESCRIPTIVA

que sge aponpafia a 1la solicitud de reglstro de una Paten~
te de Invencion por veinte afios, en Espafia, por "NUEVO =
PROCEDIMIENTO DE CLARIFICACION DE LA TURBIDEZ ACTUAL O -
POTENCIAL DE ‘LIQUIDOS ACUOS0S"™, a favor del "INSTITUTO -~
DE PARMACOLOGIA ESPANOLA, S.L. (Pundacidn Marqués de Ur~
quijo)", residente en Madrid, con domicilio en la calle
de Alcald, n® 95.

El objeto de la presente invencidn es la utili
zacion de un determinado proceso enzimdtico para la cla-
rificacion de 1fquidos turbios o susceptibles de entur-
biarse durante su almscenamiento y consiste en hidroli-
zar las mecromoléculas pepti{dicas que en esos 1fquidos ~
se forman y que son las principales causantes de la tur—~
bidez, actual o potencial, con ayuda de un producto enzi
miético proveniente de cultivo inducido de "Streptmmyces®,

Es blen conocida la importancia que la cleri-
dad o transparencia de las soluciones tlene en genersl,

pero més éspecificamente en el caso de las bebidas. Pero
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también lo son los inconvenientes con que tropieza la =~
clarificacién de tales soluciocnes mediante técnicas mera
mente fisicas (filtracidn, centrifugacidn, ete.), parti-
cularmente cuando en ellas hay proteinss coagulables, so
bre todo si son de muy variados pesos moleculares, sn ci
yo caso resulian extremadamente dificil l=a filtracidn y
frecuentemente ineficaz la centrifugaciodn. Procedimien-
tos ambos muy poco (tiles en los casos de bebidas con al
to contenido de extracto seco, gue sumenta en ellos la -

densided y la viscosldad, dos de los factores influyen-

tes en el rendimiento del flujo en la filtracidn y en la
clagificacidn en la filtracién.

Sucede, ademés, que es frecusente que los liqqi
dos clarificados unicamente mediasnte técnicas fisices se
enturbien de nuevo durante su almacenamiento, cosa féecil
mente explicable por el engrosamiento de micelas disper-
sas, de gran tamafio, con estructuras moleculares (por =
ejemplo, proteinss) ricas en puntos accesibles a enlacs,
bien por una verdadera sinterizacion, bien por enlaces -
de fuerzas residuales de Van der Wasls, bien, sobre todo,
por puentes hidrogenc, 1o que explicarfe~Zm=encrme impor
tancia en la turbidez de polifenocles o taninos (como de-
mostrd clarsmente J. de Clerck: "Bulletin de 1'Associa-
tion Royale des Anciens LEtudiants en Braserie de 1'Uni-
versité de Louvain, 68 année 1.972, n® 1, pag., 15-23). -
Ls realidad es que la clarificacidn mersmente fisica no
elimina las grandes moléculas solubles, limitdndose a se
parer aquellas cuyo tamefio exceda del eritico dé la tée~
nica empleada.

La biodegredacion de substancias nitrogenadss

por clarificacion enzimdtica producs, en cambio, el do-
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co sélido en moldculas menores, elimina o reduce la fur-
bidez presente o actual, 10 que poOr s{ solo facillta ya

1as subsiguientes f£iltracidn o centrifugacidng 20, al ac
tuar sobre macromolécules disueltas, degradéndoles a pe-
quefios péptidos, evita su posterior coagulacifn, ejerclen
do asi wmea aceidn clarificadora sobre la turbldez poten
ecial, que hace que el liquido elarificado se mantenga -
transparente durante su elmacensmiento.

Tales ventajes, as{ explicables tedricamente,
patén confirmadas en le préctica. Por ejemplo, en la de
la industria cervecers, en la que hace ya mucho tilempo,
casi desds principioé de siglo, que se vienen empleando,
para la clarificecidn de la cerveza, productos enzimdti
cos procedentes del reino vegetal, de los cuales los &C
tualmente wtilizados son, bien los obtenidos de la "Ca-
rica Papaya", generslmente en soluciones riecas en papqi
na; bien concentrados comerciales del latex del higo —-
("Ticus glabrata"), que contiene ficina camo producto =
getivo. También se han propuesto enzimas hidrolizantes
procedentes de hongos ¥y de la cebada.

A pesar de que, en 1o que & la clarificacion
de 1{quidos turbios se refiere, son francamente buenos
los resultados obtenidos con los enzimas procedentes de
la papaya, los inconvenientes del empleo de tales enzi-
mas de origen vegeral son muy grandes. En primer termi-
no, son poco estables, por ser necesario utilizarlas en
soluciones enriquecidas; no son susceptibles de egteri-
1izacién por tratamiento térmico, por encontrarse en sQ
lucidn; y su actividad sélo existe dentro de mérgenes —

estrechos de pH, Pero, ademds, su precio suele ser alto



¥y, por depender de la eventualidad de las cosechas, ias

posibilidades de su utilizacidn industrial estdn medise

$izadas por la climatologfa, ls localizaciln de las — -~

plentaciones (que en el caso de la papaya, por ejemplo,
5. hen de ser tropicales o subtropicales); ete.

Tales inconvenientes se evitan mediante lo —-
que constituye el objeto de la presente invencidn, se-
gin la cusl los productos enzimiticos empleados son los
obtenidos por fermentacidn industrial inducide de micro

10, organismos, concretamente de “Streptomyces", de cuyo =-—
caldo ~bien empleado como caldo de fermentacidn o como
celdo enriquecido mediante técnicas de fermentacidn~ se
separa, en estado sélido, una fraceidn engimétice, muy
activa para la clarificaciln y prevemcidn de turbidez -

15. en 1iquidos acuosos proteicos.

Tales enzimas procedentes de los "Strepiomy-
ces", adends de ser productos obtenidos industrialmente
a precio relativamente bajo ~y que, contrarihmente a lo
que sucede con los derivados de cosechas vegetales, gue

20. encarecen con el sumenio de demmenda, son méds baratos —-—
cuanja mayor produccién pernita la difusidn de su empleo=,
presentan todaes las veniajas correspondientes & los Que
en el caso de los enzimas vegetales hemos enumerado co-
mo inconvenientes. Ademds de no ser toxicas, teles pro=

a5, teasas procedentes de los "Streptamyces", obtenidas en
estado so0lido, pueden ser esterilizadas por calor seco
sin pérdida importante de actividad; pueden ser manipu-
ladas estériles por su gran estabilidad en eséado s6ec 0}
Yy sunque su empleo en estado seco tiene la ventaja de -~

30. no implicar dilucién del liquide a clarificar, la solu~

bpilidad de dichas protessas hace posible obtener solu-
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Fiones estabilizables si se desea emplear el enzima por
adicidn de lfquido al 1fquido que se quiere clarificar,

Ciertamente, es claro que los liquides a cla-
rificar con arreglo a esta patente han de ser acuosos,
aungue no es necesario que sean fnicamente &cuosos; y -
que en ellos ha de estar relacionada con la presencia -
de péptidos o proteinas la turbidez de cuya clarifica-
citn se trate. Es preciso, ademds, que en el 1iquido a
clarificar no hays, en cantidad tal que pueda desnatura
lizarlos, antifermentos especificos de los enzimas uti~-
lizadoss ni uns rigueze salina desmesurada, que pueds —
provocar el “"salting-out" de la composicién enzimdtica
afiadida 81 ligquido turbic, ni una concentracidn tan al-
ta (pH>11) ni tan baja (pH<3) de hidrogenones que im-
pide la actugeion de los enzimas en solucidn o incluso
los desnaturalice. Por otra parte, cuando los 1fquidos
turblos a tratar lleven, ademss de agus, disolventes or
ginicos (acetonas, alcoholes, glicoles, etc.), la con-
centracién de éstos no debe mobrepasar el valor eritico
que, por ingolubilizacidn del enzima aladido, provoque
su inactivacidn o su precipitacidn.

