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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se aoempaña a la  so lic i tu d  de r e g is tro  de una Paten­

t e  de Invención por ve in te  años, en España, por "NUEVO -  

PROCEDIMIENTO DE CLARIFICACION DE LA TURBIDEZ ACTUAL O -I
POTENCIAL DE 'LIQUIDOS ACUOSOS", a favor del "INSTITUTO -  

DE FARMACOLOGIA ESPAÑOLA, S.L. (Fundación Marqués de Ur- 

q u ijo )" , re s id en te  en Madrid, con dom icilio en la  c a lle  

de A lcalá, nC 95.

El objeto de la  presente invención es la  u t i l l  

zación de un determinado proceso enzlmático para la  c la ­

r i f ic a c ió n  de líq u id o s  tu rb io s  o su scep tib les de entur­

b ia rse  durante su almacenamiento y co n sis te  en h id ro li -  

5. zar la s  macromoléculas pep tíd icas que en esos líq u id o s -

se forman y que son la s  p rin c ip a le s  causantes de la  tua>- 

bidez, a c tu a l o p o ten c ia l, con ayuda de un producto enzJL 

mátieo proveniente de c u ltiv o  inducido de "Streptomyces".

Es bien conocida la  importancia que la  c la r i ­

dad o transparencia  de la s  soluciones tie n e  en general, 

pero más específicam ente en e l  caso de la s  bebidas. Pero
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también lo  son lo s  inconvenientes con que tro p ieza  la  -  

c la r if ic a c ió n  de ta le s  soluciones mediante técn icas mera 

mente f í s ic a s  ( f i l t r a c ió n ,  cen trifugación , e t c . ) ,  p a r t i ­

cularmente cuando en e l la s  hay p ro te ínas coagulables, se» 

bre todo s i  son de muy variados pesos m oleculares, en cu 

yo caso re su lta n  extremadamente d i f í c i l  la  f i l t r a c ió n  y 

frecuentemente in e f ic a z  la  cen trifugación . Procedimien­

to s  ambos muy poco ú t i l e s  en lo s  casos de bebidas con a l  

to  contenido de ex trac to  seco, que aumenta en e llo s  la  -  

densidad y la  v iscosidad , dos de lo s  fac to res  influyen­

te s  en e l  rendim iento de l f lu jo  en la  f i l t r a d an y en l a  

c la s if ic a c ió n  en la  f i l t r a c ió n .

Sucede, además, que es frecuente  que lo s  l íq u i  

dos c la r if ic a d o s  únicamente mediante técn icas  f í s ic a s  se 

enturb ien  de nuevo durante su almacenamiento, cosa f á c i l  

mente exp licab le  por e l  engrosamiento de m icelas d isper­

sa s , de gran tamaño, pon e s tru c tu ras  moleculares (por — 

ejemplo, p ro te ínas) r ic a s  en puntos accesib les  a enlace, 

bien por una verdadera s in te r iz a e ió n , bien por enlaces -  

de fuerzas re s id u a les  de Van der Waals, b ien, sobre todo, 

par puentes hidrógeno, lo  que explicaréaNlssenorme impor 

ta n d a  en la  tu rb idez  de p o lifen o les  o tan inos (como de­

mostró claramente J .  de Clercks "B u lle tin  de l ’Associa- 

t io n  Royale des Anciens É tudiants en B raserie  de l 'U n i— 

v e rs i té  de Louvain, 68 année 1.972, nfi 1, pag. 15-23). -  

la  rea lid a d  es que la  c la r if ic a c ió n  meramente f í s i c a  no 

e l i mina la s  grandes moléculas so lub les , lim itándose a se 

parar aquellas cuyo tamaño exceda del c r í t ic o  de la  té c ­

nica empleada.

la  biodegradación de substancias nitrogenadas 

por c la r if ic a c ió n  enzimática produce, en cambio, e l  do-
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b le  e fec to  áe que: 12» a l  h id ro liz a r  e l su s tra to  p ro te i­

co só lido  en moléculas menores, elimina o reduce la  tu r ­

gidez presente o a c tu a l, lo  que por s í  solo  f a c i l i t a  ya 

la s  subsiguientes f i l t r a c ió n  o cen trifugación ; 22, a l  ac 

tu a r  sobre macromoléculas d isu e lta s , degradándolas a pe­

queños pép tidos, ev ita  su p o s te rio r  coagulación, e je rc ien  

do a s í  una acción c la r if ic a d o ra  sobre la  tu rb idez  poten 

c ia l ,  que hace que e l líq u id o  c la r if ic a d o  se mantenga -  

tran sparen te  durante su almacenamiento.
Tales v en ta ja s , a s í  exp licab les teóricam ente, 

están  confirmadas en le  p rá c tic a . Por ejemplo, en la  de 

l a  in d u s tr ia  cervecera, en la  que hace ya mucho tiempo, 

c a s i desde p rin c ip io s  de s ig lo , que se  vienen empleando, 

para la  c la r if ic a c ió n  de la  cerveza, productos enzim ati 

eos procedentes de l re in o  v e g e ta l, de lo s  cuales lo s  ac 

tualmente u tiliz a d o s  son, b ien lo s  obtenidos de la  "Ca­

r ic a  Papaya", generalmente en soluciones r ic a s  en papaí 

na; bien concentrados com erciales de l lá tex  del higo — 

("Picúa g lab ra ta " ) , que contiene f ic in a  como producto -  

a c tiv o . También se han propuesto enzimas h id ro lizan tes  

procedentes de hongos y de la  cebada.
A pesar de que, en lo  que a la  c la r if ic a c ió n  

de líq u id o s  tu rb io s  se r e f ie r e ,  son francamente buenos 

lo s  resu ltad o s obtenidos con lo s  enzimas procedentes de 

la  papaya, lo s  inconvenientes de l empleo de ta le s  enzi­

mas de origen vegeral son muy grandes. En primer térm i­

no, son poco e s ta b le s , por se r necesario  u t i l i z a r la s  en 

soluciones enriquecidas; no son su scep tib les  de e s te r i ­

liz a c ió n  por tratam ien to  térm ico, por encontrarse en so  

lución ; y su ac tiv idad  só lo  ex is te  dentro de márgenes -  

estrechos de pH. Pero, además, su precio  suele  se r a l to
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y , por depender de la  eventualidad de la s  cosechas, l a s  

posib ilid ad es de su u ti l iz a c ió n  in d u s tr ia l  están  media­

tiz ad a s  por la  c lim ato log ía , la  lo ca lizac ió n  de la s  — — 

plan taciones (que en e l ca30 de la  papaya, por ejemplo, 

han de se r tro p ic a le s  o sub trop ica les)?  e tc .

Tales inconvenientes se ev itan  mediante lo  — 

que constituye  e l  objeto de la  presente invención, se­

gún la  cual lo s  productos enzimaticoa empleados son lo s  

obtenidos por fermentación in d u s tr ia l  inducida o,e micro 

organismos, concretamente de "Streptomycea", de cuyo — 

caldo -b ien  empleado como caldo de fermentación o como 

caldo enriquecido mediante técn icas de ferm entación- se 

separa , en estado só lid o , una fracción  enzim atica, muy 

ac tiv a  para la  c la r if ic a c ió n  y prevención de tu rb idez  -  

en líq u id o s  acuosos p ro te ico s .
Tales enzimas procedentes de lo s  "Streptomy— 

ces" , además de se r  productos obtenidos industrialm ente
J

a p rec io  rela tivam ente  bajo -y  que, contrariam ente a lo  

que sucede con lo s  derivados de cosechas v e g e ta le s , que 

encarecen con e l  aumento de demanda, son más baratos — 

cuanta mayor producción perm ita la  d ifu sión  de su empleo—, 

presentan todas la s  ven ta jas correspondientes a lo s  que 

en e l  caso de lo s  enzimas vegetales hemos enumerado co­

mo inconvenientes. Ademas de no ser to x ic a s , ta le s  pro— 

tea sa s  procedentes de lo s  "Streptcmyces", obtenidas en 

estado só lid o , pueden se r e s te r i l iz a d a s  por ca lo r seco 

s in  pérdida im portante de actividad? pueden ser manipu­

ladas e s té r i le s  por su gran e s tab ilid ad  en estado seco? 

y aunque su empleo en estado seco tie n e  la  ven ta ja  de —

no im plicar d iluc ión  de l líq u id o  a c l a r i f i c a r ,  la  so lu -
»

b ilid ad  de dichas p ro teasas hace posib le  obtener solu­
30.



ciones e s ta b iliz a b le s  s i  se desea emplear e l  enzima por
9

ad ición  de líq u id o  a l  líq u id o  que se quiere c la r i f i c a r .

