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fus por veintg afos sg sclicits a Tovor da BAXTER

LABORATORIES INC, de naﬁiﬁﬁﬂiidad Estadounidansg, con domie
cilic on Morton Grove, Illinois (Eetados Unidos), y cue he
ds racssr spbre: "NETODR DE RECUPERACION SELECTIVA ¥ SUANTIw
TATIVA DE ENZItMA LIPOLITICA DEL CUAJID DEL PRUDULCTD 0B L& FER
BENTACION DE £SPECIES mutonv, |

EERETERABLZ LI MEVR K mznxawuswzimm BEABBRELRRPOTRARTR LSRR RBER

Houorig CDascriptivae

E1l registpo de lo fotente de Invencidn gue so solj
cite tiene pur objsto garantizar la expzataéién axslusiva en
todo el tarritorioc necional y sus posaesiones do un mbtode do
recuperacidn selectiva y cusntitative do wnzima Lipolltics -
dal cuajo del producte de la fermontacidn de ospeciss mucor,

conforme se daseribe o continuseidn,
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tsta invencifn se relecions son un nftode de recus
peracidn de anzimas y mbs particularmente con un métads do rg
puperaciln do une enzima lipelitics dsl producto do s fermgn
tacifn do microorgenisnos fucor.

fu spbido que los productos de la ferngntacidn do
smicroorganisnus NMucor contisnen pnzimes lipolitices on nmeznla
aon oirss snzimes, tales como carbohidvaess, proteagses y simf
lares, camo sg deacribe on la patente sstedounidense nimero
1,361,219,

Recisntemente, se ha dosofits la recupsrecidn de ve
ligsss y comerglslmonte importantes enzimes cosgulantes de ls
leche, = partir do cspocius fiucor. Eepecics tipices do las qus
ga han obtenido tales enzimas, B lsa gue cominmante se llems
cuajo microbisto, son la fucor pusillus, tal como Se doscribe
gt las patontes estzdounidonses Hos. 3.151.039 y 3,212,905, y
la jucor michol, tal camo se cxpono en lgs patentes do iguel
nacionalidod Nes. 3,545,380 y 3.763.01l. En la pstonte do ove
ta misma necionalidad n® 3,Gl6.233, les @nzimas lipolfticas
indesgadas que ss producen conjuntsmentia con la enzims do cus
Jo en las aspecies iucor son spparedss del cuajo despsdo modiap
te insetivecidn o destruccidn por ajuste g un pH de 2,0 a 3,5
& ung temporatura de 20 ¢ §558C. De aguerds con ls Bomoris pu-
blicads slemana no 2.232.996; las impurezas de lipages sa zepg
ran del cuajo desoado mediante sjuste 2 un pH de 4 o 6, segui
do de Piltracidn,

En ls solicitud sstadounidense nimoro 458.737, depg
sitads el 2 do mays de 1974, propiedad de un coftosionaric cg
min {a incorporsde agui como refarancis ), se describe la prp
duceidn de un sistenms epomastizente de snzimes Yipolfticas e =

pertir dol Hycor mishei, que posee le dosezble prepiedad de -
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axpressr una ndyor sctividod de les onzimas lipoliticas de
astarana qua de las snzimas lipollticas do lipass. £8 doeir,
munstya una relocidn £a/LA superior » uno, Asl, un mbtody =
préctico de recuporecifn de enzimes lipol{tico dotads da di-
chas propiodsdes del sistema aromstizante sorfo de notable -
valor pera lns industplias slimentariss. Ln conssouancla, ¢s
un ebjoto do ls presants invencidn propsarsionsr tel mitodo
do renupsracidn,

Expunsis brevemente, lo presenta invencidn compren
de la racupsracidn de unp anzina lipolftisa @til s pertir del
praducto do ls fermentecidn de espocies Nucor, medisnte tralg
aientn dal referido produsto con sdsorbentes de tiarrs do dig
tomess y srcillss » un pH reletivamente bajo, ssquide ds aluw .
eifn del msteriol advorbido 3 un pH relotivementa slovedo. .

