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RESUMEN
Un método y composicidn para obtener jarsbes de con-

versidn de almidén que tienen un valor de F.E. minimo de
77 por cien, un valor de D.E, de aproximadamente 68 por
cien como minimo y un contenido en D. mdximo de 47 por cien
mediante sacarificacién de un hidrolizado de almidén con
una composcidén de encimas que contiene una diastasa, gluco-
emilasa y amilo-1,6-glucosidasa,

JARABES DE CONVERSION DE ALKTDON

DESCRIPCION DE Li INVENCION

e

IEsta invencién se refiere & una composicidén de enzi-
mes y 2 un método mejorado parz obiener jarabes de conver-
sidén de almidén que tienen un D.E. (equivalente en dextro-
sa) elevado, un valor de F.E. (extracto ferméntéble) eleve-
do y un coﬁtenido en D, (destrosa efectiva referida a sus-
tancia seca) limitado. lizs particularmente, esta invencién
se refiere a un método mejorado y mas seguro parsa producir
convenientemente jarabes de cqnversidn de almidén que tie-
nen un valor de F.E, minimo de 77 por cien, un valor de D,E,
minimo de aproximadamente 68 por cien y un contenido en D,
mdximo de 47 por cien.

La extensa tecnologia general para la obitencidn de
jarabes a2 partir de almiddn, con frecuencia conocidos como
jarabes de conversién de almidén, es bien conocida, Los ja-
rabes de conversién de almiddén que son de particular impor-
tancia comercial son los "Jjarabes de maiz" o jarabes obte-
nidos a partir de almiddn de maiz, Ifas recientemente, sin
embargo, ha habido una demanda especial de jarabes de con-
versidn de almiddén de determinados tipos tales como jarabes

que ftlenen elevados valores de F.E, y D,E. y un contenido
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en dextrosa controlade de modo critico. Tales jarabes de
tipo especial son sustancialmente diferentes del tipo nor-
mal o general de jarabe de maiz,

Los jarabes de conversidn de almiddén de tipo especial
son especialmente idoneos perd ciertos usos industriales,
Por ejemplo, tales jarabes se pueden utilizar como un "adiw
tivo de elaboracién" en la fabricacidn de cerveza. Otro uso
es en el llamado "proceso de fermentdcién" de fabricacidn
de pan ampliamente wtilizado por las panaderias comerciales,
Estos jarabes son importantss en las industrias de la ela-
boracidn y coccibn fundementalmente debido a que contienen
una concentracidn relativamente alta (por encims de 77 por
cien y preferiblemente por encima de 80 por cien) de sacéd-
ridos fermentables (principalmente dextrosa & malfosa), ¥
con todo permanecen transparentes y fluidos en condiciones

normales de almacenamiento, Se esperan obros usos de estos

-jarabes de conversién de almidén de tipo especial, particu—

larmente cugndo estos jarabes lleguen & ser asequibles a
bajo coste.

Désde un punto de vista del sehor es mas conveniente
que el contenido en dexﬁrosa de los jarasbes de almidén de
tipo especial se mantenga a un nivel de dulzura elevado,
Sin embargo, hay que temsr cuidado en impedir que el conte-
nido en dextrosa exceda del 47 por cien D,S,B., o de lo con
trario tendrd lugar excesiva cristalizacién oA"estructura—
cidn" del jarabe, Bajo condiciones de almacenamicnto adver—
sas tales como las que se experimentan durante las estacio-
nes de otofio ¢ invierno, se ha observado cristalizacidn a
concentraciones de dextrosa entre 41-45 por cien D.S5,B.

Un jarabe de tipo especial ideal seria por lo tanto
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el que fuese alto en sacdridos fermentables y sin embargo
tuviese un contenido en dextrosa justo por debajo de la
concentracién que produciria cristelizacidén. Tal jarabe es-
pecial serfa, por ejemplo, uno que tuviese un contepido en
D. de aproximadamente 40 por ciem, un valor de D,E. de apro-
ximademente 70 por cien y un valor de F.E, mayor que 80 por
cien,

