
Oua por veinte a^os se solicita a favor de BAXTER 

LABORATORIES INC, da nacionalidad Eetadounidonso, con domi^ 

cilio on Norton Grava, Illinois (Estados Unidos), y que ha 

S do recaer oobre: "SETSOH HE RECUPERACION SELECTIVA y CUANTI­

TATIVA DE ENZIMA LIPOLITICR 3EL CUA3Ü DEL ^RCDUCTO 9E LA fER 

MENTACION OE ESPECIES 3UCCR".
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Cenoria Oascrintiva

10 El r03iat.ro da la Potante do Invención que ae solĵ

cito tiene por objeto garantizar lo explotación exclusiva en 

todo el territorio nocional y sus pocesionos do un método do 

recuperación selectivo y cuantitativa do enzima lipolítico - 

del cuajo del producto de la fermentación da especies mucor, 

1S conforme se describe o continuación#



— 2 —

Cstá invención se relaciona con un método de rece* 

peración de enzimas y cas particularmente con un móteos do ^g 

cuperación do una enzima lipolítica doi producto do lo fermqg 

tación do microorganismos f3ueor+

8 Es sabido que loa productos de la fermentación do

microorganismos ¡Rucor contienen enzimas lipolíticae en morola 

con otras enzimas, tales como carbohidratos# prstoasoa y simáL 

lares, como se describe en le patente estadounidense número 

1.351.219.

10 Pecientamente, se ha descrito la recuperación de va

liosas y comerciolmonte importantes onzimee coagulantes de le 

leche, o partir de especies Suco?. Especies típicas de las que 

se han obtenido tales enzimas, a lea que comúnmente se llama 

cuajo microbiano, son la Nucor pusillus. tai como se describe 

!S en las patentes estadounidenses Ros* 3.151+039 y 3+212.985, y 

la 8tucor niehoi. tai como se expone en isa potentes do igual 

nacionalidad Ros. 3.549+390 y 3+763.811+ En la patente de ea* 

ta misma nacionalidad no 3.615.233, lee enzimas lipolíticae 

indeseados que es producen conjuntamente con la enzima de cus 

20 Jo en las especies fñucor son separadas del cuajo deseado median 

te inactivación o destrucción por ajusta a un ph de 2,8 a 3,5 

a una temperatura do 20 a SS3C. De acuerdo con la ¡3amoria pu­

blicada alemana ns 2.232.996, les impurezas de Upases se sepa 

ran del cuajo deseado mediente ajuste a un pH de 4 s 6, segu¿, 

25 do do filtración.

En ia solicitud estadounidense numero 458+737, dopg 

sitado el 2 de mayo da 1974, propiedad de un concesionario cg 

MÚn (e incorporada aquí como referencia ), so describe le prg 

ducción dé un sistema aromatizante de enzimas lipolítioss a * 

38 partir del ¡Rucar miohei. que poseo la deseable propiedad da -



expresar une mayor actividad da lea enzimas lipolíticas da 

esteraaa que da las anziaaa lipoliticaa do lipasa* Es decir# 

ouoatra una relación CA/tA superior a uno# Asi, un aátoda - 

práctico de recuperación do enzimas Iipolitiea dotada de di­

chas propiedades del sistema aromatizante seria de notable <* 

valor para las industrias alimentarias. En consecuencia, os 

un objeto de la presente invención proporcionar tal mótodo 

de recuperación.

Expuesta brevemente, la presente invención comprog 

de la recuperación de une enzima iipolitiea Rtil a partir del 

producto de la fermentación de espacias Rucar, mediante trata 

miento del referido producto con adsorbentes de tierra de dig 

torneas y arcillas a un pM relativamente bajo, seguido de alu* 

ción del material adsorbido a un pH relativamente elevado.