Ciertam ente, es c la ro  que lo s  líqu idos a c la ­

r i f i c a r  con a rreg lo  a esta  paten te  han de se r acuosos, 

aunque no es necesario  que sean únicamente acuosos} y — 

que en e llo s  ha de e s ta r  relacionada con la  presencia -  

de péptidos o p ro te ínas la  tu rb idez  de cuya c la r i f ic a ­

ción se t íra te . Es p rec iso , además, que en e l  líq u id o  a 

c la r i f i c a r  no haya, en cantidad t a l  que pueda desnatura 

l iz a r lo s ,  antiferm entos e spec ífico s de lo s  enzimas u t i ­

lizados} n i una riqueza sa lin a  desmesurada, que pueda — 

provocar e l  "sa ltin g -o u t"  de la  composición enzimátiea 

añadida a l  líq u id o  tu rb io , n i una concentración tan  a l­

ta  (pH>  11) n i tan  baja (pH<3) de hidrogenones que imr- 

pida la  actuación de lo s  enzimas en solución o incluso  

lo s  d e sn a tu ra lice . Por o tra  p a rte , cuando lo s  líq u id o s 

tu rb io s  a t r a t a r  llev en , además de agua, d iso lven tes or 

gánicos (acetonas, a lcoho les, g l ic o le s , e t c . ) ,  la  con­

cen trac ión  de éstos no debe sobrepasar e l v a lo r c r í t ic o  

que, por in so lu b iliz a c ió n  del enzima añadido, provoque 

su inac tivac ión  o su p rec ip itac ió n .

OBTENCION T DESCRIPCION PEI PRODUCTO.

A .- Obtención.
Los enzimas p ro te o lít ic o s  empleados como c la ­

r if ic a d o re s  se obtienen por inoculación de "Streptcmy- 

ces Pradiae" en placa de sg a r, siembra con lo s  inoeulos 

en frascos de ferm entación llen o s  de caldo n u tr ie n te  

t é r i l ,  ag itac ió n  y a ireac ió n  e s t é r i l  y siembra, con e l 

inoculo desarro llado  en lo s  frascos interm edios, de tan  

ques f  em entad ores e s té r i le s  y cargados con un caldo nu 

t r ie n te  que contengan sa le s  m inerales, azucares y aporte
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nitrogenado su fic ie n te  para conseguir la  fermentación a 

un pH mantenido con tem peratura y a ireac ió n  e s t é r i l  con 

tro la d a . Cumplida la  ferm entación, e l caldo se f i l t r a  y 

p re c ip ita  en acetona y e l  producto só lid o , seco» eo n tie  

ne la  ac tiv id ad  enzimática de lo s  caldos.

B .- A ctividad p ro te o lx tic a .

La ac tiv id ad  p ro tao l£ tica  ae pone claramente 

de m anifiesto  haciendo ac tuar lo s  enzimas f re n te  a sus­

t r a to s  p ro te ico s , que pueden se r case ina, azocaseina,. -  

quera tina , hemoglobina, e tc . Para la  estim ulación cuan­

t i t a t i v a  de la  ac tiv id ad  enzima-tica re su lta  se r la  hemo 

globina un su s tra to  ú t i l  empleando e l  método de Anson — 

(J.Gen. Physio l. 22: 79, 1938) y en nuestro  caso evalúa 

mos en unidades Anson lo s  productos enzimat ic o s  emplea­

dos como c la r if ic a d o re s .

Según lo s  lo te s  de fab ricac ión , e l  enzima pro 

te c iá t ic o  se presenta como un polvo blanquecino con una
I

potencia de 4000-10000 UA/mg. Sometido a e lec tro fo reá is»  

demostró separar cuatro  bandas fundamentales a l  r e a l i ­

zar ésta  sobre gel de Agar noble (Lifeo) en buffers de 

veronal-veronal sódico a pH = 8,2 y fuerza ión ica  0,035, 

para un reco rrid o  de unos 80 minutos y separación de 

cm. en tre  puentes sa lin o s , con deposición de la  muestra 

a 2 cm. de l puente que conexiona a l  ánodo consumiendo -  

3,5 mA/cm. de g e l a un v o lta je  medio de 10,9 vo ltios/cm . 

y dando una3 movilidades r e la t iv a s  según e l s igu ien te  —

cuadro:

Erección

B

C

Mov. r e la tiv a

0,5

0*7«
0,8

1,0D



Generalmente la  pro teina de la  fracción  A es 

l a  de mayor porcen taje  ( 35#), repartiéndose  e l  re s tan ­

t e  contenido p ro te ico  en tre  l a s  t r e s  re s ta n te s  en c an ti 

dades bastan te  s im ila re s .
Realizando un a n á l is is  enzim oelectroforetico  

en condiciones experim entales análogas a la s  d e sc r ita s , 

se pone de m anifiesto  que todas la s  fracciones p ro te icas 

son fracciones enzim áticas, empleando también hemoglobi 

na como su s tra to  de acción y revelando la s  manchas de -  

d ig estió n  por coloración  de l fondo p ro te ico  con ro jo  — 

Roncean, que la  fracción  A es la  mayor ac tiv idad  enzima 

t ic o ,  seguida de la  C y a continuación la  B y D con va­

lo re s  de activ idad  bastan te  parecidos en tre  s í .

Dentro de la  homogeneidad de fracciones puede 

haber d ife ren c ias  c u a n tita tiv a s  en tre  lo te s  de fermenta 
ción, s in  a l te r a r s e  por la s  d ife ren te s  proporciones en­

zim áticas lo s  resu ltados de c la r if ic a c ió n  en líq u id o s -  

tu rb io s , ya que se comportan como isoenzimaa con gran -  

analogía de la s  fracciones en tre  s í ,  s in  haberse notado 

d ife ren c ias  su s tan c ia le s  de e sp ec ific id ad .

El pH óptimo de actuación de la  solución enzi 

raática y su e s tab ilid a d  está  próximo a l  pH neutro  (6-8) 

lo  cual coincide con e l  v a lo r óptimo deseable para l í ­

quidos in d u s tr ia le s  empleados en bebidas tan to  en a l i ­

mentación humana como animal.

C .- E stab ilid ad .

Los enzimas só lidos son, en estado seco, ex­

traordinariam ente e s tab les  a la  acción de la  temperatu­

r a ,  lo  cual puede aprovecharse para su e s te r i l iz a c ió n .

.El s igu ien te  cuadro, que se resume en la  adjun 

ta  g ráfica  1, indica la  e s tab ilid a d  a tOO«C de uno pro-
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tea sa  saLIda en función d e l tiempo de calefacción .

TIEMPO 
En minutos

ACTIVIDAD 
en OA/mg.

f» RETENIDO DE 
LA 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

la  fluc tuac ión  de háb ito  en la  curva se puede 

exp lica r por e l  l ím ite  de exactitud  del método Anson de 

estim ación c u a n tita tiv a  de enzimas p ro te o lít ic o s  e in ­

cluso la  aparic ión  de un incremento en la  ac tiv idad  pue 

de provenir de una perdida en la  desecación de humedad 

y v o lá t i le s ,  con e l  consiguiente enriquecim iento del so 

l id o  en a c tiv o s .
La e s tab ilid a d  de la s  soluciones de la  protea 

sa es función de la  tem peratura de almacenamiento de •— 

la s  mismab, a s í  como de la  presencia de iones e s ta b i l i ­

zadores en e l  medio de actuación .