las siguientes Patentes Norteamericanas son represen-
tativas de la técnica precedente oque trata de la obtencibn
de jaqabes de maiz de tipos especiales distinguidos de la
glucosaordinaria o C.5.U, (jersbe de maiz sin mezclar) ob-
tenidos por conversién con dcido puro: Dale y Langlois Pa-
tente Norteamericana N2 2,201,609, fechada el 21 de mayo
de 1940; Campbell y liason Patente Norteamericana N
2,822,303, fechada el 4 de febrero de 1958; lLanglois Paten-
te Norteamericana N¢ 2,.891.869, fechada el 23 de junio de
1969; y Hurst y Turner Patente Norteamericana N¢ 3.137.639,
fechada el 16 de junio de 1864, Aunque todas las patentes
anteriores describen un método especial para obtener jara-
bes comenzando con un almidén aclarado, por ejemplo, almi-
ddén aclarado con 4cido y completando a continuacién el pro-
ceso de conversidn de almidén con enzimas, laz Patente Nor-
teamericana N° 3,137,639 es de singular importancia. Esta
patente describe un método para obtener un jarabe de almi-
dén de tipo especial que tiene un D.E, de 68-75 por cien,
un F.E, minimo de 77 por cien y un D, méximo de 47 por cien
utilizando una mezcla de enzimns que contiene beta-amilasa
y amiloglucosidasa purificada,

Seglin se indice en la Patente norteamericana N©

3,137.639, existen varios problemas que han de ser supera-




10

15

20

30

da lugar a un jarabe que tiene una composicidn diferente de

‘la que se desea,

dos antes de que se pueda obterer un jarabe que tengé un’
valor de F.E, elevado, un valor de D,E, elevado y un con-
tenido en dextrosa inferior al que podria producir lé cris-
talizacién del jarabe. Uno de los problemas especificemente
resefiado estd en suprimir seléctivemente la produccién de ..
dextrosa durante la sacerificacién sin interferir excesiva—
mente en la produccidén de otros sacdridos fermentables, O~
tro problema con el que se tropieza es el control o reduc—~
cidn de la cantidad de impurezas o cuerpos coloreados pro-
ducides .durante la sacarificacién y de este modb minimizar
la necesidad de extensivo refinado o purificacién del jara-
be, Puesto que un alto porcentaje de los contaminantes en
el producto sacarificado procede devla diastasa de malta
altamente activada, se propone que los contaﬁinan%es en el
Jarabe sean reducidos por disminucién de la cantidad de a-
nilesa de malta o diastasa de malta utilizadas durante la
sacarificacidn, Sin embargo, esta situacién resulta ser in-
satisfactoria quando 1oé limites de pH de trabajo entre los
cuales se puede obtener un jarabe con altos D,E, y I'.E, son

asimismo reducidos, Esto hace diffcil la consecucidn consis

1

tente de un jarabe de tipo especial puesto que cualquier

cambio en el pH del sistema de sacarificacidén generalmente

Consiguientemente, es un objetivo de esta invencidn
proporcionar una composicién y un método para obtener ja-

rabes de maiz especiales que no solamente superan los pro-

blemas encontrados hasta ahora sino que tambidén es mas efi
caz y econdmico que los hasta ahora existentes,

Otro objetivo de esta invencién es proporcionar una
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composicidn y un método para sacarificar el alﬁidén de maiz
en los que el producto sacarificade resultante tiene un va—
lor de F,E, elevado, un valor de D.E, elevado, un contenido
en D. inferior @l que podria producir la cristalizacién del
pxpducté sacarificado y que es sustancialmente infe;ior en.

contenido en ceniias ¥ proteinas,

Otro objetivo de esta invencién es proporcionar uns
composicién y un método para obtener jarabes de maiz que
éienen un valor de D.E. (equivalente en dextrosa) en el in-
tervalo. de 68-75 por cien, un valor de F,E. minimo (extrac~
to fermentable) de 77 por cien y un contenido en D, (dextro-
xa) mdximo de 47 por cien aproximadamente.:

Todavia otro objetivo de esta invencidn es proporcio-
nar una composicién y un método para obtene£ jaraﬁes en 1los
que el contenido en dexitrosa se pueda controlar dentro de
un intervalo determinado con relativa facilidad,

Otros objetivos y ventajas de esta invencidén serdn
evidentes de la exposicién y los esquemas en los que:

Ia FIG 1 muestra grdficamente qué efecto tienme una re-
duccién de lo amilasa de melta sobre el intervalo de pH de
trabajo para-la sacarificacién del almiddn.