Se ha observado, sorpréndante a inosperodamanta, - 

que, da acuerdo con el mótodo de la presante invención, se * 

consigue una recuperación selectivo de la deseado enzima li- 

política a partir de le enzima del cuajo, con rendimientos <* 

casi cuantitativos. El rendimiento del cuajo os temblón excg 

lente, permitiendo así su retención para capíeeroa como snzĵ  

taa coagulante de la lecha cuando se desee# de acuerda con la 

práctica anterior.

la gama preferida de pH para la adsorción do la en 

zima Iipolitiea ea do 4 o R aproximadamente, en tanto que al 

nivel de pH preferido para la elución do la enzima Iipolitiea 

es de 9 a 11 aproximadamente.

tas tiorrsa diatemáceas preferidas son loa auxilia­

res filtrantes "Celita", comercialmcnta obtenibles do Johns- 

manville# y más preferiblemente el "filtav*Cel*. Esta Rltimo 

asteria! as la más fina diatónita do grado Celita, con un aná



lisis dé cribado del 1% retenido en ISO mallas* So ana diato* 

mita natural que ha sido selectivamente extraída do la canta* 

ra, socada, solida y clasificada por aire* Su onólisie quími­

co so indica como sigue:

Gomcononte %

sica 85*8

ñlgOg 3*8

1*2

PgOs 0*2

TiOg 0*2

CeO 0.5

¡ago 0*6

Ka^O 1*1

KgO 1*1

Los materiales arcillosos que puedan emplearse do 

acuerdo con le invención son las mantmorllonitás y los sili­

catos aiumínices hidratados, talas como la bontonits y oí cagg, 

iin* La arcilla preferida ce la "Volclay", que es una bentotKjL, 

ta occidental comercialmente obtenible en Mhittaker, Clark & 

Pañicía, Inc*

Los citados materiales adeorbentes se usan en con­

centraciones comprendidas entre el 8*5 % y el 15 ,1 aproxima^ 

mente, y mejor aón entre el 1,8 /- y el 5 % aproximadamente, 

en peso* Unas concentraciones superiores el 15 % con inneceaa 

risa*

La operación do adsorción puedo llevarse a cabo aju& 

tanda el producto de la fermentación do especies Síucor o un pH 

relativamente bajo y mezclando íntimamente con lo tierra diotg¡ 

mácea o material arcilloso a temperatura ambiente* Si moteriel



adsorbido as separa luego del Material enximátieo no adsorbí 

do del cuajo# tai copo por filtración o centrifugación, La - 

dsoooda enzims lipolítics puedo sometsrsa luego a elución del 

material adsorbente separado# mediante ajusto a un pH relati­

vamente elevado o intimo, mezclado a temperatura ambienta.

En le mayoría de loa caeos# un mezclado, tal como 

por agitación durante unos 15 minutos a 3 horas gproximadaman 

te# resulte adecuado pare conseguir le adsorción y elución d& 

desdas. Mn mezclado a temperaturas ambientes normales, tales 

como de 20 a 25sc aproximadamente, es adecuado y no as nácese 

rio reducir ni aumentar la temperatura ambiente durante las - 

oparaciones de mezclado.

La producción de le enzimo lipciítica que se reoupg 

re de acuerdo con al cátodo de sata invención puado llevarse '} 

s cabo mediante procedimientos de fermentación clásicos. Reí, 

un medio nutriente que contenga carbono asimilable, nitrógeno 

y pequeñísimas cantidedoo do minerales, se incuba con un cul­

tivo do una especie de Kucor, aapocialaonto la ^ucormiohoí. 

y ae fermenta bajo condiciones aeróbicaa, sumergido# a un pH 

de 3 e 8 oproximsdamenta y a una temperatura da 2S a SC^C - 

aproximadamente, durante un tiempo aproximado de 2 a 14 dios.