OBTENGION Y DESCRIPCION DEL_PRODUCTO.

A.~ Obtencidn.

Los enzimas protecvliticos empleadcs como cla~
rificadores se obtienen por inoculacion de "Strepiomy-
ces Fradime" en placa de agar, siembra con los indculos
en frascos de fermentacidn llenos de caldo nuiriente es
téril, agitacién y aireacidn estéril y siembra, con el
indeulo desarrollado en los frascos intermedios, de tan
ques fermentadores estériles y cargados con un caldo nu

triente que contengan sales minerales, azucares y aporte
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nitrogenado suficiente para conseguir la fermentacidn a
wn pH mentenido con temperatura y aireacifn esteril con
trolada. Cumplida la fermentucidn, el caldo se Ffiltra y
precipita en acetons y el producto sdlido, seco, contie
ne la actividad enzimdética de los caldcs.

B.— Actividad proteciitica.

Ia actividad proteciitica se pone claramente
de menifiesto haciendo actuar los engimas frente & sus-
tratos protelcos, que pueden ser caseina, azocgseins, -
queratina, hemoglobina, etc, Para la estimulacidn cuan—
titativa de la aciividad enzimdtica resulta ser la hemo
globina un sustrato @til empleando el método de Anson =
(d.Gen. Physicl. 223 79, 1938) y en nuestro caso evalug
mos en unidades Anson los producios enzimdticos enpled—
dog como clarificadores.

Segin los lotes de fabricacidn, el erzime pro
teolitico se presentd como un polve blanguecino con uns
potencia de 4000-10000 UA/mg. Sometido a eleclztroforesis,
Gemostro Separar cuatro bandas fundamentales sl resli-
zar ésta sobre gel de Agar noble (Difco) en buffers de
vercnal-veronal sodico & pH = §,2 y fuerze ionica 0,035,
para un recorridc de unos 80 minutos y seperacidn de 10
cm. entre puentes salines, con deposicidn de la muestra
& 2 cm. del puente que conexiona al énodo consumiendo -
3,5 mbi/om. de gel a un voltaje medio de 10,9 volbtios/cm.

¥y dando unes movillidades reclativas segin el siguiente -

cuadros
Fraccion Mov. relative
A 0,5
3 0,7 {
c "0,8
D 1,0
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Generalmente la proteina de la fracc16n A ea

Ya de mayor porcenteje ( 35%), repartiéndose el restan-
te contenido proteico entre las tres restantes en canti
dades bastante similares. .

Realizendo un andlisis enzimoelectroforético
en condiciones experimentales andlogas a las descritas,
se pone de manifiesto que todas las fracciones proteicas
son Pracciomes enzimdticas, empleando también hemoglobi
na como sustrato de acoidn y revelando las manchas de -
digestidn por coloracidn del fondo proteico con rojo —
Poncean, que la fraceién A es la meyor ectividad enzimd
tica, seguida de la C y & continuacidn 1a By D con va~
lores de setividad bastante parecidos entre si.

Dentro de la homogeneidad de fracclones puede
haber diferencias cuantitativas entre lotes de fermenta
eidn, sin alterarse por las diferentes proporciones en-
simdticas los resultados de clarificacidn en liquidos -
turbios, ye que se comportan como iscenzimas con gran ~
enalogia de las fracciones entre s{, sin habersa notadc
diferencias sustanciales de especificidad.

El pH Sptimo de mctuacidn de la solueidn enzi
mética y su estabilidad esté priximo al pH neutro (6-8)
10 cual coincide con el valor Sptimo deseable para 1{-
quidos industriales empleados en bebidas tento en all-
mentacidn humene como animal.,

C.~ Estabilidad,

Tos enzimas s06)lidos son, en eetado seco, ex—
traordinariamente establea a le accidn de la temperatu-
ra, 1o cual puede @aprovecharse para su esterilizacidn.

.1 siguiente cuadro, que se resume en la adjun

ta gréfica 1, indica la estaebilidad a 1009C de una pro-
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teasa sdlida en funcidn del tiempo de calefaccion.

TIEMPO ACTIVIDAD % RETENIDO IE
En minutos en UA/mg. IA ACT.INICIAL
0 8.532 100

15 8.406 99
30 8.029 95
45 8.139 96
60 8.411 99
120 7.436 88
180 7.684 91
1320 6.955 82

Ia fluctuacidn de hébito en la curva se puede
explicer por el 1{mite de exactitud del método Anson de
estimacidn cusntitativa de enzimas proteoliticos e im-

eluso la aparicidén de un incremento en la actividad pue

de prevenir de une pgrdida en la desecacidn de humedad
y voldtiles, con el consiguiente emriquecimiento del sd
lido en activos.

La estabilidad de las solucicnes de la proiea
ga es funcidn de la temperatura de almacenamiento de =-
las mismes, asl como de la presencia de iones estabili-
zadores en ol medio de actuacidn.

El i0n calcio demuestra poseer una mccidn es-
tabilizante noteble ineluso en concentraciones relativa
mente pequefias. La gréfica 2 representa la actividad rg
tenida en ordenadaes frente al tiempo de calentamlento ~
en minutos, en abscisas, a diferentes temperaturas que
figuran en cada linea de accidn de la gréfica. |

Ia curva anéloga de estahilidad—tiempo; a tem

peratura ambiente en ausencia y presencis de ifn caleio
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se representa en la gréfica 3, en la que se representa
la actividad en UA/ml. en ordenadas y el tiempo de &c-
tuseidn en dfas, en abscisas. _

Ia grifica 4 muestra la estabilidad de la so-
lucién de proteasa almacenade en frigor{fico (temperaty
ra 0-52C) por espacio de unos tres meses y pone de mani
fiesto que en tan largo periodo de tiempo su inactiva=
cién es inferior al 20% de la actividad inieial en pre-
sencia de idn calcio.