Se he obsarvado, sarprendente g invaperodsmanie, =
que, de scuerde cen ol mitode de la presente invencidn, sa -
ponsigus uns rocuperacidn solective de ls descads pnzima li-
politice & partir de 1o snzime dol cuajo, con vendimionios
aesi cuantitativos, L1 rendimientn dul cusjo os tombién oxeg
lonte, pormiticnda as{ su rotencifin pare omplesrse comg anzi
ma coagulanty ds la lechs cushdo oe deseyy da ecuardys con la
préctics anturior.

Le gemo preferids deo pH pars ls adsercidn de la op
zime lipolftice ws dp 4 o & apyoximadaments, sn tanto que wl
nivel de pH preforido para le slucidn da 1s enzimp lipolitica
us de 9 s 11 sproxinadengnig.

Las tlorrss dictomfcess preferides sub los puxilis-
tes filtrantss "Celite", comersiulmonts sbienibles de Johngw
menville, ¥y més preferiblonente ol “Filter«Cel®, Fste (liims
sstarial os ls nfs Fins distosmite do grede Colite, con un anf
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lisls do uzibada»del 1 petonido oft 150 malloge Es una distoe
mite natural que ha side selaoctivemunte extrafds. do 1z cantaw
ra, swocada, molide y clesificada por sirce Su onfilisis quinie

co se indipe como sigue:

ol

Lomnononts .
810, 85.8
Aly0z 348
Feq0y 1.2
Pylg 0.2
Tiﬂz . 0«2
Lol 8¢5
fgl 0«6
Naal 1.1
Rg0 1.1

Los materisles arcillosos fue puedsn omplearse de
gouarde con lz invencidn son las sontmorilonitas y los silie
patos aluminices hidratados, tsles como la bantonits y sl cag
iin. La sreilla preferida o8 la "Voleley", gque o3 una bentoni
ts pccidentsl comercialmente obtenible en whitieker, Clork &
Panicls, Ing.

Los gitados materisles adsarbentes se usan an cofe
centraciones comprendides entre el 0,5 i y el 15 . sproximeda
mente, v mojor aln ontre el 1,0 .. y sl 5 & sproximedanonte,

8 pesu. Unas concentracionss superiorss al 15 % son innecessg
riage

Lo operacidn do adeorcién pueds lleverse s cabo sjug
tandos el producte de la fernegntacidn do especies Tucor o un pH
rolativementa bajo y mezelands Intimaments con lo tierrs diastg

micso p meteriasl sreillssn 2 tempesrstura ambiente, £) material
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sdsorbide ve sdpara lucge del matorisl enzimdtico np sdsorbi
do del cuajo, tal como por filtracidn o centrifugacidn. Lo -
desoada enzime lipolftics puecde somoburss luego 2 slucifn del
matapial sdsarbente separado, mediante ajusto o ut pH rtelatie-
vemante elevedo o Intimo, mazclade n tempsraturs smbiants,

Ln lo mayorfs do los gescs, un aeszolado, tal comg
por sgitacifin durente unos 19 minutas 8 2 horas aproximadamer
te, resulis sdocusds pars conspguir la adsorcidn y slucién dg
goadas. Un mezclado s tewmperaturse amblentos normsles, tales
como de 20 8 255C sproximasdomenie, eps sdecuudo ¥y 6o 68 necesg
rio rudueif ni sumontor ls temparstura ambionte durante lus -

aperacionae de mexclado.

Le produccidn de le enzime lipoclfitica gqua me resupp

re de souwrndn con al wdtods de wsta invensidn puode llovarse

» cabo mediante provedimientos de Psrmentacidn elisices, naef,

un wadie nutplonte gque sontengs cotbonp asinilable, nitrdgena
y poqueotifsinas centidudes du minorales, se incubs oon un Sule
tivo do una espocis de lucor, espucialmonte ls fusox michei,
y sa ferments bajo condiclenes acrdbicns, sumorgido, @ un pH
de 3 e § sproximedsmente y # una temporaturs de 20 a S0OC -
apraximademanto, durenta un Lienpo eproximade de 2 a 14 dilesm.
Elemplos do rozas de fucor mishol qub pupdaen feppaniarsn do -~
dichs modo pare producic ls dossads snzime lipolftica, puaden