E l ión c a lc io  demuestra poseer una acción es­

ta b i l iz a n te  notable inc lu so  en concentraciones r e la t iv a  

mente pequeñas. La g rá fic a  2 rep resen ta  la  ac tiv id ad  r e  

ten ida  en ordenadas f re n te  a l  tiempo de calentam iento — 

en m inutos, en a b sc isa s , a d ife re n te s  tem peraturas que 

figu ran  en cada lín e a  de acción de la  gráfica»

La curva análoga de estab ilidad-tiem po , a tem 

pera tu ra  ambiente en ausencia y presencia de ión ca lc io
30



,36 rep resen ta  en la  g rá fica  3» en la  que se represen ta  

la  ac tiv idad  en UA/ol. en ordenadas y e l  tiempo de ac­

tuación en d ías , en a b sc isas .

l a  g rá fica  A muestra la  e s tab ilid a d  de la  so­

lución  de proteasa almacenada en f r ig o r í f ic o  (tem peratu 

ra  0-5SC) por espacio de unos t r e s  meses y pone de mani 

f ie s to  que en tan  la rg o  periodo de tiempo su  in ac tiv a ­

ción es in f e r io r  a l  20$ de la  ac tiv id ad  in ic i a l  en pre­

sencia de ion calcio*
Como resumen de lo s  trab a jo s  efectuados, com­

parando lo s  resu ltados de e s tab ilid ad  que se represen­

tan  en la s  t r e s  g rá ficas  últimamente c ita d a s , puede ----

afirm arse que:
12 .- El producto es suscep tib le  de se r manipu 

lado ccmo solución y de se r  almacenado d isu e lto  en in ­

d u s tr ia s , como la  cervecera , que dispongan de in s ta la ­

ciones f r ig o r í f ic a s  o rd in arias  (a 5fiC en tre s , meses, — 

pérdida de ac tiv id ad  superio r a l  20$ de la  i n i c i a l ) .

2 2 .-  Que para operaciones de c la r if ic a c ió n  y 

despro tein ización  ráp id a , e l  producto d isu e lto  puede em 

p lea rse  a d ife re n te s  tem peraturas, superio res a la  am­

b ien te , s in  que por un tiempo ap reciab le  decrezca la  ac 

tlv id a d  de la  solución es tab iliz ad a  por encima del 20$: 

Para 552c e l proceso máximo será de 3 horas; para 602C,

1 hora; para 652c aproximadamente media hora; para 702C 

unos 10 minutos. Por encima de lo s  702C la  vida media -  

del enzima es del orden de minutos.

32.— Es in te re sa n te  la  autodestruccion del en 

^mfl a tem peratura ambiente en tiempo superio r a lo s  

100 d ías  para soluciones con defensa c a lc ica  y con una 

vida media de unos 9 d ías s in  defensa de c a lc io , ya que,



10

5,

10.

15»

20.

25.

a l  emplearse e s te  enzima en l a  in d u s tr ia  de bebidas, se 

puede reg u la r una ad ic ión  su f ic ie n te  para c la r i f i c a r  y 

mantener lim pia en e l  almacenamiento la  bebida c l a r i f i ­

cada, pero como se au to d estru irá  e l  enzima después de — 

rea lizad a  su función c la r if ic a d o ra , no se d o s ifica rá  n i  

sob redosificará  a l  bebedor con productos enzim átlcos ac 

t iv o s ,  lo  que e i  t a l  autodestrucción  no suced iera , po­

d ría  t r a e r  complicaciones farm acológicas, leg a le s  e in ­

cluso s a n i ta r ia s .  Los enzimas u ltra e s ta b le s  en solución 

permanecen con acción farmacológica y enzimática de teo - 

ta b le  después de cometida su función c la r if ic a d o ra , par 

lo  que a l  consumidor de la  bebida puede m anifestar efec, 

to s  secundarios en la  in g es tió n  de lo s  elaborados clari^  

ficados.

D .- Toxicidad.

La tox ic idad  del producto se ha estudiado to -  

xicológicam ente mi e l  doble aspecto de tox icidad  aguda 

por f í a  o ra l y tox ic idad  crónica por v ía  o ra l .

Las pruebas de tox ic idad  aguda se han re a liz a  

do sobre ra to n e s , empleando productos enzim áticos de — 

muy d ife re n te s  lo te s  de ferm entación, siguiendo e l  cu r­

so de la  prueba en m ortalidad , m orbilidad y curva de —  

crecim iento . La dosis añadida a la  d ie ta  de prueba era 

del arden de 1.000.000 UA/kg. de pienso. En todos lo s  -  

casos se apreciaba (pruebas de 10—30 d ías) un perfecto  

estado s a n i ta r io  en e l  grupo de ra tones alimentados con 

e l  pienso añadido de p ro teasas con mejora en la  curva — 

de crecim iento respec to  a l  grupo te s t ig o  simultaneo y , 

en todo caso , con m ortalidad nula.

Las pruebas de tox ic idad  crónica se han efec­

tuado sobre po llo s rec ién  nacidos ^ue se alim entaron —

30
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con piensos adicionados asi enzima proveniente de S trep- 

tamyces Fradiae, hasta  su s a c r i f ic io  a la s  9-10 semanas 

de v id a . En todos lo s  casos e l  estado s a n i ta r io  de la  -  

manada con alim entación enzimática fue ig u a l o mejor —- 

que la  manada te s t ig o  alim entada con e l  mismo pienso 

s in  ad ic ión  de enzimas.

l a  fa lta  de tox ic idad  de lo s  enzimas proteolí^ 

t ic o s  de Streptomyees perm ite su  empleo en medicina y -  

actualm ente se usan en preparados farm acéuticos, asocia 

dos a a n tib ió tic o s  para f a c i l i t a r  su absorción.
JESCKIPCIOÍT DEL PROCEDIMIENTO OBJETO SE LA. PA­

TENTE.

lado e l  gran numero de v a ria n te s  posib les den 

t r o  de l genérico problema de la  c la r if ic a c ió n  de l íq u i ­

dos tu rb io s , según cuales sean e l origen de la  tu rb id ez , 

su in ten sid ad , la  p o sib ilid ad  de m odificación d e l pH — 

del líq u id o  a t r a t a r ,  la  term oestabilidad  del mismo, su 

período de almacenamiento después de c la r if ic a d o , la  •— 

composición in tr ín se c a  misma del líq u id o  c la ro , e t c . ,  -  

es im posible, y además r e s u l ta r ía  i n ú t i l ,  dar normas d«» 

ta l la d a s  y uniformes de manipulación de carácter; gene­

r a l .  Esta debe adap tarse  a la s  condiciones esp ec íficas  

del problema que en cada caso constituya y p lan tee  e l  -  

líq u id o  a c la r i f i c a r .  Pero todas esas v a rian te s  de de%  

l i e  lo  serán de l a s  normas comunes esenc iales del proce, 

dimiento objeto de la  p a ten te , que pueden concretarse  -  

a s í ;

Ea ad ic ión , a l  líq u id o  a c l a r i f i c a r ,  del pro­

ducto enzimático obtenido de la  fermentación "Streptom^ 

cea" puede hacerse de una vez o en v a ria s  veces, lo  -  -  

c u a l, e sto  últim o, es particu larm ente ú t i l  cuando se —

30



t r a t e  de h id ro liz a r , a tem peraturas rela tivam ente  eleva 

das, grandes moléculas n itrogenadas. E l producto enzima 

t ic o  puede ad ic ionarse  en estado só lid o , d isu e lto  en ■— 

agua o en solución acuosa, con o s in  presencia de ión — 

c a lc ico , o d isu e lto  en una porción del mismo líq u id o  a 

c la r i f i c a r .

El líq u id o  sobre e l que deben ac tuar lo s  enai 

mas no debe ten e r una acidez que comunique un pH in fe ­

r io r  a 3 n i una a lc a lin id a d  con pH superio r a 10. Igua­

le s  márgenes de pH deben conservarse para lo s  líqu idos 

de d iso lución  en caso de añad irse  e l  producto enzim áti- 

co d isu e lto .

La concentración del producto enzimático a — 

añad ir dependerá, en tre  márgenes muy amplios, de l a  es­

p ec ific id ad  del enzima respecto  del su s tra to  n itrogena­

do que ha de h id ro liz a r , pero generalmente l a  ac tiv idad  

enzimática v a ría  en tre  200.000 y 20.000.000 de Ü&/H1. — 

de líq u id o  a c la r i f i c a r .  '

El líq u id o  tu rb io  añadido de l componente enzjl 

m ático puede almacenarse o f i l t r a r s e  con p o s te r io r  alma 

cerramiento, teniendo en cuenta que a tem peraturas bajas 

(O-52C), s i  bien la  acción c la r if ic a d o ra  es más le n ta ,  

también se prolonga la  vida media del enzima, por lo  —* 

que la  c la r if ic a c ió n  se consigue; a tem peratura ambien­

te  (t8 -25eC) es más rápida la  acción y mayor la  caduci­

dad, por lo  que prácticam ente se lle g a  a igua l e fec to  — 

c la r if ic a d o r  que en soluciones f r í a s  pero en menor tiem 

po. Subiendo la  tem peratura hasta unos 55-602C; se acor 

ta  notablemente e l  proceso de c la r if ic a c ió n  y la  vida -  

media del enzima. Controlando la  vida media del enzima 

en pruebas separadas, siguiendo Id ac tiv id ad  por e l  mé-
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todo a n a l í t ic o  c u a n tita tiv o  de Andón» se puede p redecir 

e l  memento en que, s i  ae qu iere  continuar la  acción «n- 

zim ática a tem peratura moderadamente a l t a ,  habra que — 

efec tu a r ad iciones sucesivas de enzimas para mantener -  

un n iv e l su f ic ie n te  de concentración ac tiv a  ae enzima.