La FIG. 2 mmestra grédficamente qué efecto tiene la
presencia de amilo-1,6gzlucosidasa sobre un sistena de sa~-
carificacidn én di gue se ha reducido la amilasa de malta.

Lo FIG. 3 muestra grdficamente qué efecto tiene la
reduccibén de la amilasa de malta sobre el ih"l:ervalo de pH
de trabajo en la sacarificacidén de almiddén en presencia de
una cantidad constante de alfa-amilasa fungosa.

Ia FIG, 4 muestra gréficamente qué efecto tienms la

presencia de una cantidad constante de amilo~1,6~glucosi-
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el llamado contenido en "extracto fermentable" de un jara—

| troladas con levédura de panadero, El "extracto fermentable"

dasa y alfa amilasa fungosa sobre un sigtema de sacerifica-
cién en el que se he disminuido la amilasa de malta.

La linea horizontal superior en las figuras anterio-
res representa el pH (6,5~6,7) al que se reduce sugtancial—

mente la produccidn de eextrosa por la acecién de glucoamilasd.

A lo largo de la descripcién y de las reivindicacio- |

nes de esta solicitud se utilizerdén continuemente ciertas
abreviaturas. Se propone pergs estas abreviaturas los siguienn'
%es gignificados:

L 'D.E." es la abreviatura utilizada ordinariemente pa-
ra el llamado 'Bquivalente en dextrosa! de un jarabe de con-~
vérsién de almiddn y constituye una medida del contenido
en azdcares reductores (es decir, dextrosa, maltosa, azica-
res superiores)y dextrinas en el jarabe exp}esadd conmo dex-

‘trosa,

"F,E," es la abreviatura utilizade comummente para

be de conversién de almiddén, E1l extracto fermentable se de-
termina por el método de la Fundacién de Investigacidn de
Industrias del Maiz (Método E~-28 de"Standard Analytical Me-
thods of the Member Compenies of the Corn Industries Rese-
arch Pondation", 1958). En este método, una muestra de ja-

rabe se hace fermentar en condiciones cuidadosemente con~

o fermentables" es la diferencia entre la sustancia seca
de la muestra original y la sustancia seca que queda degpuds

de la fermentacién,

La denominacidn "D" es la abreviatura del contenido
en dextrosa de un jarabe (a distincién del contenido en o-

tros azdcares y dextrina) y se da como el tanto por clen en
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descritos en varias publicaciones. Si se desea, una aproxi-

macidn del chtenido en maltosa de un jarabe se puede deter-
de F.E,

riza de modo general por su rendimiento, exactitud, reproduc+

rabe acabado, Recordando lo anterior, se pueden obtener cb-

peso de dextrosa de un jerabe D.S,.B. (referido a susténcia)
seca, Los procedimientos estandardizedos para determinsr

los valores de D.E,, F.E, y D, son bien conocidos y estdn

minar cémodemente restando el contenmido en D, del valor
El procedimiento de la presente invencién se caracte-

tibilidad én operaciones de pequefia 0 gran escala, su adap-
tabilidad a trensformaciones y equipo de tipo continuo y
discontinuo, y la facilidad con que el producto de trans-

formaecién por enzimas puede ser refinzdo y termlnado a ja~

modamente jarabes esveciales mediante las siguientes etapas
y bajo las condiciones que siguen;

1. Se prepars una papilla de almidén mezclando almi-
dén granuler con agua a una concentracién Baumé entre

0e2-252,

2, A continuacién se aclara la papillae de almidén a
un D,E. de preferiblemente enire 15-20, mediante el uso de
un 4dcido 0 una enzima o mezclas de ambos,

3. A continuacién la papilla de almidén aclarado se
ajuste, si es neéesario,a un pH entre 4,0 y 6,5, preferitle
mente, a un pH entre 4,5 y 5,9 y un contenido en sélidocs
entre 20~55 por cien,

4, E1 hidrolizado de almiddn ajustado se sacarifica
mediante la adicién de una composicidén de enzimas que con-
tiene una diastasa o amilasa tal como alfa y/o beta~amila-

sa, glucoamilasa purificada sustancialmente exenta de trans-
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glucosidasa y amilo~1,6~glucosidasa y mantenimiento del hi-
drolizado a una temperatura entre 53 ,3~562C¢ durante un pe-
riodo de tiempo que oscila desde 24 a 100 horas o durante
un tiempo suficiente para obtener un jarabe que tenga un
D.E, entre 68~75 por cien, un'F,E, minimo de aproximademen-
te 77 por cien y un contenido en D, méximo de aproximadamen-|
tg 47T por cien, ' ‘ '

5. Después que se obtiene el jarabe deseado las enzi- |
més se desactivan calentando la mezcla g una temperatura
entre 73,9-93,3¢C.