Como resumen de los trabajos efectuados, com-
parando los resultados de estabilidad que se represen-—
tan en las tres gréficas ultimsmente citadas, puede - -
afirmarse gquet

12,~ El producto es susceptible de ser manlpn
lado como solucidn y de ser almacenado disuelto en in-
dustrias, como le cervecera, que dispongen de instala-
ciones frigor{ficas ordinarias (a 52C en ires meses, ——
pérdaida de actividad superior al 20f de la inicial).

29,- Que pars operaciones de clarificacim y
desproteinizacidn rdplda, el producto disuelto puede eﬁ
plearse 8 diferentes temperaturas, superiores 8 la am=-
viente, sin que por un tlempo apreciable decrezca la ac
tividad de la solucidn estabilizads por encima del 20%:
Para 559C el proceso méximo serd de 3 horas; para 602C,
1 hora; para 652C aproximadamente media hora; para T702C
unos 10 minutos., Por oncima de los TO2C la vida media =
del enzima es del orden de minutos.

30,~ Es interesante la autodestruceion del en
zima a temperatura ambiente en tiempo superior a log =
100 dias-para soluciones con defensa cdlcica y con una

vida media de unos 9 dfas sin defensa de calcio, ya que,
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el emplearse este enzima en la industria de bebidas, =e

puede régular una adicion suficiente pare clarificar y

mantener limpia en el almacenamiento la bebida clerifi-
cada, pero como se autodestruird el enzima después de -
realizada su funcidn clarificadora, no se dosificard ni
sobredosificard al bebedor con productos enzimfticos ag
tivos, lo gque si tal sutodestruecidn no sucediers, po-

dria traer complicaciones farmacoldgicas, legales e in-
cluso senitarias. Los enzimas ultraestables en solucidn
permanecen con accidn farmacologica y enzimdtica detec—
table después de cometida su funeidn clarificadora, por
lo que al consumidor de la bebida puede manifestar efegc
tos secundarios en la ingestion de los elsborados cleri
ficados.

D.~ Toxiecidad.

Ia toxicidad del producio se ha estudiado to-
xicoldglicamente en e]: doble aspecto de toxicided aguda
por via orel y toxicidad crénica por via oral.

Ias pruebas de toxicidad agude se han realiza
do sobre ratones, empleando productos enziméticos de —
mnuy diferentes loteé de fementacién.,, siguiendo el cur~
so de la prueba en mortalidad, morbilided y curva de =~
crecimiento. La ddsis afladida a la dieta de prueba era
del orden de 1.000.000 UA/kg. de pienso. En todos los ~
casos se apreciaba (pruebas de 10-~30 d:ias)_' un perfecto
estado sanitario en el grupo de ratones alimentados con
el pienso afiadido de proteasas con mejoras en la curva =
de crecimiento respecto al grupo testige similtaneo y,
en todo caso, con mortalidad nula. '

Las pruebas de Htoxicidad cronica se hen efec~

tuado sobre pollos recién nacides que se alimentaron =
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con piensos adicionados @1 enzima provenlente de Strep-
“omyces Fradiae; hasta su sacrificio a las 9-10 semanas
de vida. En todos los casos el estado sanitario de la -
menada con alimentacion enzimdética fué igual o mejor —
que la manada testigo alimentada con el mismo pienso -
gin adicidn de enzimas.

Ta falta de taxicidad de los enzimas proteoli
ticos de Streptomyeces permite su empleo en medicina y -
gctunlmente se usan en preparados farmaceitticos, asocia

dos a antibidticos para facilitar su absoreidn.
DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO OBJETO DE LA PA-

TENTE.
Iado el gran numero de variantes posibles den

tro del genérico problems de le clarificacidn de lfqui~
dos turbios, gegﬁn cuales sean el origen de la turbidez;
su intensidad, 1a posibilidad de modificacidn del pH ~-
del 1{quido a tratar, la termoestabilidad del mismo, su
periodo de almacenamiento dGSpués de clarificado, 1la -
composicién intrinseca misma del liquido claro, etc., -
es imposible, y ademds resultarfa inttil, der normas de
talladas y uniformes de manipulacién de cardcter gene-
ral. Esta debe adaptarse & las condiciones especificas
del problems que en cade caso constituya y plantee el ~
liquido a clarificar. Pero todas esas variantes de deta
lle lo serdn de las normas comunes eseﬁeialas del proce
dimiento objeto de la patente, que pueden concretarse -
asi:

Ia adicién, al 1{quido a clerificar, del pro-
ducto enzimdtico obtenido de la fermentacidn "Streptomy
ces" puede hacerse de una vez o en varlas veces, 10 — -

cual, esto dltimo, es particularmente util cuando se -~



10.

20.

25.

30.

- 12 -

trate de hidrolizar, a temperaturas relativemente eleva
das, gréndes moléculas nitrogenzdas. El producto enzimg
tico pueds adicionarse en estado sélido, disuelto en —
agua o en solucidn ascuosa, con o gin presencie de idn -
cdlcico, o0 disuelto en una poreidn del mismo 1liquido &
¢clarificar.

El 1iguido sobre el que deben actvar los enzi
mas no debs tener una acldez gque comunigue un pH infe-
rior & 3 ni una alcelinigaed con pH superior a 10. Igua-
les margenes de pH deben conservarse para los 1iquidos
de disolucidn en caso de afiadirse el producto enzimdti-
co disuelto,

la concentracion del producto enzimdtico & —-
afindir dependerd, entre mérgenes muy amplios, de la es—
pecificidad del enzima respecto del susirato nitrogena-
do que ha de hidrolizar, pero gencralmente 1s actividad
enzindtica varfa entre 200.000 y 20.000.000 de UA/H1. -
de 1{quido a clarifiéar. !

F1 1{quido turbio afiadido del componente enzi
mético puede almacenarse o filtrarse con posterior alma
cenamiento, teniendo en cuenta qus a temperaturas bajas
(0=52C), =i bien le asceildn clarificadora es més lents,
también se prolongs la vida media del enzima, por 1o —-
que la clarificacidn se consigue; a temperatura ambien-
te (18=-252C) es mds rapida la accidn y mayor la caduci-
dad, por lo que précticamente se llega a igual efecto —
olarificador que en solucionss frias pero en menor tiem
po. Subiendo la temperatura haste unos 55~-602C, se acor
ta notablemente el proceso de clarificaciin y la vida -
media del enzima, Controlando la vida media del enzima

en pruebas separadas, siguiendo 1¢ aetividad por el mé-
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todo snal{tico cuantitativo de Anson, se puede predecir
el momento en gue, 8i se quiere eontinuar 1s acciin en—
zimdtica a temperatura moderadamente alta, habré que —
efectusr adiciones sucesivas de enzimas paras mantener -
un nivel suficiente de concentracidn activa de enzima.

Si se desea detener en cuglquier mamento la -
accidn enzimdtica o destruir el sobranie activo de enzi
ma remsnente, por considerarlo necesario, basta con pro
longar el tiempo de almacenamiento del 1{quido claro; -
segin las curvas de estabilidad que se incluyen en esta
petente, calentar la solucidn clara durante unos minu-
tos por encime de unos Q0RC, elever el pH de la solucidn
olara por encima de 10 & hacerlo inferior a 3, pudiéndo
se al poco tiempo reajustar el P original.