Si se desea detener en cuqlquler momento la  -  

acción enzimática o d e s tru ir  e l  sobrante ac tiv o  de enzi 

ma remanente, por considerarlo  necesario , basta con pro 

longar e l  tiempo de almacenamiento de l líq u id o  c la ro , -  

según l a s  curvas de e s ta b ilid a d  que se  incluyen en e s ta  

p a ten te , c a le n ta r  la  so lución  c la ra  durante unos minu- 

to s  por encima de unos 90® C, e levar e l  pH de l a  solución 

c la ra  por encima de 10 ó hacerlo  in fe r io r  a 3 , pudiéndo 

se a l  poco tiempo r e a ju s ta r  e l  pH o rig in a l.
Cotí c a rá c te r  a c la ra to r io , pero no lim ita tiv o , 

del procedimiento objeto  de la  invención se dan lo s  s i ­

guientes ejemplos p rác tico s  de re a liz a c ió n  d e l mismos

Ejemplo 1.
DETERMINACION BEL EFECTO CLARIFICADOR BE PRO- 

TEASA DE RTREPTCMYCBS ERABIAE SOBRE TURBIDEZ RESIPUAfo- 

EN SOLUCIONES ACUOSAS SE GELATINA COMERCIAL FILTRABA.

TECNICAS
Se determina la  tu rb idez  por la  d ispersión  de 

la  lu z  monocromática causada por la s  p a rtíc u la s  so lidas 

d ispersas (e fec to  t ip o  Tyndall) en la  solución p ro te ic a .

La le c tu ra  de lu z  d ispersa  se  hace a un ángu­

lo  de 90® de la  luz in c id en te  y e l  r e g is tro  de lu z  d is­

persa se  v e r if ic a  a la  misma longitud de onda de la  luz  

incidente* La in tensidad  de luz  d ispersa  es directamen­

te  proporcional a la  can tidad  de p a rtíc u la s  enturbian­

te s  y , por lo  ta n to , a l a ‘tu rb idez  d e l líq u id o .



METODO:

Se preparan dos soluciones de g e la tin a  c a l i ­

dad com ercial p la ta , en la s  concentraciones y con la  — 

técn ica  que más adelan te  se in d ica , y una p a rte  de t a ­

le s  soluciones preparadas se adicionan de solución enzi 

m ática, preparada según se d ice .

En todos lo s  casos se a ju s ta  la  in tensidad  de 

lu z  in c id en te  a un v a lo r  adecuado que perm ite e l  re g is ­

t r o  dentro de la s  condiciones experimentales que se in ­

d ican , a l  in c id ir  la  luz  monocromática sobre la  solución 

preparada más tu rb ia  de la  se r ie  ( la  solución te s t ig o ) .  

Sin m odificar la  in tensidad  de la  lu z  in c id en te , se  re ­

g is t r a  la  in tensidad  de la  luz  dispersada para cada so­

lución  de g e la tin a  adicionada de solución de proteasa — 

inactivada  (véase modo operatorio) y o tra  porción, de — 

otra  solución adicionada e incubada en la s  condiciones 

que se c ita n  con solución de proteasa a c tiv a . Esto se — 

hace para ten e r  un blanco de re fe ren c ia  en cada solución 

tu rb ia  llevado  a ig u a l concentración y condiciones que 

e l  problema que se e s tu d ia , a excepción, naturalm ente, 

de l a  a c tiv id ad  enzimática presente en lo s  problemas ,y 

ausente en lo s  te s t ig o s .

la  in tensidad  de la  luz  d ispersa  es un índ ice  

de la  concentración de só lidos d isp e rsan tes , es d e c ir , 

de la  tu rb id ez .

La longitud  de onda elegida para e l  ensayo — 

coincide con la  long itud  de onda en que l a  in tensidad  — 

de lu z  d ispersa  es más a l t a .

METODO EXPERIMENTAL.

Preparación de solución de g e la tin a  ensBuffer

de Boratos. pH « 8 ,2 . Cono. » 0.05M.



Se pesan. 75 g r . de g e la tin a  calidad  comercial 

p la ta  y  se adicionan en unos 700-800 ce* d® Buffer de -  

Boratos pH * 8 ,2 , Conc. *  0,05», que previamente se han 

calentado a  70-80*0» y se  a g i ta ,  manteniendo dicha tem­

pera tu ra  hasta  completa d iso lución . Se f i l t r a  la  solución 

c a lie n te  (a 50-60*0) sobre papel y a vacio  para elim i­

nar la s  p a rtíc u la s  más groseras y , una vez f i ltra d o »  se 

completa e l  volumen hasta  1 1 . »  con b u ffer de Boratos.

Preparación de so lución  de proteasa ac tiv a  en 

bu ffer de B oratos.
Eres gramos de una proteasa de Streptamyees — 

con una ac tiv id ad  * 11.626 OA/mg. (unos 35 m illones de 

ÜA to ta le s ) ,  se d isuelven eon ag itac ió n  mecánica en unos 

150 mi. de buffer de Baratos (pH * 8,2* Conc. « 0„05M). 

le  solución se f i l t r a  sobre to r ta  de Supercel y , una — 

vez f i l t r a d a ,  se completa e l  volumen hasta  200 m i. con 

e l  mismo b u ffer y se  añaden como e s ta b iliz a n te  250 mg. 

de c lo ru ro  ca lc ico  anhidro y 50 m i. de p ro p ile n g lic o l.

La solución a s í  preparada tie n e  una ac tiv id ad  

de unas 100.000 UA/ml.

Preparación de solución de proteasa desactivada.

125 a l .  de la  solución a n te r io r  de proteasa -  

a c tiv a  se h ierve  durante 10 minutos para desac tiva r e l  

enzima, tran scu rrid o  e s te  tiempo se deja e n fr ia r  a tem­

pera tu ra  ambiente y se  completa con b u ffe r de Boratos — 

hasta  e l  volumen in ic i a l  (125 c e .) .

La solución a s í  tra tad a  carece de ac tiv idad  -  

enzim atica.

Preparación de solución de g e la tin a  con pro­

teasa  desactivada. (Solución te s t ig o ) .

A 200 mi. de solución de gela tina»  se  añaden
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50 mi. de solución de pro teasa  desactivada.

Preparación de solución de ge la tin a  con pro- 

teasa  a c t iv a . (Solución problema).

A 200 mi. de solución de g e la tin a , se aBaden 

50 mi. de solución de proteasa ac tiv a  ( 100.000 ÜA/ml) -  

quedando la  solución problema a 20.000 ÜA/ml. 

incubación.

Una vez preparadas la s  soluciones problema y 

te s t ig o  se introducen en estu fa  a 37flC y se mantienen -  

a l l í  durante ' 24 horas.
T ranscurrido e s te  tiempo, se sacan fuera  de — 

la  estu fa  y se  tema e l  sobrenadante de ambas soluciones 

para medir su respec tiva  tu rb idez . A simple v is ta ,  se -  

aprecia  en lo s  líqu idos sobrenadantes que la  solución — 

te s t ig o  está  tu rb ia  m ientras que la  problema e s tá  c la ra  

y tran sp aren te .
DETERMINACION PE LA TURBIDEZ POR DIFRACCION.

So empleó e l  espectrofotóm etro ZEISS RFQ-20 — 

con acceso rios de especto-fluorom etría  de la  misma casa , 

u tilizan d o  como fuente luminosa lámpara de xenón con ~  

alim entación e s ta b iliz a d a , rea lizándose la s  le c tu ra s  a 

amperaje constante de 2,5 A, con p r e f i l t r o  en friador y 

se lección  de luz  monocromática inc iden te  por manocrosna- 

tiz a d o r  de doble e fec to  (ZEISS KM12). Trabajando a ren­

d ija  de 1,4 mm. y longitud  de onda de 462 nyu

La oubeta de tra b a jo  era de cuarzo de Ix t  cm. 

con fondo tran sparen te  ( le c tu ra s  a 90£) y espeetrofo  

tóm etro de re g is tro  se a ju s to  para medidas de in te n s i­

dad, reg is trando  la  lu z  d ispersa  a ig u a l longitud  de qn 

da de 462 m/u y una ren d ija  de 1,4 mm.