pbtenerss por al plblico sin reatriccidn slgune bejo las deng

SeT

ninacionos clPradas de NRRL A 13,131 vy A 13,042 on los Northern

Reglonal fesaarch Laboratories, de Pesris, Illinuis, EC.UU. -
Uiree razes adecuedas de Hucor miohel y otras especios Hucor,
por ejemplo les sepacies gusillus, hiemalis, zouxii, oongvene
Bis, lamprosporous y pacem ¢ rosultardn avidsntes pora lue

wxporios an la moteris tres le loctura do la preswnte desceip
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Despuds de la Parmentacidh, la enzima lipolitice
puede recuperarse‘diractamsnte do la masy, do ssta masa £{l-
trede o de un concentrado del licor dol producto. Asi, 1 of
tasus mese o paste pulposs puede usarse directemente o bien
puede Filtrapse pars sepsrar ol micwmlin y otrse moteries sfe
lidas remenentes do ls forsentagidn o bien el liger del proe
duoto deserrellsds puocde concantraréa, tal camaipnk BYBPOT G
cifng pare reducir el volumen de material s manipuler por el
procadimisnto de recuperscidn de sste Snvencidn,

| Log siguiantaos ojumglos ilustrarfn edicionslments
1n invencifn, i bien se gntendord gque &sts no so limita o

tales gjomplose

Ejemplo 1

So desarrolla flucor michef, WRRL 13,042, bojo condi

ciones de fermentscidn merdbica a 37°C y & wn pH 6, en un ten

que d¢ produceidn que sontiene el siguipnta modio nuirienta «

atuoen:
Haping de sojs dosgrasada Ksysoy 44T
Suere dulce secado por pulverizacidn 4,0
Féeula de mofz licuada con alfzesmi-
lasa bectorianas 16,0
Rgua J—
100,04

El pulde de Permontscifn ce rocoge despuls de 77 ho~
ras de fpreentscidn y sequidenonte se racupers le deseada enzi
mg lipolftica de le Porme siguientes Sa filtra el calds do fep
mentacién y se avapora hsats uns concantracidn de 24¢ Daumé.

El material pvaporado Piltrado ss ajusta luego & 3,00 Boumd
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son agus y sg djusts el PH o 5,0 con BalH 2H. Lupggs se giiade
Yolelay KuK {bentonits) o 125 gramos dal material evandrasn
dilufdo hasia uns concentzrzecidn del 2,5 & en poso. Se aghts
12 mezols durents L hora a 259C y spguidamente sg Filtro en
presancis do un 2,07 an peso de auxiliat filtrante Hyflo Gu-
pur-tal {diatomits con un snflisis do cribady dul 5 rotsnie
do ah 150 mallag). Se sjustz el pH del Pilirads 3 wn valor

de 4,0 con CIH 20, ¢o svapors hssie 14,2 yrames y sg cnsays
pare determinar el cuajo y la pnzima lipolftics. Loz ensayos
wuestren la recuperacidn de un 72,7 & de cunjo y de un O do
anzime lipolftics. Lo puats dol filiro gque guoda despulis de
1s enterior operacifn de Filltrado (12,6 gramos) so suspende
on 100 ml do sgue ¥y so ojusts el pi 2 18,0 gon a0l 18, Se
agits la wezels durante 1 hors o uns tomperaturs do B3 a 2060,
Sgguidsmentyg se ofiade suxilisr filtrante Spoecdex {diatomita) ’
hasta una concenirecidn del 3,0 y sa Pilira la mozcla. Lupgo

so sjusta ol pH 8 4,0 mon CIH 2N, so svapors hasta uns concel
tracidn sproximadacentn 6 voces mayor vy e continuscidn sa one
saya para doterminsr la anzine lipolftica, £1 ptgseyp nuestrs

unz recupcracidn dol 127 dp tal anziow.
el

Se repite ol procedimfiento do recuporecidn del £jame
plo 1, con la cxcepcifn Bu qua ol materis) inieial ag diluye
8 5,00 Baumd y se smploa tistra diatomBoes FiltezeDal en lugay
del Volelsy. En una operacifin, usando un 2,50 ab puse do File
tor«Cul, se rpcupsrs un 2517 de la sotividsd de lo anzime li-
pulitice, vy an otrs oporecidn, usends wn 5,0 en pose da File
tur~Cal, #a recupers un 1517 do la sctividad do diche snzims,.