Con cardcter aclaratorio, pero no limitativo,
del procedimiento objeto de la invencidn se dan los si-

guientes ejemplos précticos de realizacion del mismo:

Ejemplo 1.
DETERMINACION DEL EFECTO CLARIFICADOR DE PRO=

TEASA DE STREPTGMYCES PFRADIAE SOBRE TURBIDEZ RESIDUAL -~
EN SOLUCIONES ACUOSAS DE GELATINA COMERCTAL FILTRADA.

TECNICA:
Se determina la turbidesz por la dispersiln de

1a luz monocromitica causada por las partfculas sdlidas
dlspersas (efecto tipo Tyndall) en la solucidn proteica.

Ia lectura de luz disperse se hace & un &ngu-
lo de 90f de la luz incidente y el registro de luz dis-
persa se verifica a le misma longitud de onda de la luz
incidente. La intensidad de luz dispersa es directamen~
te proporcionsl a8 la cantidad de part{culas enturbian-
tes y, por lo tanto, a 1a turbidez del 1{quido.
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METODO:

Se preparan dos soluciones de gelatina cali~
dad comercial plata, en las concentraclones y con la —
técnica que mds sdelante se indica, y una parte de ta-
les soluciones preparedas se adicionan de soluciln enzi
mética, preparadas seglin se dice.

En todos los casos se ajusta la intensidad de
Juz incidente & un valor adecuado que permite el regis—
tro dentro de las condiciones experimentales que se Jn-
dican, &l incidir la luz monocrom&tica gobre 1z solucién
preparada més turbia de la serie (la solucidn testigo).
Sin modificar ls intensidad de la luz incidente, se re—
gistra la intensided de la luz dispersada para cada a0~
lucifn de gelatina adicioneda de solucidn de proteasa -
inactivada (véase modo operatoric) y otra poreidn de —
otra solucidn adicionmda e incubade en las condiciones
que se citan con solucibn de proteasa activa., Esto se =
hace pars tener ﬁn blanco de referencia en cada solucién
turbia llevado a igusl concentracidn y condiciones que
el problema que se estudia, & excepcildn, naturalmente,
de la actividad enzimdtica presente en los problemas y
sugente en los testigos.

Ia intensidad de la luz dispersa es un Indice
de la concentracidn de sdlidos dispersantes, es decir,
de la turbildes.

La longitud de onda elegida para el enssyo —-
coincide con la longitud de onda en que la intenelidad «
de 1luz dispersa es mds alta. -

METODO EXPERIMENTAL.

Preparscidn de solucidn de gelatina en:Buffer

de Boratos. pH = 8,2, Conc. = o,qﬁu.
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plata y se adicionan en unos T00-800 cc. de Buffer de =
Boratos pH = 8;2, Cone. = 0,05M, que previamente se han
calentado a T0-808C, y se agita, manteniendo dicha tem=
peratura hasta completa disclucin. Se filtra la solucién
caliente (2 50-60%C)} sobre papel y & vacio para elimi-
nar las part{culaes més groseras y, una vez filtrado, se
completa el volumen hasta 1 1., con buffer de Boratos.

Preperacidn de solueién de proteass amctiva en

buffer de Boratos.

Tres gremos ds una proteasa de Streptomyces -
con wns actividad = 11.626 UA/mg. (unos 35 millones de
UA totales), se disuelven con agitacidn mecAniea en unos
150 ml. de buffer de Boratos (pH = 8,23 Cone. = 0,05M).
Ie solucién me filtra sobre torta de Supercel y, una —
vez filtrada, se completa el volumen hasta 200 ml. con
el mismo buffer y se afiaden como establilisante 250 mg.
de clorurc edlcico anhidro y 50 ml. de propilenglicol.

Ia solucidn as{ preparade tiene wma actividad
de unas 100,000 UA/ml.

Preperscion de solucidn de proteasa desactivada.
125 ml, de la solucitn anterior de proteasa =

activa se hierve durante 10 minutos para desactivar el
enzima, Transcurrido este tiempo se deja enfriar a tem-
peratura ambiente y se completa con buffer de Boratos -~
haste el volumen inicial (125 ce.).

La solucidn asi tratada carece de actividad -

enzimdtice,
Preparacidn de solucion de gelatina con pro-

teasa desactivada. (Solucion testigo)e.

A 200 ml. de solucidn de gelatina, se afiaden
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50 ml., de solucidén de proteasa desactivada.

Preparacidn de solucidn de gelatina con pro-

teass activa. (Solucidn pfoblema).

A 200 ml., de solucidn de gelatina, se afisden
50 ml. de solucién de proteasa activa (100,000 UA/m1) -
guedando la solucidn problema & 20.000 UA/ml.

INCUBACION.

Une vegz preparadas las soluciones problems ¥
testige se introducen en estufz a 372C y se mentienen =
211f durante 24 hores.

Transcurrido este tiempo, se sacan fuera de -~
1s estufa y se toma el sobrenadante de ambas soluciones
para medir su respectiva turbidez. A simple vista, se -
aprecie en los 1{quidos sobrenedantes que la solucion —
testigo estd turbis mientras que la problema estd clara
y transparente. _

DETERMINAC;ON DE IA TURBIDEZ POR DIFRACCION.

Se empled ol espectrofoidmetro ZEISS RPQ=20 -

con accescrios de ospecto-fluorometrie de ls misma o838,
utilizando como fuente luminosa lémpara de Xenon con =-
alimentacidn estabilizade, remlizéndose las leaturas 2
amperaje constante de 2,5 A, con prefiltro enfriedor y
seleccidn de luz monocromética incidente por monocrcme-
tizador de doble efecto (ZEISS MM12). Trabajéndo g ren-
dijs de 1,4 mm. y longitud de cnda de 462 mu.

Ia oubeta de trabajo era de cuarzo de 1x% cm.
con fondo transparente {lecturas s 902) y el espectrofg
témetro de registro se ajustd para medidas de infensi-
ded, registrando la luz dispersa a igual longitud de on
da de 462 mu y wna rendija de 1,4 mm,

En todes los casos se mgntuvieron fijas todas
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las condiciones que anteceden, asi como la ampls o
oibn de la luz difractada y el ajuste 0~100 de intenai-
ded nila y méxima. Se comprobd que, en las condiciones
experimentales, el agua destilada limpia tliene una In-
tensidad del 2% (correspondlente a turbidez = 0) y 1s
solucidn mds turbia se ajusta la lectura de intensidad,
como se dice, & un valor proximo a 100.

RESULTADOS EXPERIMENTALESS

Se han determinado sobre 4 grupos de soluclo=

nes testigo y problems obtenidos en diferentes dias.