En todos lo s casos se mantuvieron f i j a s  todas
30 .



l a s  condicionas que anteceden.» a s í  como la  amplJ 

c ión  de la  lu z  d ifrac tada  y e l  a ju s te  0-100 de in te n s i­

dad nula y máxima. Se comprobó que, en la s  condiciones 

experim entales, e l agua d estilad a  lim pia tie n e  una in ­

tensidad  del 2$ (correspondiente a turb idez * 0) y la

solución más tu rb ia  se  a ju s ta  la  le c tu ra  de in tensidad , 

como se d ice , a un v a lo r próximo a 100.

RESOLTADOS EXPERIMENTALES:

Se han determinado sobre 4 grupos de so lucio ­

nes te s tig o  y problema obtenidos en d ife re n te s  d ías .

De cada solución te s tig o  y problema se r e a l i ­

zaron 8 le c tu ra s  de tu rb idez  y lo s  resu ltados de v a lo r 

medio de cada grupo, a s í  como lo s  márgenes de confianza 

para una certeza  del 95$ de probabilidad en la  curva es_ 

ta d ís t ic a  de d ispersión  normal, se  dan en la  s ig u ien te  

ta b la ;
SOLUCION TESTIGO SOLUCION PROBLEMA

A B c D A B C J>

NO de casos 8 8 8 8 8 8 8 8

Vm4t DS 104 101 96 101 30 41 25 20

Vm 102 96 93 96 28 39 24 19

Vm-t DS 100 91 90 91 26 37 23 18

Indice de -  
v a ria b ilid ad 3$ 6$ 3$ 5$ 6$ 7$ 5$ 4$

Como se vé, no hay grandes d ife ren c ias  sig n i­

f ic a tiv a s  en tre  va lo res medios de 4 s e r ie s  de cada caso 

( te s tig o s  y problem as), de cada grupo e s ta d ís t ic o , lo  -  

que indica una buena reproductiv idad de l método, por lo  

que se pueden resum ir l a s  4 se rie s  de 8 le c tu ra s  en un 

v a lo r único medio para cada s e r ie  que se dá en la  tab la

sigu ien te :



SOLÜCIOU TESTIGO SOLUCION PROBL13SA

N2 de casos 32 32

Vm+tLS 99 31

Vm 97 28

Vm-tLS 95 25

Ind ice  de — 
v a ria b ilid a d 2f* 26jS

ANALISIS LE RESUMALOS.

Como puede ap rec ia rse  en e l cuadro precedente, 

la  in tensidad  de l a  luz  dispersa a causa de l a  tú rb id a s , 

en l a s  condiciones experim entales d e sc rita s  de tratam ien 

to  y determ inación, se reduce por e l  proceso de c l a r i f i  

cación enzim ática, objeto de la  invención, de un 97+2 -  

(próximo a v a lo r 100} a 28¿3? es d e c ir , se logra  una 

c la r if ic a c ió n  de c a s i un 70^*

E.i emolo 2.
CLARIFICACION POR FILTRACION BE SOLUCION EB_- 

CT'.T.a'PTNA CON PROIEASAS LE STREPTQMYCES CQgQ ACELERALOS 

LE FILTRACION.
TECNICA:

Soluciones rela tivam ente  concentradas de gela 

tin a  pueden c la r i f ic a r s e  por f i l t r a c ió n  empleando pape­

le s  de f i l t r o  e sp ec ia le s , con grueso poro, que, s i  bien 

elim inan l a s  p a rtíc u la s  suspensas más g roseras , no lo ­

gran una c la r if ic a c ió n  p erfec ta  por e l  tamaño del poro. 

Le todas formas la  operación es le n ta  y ted io sa .

Una causa de la  le n t i tu d  es l a  a l ta  v isco si­

dad de dichas soluciones a tem peratura ambienté.

Con e l  empleo de soluciones de pro teasas de — 

Streptomyces, adicionadas a la s  soluciones de gejLatina 

se  consigue un marcado descenso de la  v iscosidad del nie
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dio que, en la  manipulación de una f i l t r a c ió n ,  se tra d a  
»
ce en a c o rta r  notablemente e l  tiempo de f i l t r a c ió n  para 

conseguir, incluso  con papeles o rd inarios o de le n ta  

f i l t r a c ió n ,  una separación de só lid o  y líq u id o  por f i l ­

tra c ió n  más ráp ida y más perfec ta  por p e rm itir  e l  uso -  

de papeles de f i l t r o  de poro más cerrado.

METODO»

El método empleado co n sis te  en determ inar v is  

cosidades y tiempos de f i l t r a c ió n  en equipos standard -  

de soluciones de g e la tin a  que, como se describe en e l  — 

ejemplo 1, se adiciona una p a rte  con solución ac tiv a  de 

proteasa de Streptcmyces (so lución  problema) y o tra  con 

la  misma cantidad  de solución de proteasa de Streptomy— 

oes desactivada térmicamente (solución te s t ig o ) .

METODO EXPERIMENTAL

Solución problema» Solución de ge la tina  con -  

proteasa de Streptcmyces ig u a l que e l  ejemplo 1.

Solución te s t ig o » Solución de g e la tin a  eon — 

proteasa de Streptomyces desactivada ig u a l que e l  ejem­

plo  1.

INCUBACION

En estu fa  de 37*0 durante 24 horas, ig u a l que 

en ejemplo 1.

Transcurrido e l  tiempo p re sc r ito  de incubación 

se r e t i r a n  ambas so luciones, te s t ig o  y problema, de la  

estu fa  y se  hcrnogenizan por ag itac ió n  an tes de proceder 

a la s  determinaciones de viscosidad y velocidad de f i l ­

tra c ió n .

Determinación de v iscosidad» Las determ inado 

nes se re a liz a ro n  con viscosím etro  de CANNON-FENSKE de 

doble enrase, cebado en todos lo s  casos con ig u a l vo lu -

-  19 -
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men líq u id o . Constante E S el viscosím etro *  0,014009 i®, 
ra  15,56flC ■ 602F? 0,0139900 para 37,78aC ■ TOOSE* -  -  

0,013975 pax® 54,44aC » 130a?* (todos lo s  va lo res de E 

en cSK/sg).

E l v iscosím etro  lim pio, in troducido  en baño -  

te rm o stá tico  a 208C, ae adicionaba del volumen Sel l í ­

quido a prueba y. mantenía en e l  baño e l  conjunto hasta 

a lcanzar e l  e q u ilib r io  térm ico.

En cada determinación de tiempo de vaciado en 

■fas marcas, cronometrando con relo;} cronometrador de í /5  

de sg . de le c tu ra  d ife re n c ia l ,  se re a liz ó  una determina 

ción con agua d estilad a  en id én tica s  condiciones.

Cada determinación de tiempo se hace por 2 —- 

le c tu ra s  consecutivas que en la s  condiciones de trabado 

re su lta ro n  iguales e n tre  s í .

CESPITADOS

lo s  tiempos de vaciado, proporcionales a la  — 

viscosidad  oinemática y , por tan to , en re lac ió n  d irec ta  

con e l  tiempo de f i l t r a c ió n  de cada problema, se resu ­

men en la  ta b la  sig u ien te  donde se incluyen también lo s  

v a la re s  deducidos de v iscosidad  cinem ática obtenidos a l  

m u ltip lic a r  e l  tiempo de v e rtid o  de cada solución por — 

la  constante de l v iscosím etro  a 2080 (dato in terpo lado}. 

___________ TIEMPOS DE VACIADO (segundos)________ _______

Testigo Problema Agua d estilad a

RB de casos € 6 6

VmltDS 469 106 75,6

V» 358 105 74,8

Vm-tDS 247 104 74,0

Ind ice  de va 

r ia b ilid a d 29,6?S 0,8£ 15*



21

5.

10.

i é .

20.

25.

30.

VISCOSIDAD CINEMATICA A 20g0 (en eSK)
9 (K « 0, 014006)

Testigo Problema Agua d estilad a

N8 de casos 6 6 6

Vm+tBS 6,568814 1,484636 1,0588536

Vm 5,014148 1,470630 1,0476488

Vm-tDS 3,459482 1,456624 1,0364440

Indice  de va 
r ia b i l id a d 29,57$ 0,85$ 1$

ANALISIS ÜE RESOLTADOS

Las soluciones de ge la tina  de lo s  te s tig o s  — 

tien en  »wa gran v a ria b ilid ad  en v iscosidad cinem ática. 