Los snseyas do osta enzime expusstos on los £ jemplus
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1y 2 son sobre la base do los enssyos enzimdticos de los
materislos ovaporddes y Filirodos inieisles. Los ensayos ane
zinfticos se efectlsn do scuerdo con procedismientos expussios
er lg solioitud estadounidense nlsere 458,737, depositada el
2 de mays d¢ 1274 y mugstran rolaciones EA/LA superiorss z -
uno. £stos ensayes mucatran que por el procedimiontoc do ensg
vt empleads se detects mis enzima lipolftica an ol producta

recuperads que eh ol materiszl iniglal.

Ejemplg 3

5a repiten los Ejamglcs 1y 2, con lg sxcepeién do

gus las Persmentaciones se llevan o caba dan uh medie nuirigne
tp scupse gue gontiene un 120 de Psuls de melz enzimfticomen
te dagradada, wn 1,850 de herins de soja (Hutrisny 32C €) vy wn
%% de suero segs y ol calde de fermentacidn se recoge dospuls
de 114 hores de Fermontscidn. Siguiendo lus procedimicntos de
recuperscifn de los fjemplos 1y 2, se consigue oha TatuUpcrae
cifn selectiva y cuentitestive sustencislmente similer de enzi
ma lipolftica.

Ejemplp 4

ELl praducto resultenta deo otrs fermentzeidn do Suger
nighel on tanquo de produccidn, bsjo condicionce perdbices y
gn edecusdos medios nuirientes, se diluye con un vglumen igusl
da sgua y se sjusta el pH a 5,0 con CIH N. Sa trate uno porcidn
de la mese dilufda (300 gramss) con (&) un S en paso da Vole
alay y (b) une porcifn similer con un 5 en peso do FiltoreCol
como en log £jemplos 1y 2, respectivemgnte. En cads osso, (o)
y (b), se efizde un 2" en pese do auxilist filtrenta Hyflo Sue

persfol, sg Piltra ol matericl y sa rocfo lucgo con sguse. Cods
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psstn da PLltro so divide on tras paries iguslaes y se asbsope
bon on 100 ml de agus por cade 25 grames de pouta. Se.ajuatm
gl pi de les tres portes de 10,9, 10,5 y 11,0, rospectivempns
te, con NebH 2 y, despuds do agitarse durante uns hore a 25¢C,
¢o Piltre al material y se rocfa con sguas £l filteado y ol =
rociado combinados 9o ajusten a un pH de 5,2 a 5,5 con CIH N

y Go @nsayen.
£l suejo ¥y lao enzims Jipolitics on la mesa dilufde

original, en los filtrodos de Voleoley y Filtor=-Rel y an las
peatas slufdas da Volclay y Filter-Cel so expanan soguidaman-

tas
Sustrato de ensayvo »~ rondimionto % pondimionte enzing
gusto o1ft
fass 131 dilufda 100 1o %
(8) 5% filtrada Volelay 54,4 10 ‘
{b) &, filtrade FiltoreCel 65,8 11,2
(v)
Pesta de Volelay olulda
s un pH 10,0 127
Pasts de Yololey slulds
s un pH 10,8 1la
Posta de Volclsy eluide
s un pH 11,0 22,5
(b)
festa Filtor-Cel slufde
a un pH 10,0 . ﬁ2,2
Paste Filtor-Cael atufda
s un pH 10,8 121,08
Pagsta Filter<Col slufds '
s un pH 11,0 36,7

Papa los expertoe en la matepia resultarfn evidentes
otras diversos ejeaplos, ssf como modificacionus de los snterig

ros pjenplos, tros ls lectura do ls sntorior desepipeidn, sin
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apartarse del espfritu y Snhito de la inveneifn. Todos asusv
usjomplos y modificaciones deborfn considerarss inclufidos an
gl Ambito de les sdjuntss reivindicaciones.