De cada solucibn testigo y problema se reali-
zaron 8 lecturas de turbidez y los resultados de valor
medio de cada grupo, asi como los mdrgenes de confianza
para ung certezs del 95% de probebilidad en la curva esg

tadf{stica de dispersidn normal, se dan en la siguiente

tablas
SOLUCION TESTIGO SOLUCION PROBLEMA

A B C D A B C D
N2 de casos 8 8 8 8 8 8 8 8

E

Vmdt DS 104 101 96 101 30 41 25 20
Vm 102 96 93 96 28 39 24 19
Vet DS 100 91 90 91t 26 37 23 18

Indice de -~
variabilidad 3% 6% 3% 5% 6% T 5% 4%

Como se vé, no hay grandes diferencias signi-
ficativas entre valores medios de 4 series de cada caso
(testigos y problemas), de cada grupo estadistico, lo -
gue indice una buena reproductividad del método, por lo
que se pueden resumir las 4 series de 8 lecturas en un
valor tmico medio pars cada serie que se dé en la tabla

siguiente:



5.

10,

15.

20.

25.

30.

- 18 -

LA T
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SOLUCION TESTIGQ SOLUCION PROBLInA

N2 de casos 32 32
Vmd 508 99 3t
YV 97 28
Vm-tDS 95 25
eriitama o 26%

ANALISIS DE RESULTADOS.

Camo puede apreciarse sn el cuadro precedents,
1a intensidad de la luz dispersa a causa de la turbides,
en las condiciones experimentales descritas de tratamien
to ¥y determinacidn, se reduce por el proceso de clarifi
cacidn enzimdtica, objeto de la invencidn, de un 9742 -
(proxime a valor 100) a 2843; es deecir, se logra una —
clarificacién de casi un 70%.

Ejemplo 2.

CLARIFICACION POR FILTRACION DE SOLUCION DE o
GELATINA CON PROTEASAS DE STREPTOMICES CMO ACELERADOR

DE FILTRACION,
TECNICA:

Soluciones relativamente concentradas de gela
tina pueden clarificarse por filtracidn empleando pape-
les de filtro especisles, con grueso poro, aus, si bien
eliminan las particulas suspensas més groseras, 1o lo-
gran una clarificacion perfecta por el tamafio del poro.
Do todas formas la operacidn es lenta y tedioss.

Una causa de la lentitud es la alta visecosi~
dad de dichas soluciones a temperatura ambiente.

Con el empleo de soluciones de profteasas de -
Streptomyces, adicionadas a las scluciones de gelatina

se consigue un marcado descenso de la viscosidad del me
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dio que, en la menipulacidn de una filtraci6n; se tradu
;e en acortar notablemente el tiempo de filtracidn para
conseguir, incluso con papeles ardinarios o de lenta =
filtracidn, una separacidn de solido y lfquido por fil-
tracidn més rdpida y més perfecta por permitir el uso -
de papeles de filtro de poro més cerrado.

METODO:

El método empleado consiste en determinar vis
cosidades y tiempos de filtracidn en equipos standard -
de solucliones de geletina que, como se deseribe en el -
ejemplo 1, se adiciona una perte con solucidn activa de
proteasa de Streptomyces (solucidn problema) y otra con
la misma cantidad de solucidn de proteasa de Streptomy-
ces desactivada térmicamente (solucidn testigo).

METODO EXPERIMENTAL

Solucidn problema: Solucidon de gelatina con -

proteasa de Streptomyces igumsl que el ejemplo 1.

Solucidn testigo: Solucidn de gelatina con ~-

proteasa de Streptomyces desactivada igusl que el ejem—

plo 1.
INCUBACION
En estufa de 379C durante 24 horas, igual que

en ejemplo 1.

Transcurrido el tlempo prescrito de incubacion
88 retiran ambes solucliones, testigo y problema, de 12
estufa y se hamogenigan por agitacidn antes de proceder
a las determinaciones de viscosidad y velocidad de fil=-

tracion,
Determinecion de viscosidad: Las determinacio
nes se realizeron con viscosimetro de CANNON-FENSKE de

doble enrase, cebado en todos los casos con iguel volu-
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men 1fquido. Constente K del viscosfmetro -»0,014009 8
ra 15;55-96 = §02F; 0,01‘39900 para 37,T8RC = 1008F§ ~
0,013975 para 54,44°C = 1308F; (todos los valores de X
en ¢SK/sg).

El viscosimetro limpio, introducido en bafic =
termostdtico & 202C, se adicionaba del volumen del 1li-
quido a pruebs y mantenia en el bvafio el conjunto hasta
alcanzar ol equilibrio termico.

En cade determinscidn de tiempo de vaciado en
t® marcas, cronometrando con reloj cronometrador de 1/5
de sg. de lectura diferencisl, se realizd una determina
cidn con agua destilada en idéntlcas condiciones.

Cada determinacidn de tiempo se hace por 2 -~
lecturas consecutivas que en las condiclones de trabajo
resultaron iguales entre sf.

RESULTADOS

Los tiempog de vaciado, proporcionales 8 la =
viscosidad cinemdtica y, por tanto, en relacidn directa
con el tiempo de filtracion de cada problema, se resu~
men en la tabla siguiente donde se incluyen tembién los
valaores deducidos de viscosidad cinemética cbtenidos al
multiplicar el tiempo de vertido de cade solucidn por -
1a constante del viscosimetro & 20%C (dato interpolado).

TIEMPOS DE VACIADO (segundos)

Testigo Problema Agun destilada
N2 de ecaBsos 6 6 &
Vm+tDS 469 106 T5+6
Vm 358 105 74;8
Vo-tDS 247 104 74;0

Indice de va s
riebilidad 29,6% 0,8% B
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VISCOSIDAD CINFEMATICA A 209C (en eSK)
’ (K = 0,014006)

Tegtigo Problema Azun destilada
N2 de casos 6 6 6
" 5. Vmd$DS 6,568814 1,484636 1, 0588536
Ym 5,014148 1,470630 1,0476488
Vm-tDS 3,459482 1,456624 1,0364440
f»gg%gfiggav?“ 29,57% 0,85% 1%
10. ANALISIS TE RESULTADOS

Iae soluciones de gelatina de los testigos —
tienen una gran variabilidad en viscosidad cinemética,
(Valor medio = 5,014; indice de variabilidad = 30%).
Tas soluciones de gelatina de los problemas -
15. (adicionados de proteasa de Streptomyces activa) se ho-
mogeneizen notablemente en cuanto a viscosidad cinemdti
ca, que disminuye los valores de valor medio = 1,471 —
{indice de variapilided = 0,85%) 1o que representa una
disminucidn de la viscosidad de 70, T#, quedando la vis-
20. cosidad de los tratados por el procedimiento objeto de
1a patente muy prixime & la del agus destilada (Vm =1,0483
indice de varisbilided = 1%) (Tratados Vm = 1,471 fren-
te & valor medio agua = 1,048, Testigos sin tratamlento
Va = 5,014 frente a Vm agus = 1,048).
25. FILTRACION
Simultanesmente y con las mismas solucliones -
en que se hacen las determinaciones de viscosidad, se -
procede & determinar el tiempo de f£iltracion en condi=-
ciones standard & través de pepel de filtro procedente
30, del mismo lote de fabricacidn, cronometréndose el tlem~

po de recogida de 10 cc., después de haber pasado 1os -



5.