(Valor medio -  5,014? ind ica  de v a ria b ilid ad  » 30$).

Las soluciones de ge la tina  de lo s  problemas -  

(adicionados de proteasa de Streptanyces ac tiv a ) se ho- 

mogeneizan notablemente en cuanto a v iscosidad cinem éti 

ca , que disminuye lo s  va lo res de v a lo r medio * 1,471 — 

(ind ice  de v a ria b ilid ad  « 0,85$) lo  que rep resen ta  una 

disminución de la  v iscosidad  de 70,7$, quedando la  v is ­

cosidad de lo s  tra tad o s  por e l  procedimiento objeto de 

la  paten te  muy próxima a la  de l agua d estilad a  (Vm «1,048; 

ind ice  de v a ria b ilid ad  « 1$) (Tratados Vm -  1,471 fren ­

t e  a v a lo r medio agua » 1,048. Testigos s in  tra tam ien to  

Vm » 5,014 fre n te  a Vm agua « 1,048).

FILTRACION
Simultáneamente y con la s  mismas soluciones — 

en que se hacen lea  determinaciones de v iscosidad , se -  

procede a determinar e l  tiempo de f i l t r a c ió n  en condi­

ciones standard a trav és  de papel de f i l t r o  procedente 

del mismo, lo te  de fab ricac ió n , cronometrándose e l  tiem­

po de recogida de 10 c c . ,  después de haber pasado lo s  -



5 c c . in ic ia le s ,  según la  técn ica  de Tappi, con cargas 

de 20 m i. del líq u id o  f i l t r a n t e ,

EQUIPO

fre s  embudos cónicos, de 55 mnu 0  y a ltu ra  — 

5 , 45 mm. con vastago de 53 mm. y diámetro in te rn o  del vajj

tago  de 4 mm. terminados en ta jo  de pluma, se colocan -  

sobre probeta de 25 mi. y encima de cada uno se  coloca 

e l  papel de f i l t r o  Schleieher-Schull n® 589^, de 10 cm. 

de diám etro, s in  p legar a excepción de una plegadura pâ  

“I0. ra  dar a l  d isco  de papel la  forma de cono exacta d e l em

budo, que replegada sobre s i  mismo quedaba hacia e l  in ­

t e r io r  d e l cono y adherida a la  pared del mismo.

A tem peratura ambiente operando de uno en uno, 

se cronometran lo s  tiempos en que se  recogen desde e l  — 

«I5 . cm. 5 de l f i l t r a d o  a l  15. De cada solución se h ic ie ron

a l  menos 6 con tro les de tiempo de f i l t r a c ió n  y lo s  r e ­

su ltados del v a lo r medio de cada grupo, a s í  como lo s  —
I

márgenes de confianza para una ce rteza  del 95$ de prote 

b ilid a d  en la  curva e s ta d ís t ic a  de d ispersión  normal, -

20, se  dan en la  s ig u ien te  ta b la :
gEStíSO______  PROBLEMA ASPA LESTILALA

A B C A B C A B C

RQ casos 6 8 9 6 6 7 6 6 9

Vm4tDS 1.506 1.445 1.527 510 480 560 149 135 127

Via 1.271 1.234 1.288 432 403 437 127 119 117

Vm-tDS 1.037 1.023 1.049 354 325 314 105 103 107

100 DS/Vm 17$ 20$ 24$ 1T$ 18$ 30$ 17$ 13$ 11$

Como se  ve no hay d ife ren c ias  s ig n if ic a tiv a »

en tre  va lo res medios de 3 s e r ie s  de cada caso (problema,

te s tig o s  y co n tro l de agua d e s tilad a ) de cada grupo es—
$

tad istieam ente  en tre  a i ,  lo  que ind ica  una buena rep ro -
30
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ductiv idad de l método y homogeneidad en e l poro de pa­

pel por lo  que se pueden resum ir la s  3 s e r ie s  de 6 le c ­

tu ra s  mínimos cada una en un va lo r único medio en cada 

s e r le  que se  dá en la  tab la  s ig u ien te :

Testigo Problema Agua d e s tilad a

R2 de casos 23 19 21

7m4-tL3 1377 471 128

Ym 1265 425 121

Vm-tDS 1153 379 113

100 LS/Vm 20,5lf» 22,53?í 1 3 ,3 #

TE CONCLUSIONES

El tratam ien to enzlm ático, reduce considera—

blemente e l tiempo de f i l t r a c ió n  de 1265 sg . de la  so lu  

ción s in  tratam iento  enzimátlco ( te s tig o )  a 425 ag. de 

la  solución tra tad a  por e l  procedimiento objeto de la  -  

invención (problema). Es d e c ir  reduce e l  tiempo en un -  

66, 4$ y , comparando loa  tiempos de f i l t r a c ió n  en proper 

ción con e l tiempo de f i l t r a c ió n  de agua en la s  mismas 

condiciones, se t ie n e ; tiempo de f i l t r a c ió n  de te s tig o  

» io ,45 veces del tiempo de f i l t r a c ió n  en igua les oondi 

clones de agua destilada?  tiempo de f i l t r a c ió n  de pro­

blema = 3,51 veces del tiempo de f i l t r a c ió n  en iguales

condiciones de agua d e s tila d a .
Ssto  pone claramente de m an ifiesto  qu© e l  t r a

tam iento ha sido  e ficaz  y ha aproximado e l  tiempo de — 

f i l t r a c ió n  de un líq u id o  p ro te ico  de f i l t r a c ió n  le n ta  -  

a l  tiempo de f i l t r a c ió n  de agua d e s tilad a  pura para con 

dicione3 experim entales idén ticas*

Ejemplo 3 .
CLARIFICACION SE UN LIQUIDO VISCOSO CON ENTUR­

BIANTE PROTEICO CON ACCION. ES PROTEASAS IDE STKEPTCMYCES

ERADIAE.



TECNICA

Se prepara una solución v iscosa de g e la tin a  —

con Buffer de Boratos que se  subdivide en parcion.es — — 

ig u a les .

A cada parto  a licu o ta  so adiciona una cantidad  

exactamente pesada y  f i j a  de un en tu rb ian te  só lido  pro­

te ic o , no so lub le  nr¿ la  solución viscosa»

Cada mezcla tu rb ia  se adiciona de un volumen 

constante de solución de pro tease de Streptomyoes con -  

a c tiv id ad  por m i. v a ria b le . Se incuban la s  d ife ren te s  -  

suspensiones en c la r if ic a c ió n  y  finalm ente se pasan a  — 

tubo de cen trifuga  cuyo fondo es un c ilin d ro  de menor — 

diámetro que la  porción de boca también c i l in d r ic a ,  de 

1 ral, de capacidad estando graduado en 0,02 mi. e l  pe­

queño c il in d ro  d is ta l  que, lógicamente, t ie n e  e l fondo 

cerrado en asíale s f  e ra .

Se cen trifugan  simultáneamente todas la s  sa ín  

oiones de prueba contanidas en dichos tubos id én tico s  — 

en tre  3Í .

Terminada la  centrifugación,, e l en tu rb ian te  -  

se encuentra sedimentado en s i  pequeño c ilin d ro  gradua­

do te rm in a l, sobre cuya graduación 3e puede le e r  e l  vo­

lumen aparente del só lido  en turb ian te  re s id u a l , que in ­

dica por lo  tan to  la  tú rb id as en cada caso.

METODO EXPERIMENTAL

Preparación de solución de g e la tin a  de b u ffer 

de Boratos (pH *» 8 ,2 ; Cono.» 0,Q5M)«— Se disuelven 75 ¡gr* 

de g e la tin a  ca lidad  com ercial p la ta  en 1 1 .  d e 'b u ffe r  — 

de boratos (pH » 8 ,2  Cone « 0,05M) de ig u a l modo que en 

e l  ejemplo 1. ,

Preparación de so l ación *do proteasa ac tiv a  de



StreptoeLvees Eradlas en Buffer de B oratos»
0,6 g r. de una proteaaa de Streptcoyees P ra- 

d iae con ac tiv id ad  de 11.626 UA/mg. (unos 7 M illones de 

UA to ta le s )  se disuelven con ag itac ió n  mecánica en unos 

150 cc . de buffer de noratos (pH = 8 ,2  Cono. * 0,05M).