Ejemplo* de razas de Muco*.miahsi que puedan fermentarse de -

dicho modo para producir la deseada enzima lipolítics, pueden 

obtenerse por el póbiieo sin restricción alguna bajo las dena¡ 

minacionoa cifradas de NRRL A 13,131 y a 13,042 en loe Morthern 

Regional Research Laboratories, de Peoría, Illinois, EC.UU. - 

Otra* rezas adecuadas de Nucor miehsi y otras espacios Mucor, 

par ejemplo las espacios m a ^ M a *  JBRMi, .ggngxSB-

AÍA* y resultarán evidentes para los

expertos en la motarle tres le lectura do la presente descrié
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ción.

Después de la fermentación? la enzima lipolítica 

puede recuperarse di roe!, emente de la masa, de esta masa fil­

trada o de un concentrado del licor del producto* Roí, la ci 

$ taca masa o pasta pulposa puede usarse diraetamente o bien 

puede filtrarse para separar al micelio y otrae materias Pá­

lidas remanentes de la famsntaeión o bien oí licor del pro­

ducto desarrollado puado concentrarse? tal como por evapora­

ción? para reducir ol volumen de material a manipular por al 

10 procedimiento de recuperación de esta invencián*

Los siguientes ejemplos ilustrarán edicionalmento 

la invencián? ai bien se entenderá que este no so limita a 

talca ejemplos*

15

20

25

35

IJssaia-Á

5o desarrolla iüucor ainhei. NRRL 13,042? bajo condi^ 

cienes do fermentación aeróbica a 379c y a un pH 6? en un ten 

que da producción que contiene ai siguiente medio nutriente - 

acuoso*

Harina de soja desgrasada Kayaoy 

Suero dulce sacado por pulverización

4,cr

4?0

Fácula da maíz licuado con aifa-atni- 
laaa bacteriana 16,0

Agua 76.0

loo,5̂

El caldo de fomentación so recoge después de 77 ho­

ras de fermentación y seguidamente so recupera le deseada enrjL 

ma lipolítica de le foraa siguiente. Se filtra el caldo do feg 

mentación y sa evapora hasta una cancantraeión de 249 Sauec.

El material evaporado filtrado aa ajusta luego a 3,0R Bauaó



con agua y se ajusta ei PH a S,c con 8a0H 28. tungo ce añade 

Volclay KJK (bentonits) a 125 granes del material evaporado 

diluido hasta una concentración del 2,5 en peso. 5a agita 

la Mezcla durante 1 hora a 25%C y seguidamento se filtra en 

8 presencia do un 2,0)'* en poso de auxiliar filtrante Hyflo 5u- 

par-Cel (diatomita con un análisis do cribado del S;*' reteni­

do en 1SG Mallas). So ajusta el pM del filtrado a un valor 

do 4,0 con C1H 28, se evapore hasta 14,2 grabes y se ensaya 

pare determinar el cuajo y la enzima iipolítica. toe ensayos 

10 Muestran la recuperación do un 72,7 % da cuajo y de un 0% de 

enzima lipolítica. La pasta del filtro que queda daopuóa de 

la anterior operación da filtrado (12,6 grasos) so suspende 

en 100 mi do agua y ac ajusta el p!i a 10,0 con 8acH 18. Se 

agita la mezcla durante 1 hora o una temperatura do 23 a 2Sae. 

15 SeguidaDcnte ae añade auxiliar filtrante Speodex (diatomita) 

hasta una concentración dol 3/; y se filtra le Mozeia. tungo 

so ajuste ol pH a 4,0 con C1H 28, so evapora hasta une concagt 

tración aproximadenanto 6 vocea mayor y a continuación ce en­

saya pora determinar la enzimo lipolítica, 51 ensayo Muestro 

20 una recuperación del 127,* do tal anxi&a.

&Í93alB-a

Se repita el procedimiento do recuperación del ejem­

plo 1, con la excepción do qua el Material inicial set diluye 

25 a 8,08 osumó y ce empica tierra diatomácea fiiter-Csl en lugar 

del Volclay. En una operación, usando un 2,S,;< en peso de fil- 

ter-Cel, ae recupera un 2E1;"' de la actividad de la enzima li­

política, y en otra operación, usando un S,R.* en peso do fil- 

tar^Cal, a$ recupera un 181;* do le actividad do dicha enzima. 