10.

15.

20,

wren )

5 ec. iniciales, segim la técnica de Tappi; con Cargas

de 20 ml. del liquido filtrante.

EQUIPQ

Tres embudos coénicos, de 55 mm. # y altura -
45 mm, con véstago de 53 mm. y difmetro interno del vis
tago de 4 mm. terminados en tajo de plume, se colocan ~
sobre probeta de 25 ml. y encima de cada unc se coloca
el papel de filtro Schleicher-Schiill ne 5893, de 10 cm.
de didmetro, sin plegar a excepcldén de una plegadwra pg
ra dar al disco de papel la forme de cono sxacta del em
budo, que replegada sobre si mismo quedsba hecia 8l in-
terior del cono y adherida a la pared del mismo.

A temperatura smbiente operando de uno en uno,
se cronometran los tiempos en que se recogen desde el =
cm, 5 del filtrado &l 15. De cada solucidn se hicieron
8l menos 6 controles de tiempo de filtracidn y los re-
sultados del valor medio de cada grupo, asi como los —
mérgenes de confianza pars una certezs del 95% de probe
bilidad en la curva estad{stica de dispersidn normal; -
se den en la siguiente tabla:

TESHIE0 PROBLEMA AGUA_DESTILADA

A

B C A B C A B C

K¢ casos 6

Vm$tDS

Tn-t15
100 DS/Vm

30.

1.506
Vm : 1.271
$.037 1.023
17%

8 9 6 6 7 6 6 9
1.445 1.527 510 480 560 149 135 127
1.234 1.288 432 403 437 127 119 17
1.049 354 325 314 105 103 107

24% 1% 8% 30% %1% 1
Como se ve no hay diferencias signifieativas

20%

entre valores medios de 3 series de cada caso (problema,
testigos y control de agus destilada) de cada griupo es-

tadisticemente entre si, lo que indica una buena ropro=

|
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ductividad del método y homogeneidad en el poro de pa=
pel por lo que se pueden resumir las 3 series de 6 lec-
turas minimos cada una en wn valor inico medio en cada

serie que se dd en la tabla siguiente:

_ Testigo Problems Agua destilada
N2 de casos 23 19 21
Vst LS 1377 471 128
Vm 1265 425 121
V-t D3 1153 379 113
100 DS/Ym 20,515% 22,53% 13,30%

ANATISIS DE CONCLUSTIONES

El tratamiento snzimdtico, reduce conaldera-
vlemente el tiempo de Filtracldn de 1265 sg. de la solu
cidn sin tratamiento enzimdtico (testigo) & 425 =g. de
1a solbcion t;atada per ql procedimiento objeto de la -
invencibn (provlema). Ee decir reduce el tiempo en un -
66,4% y, comparando los tiempos de Filtracion en propor
oidn con el tlempo de filtracidn de agus en les mismas
condiciones, se tiene: tlempo de filtracidn de heatigo
= 10,45 veces del tiempo de filtracion en igusles condl
ciones de mgua destilada; tlempo de filtracidn de pro-
blema = 3,51 veces del tienpo de filtracidn en iguales
condiciones de agua destilada.

Esto pone claramente de manifiesto yua el tra
tamiento he sido eficaz y ha aproximado el tiempo de —-
piitracidn de wr 1fquido proteico de filtracin lenta -
al tiempo de filtracidn de agua destilade pura para con
giciones experimentales idénticas.

Ejemplo 3.

 OLARIPICACION IE UN IIQUIDO VISCOSO CON ENTUR-
BIANTE PROTEICO CON ACCION DE PROTEASAS IE STREPTOMYCES

FRADIAE.
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TECNICA:

Se prepara wna solucidn viscoss de gelatina ~
con Buffer de Beratos que'se subdivide en porciones — -
iguanles.

A cada parts alicuota se adiciona uma cantidad
exactamente pesada y fija de un enturbiante sdlido pro-
tolce, no soluble or la solucidn viscosa.

Cada mezcla turbia se adlciona de un volumen
constante de solucidn de protease de Streptomyces con =
actividad por ml. varisble, Se incuban las diferentes -
sugpenaionas en clarificécién ¥ finalmente se pasan a -
tubo de centrifuza cuyo fondo es un cilindro de menor -
didmetro que la porcidn de boca tembién cilfndrica, de
1 ml, de capecidad estsndo greduado en 0;02 ml. el pe—
quefio cilindro dlstel que, logicemsnte, tiene sl fondo
carradao an samleslera,

Se cantrifugen simultansawente todas las solu
ciones de prueba contenides en dlchos tubos idénticos =
entre s{,

Terminada la centrifugscidn, el enturbiante =
38 encuenira sedimentadc en el pequefio cilindro gradua=
dc terminal, sobre cuya graduacion se puede leer el Vo=
lunsn aparents dsl sdlido enturbiente residusl, que in=-
dica por lo tanto la turbidez en cada caso.

METODO EXPERINENTAL

Preparacidn de solucidn de geletina de buffer

de Boratos (pH = 8,2; Conc.= 0,05).~ Se dlsuelven 75 gr.

de gelatina calidad coumercial plata en 1 1. de buffer =
de boratos (pH = 8,2 Conc = 0,05M} de igual mode que en
el ejemplo 1. ;

Prevaracidn de solueidn ‘de proteasa activa de
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Streptanyces Tradise en Buffer de Boratos.

’ 0,6 gr. de una proteasa de Streptomyces Fra-
diae con actividad de 11.626 UA/mg. (unos 7 millones de
UA totales) se dlsuelven con agitacién mecanica en unos
150 cc. de buffer de Boratos (pH = 8,2 Conc, = 0,05M).
Ta solucidn se Ffiltra sgobre torta de Supercel y une vez
filtrada, se completa el volumen hasta 200 cc. en el —
mismo buffer y e afinden como estabilizantes 250 mg. de
cloruro caleleo anhidro y 50 ml, de propilenglicol. Ia
selucifn aaf prepersds tiena ura actividad de wnas — -
20,000 TA/ml,

Preparacidn de solucidn de protessa de Strep~

fomyces Frodise desugtivada (soluciln testigo).

125 ml, de le solucidn anterior de proteass -
activa se hierven durante 10 minutos para desactiver el
enzima. Uranscurridc este tiempo se deja enfriar a tempe
ratura ambiente y se completa con buffer de boratos hag
t2 ol volumen inicizl (125 ml.). Ia golucidn carece de
actividad enzimética.

Proparacion de soluciln de gelatina con entur-

bisnte de caseina y cantlidades crecientes de solucifn =

de rroteaga activa.

En 6 vasos de 100 cc. se pesan exactamente 2
gr. de caseina y 36 afiade poco a puco en cada uno de =
elloe 40 cc. de solucidn de gelatina, agitando de forma
que al principio se forme una paste que facilite wng ~-
suspensién homogenea.