La solución se f i l t r a  sobre to r ta  de Supercel y  una vez 

f i l t r a d a ,  se completa e l  volumen basta  200 cc . en e l  

mismo buffer y se süaden como e s ta b iliz a n te s  250 mg. de 

c lo ru ro  ca lc ico  anhidro y 50 mi. de p ro p ile n g lic o l. La 

solución a s í  preparada tie n e  una ac tiv id ad  de unas -  -

20.000 UA/ml.
Preparación de solución de proteasa de Strep— 

tonare es Eradiae desactivada (so lución  te s t ig o ) .

125 a l .  de la  solución a n te r io r  de pro tessa  -  

a c tiv a  se h ierven durante 10 minutos para desac tiva r e l  

enzima, tran scu rrid o  e s te  tiempo se  deja e n fr ia r  a tempe 

ra tu ra  ambiente y se completa con bu ffer de boratos has 

ta  ol volumen in ic i a l  (125 m i.) . La solución carece de 

ac tiv id ad  enzim atica.

Preparación de solución de g e la tin a  con entur­

b ian te  de caseína y  cantidades c rec ien tes  de solución -  

de proteasa a c tiv a .
En 6 vasos de 100 cc. se pesan exactamente 2 

g r . de caseína y se añade poco a poco en cada uno de *— 

e llo s  40 cc . de solución de g e la tin a , agitando da forma 

que a l  p rin c ip io  se forme una pasta que f a c i l i t e  una —

suspensión homogénea.

Liebre esta  s e r ie  de suspensiones se añaden: — 

0, 2, 4 , 6, 8 y  10 mi. de proteaaa de Streptomyces act;t 

va y 10, 8 , 6, 4, 2 y  0 mi. respectivam ente de proteaaa 

de Streptomyces desactivada, cíe forma que e l  volumen f i
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n a l sea de 50 m i. en todas l a s  se r ie s  y  que contengan -  

aproximadamentes 0, 40. 000, 80*000, 120. 000,  160.000 y

200.000 UA/vaso. Se homogeneizan bien y se introducen -  

en estu fa  para incubación.

INCUBACION

En estu fa  a 3760 durante 24 horas, ig u a l que 

en e l ejemplo 1 . T ranscurrido e s te  tiempo se r e t i r a  de 

la  e s tu fa  y se  procede a la  cen trifugación .

CENTRIFUGACION
Se usan 6 tubos de cen trifuga  cuyo fondo es -  

un c il in d ro  graduado de 0,02 a 1,00 mi. de menor diáme­

t r o  que la  boca también c i l in d r ic a ,  siendo la s  medidas 

del c il in d ro  superior* diámetro in te rio r*  14 mm.$ a l t u ­

ra  * 52 mm.j y d e l c il in d ro  in fe rio r*  diámetro in te r io r  

m 2,6 mm.j: a l tu ra  *  50 mm.

Se pasan 5 m i. de cada suspensión a un tubo -  

de cen tr ifu g a , después de homogeneizar b ien , y  se  cen­

tr ifu g a  toda la  s e r ie  a  la  vez a 3.000 rp.m . durante 8 

m inutos.
Después de la  cen trifugas i  ón se le e  en la  e s­

ca la  graduada e l  volumen de sedimento para cada concen­

tra c ió n  de p ro teasa , rep itien d o  6 veces la  operación pa 

r a  obtener una s e r ie  e s tad ís tic a »

E l va lo r medio, márgenes de confianza e ín d i­

ce de v a ria b ilid a d  se expresan en la  s ig u ien te  ta b la :

100 PSAm

6,5*

‘ 19*7* 
11,0* 
20,0* 

0,0*

UA/vaso UA/ínl. Vm4tDS Vm Vm-tDS

0 0 0,61 0,57 0,53

40.000 800 0,23 0,19 0,15

80.000 1.600 0,10 0,09 0,08

120.000 2.400 0,09 0,08 0,07

160.000 3.200 0,06 0,06 0,06

200.000 4.000 0,04 0,03 0,02 31 »P*
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En pruebas en que l a  cantidad' de en tu rb ian te  

(caseína) era  in fe r io r  a 2 g r .  por a líc u o ta , la  c l a r i f i  

cac irn  por e l  enzima es to ta l  s in  ap recia rse  sedimento 

de tec tab le  en e l  fondo de l tubo cen trifugado .

Se aprecia  una co rre lac ión  Inversa en tre  tu r -  

bidez re s id u a l y concentración de proteasa de Streptomjr 

oes: a l  aumentar la  ac tiv id ad  disminuye constantemente 

e l  sedimento d e tec tab le .
Graduando la  concentración en OA/ml. de la  — 

proteasa de Streptcmyces ^ rad ias  añadida se puede canse, 

g u ir desde una c la r if ic a c ió n  to ta l  a una c la r if ic a c ió n

p a rc ia l  en e l  grado deseado*
(Para todos lo s  ejemplos precedentes —1, 2 y3— 

e l  v a lo r " t"  se  r e f ie r e  a la  t  de Student para una pro­

bab ilidad  del 95j6 y de acuerdo con n (número de datos -  

que infornan, la  media a ritm ética)*

Ejemplo 4 .
Quince gramos de pro teasa de Streptomyces Era 

d iae , a l  estado seoo, con una potencia u n ita r ia  de 11.000 

UA/mg., se  disuelven con ag itac ió n  a tem peratura amblen 

t e  durante 1 hora, habiendo previamente adicionado a l  -  

bu ffers 4 g r . de c lo ru ro  ca lc ico  seco.

Cumplido e l  tiempo de ag itac ió n , se f i l t r a  la  

solución enzlmática por succión a trav és  de f i l t r o  de -  

papel o rd inario  cub ierto  "ln  s itu«  por una to r ta  de t i e  

r r a  de in fu s c rio s  lavada y seca de unos 5 mm. de a l tu ra .

Terminada la  f i l t r a c ió n ,  se lava la  to r ta  es­

cu rrida  a l  •vacío, por dos veces con 100 mi. de buffers* 

agotando"después de cada lavado y recogiendo lo s  l íq u i­

dos efluyen tes sobre la s  aguas madres de f i l t r a c ió n .  Se

-  27 -



homogeneizan lo s  líq u id o s  f i l t r a d o s  reunidos transparen­

te s  y se adicionan de 100 mi. de p ro p ilen g lico l a ju sfán ­

dose e l  pH por ad ición  de solución de hidróxido sódico, 

a un valo r de 6, 0.

Se valora la  solución enzimática en ac tiv id ad  

p ro te o lf t ic s  por e l método de Anson (J . Gen Physio l, 22; 

79, 1938) y a p a r t i r  de l dato a n a l í t ic o  se deduce la  can 

tid a d  de bu ffers que hay que añad ir a la  solución enzima 

t ic a  f i l t r a d a  para a ju s ta r  su potencia enzim ática a -  -

250.000 UA/ml.

Para la  c la r if ic a c ió n  de cerveza se emplea es­

ta  solución adicionando 3 m l/H l. de cerveza a c la r i f i c a r ,  

siguiendo e l  método amerioano, después de la  f i l t r a c ió n  

in i c i a l ,  seguida a la  fermentación prim aria . la  cerveza 

se almacenó 6 semanas en e l  tanque de acabado donde se -  

h izo  la  ad ic ión  de la  solución enzim ática.

F inalizado e l  periodo de acción se procede a — 

la  segunda f i l t r a c ió n  y a continuación se pasteu rlza  y  -  

acondiciona la  cerveza lim p ia , que pasa a embotellado y 

almacenamiento f in a l .

lo s  resu ltad o s de transparencia  de la  cerveza 

almacenada a tem peratura ambiente y con choque térm ico, 

se dan en la  s ig u ien te  tab la  n2 1, incluyéndose también 

lo s  resu ltad o s  conducidos paralelam ente con dos prepara­

dos enzimáticos com erciales obtenidos por concentración 

de jugos de p lan ta s .
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Como puede a p re c ia rse , e l  e fecto  de c la rifica^  

ción conseguido en la  prueba comparativa efectuada, es 

claram ente favorable a l  empleo de pro teasas provenientes 

de Streptomyces F rad iae , tan to  por e l  b r i l l o  absoluto  -  

i n ic i a l  como por e l  mantenimiento de l a  solución c la ra , 

comparando lo s  resu ltad o s  con lo s  obtenidos en e l  mismo 

lo te  de fab ricac ión , c la rif ican d o  con productos comer­

c ia le s  actualm ente en uso en la  in d u s tr ia  cervecera.