6, Pinalmente el jarabe se purifica y concentra & una
concentracidn de 402-452 Baumé y & un contenido en sélidos
de 78-85 por cien, \

De las seis etapas anteriormente-descﬁitas,'la mas
importante es la etapa de sacarificacidn,

La etapa de sacarificacidn que es la etapa en la gue

-un hidrolizado de almidén aclarado se transforme én un jo-

rabe que tigne una composicién especial, comprende el con-
tacto de un hidrolizado de almidén con una composicidn de
enzinas que contiene (a) diastasa (una enzima diastdtica
capaz de hidrolizar el glmidén a maltosa y sacdrides mas
eltos tal como beta y/o alfa amilase, (b) glucoamilasa (una |

enzima capaz de hidrolizar el almidén a dextrosa) y (e) a-

‘milo-1,6-glucosidasa (une enzima capez de hidrolizar la

fraccién amilopectinica del almiddn en sus uniones 1,6-~glu-
cogidicas),

La enzima diastasa se puede obtener de una serie de
fuentes, por ejemplo, plantas, animales o microorganismos,
y puede ser impura o purificada, Una fuente cémodo de dias-

tase y particularmente una que tieme uns elevada concentra~
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' zan centidades tan bajas como 0,001 por cien, y preferible~

cién de beta-amilasa, es la malta de cebade. La malta de
cebvade es utilizeble.a partir de una serie de fuentes co-
merciales con diversos nombres paténtados, por ejemplo,
Fromal-T72, cebada germinada altamente activa desde el pun~
ﬁgmde vista eﬁgimético, preducida por Froedtert Malt Compa- |
ny, Milwaukee, Wiscousin, También se pueden utilizar otras
diastasas, tales como alfa-amilasas fungosaé. Una prepara—
cidn comercial de elfa-amilasa fungose tipicé es la Lhozyme
33 de Rhom & Haas, También se pueden utilizar con ventaja
alfa gmilasas obtenidas & partir del organismo Aspergillus
oryzae o alfa amilasas bacterianas, tales como las encontra-
das en la Rhozyme H-39 de Rhom & Haas, Una mezcla o combi-

nacidén de smilasas, por ejemplo, una mezcla de. amilasas de

*

malta y fungosas se ha encontrado que es particularmente
dtil para obtener jarzbes que tienen valores elevados de
P.E, y D.E. y un contenido en D. controlado,

La cantidad de diastasa necesaria en combinecidn con
glucoamilasa y amilo-1,6-glucosidasa para sacarificar el
almiddén para obtener un jarabe que tiene valores elevados
de F,E, y D.E, en un contenido en D, controlado variard de-
pendiendo de la fuente,“puroza, ete. de la enzima, Sin em-
bargo, en la meyor parte de los casos, si se utiliza una

diastasa tal como, por ejemplo, une alfa-amilasa, se utili-

mente cantidedes.entre 0,01 y 0,03 por cien de la sustan-
cia seca del almidén., Cuando se utiliza como fuente de dias-
tasa una cebada germinada altamente activa desde el punto
de vista enzimdtico, se han utilizado concentraciones de
malta tan bajas como 0,1 por cien, y es posible que, en con~

diciones adecuadas, se pueda utilizar aun menos, Preferible-
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nores, se obtiene un jarabe que tiene un contenido en ce-