Sobre eata serie de suspensiones se afiaden: -
0, 2, 4y 65 8 y 10 nl. Ge protessa de Streptomyces acti
vay 10, 8, 6, 4, 2 y O ml, respectivamente de proteasa

de Streptomyces demactivada, de forma gue el volumen fi
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nal sea de 50 ml. en todas las series y que conteng_an -
aproximadamente: 0; 40.000, 80.000, 120.000, 160.000 ¥
200,000 UA/vaso. Se homogeneizan bien y se introducen -
en estufa para incubacion.
5. INCUBACTOR
En estufs a 379C durante 24 horas, iguel que
en el ejemplo 1. Transcurrido este tiempo se retira de
1a estufe y se procede & la centrifugacion.
CENTRIFUGACION

10, Se usan 6 tubos de centrifuga cuyo fondo es -
wn eilindro gradusdo de 0,02 a 1,00 ml. de menor didme-
4ro que 1a boca tembién cilindrica, siendo las medidas
del cilindro superior: didmetro interior: 14 mm.; albu-
78 = 52 mm.; y del cilindro inferior: digémetro interior

15. = 2,6 mm,; &ltura = 50 mm,

Se pasan 5 ml. de cada suspensién a8 un tubo -
de centrifugs, después de homogeneizar bien, y se cen-
trifuga tod= la seris a la vez a 3.000 rp.m. durante 8
minutos.

20. Después de la centrifugecidn se lee en la es~
cala graduada el volumen de sedimento para cada conecen=—
tracidn de proteasa, repitiendo 6 veces la oyeraeién P2
ra obtener uns serie estadistica.

El valor medio, mérgenes de confianza e fndi-

25. ce de variabilidad se expresan en la siguiente tabla:
U\/vaso UA/ml. Ym#tDS  _Vm  ¥m—tDS 100 DS/Vm

0 0 0,61 0,57 0,53 645%

40.000 800 0,23 0,19 0,15 19,76

80.000 1.600 0,10 0,09 0,08 11,06

30. 120.000  2.400 0,03 0,08 0,07 20,0%

160,000 3.200 0,06 0,06 0,06 0,05

200,000  4.000 0,04 0,03 0,02 31,08
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ANALISIS DE RESULTADOS
En pruebas en que 1z cantidad de enturbiante

(caseina) era inferior a 2 gr. por alicuota, la clarifl
. cacidn por el enzima es iotal sin apreciarse sedimento
Se detectable en el fondo del tubo centrifugado.

Se aprecia una correlacidn inversa entre tur-
bidez residual y concentracion de proteasa de Streptomy
ces: al aumentar la actividad disminuye econstantemente
¢l sedimento detectable.

10. Graduando la concentracidn en Ui/ml. de la =
proteasa de Strepiomyces Fradice afindida se puede conse
guir desde una clarificacidon total a una clarificacion
parcial en el grado deseado.

{Para todos los ejemplos precedentes -1, 2 y3~

15. el valor "t" ‘'se refiere a la t de Student para une pro-
babilidad del 95% y de acuerdo con n (nimero de datos -~
que informen le media aritmética).

Ejemplo 4.

Quince gramos de proteasa de Streptomyces Fra

20. dise, 81 estado seco, con una potencia unitaris de 11,000
UA/mg., Se disuelven con agitacin a temperatura ambien
te durante 1 hora, habiendo previamente adicionado al -
buffers 4 gr. de cloruro céleico seco.

Cumplido el tiempo de agitaciln, se filtra la

25, solucidn enzimdtica por succidn a través de filtro de -
papel ordinario cubierto "in situ® por una torta de tie
rra de infusorios laveda y secs de unos 5 mm. de altura.

Terminsda le filtracidn, se lava la torta es-
currida al vacfo, por dos veces con 100 ml. de buffers,

30, agotando después de cada lavado y recogiegdo los 1fqui~-

dos efluyentes sobre las dguass madres de filtraciln. Se
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hamoganqizan 1os 1{quidos filtrados reunidos transparen~
tes y se adicionan de 100 ml, de propilenglicol ajustén=-
dose el pH por adicidn de solucidn de hidrdxido sddico,
a un valor de 6,0,

Se valora la solucién enzimética en metividad
proteol{tica por el método de Anson (J. Gen Physiol, 22:
79, 1938) y a partir del dato snali{tico se deduce la can
tidad de buffers que hay que afiadir & la solucidn enzimg
tica filtrada para ajustar su potencia enzimdtice 8 - =
250,000 UA/ml.,

Para la clerificacion de cerveza se emplea es-
t8 solucidén adicionando 3 ml/HL. de cervezs a clarificar,
siguiendo el metodo americano, después de la filtrscidn
iniciel, seguida a la fermentacién primsria. Ia cerveza
se almacend 6 semsnss en el tanque de acabado donde se -~
hizo la adicion de la solucidn enzimdtica.

Finelizado el periodo de accifn se procede a —
la segunds filtracidn y & continuscidén se pasteurize y -
acondiciona la cerveza limpia, que pasa a embotellado ¥y
almacenamiento final, .

Los resultados de transparencia de ls cerveza
almacenada a temperstura smbiente y con chogue térmico,
se dan en la siguiente tabla n? 1, incluyéndose también

T reaa—

los resultados conducidos paralelamente con dos prepara=—

dos enzimdticos comerciales obtenidos por concentracion

de jugos de plantas.
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/.f’/—-- Como puede apreciarse, el efecto de clarifica
éién conseguido en la prueba comparativa efectumda, es
clarasmente favorable al empleo de proteasas provenientes
de Streptomyces Fradiae, tanto por el brillo absoluto -

5. inicial como por el mantenimlento de la solucidn clara,
comparando los resultados con los obtenidos en el mismo
lote de fabricacidn, elarificando con productos comer-
ciasles actualmente en uso en la industrie cervecera.

la siguiente tabla n? 2 resume el incremento
10. relativo de turbidez de las cervezas clarificadas con -

los productos comerciales hoy en uso, frente & la clari

ficadae por el procedimiento objeto de la patente.