La sigu ien te  ta b la  na 2 resume e l  incremento 

re la t iv o  de tu rb idez  de la s  cervezas c la r if ic a d a s  con -  

lo s  productos com erciales hoy en uso , fre n te  a la  clari^ 

fieada  por e l  procedimiento objeto de la  p a ten te .
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Se ve claram ente que la  tú rb idos re s id u a l de

f i l t r a c ió n  de cervezas es para l a s  tra ta d a s  coa p ro tea - 

sas de Streptomyces un in fe r io r  a la s  mismas t r a ­

tadas con pro teases de origen vegeta l y que la  tu rb idez 

originada en e l  almacenamiento a temperatura ambiente -  

va creciendo más rápidamente en la s  cervezas tra ta d a s  — 

con p ro teasas vegetales hasta  hacerse Tif> mas tu rb ia s . 

Iguales buenos resu ltad o s comparativos se obtienen con 

e l choque térm ico.
la s  grandes ven ta jas del procedimiento que se 

ha d e sc r ito  como objeto  de la  pa ten te  que se  s o l ic i ta  -  

pueden resum irse a s ís
1fi.- U tiliz ac ió n  de un producto s in  toxicidad  

esp ec ífica  por v ía  o ra l a la s  dosis de empleo, que lo  -  

hace a p lica b le  en c la r if ic a c ió n  de bebidas a lim en tic ia s .

20. -  la  p o sib ilid ad  de f a c i l i t a r  la  c la r i f ic a  

clon por f i l t r a c ió n  o cen trifugación  de líqu idos turbioB, 

con tu rb idez  inc luso  no p ro te ic a , cuando la s  macromole- 

cu las nitrogenadas son causa de la  a l t a  v iscosidad  o — 

densidad d e l líq u id o  tu rb io  y se degradan h id ro l í t ic a -  

mente por e l  enzima a moléculas menores con simultánea 

disminución de densidad o v iscosidad .
30. -  Un e fec to  p ro tec to r para e v ita r  que apa­

rezca tu rb idez  en e l  almacenamiento d e l líqu ido  c l a r i f i  

cado.
40. -  la  espec ific idad  de lo s  enzimas de S tre£  

tomyoes respec to  del su s tra to  p ro te ico  hace que e l  pro­

cedimiento sea particu larm ente  adecuado para soluciones 

tu rb ia s  en que e l  en tu rb ian te  sea pep tíd ico  y no haya -  

e s tru c tu ra s  pep tíd icas  que se  necesiten  conservar in te ­

gras en e l  líq u id o  c la r if ic a d o , ya que e l  enzima puede

9
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ac tu ar simultáneamente sobre e l la s  y sobre e l en turb ian  

t e .  Pero, salvo esta  excepción, e l  enzima deja  inalte i®  

das todas la s  demás e s tru c tu ra s  (no carboamídicas) de -  

la  composición esen c ia l del líq u id o , por ejemplo: azúca 

r e s ,  co lo ran tes , edulcorantes a r t i f i c i a l e s ,  v iscosizan - 

te s  de s ín te s is ,  e s te re s  arom áticos, e tc . ;  es d e c ir , a 

d ife ren c ia  de lo s  tra tam ien tos puramente químicos, no -  

se a l te ra  sustancialm ente la  composición de l líq u id o  — 

c la r if ic a d o  en lo  que respec ta  a la  inmensa mayoría de 

sus componentes.
5 2 Incluso  en e l  caso de líq u id o s c la r if ic a , 

b les que sean esencialm ente p ro te icos y accidentalm ente 

tu rb io s , la  posible  degradación de la  pro teina esen c ia l 

por la  c la r if ic a c ió n  efectuada mediante e s te  procedimien 

to  no es inconveniente mayor, porque esa degradación — 

lle v a  a productos asim ilab les  que, a l  s e r  más fácilm en­

t e  ab so rb ib les, tendrán  ig u a l o mayor poder a lim en tic io ; 

por lo  que e s te  procedimiento puede se r  e l  mas aconseja, 

b le  en e l caso de bebidas n u tr ie n te s , incluso  p ro te ica s .

6®.- Gomo consecuencia da la  espec ific idad  de 

acción , e l procedimiento de o rd inario  llev a  a productos 

c la ro s  s in  a lte ra c ió n  de sabor, gusto u o lo r, de l l iq u l  

do an tes y después del tratam ien to . E ste  punto se  ha 9- 

confirmado estad ísticam en te , con degustadoreo e sp e c la li  

zados, en e l  caso de cervezas c la r if ic a d a s  por e l  méto­

do que constituye  e l  objeto  de esta  pa ten te .
7 ® I® la b ilid a d  re la t iv a  de la s  soluciones 

de enzimas de Streptomyces hace posib le , mediante téc ­

n icas s e n c il la s , que incluyen e l  simple almacenamiento, 

la  elim inación to ta l  de la  ac tiv id ad  enzimática r e s i -

dual.



D escrito  suficientem ente e l  objeto de l a  pre­

sente Paten te  de Invención -que se acoge a lo s derechos 

de p rio ridad  de la  Patente ing lesa  na 19884/74, deposi­

tada  en l a  O ficina ing lesa  de Patentes con fecha 6 de 

Mayo de 1 .974-, se declara  que lo  que constituye su 

esen c ia lid ad  y para lo  que se pide l a  correspondiente 

pro tección  es lo  que se concreta en la s  sigu ien tes r e i ­

v indicaciones:
18.— Huevo procedimiento para la  c la r if ic a ­

ción de la  tu rb idez  a c tu a l o po tencia l de líqu idos 

acuosos, caracterizado  por basarse en e l  empleo de 

p ro teasas de origen microbiano y , Mas concretamente, 

de p ro teasas;ob ten idas por ferm entación inducida, de 

"Streptomyces".
2®.— Nuevo procedimiento para l a  c la r i f ic a ­

ción de l a  turb idez a c tu a l o po tenc ia l de líqu idos 

acuosos, según l a  re iv in d icac ió n  a n te r io r , c a ra c te r i­

zado, además, por que e l  germen productor de la s  pro­

teasas  obtenidas mediante l a  fermentación inducida,, es

e l  "Streptomyces Pradiae".
Nuevo procedimiento de c la r if ic a c ió n

de la  tu rb idez  ac tu a l o potencial de líq u id o s acuosos, 

carac terizado  por que un enzima p ro te o lít ic o  obtenido 

según la s  re iv ind icaciones an te rio re s  se pone en con­

ta c to , en estado só lido  o en solución, con pH entre  

3 y 10, con l a  solución acuosa a  c la r i f i c a r ,  y se man­

tien e  ese contacto por e l  espacio necesario  a la  tem­

p era tu ra  de regimen para que se produzca la  degradación 

de la s  raacromoláculas n itrogenadas.
48. -  Nuevo procedimiento de c la r if ic a c ió n  ¿q
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l a  tu rb idez a c tu a l o po tenc ia l de líq u id o s  acuosos, 

segán l a  re iv ind icación  a n te r io r ,  carac terizado , ade­

más, por que la  tem peratura puede se r  l a  ambiente o 

cualquiera comprendida en tre  02 y 85a»

5fi. -  Nuevo procedimiento de c la r if ic a c ió n  

de l a  túrbidoz ac tu a l o po tenc ia l de líq u id o s acuosos, 

segán l a  re iv ind icación  38, carac terizado  además por 

que la s  adiciones del enzima pueden se r  hechas sucesi­

vamente a lo  largo del proceso de c la r if ic a c ió n .

68 .- Nuevo procedimiento de c la r if ic a c ió n  

de l a  turb idez a c tu a l o po tenc ia l de líq u id o s  acuosos, 

segán la  re iv ind icación  3«, ca rac te rizad o , además, por 

que l a  c la r if ic a c ió n  enzim átioa en e l l a  re iv ind icada  

puede se r  combinada con cualesquiera de lo s  procedi­

mientos actualmente conocidos de f i l t r a c ió n ,  decanta­

c ión , cen trifugación , sedim entación, e tc .

7 * .-  Nuevo procedimiento de c la r if ic a c ió n  

de l a  tu rb idez a c tu a l o po tenc ia l de líq u id o s  acuosos.

Iodo según se desoribe y re iv in d ic a  en l a  

presente Memoria d e sc rip tiv a  que consta  de t r e in ta  y 

cinco ho^as debidamente fo liad as  y e s c r i ta s  a  máquina 

por una so la  de sus caras.

Madrid, 6 de mayo de 1.975*
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