-11-

mente se utilizan cantidades de 0,1 & 0,5 o 0,1 ¢.. Aungue
se pueden utilizar cantidades mayores, es decir, cantida-
des superiores a 1,0 por cien, estas concehtraciones mayo-
res no son necesarias cuando-hay émilo—1,6—glucosidasa en
el sistema de secarificacidn. Esta ventaja se muestra gré-
ficemente en le FIG, 2. Ademds, cuando se utiliza mzlta co-~
mo fuente de diastasa, la cantidad se debe mantener prefe-
riblemente en un minimo y en general no debe exceder del
i,O por cien debido a la contribucién de la malte a la pro-—
duceifn de cuerpos coloreados y de otros contaminentes en

el jarabe.
Como también se ha indicado anteriormente una de las

ventajas de esta invencién es que, cuando hay amilo-1,6-glud

. .
cosidasa en la composicién de enzimas, se requeieren can-
tidades de nmalta sustancialmente menores para la sacarifi-

cacidn, Utilizando cantidades de malta sustancialmente me—

nizes mucho was bajo y menos cuerpos coloreados, Esto per-
mite que la resina de cambio idnico, que se utiliza normal-
nmente en la purificacidén de jarabes de conversién de almi-
ddn, funcione durante largos periodos de tiempb sin rege-
neracidn, Antes de esta invencién era extremadamente Aifi-
cil mantener la produccidn comercial de estos jarabes de
almidén de ﬁipos'especiales debido a que cuando sc¢ reducia
el contenido en malta, se reducia de igual modo el interva-
lo de pH de traba jo para la sacarificacidn, Como se mues-—
tra en la PIG, 1, el intervalo de pH de trabajo para obte~
ner un jarabe que tenga un D.E., de aproximadamente 70 por
cien, un contenido en D, de aproximadamente 40 ﬁor cien y

un valor de F.E, mayor que 80 por cien es extremadamente

i
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estrecho (0,2-0,3 unidades de pH) cwando se emplea en el
gistema de sacarificacién aproximademente el 0,2 por cien
de malta, Sin embargo, como se muestra también en la PFIG,
1, si el contenido en malta se aumenta en un factor de a-
proximadamente 10 o0 a aproximadamente 2,0 por cien, el in-.
tervalo de pH de trabajo se puede aumentar a aproximadamen-—
te 1,5-1,7 unidades,

En la FIG, 2 se muestra que el intervalo de pH de
tfabajo se amplia sustancialmente utilizando, ademds de la
malta, una pequefia cantidad de amilo~-1,6-glucosidasa (0,5
unidades), Ia FIG, 2 muestra que el intervalo de pH de tra-
bajo para 0,2 por cien de malta se puede ampliaf desde a- ‘
proximadamente 0,2 a aproximadcmente 1,5 unidades, Esto au-
menta la diferencia en la variacidn posible de pH-en tanto
como 700 por ecien, Por supuesvo, la ventaja de poder dis-
poner de este intervalo de pH de trabajo mas amplio es que
los operarios de una unidad de sacarificacidn de jarabe co-
mercial son capaces de obtener do modo constanie y con un
grado elevado de fiabilidad, jarsbes aue tienen los valores
de D,E., F.E, y D, particulures desecados, Antes de esta
invencidn, esta.constangia y fiabilidad se podfian conseguir
awmentando el contenido en malbta, pero esto tambidn cumen=—

ta, como se ha indicado anteriormente, el contenido ¢n ce-

‘nizas y los cuerpos coloreados presentes en el jarabe y

de este modo se awmentan loc costos de purificacidn.

Las FIG, 3 ¥ 4 nmuestran que este infervalo de pH de
trabajo todavia puede ser ampliado utilizando una pequeiia
cantidad de alfa amilasa fungosa en combinacidén con amila-
sa (beta) de malta,

La enzima glucoamilasa se puede obtener cuando se ne-
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2,893.921, Se he descubierto que tales preparaciones de gluj

de que la glucoamilasa pueda ser utilizada en la produccidn

- 13~

cesite o se puede adquirir en una serie de fuentbes comercia
les, Asf, se puede obtener siguiendo los procedimientos
descritos por Ligett y otros, Patente Norteamericana N2

2.881.115 y ILanglois y otros, Patente Norteamericana N2

coamilasa normalmente contienern cantidades apreciables de
la enzima transglucosilasa (o transglucosidasa) y que ésta

tiene que ser de mode sustancial +totalmente extraida antes

de jarabes de elevados D,E,~F,E, de acuerdo con esta in-
vencidén, Por supuesto, si la preparacién estd sustancial-
mente libre de transglucosilasa no es mecesaria purifica-
cidn, Si se utiliza glucoamilasa no purificada que contie-
ne apreciable transglucosilssa el conienid; en dextrosa (b,
del jarabe resultante superarfa la especificacién del md~
ximo de 47 por cien a 67-75 por cien de D.E. y los valores
de T,E. serfen sustancialmente inferiores al 77 por cien
minimo,