50 Loa ensayos de cata enzima expuestos en loa Ejemplos
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I y 2 son sobra la basa do los ensayos anzinótices do ios 

metcrialas evaporados y filtrados inicislos. los ensayos en- 

zimíticos se efectúan do acuerdo con procedimientos expuestos 

en la solicitud estadounidense númerc 488.737, depositada el 

5 2 de Mayo de 1374 y muestran relaciones ER/IR superiores s -

uno. Setos ensayos muestran que por el procedimiento de ensg, 

ya empleado se detecta más enzima lipolítica en el producto 

recuperado que en el material inicial.

10

15

20

Cj.pmp,1,̂ ,3

Se repiten ios Ejemplos i y 2, con lo excepción de 

que loé fermentaciones so llevan a cabo con un medio nutrien­

te acuoso que contiene un 12;* de fóculo do asir enziaóticaatm 

to degradada, un 1,5% de harina do soja (Nutpiaoy 3üC C) y un 

3% do suero seco y el caldo de fermentación so recoge despuóa 

do 114 horas de fermentación. Siguiendo loa procedimientos de 

recuperación de los ejemplos 1 y 2, so consigue uno* recupera­

ción selectiva y cuantitativa sustanciolmente similar de cnzjL, 

tas lipolítica.

E témalo 4

El producto resultante de otra fermentación de Rucor 

miehei en tanque do producción, bajo condiciones aeróbicas y 

en adecuados medios nutrientes, ce diluya con un volumen igual 

25 da agua y se ajusta el pH a 5,0 con CiH H. So trato uno porción 

de la meas diluida (300 gramos) con (a) un 5% en paco do Uci- 

clay y (b) una porción similar con un 5% en peso de filtor-Cel 

como en los Ejemplos 1 y 2, respectivamente. En cada caso, (a) 

y (b), se aftada un 2' en peso de auxiliat filtrante Myflo Su- 

35 per-Cel, ce filtra el material y _eo recia luego con agua. Coda
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5

lf)

15

20

2S

30

pasto da filtro so divida on tras partos igualas y so ahsor*

boa en 100 al do aguo por soda 25 grasos do pasta. Se ajusta 

al pH de leo tres partos de 10,0, 10,5 y 11,0, respectivamen­

te, con MaCH 2N y, después do agitarse durante une hora a 2SRC, 

ao filtra si Material y se rocía con agua. 51 filtrado y al * 

rociado combinados oo ajustan a un pH da 5,2 a 5,5 con C1H N 

y ea ensayan.

El cuajo y lo enzima lipolitios en la mesa diluida 

original, en los filtrados da Volclay y riitor-Csl y sn las 

pastos eiuídas do Volclay y filter-Cei so exponen seguidamen­

te:

Sustrato de ensayo rendimiento % rendimiento enzima
....................  .... —  ________ ................ .

?8aaa 1:1 diluida 1Q0 100

(a) 5% filtrado Volclay 54,4 15

(b) S,.' filtrado filtor-Col 85,8 11,2

(.)

Poeta de Volclay oluída
a un pH 10,0 127

Pacta da Volclay oluída
a un pH 10,S 118

Poata de Volclay eluida
a un pH 11,0 22,S

(b)