2o YTEV S

o 6416€L

uy meTwieTe A

2 s978169 A*d

L_ser®ieTepcg

seofmosrdeansg °d

9 €661 9 Givzl ¢ ook 9
% g.0LL % Livgt % 64951 % 00} 3 &0 : m

4 2.€h1 % 6.5HL 4 Siobt % oot 3o TaWY 3

9% 20 F %=Ll 92:€ F Y0.LiL ¥9,€ F ¥itlL % 00t 09

- - - i
¥ GE T YLizht | %6.¥ FIovt | ez T 4G5i0CL % oot ot m m
% L€ T 99651 | 99.€ FHLi6TL | $LE F #6a1cL % 001 G m B
% Li8LL ¥ 6:ELL ¥ 2.22 % ook O = TVIDINT " m
= 790 TEUNL = ZEQI8NL = ZEGIadnd = ZHAIRE0T V10 K3 vaanid VEIOad V1

VI 83 _NOIDVHOT

S0_SIEOTOIANDD

*D 309~0 ooymipy eunboyo

- woo £ ejuerque vInjeredwes ¥ OIUGTURUGOBMTY Op SoporTxod SNORBISATP Ue TVIXLENpUT ocaTdue 6D BOTW10T0A SVSBIY

~JI L ® O4USXT n@oo_, = uox3ud) seclwoideis Op $EWLO0IS UOCO SWPROTFLIVTO SPZ0AINO ep Fopyqany op sfviuedxog



- 32 -

, Se ve claramente que la turbidez residual de
filtracidn de cervezas es para las tratadas con protea-
sas de Streptomyces un 1845% inferior a las mismas tra-
tadas con proteases de origen vegetal y que la turbides

5. originada en el slmacenamiento a temperatura ambiente —
va ereciendo mds répidsmente on las cervezas tratadas -
con proteasas vegetales hasta hacerse T1% mas turbias.
Igusles buenos resultados comparativos se obtienen con
el choque térmico,

10. ILas grandes ventajas del procedimiento que se
he descrito como objeto de la patente que se solicita -
pueden resumirse asis

19 .~ Utilizacidn de un producto sin toxicided
| especifica per vis oral s 1ss dosis de empleo, que 10 =

15. hece aplicablé en clarificacitn de bebidas alimenticies.

28 .~ La-posibilidad de facilitar ls clarifica
cién por filtracién o centrifugacién de liquidos turbios,
con turbidez incluso no proteica, cuando las mecromolé-
culas nitrogenadas son causa de la alte viscosidad 0 -

20. densidad del liquido turbio y se degradan hidrolitica-
mente por el enzima 8 moléculas menores con simulténea
disminucidn de densidad o viscosidad.

32, Un efecto protector para evitar que apa-
rezca turbidez en el slmacensmiento del liguido clerifi

25. cado.

42.~ La especificidad de los enzimss de Strep
tomyces respecto del sustrato proteico hace que 8l pro=
cedimiento sea particularmente adecuado para soluciones
turbias en que el enturblante sea pept{dico ¥y no haya -

30, estructurés peptidicas que se necesiten conservar inte-

gras en el liquido clarificado, ya que el enzima puede
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actuar simultdneamente sobre ellas y sobre el enturbian
+8. Pero, saslvo esta excepcidn, el enzima deja inalters
das todas l1les gemds estructuras (no carboamidicas) de -
la composicidn esencial del lfguido, por ejemplo: aszuca
res, colorantes, edulcorantes artificiales, viscosizen-
tes de sintesin, ésteres srométicos, etc.; es decir, a
diferencia de los tratamientos puramente quimicos, no -
se altera sustancialmente la composicidn del liquido —
clarificado en lo que respecta & la inmensa mayoria de
gus componentes.

59.. Tncluso en el caso de liguidos clarifica
bles que sean esencialmente proteicos y aceldentalnente
turbios, la posible degradacifm de la proteina ssenclal
por la clarificacién efectuada mediante este procedimiqg
to no esg inconveniente mayor, porgue esa degradacibn =~
1leva a productos asimilables que, al ser més facilmen—
to absorbibles, tendrén igual o mayor peder alimenticio;
por lo que este procedimiento puede ser el mﬁs aconseja
bls en el caso de bebidas nutrientes, incluso vrotelcas,

69.~ Como consecuencia de la especificldad de
accién, el procedimiento de ordinario lleva & productos
claros sin alteracidn de sebor, gusto u olor, del 1iqui
do antes y después del tratamiento. Este punto se ha 5-
confirmado estadisticamente, con degustadores espsciali
zados, en el caso de cerveszas clarificadas por el néto-
do que constituye el objeto de esia petente.

72 .~ Is labilidad relativa de las goluciones
de enzimas de Streptomyces hace posible, mediante téc—
picas sencillas, que incluyen el simple almacenamliento,

18 eliminacién total de la sctividad enzimitice resi-

dusi.
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NOTA
| Deserito suficisntemente el objeto de la pre-~

sente Patente de Invencién -que se acoge a los derechos
de prioridad de 1a Patente inglesa no 19884/74, deposi-
tada en la Oficina inglesa de Patentes con fecha 6 de
Mayo de 1.974~-, se dsclara que lo que constituye su
esencislidad y pars 1o que se pide la correspondiente
proteccién es lo que se concreta en las siguientes rei-
vindicacioness

18,- Nuevo proce&imiento para la clerifice-
cién de la turbidez actual o potencial de 1{iquidos
acuosos, caracterizado por basarse en el empleo de
protessas de origen microbiano y, més concretamente,
de proteasas;obtenides por fermentacidn inducida. de
"Streptomyces”. |

28,~ Nuevo procedimiento para la clarifica-~
oién de la turbidez actual o potencial de 1{quidos
acuosos, segin la reivindicacién anterior, caracteri-
zado, ademds, por que el germen productor de las pro-
teasas obtenidas mediante la fermentacién inducida.. es
el "Streptomyces Fradlae".

38,- Nuevo procedimiento de clarificacidn
de la turbidez actual o potencial de 1liquidos acuosos,
caracterizado por que un enzime proteolitico obtenido
segin las reivindicaciones anteriores se pone en con=
tacto, en estado sélido o en solucidn, con pH entre
3y 10, con la solucidn scuosa a clarificar, y se man-
tiene ese contacto por el espacio necesario a lz tem=
peratura de régimen para que se produzca 1e degradacidn
de las macromoléculas nitrogenadas.

48,~- Nuevo procedimiento de clarificacidn g
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la turbidez actual o potencizl de 1iquidoa ael0808,
segin la reivindicaci&n'anterior; caracterizado, ade-
mds, por que la teaperatura pusde ser la ambiente o
cualqulers comprendida entre 02 y 859.

58, Nuevo procedimiento de clarificacidn

de la turbidez actuel o potencial de liquidos scuosos,
sogin la reivindicacidn 38, caracterizado ademds por
que les adicliones del enzima pueden ser hechas sucesi;
vamente a lo largo del proceso de clarificacién.

68,- Nuevo procsdimiento de clarificacidn
de la turbidez actuel o potencial de liquidos acuosos,
segin la reivindicacién 38, paracterizado, ademés; por
ane la clarificacidén enzimdtica en ella reivindicada
pusds ser combinada con cualesquiera de los procedi-
mientos mctualmente conocidos de filtracidn, decanta~
cidn, centrifugacién, sedimentacidn, etec.

7%.~ Nueve procedimiento de clarificacién
de la turbidez sctual o potencial de liguidos acuosos.

Todo peglin se describe y reivindica en la
presente Memoria descripiiva que ecnsta de treinta y
cinco hojas debidamente foliadas y escritas a miquina
por una sola de sus caras.

. Madrid, 6 de mayo d@e 1.975.

EL AGENRTE:
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