Se conocen varios procedimientos para purificar la

glucoamilasa haste hacerla sustancialmente libre de la trang-

glucosilasa, Procedimientos de purificacidn adecuados se
desceriben cn las Patentes Norteamericanas Nos, 3.067.108

y 3,047,471 de Hurst y otros y en la Patentes Nortezmerica-
nas MNos, 2.967.804 ¥y 2,970,066 de Kerr. Con algunas prepa-
raciones de'glucoamilasa, por ejemplo la Diazyme L de los
Lavoratorios Hiles, segin se indicé anteriormente, es con-
veniente utilizar, ademds de una amilasa de malta, una pe-
quefiz proporeidén de unw alfa-amilasa fungosa, por ejemplo,
desde 0,002 a 0,2 por cien en peso del alwidén que se some-

te a la conversidn durante la sacarificacién, Bl uso de la

1-
€
.
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alfa-amilasa tiende a limitar y, de este modo, mejar con—

trolar la produccidn de dextrosa., Informacién adicional que
inecluye el efecto que tiene la transglucosidasa sobre la
glicoamilasa se puede encontrar en Cereal Chemistry, Vol,
43, pdginas 658-669 (1966). _ .
| Se deben utilizar desde aproximadsmente 1 a 10 o mas

unidades (u.) de glucoamilasa purificada por gramo de s6li-
dos de almidén, siendo una unidad de glucoamilasa la cantbi-
dad de enzime que convertiria 100 miligramos de almidén e-

sencialmente en dextrosa en 45 horas a 602C y pH 4,0, Can-

tidades en exceso de glucoamilasa han de ser evitadas con

el fin de minimizar el coste de purificacidn para eliminar

‘cuerpos coloreados y -obros contaminantes indeseados (por

ejemplo proteina) del jarabe,
La enzima amilo~1,6-glucosidasa, con mucha frecuen~-
cia conocida como "pullulanasa" es una enzima capaz de hi-
drolizar selectivamente los enlaces alfa-1,6-glucosidicos
de la fraccidn amilopectinica del almidbén, Otras enzimas
capaces de hidrolizar enlaces alfa-1,6-glucosidicos se co~
nocen en la bibliogrufifa como “iso-amilasa" y “enzima R".
La obtencidn de una enzima que presenta -actividad
e la amilo-1,6-glucosidasa fué relatada por Bender & Wa--

llenfels en Biochemische Zeitschrift, Vol 334, pdginas T79-

95 (1961). Otre informacién que incluye el uso y obtencién

de esta enziima se puede encontrar en lethods of Enzymology,

Vol, 8, pdginas 555-559 (1966). De acuerdo con las referen-
cias anteriores, la amilo-1,6-glucosidasa se puede obtensr
a partir del organismo Aerobacter aerogenes. Ciertas cepes
del orgenismo, Aerobacter aerogenes, se han descrito como

que son fuentes particularmente buenas para la obtencidn
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de esta enzima, Por ejemplo, Aerobacter aerogenes (U-58)
que se manifiesta ser un descendiente directo de la cepa
original aislada por Bender & Wallenfels se ha encontrado
que es una fuente de esta enzima perticularmente buena.
También se pucden ubtilizar varios muitantes de Aerobacter ..
aerogenes (U-58) inducidos por ultravioleta, Otras cepas
descritas de Aerobacter aerogenes gue se pueden utilizar
son Aerobacter aerogenes ATCC 9621 y ATCTC 15050,