Los términos en qua se ha redsctedo eate memorie dg

berdn ser tomados siewpre on sentido emplic, no limitativo,

HOTA DE REIVINDICACIOHES

ip reiuvindica como do propis y nupva invencifn, s
Favor de BAXTER LABORATORIES INHEL, con domicilio en Horton Gxg
ve, Illinois (Estedos Unidos), lo sspecificado on les sigulen
tus reivindicaclonas:

1.~ fiftado de recuperacibn selective y cuantitative
da enzima ligolftics dal cuajo del produsto de la Permentosidn
de especies Hucor, caractorizado sn que cenprenda ls adsarcidn
del ecitede products de fermentscidn con meterisl ecleccionado
gntrs ol grupo consistente on tierrs de dislomeas y srcille a
ur pH de 4 & 6 sproxinadomente y le ulterior clucién de la en
zime lipolitica a portir del adsorbente mediants ajusts del -
pit 2 un velor de 9 & 1l aproximadenente.

2.~ Bftodo do recuparecidn selective y cuesntitativa

de enzims lipolitica del cusjo del producto do le fermontacidn

- de ospeciss mucor, sopln ls reivindicacidn 1, carsctepizade ¢n

quo la espscie Hucor es [usor mishol.
3= Hétodn de rocupprecidn salective'y cusntitative

de enzims lipolftics del cuzjo del producta de la formentacidn
te aspecies mucor, sagin la reivindicecidn 2, cerecterizadp en
que ¢l Hucor michpi uc de la raza designada por HRAL 4 13,042,

4ow Bftado de racuperaqiﬁn spluctive v ouaentitativa
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de enzime lipolftice del cuajo dal products de la fermontacidn
do espacios mucor, segln la reivindicesidn 1, serscterizado -
an gquo gl adsorbents es uns btierrs do distomons.

5.~ Nitodo do recuperacifn selactive y cushtitstiva
de anzima lipolitica del cuajo del producta de la Pormentacién
de ospecios mucor, segin la reivindicacifn 1, ceractorizsde on
gue ls srcille adsorbente @s bontonits o czalin.

Ga= Nétouds do rocupereciin sslective y cusntitetive
de enzima lipclitics del cuaje del producte de lz forwentacidn
de vepocioes mucor, sepln la reiviadicacidn 1, carscterizado en
que ls coneentracidn do adsorbanic os del O,5 ;0 al 15 7 sproe
ximsdomente por poso del producto de la Permentuocidn,

‘ 7o~ #0todo do resuparocidn selective y cusntitativa .
de anzims lipolftics del cusjo del producto de la Fermantaaién@
de espscipe mucor, segin la reivindicecidn 6, coracturizede en
gue la concentpecidn uo adsorbsnte os del 1 . &l 5 7 aproximae
denanta,

By tiftodo de rocuperacidn selective y cuantitativa
de anzims lipolitice del cuajo #el producto do ln Fermentscidn
da ospecles mucur, segln la reivindicscidn 1, ceroctesizedo on
nue ol pH de 1o edsorcidn ps de 5 aproximsdomentc.

Sew 8todo do reocuporacidn selectiva v cusntitative
da enzima lipolitics dol susjo dsl sroducts do la Perasntacifn
de especles mucor, seqln la reivindicecién 1, corectorizade an
gue al pH de la elucddn oo de 10 o 11l sproximcdemants.

10~ iétode de rocupuracidn selsetivs y susntitative
de enzims lipolitios del cusjo del produsts de ls Pormentacidn
do ospecies mucor, segln la reivindicocidn 4, carecturizads on
que la tierra de diatoness oe Filter-Cal,

1le= *BETCOC CC RECUPERACION SELECTIVA Y CUANTITATIw
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VA DE ENZIBA LIPPLITICA nel CUAJD DEL PRODUETD OF LA FEREENTA-
CIoh ok ESPECIES RUCORY.

Tal v como se dejs descrito on le memoris procedento,
que consts de doge hojss Polliadss y wpcanogrefiadas por une -
asgla de sus ceras, '

Madpid, 10 de Junio de 1578
P, A. de CRATER LABORATORIES IRL .
Victor Gil [Vega
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