Pasta fiítor-Cel oluida
a un pH 15,0 62,2

Pasta filter-Cel aíufda
a un pH 10,S 121,5

Pasta fiitar-Col eluida
a un pH 11,0 35,7

Para loe expertos en la materia resultaran evidentes 

otros diversos ejaapios, asi como modificaciones de ios anteriR 

rae ajampioa, tras la lectura do la anterior descripción, sin



apartarse del espíritu y ámbito da la invención. Todos esos 

ejemplos y codificaciones deberán consideraras incluidos en 

el ámbito de íes adjuntas reivindicaciones*

Los términos en que se ha redactado sata memoria %g,

S barón ser tonadoa siempre on sentido amplio, no limitativo*

NOTA DE REIUINBICACIQUES

ÍO Se reivindica como de propia y nueva invención, a

favor de SAKTER LA80RRT0.1IM3 INC, con domicilio en Norton Gra 

vo, Illinois (Matados Unidos), lo especificado en leo siguieni 

tes reivindicaciones:

1. - sitado de recuperación selectiva y cuantitativo

1S de enzima llpolftica del cuajo del producto de la fermentación

do especies Siueer, earactorizado en que comprende le adsorción 

del citada producto do fermentación con Material seleccionado 

entre ei grupo consistente en tierra de diatomaas y arcilla a 

un pi{ de 4 a 6 aproxiRadcmsnte y la ultarior elución de la qn

25 rice lipolitica a partir del adsorbente mediante ajuste del - 

pH a un valor do 5 a 11 aproximadamente*

2. - íSetodo do rocupsrsción selectiva y cuantitativa 

de enzima lipolitico del cuajo del producto de lo fermentación 

de especies nucor, sagón le reivindicación 1, caracterizado en

25 que la especie Sucor es muccr miebel*

3. - Método de recuperación selectiva y cuantitativa 

de enzima lípolitica del cuajo del producto ds la fermentación 

de especies mueor, segón la reivindicación 2, caracterizado en 

que el B!ucar aiehai es de la raza designada per HURÍ A 13,542*

30 4.*- m&todc de recuperación seioctiva y cuantitativa

-  í s  -



da enzima lipoíítica dol cuaja del producto do la fermentación 

do espacias mucor, según la reivindicación i, caracterizado * 

en que el adsorbente es una tierra de diatomeac*

8,- Método do recuperación selectiva y cuantitativa 

de enzima lipolítiea del cuajo del producto de la fermentación 

de eepeeioe nucor, según la reivindicación 1, caracterizado en 

que la arcillo adsorbente es boatonita o caolín*

6*- Método da recuperación selectivo y cuantitativa 

de enzima lipciítica del cuaje dei producto de ia fermentación 

de eepecioa mucor, según la reivindicación i, caracterizado en 

que la concentración de adsorbente es del 0,8 al 15 % apro­

ximadamente por poso dei producto de la fermentación.

7. - Método do recuperación selectivo y cuantitativa 

de enzima lipolítiea del cuajo del producto de la fermentación? 

de especies mucor, según la reivindicación 6, caracterizado en 

que la concentración do adsorbente os del 1 ^ el 5 / aproximo- 

demente.

8. - Método da recuperación selectivo y cuantitativa 

de enzimo lipolítiea dol cuajo dei producto do lo fermentación 

de especias mucor, según la reivindicación i, caracterizado on 

que el pH de lo adsorción es do 5. aproximadamente.

9. - Método do recuperación selectivo y cuantitativa 

de enzima lipolítiea del cuajo dol producto do la fermentación 

da especies mucor, según la reivindicación 1, caracterizado en 

que el pH de la elución aa de 10 s 11 aproximadamente.

10. - Método de recuperación selectiva y cuantitativa 

de enzima iipoiítico dei cuajo del producto de le fermentación 

de especies mucor, según la reivindicación 4, caracterizado en 

que ía tierra de diatomeas es filter-Cei*

11. -. "StTO&C 00 HCCCPCRÁCMM SELECTIVA Y CUaNTlTRTI*
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APOLITICA P6L CUASC OEL PR50UCT5 CE LA fERBENTA- 

Cien CE ESPECIES NUCOR".

Tal y ooMo se deja descrito an la msnmris procedente, 

que conste de doce hojas foliadas y {SscanoQrafiadoe por una <- 

S sola de sus carao.

Sadrid, lü de 3unic da 1S7S
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