Preparaciones de amilo-1,6-glucosidasa o pullulanasa

se pqg@en obtener a partir del organismo Aerobacter aeroge-

nes por métodos de cultivo conocidos, Una téenica adecuads

se describe en la puvliczcidn de Bender y Wallenfels pre-

viamente citada, Si se desea, la preparacidn impura se pue-

de purificar antes de usarla. Sin embargo, la utilidad de
la enzima en el procedimiento de esta invencidn no estd

restringida a preparaciones de determinada ‘pureza especifi-

ca. Sin embargo, evidentemente, el uso de una enzima susten

cialmente gxenta de contaminates seria ventajoso,

La cantidad de smilo-1,6-glucosidasa utilizads no es
especialmente critica y dependes en una gran medida de la
concentracién del almidén en el hidrolizade de almidén, la
actividad de la onzima, las condiciones de la reaceidn,
etc. Sin embargo, gensrelmente, se utilizan desde aproxima-
damente 0,05 a 1,25 unidades de amilo-1,6-glucosidasa por
gramo de almidén, y preferiblemente entre 0,2 y 0,7 unida-
des/g de almidén. Uno unidad de amilo-1,6-glucosidas. se
define como la cantidad de enzime presente en 1,0 ml de
disolucidén que, con exceso de pullulana como subgtrato en
condiciones de ensayo patrén, aumenta el valor de reduccién

en una hora a 4520 o un valor que es equivalente a un ng

F]
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de maltosa,

TLa sacarificacidén del hidrolizado de almidén clarifi-
cado mas eficiente tiene luger cuando el hidrolizado de al
midén se clarifice a un D.E. de menos que 35 y tiene un con-
tenido,en sélidos de menos que 55 por cién, Durante la sa-
carificacién (en presencia de encimas) el hidrolizado de
almidén se mantiene a un pH entre 3,5 y 7,0 ¥ a una tempera-
tura entre 25 y 602C, Preferiblemente el hidrolizado de al~
nidén se menviene a un pi euire 4,5 y 6,5 y & une temperz-
tura.gntre 30 y 502C, En estas condiciones la sacarifica-
¢cién normalmente es completa dcspuds de un periodo de apro-
ximadamente 30 a 80 horas,

Los ejemplos siguientes son simplemente incorporacio-
nes ilustrativas de esta invencidn y no se Eplicén como lie-
nitaciones especificas de ésta.

SJUIPLOS 1-10

A una papilla de almiddn de maiz de 209-22¢ Baumé

(Be.) en agua, se afiade con agitacién el 0,1 por cien de
ClH referido al peso de sustancia seca del 2lmidén. Esta
proporecién se obtiene mezclando 0,526 Kg de ClH de 202 Be,
con 454,5 litros de papilla de almidén de 212 Be, El pH de
la papilla resultante e¢s 2,2, Ia papilla se reduce a 15-19
D,E. utilizando vapor a 3,87 atmésferas en un calentador

de inyeccidn’ de vapor hasis aumentar la temperatura a 150¢C
que se mantiene«durante 3-5 minuwtos, Despuds de descargar
a la presidn etrosférica la operacidén caliente se nsutrali-
ze a pH 4,5 a 5,0 por adicidn de unz disolucidn de cénizas
de sosz, Esto requiere aproximadamente 0,15 por cien D.S.
de cenizasg de sosa referido 21 peso D.3, de los sdlidos del

Jarabe, Es satisfactoria una disolucidn de cenizas de sosa
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que contiene0,125 kg de cenizas de sosa por litro, Después
de la neutralizacién, la operacién se enfria a 53,3-55,60C
antes de continuvar el proceso,

Se determing el valor D.S. de la suspensidn de_ hidro-
lizado enfriada, y se afieden a’la misma cantidades predeter-
ninadas, segin se describe en la Tabla I, de cebada germi-
rada altamente activa (amilasa de malta de Wallerstein),
glucoanilasa y amilo-1,6-glucosidasa. Ia preparacidén de glu-
coamilase (Diastasa 73 de Rohm & Haas) se diluye con agua
a eproximadamente 100 u./ml y se purificae con 0,2 por cien
/v de lignina a pH 4 segin se describe en la Patente Nor-

teamericana NWe 3,047,471, Bste tratemiento de purificacidn

girve para eliminar enporas fungosas, color y transglucosi- |

. . )
dasa, Se afiade la amilo-1,6-glucogidase en forma de una di-
solucidn acuosa, La amilo-1,6-glucosidasa se ohtiene a par-
tir del orgenismo ALerobacter aerogenes por el procedimien-

fb descrito en Biochemische Zeitschrift, Vol 334, péginas

79-85 (1961): Ia malta se afinde on forma de polvo seco. Con
las enzimas afiadidaes la popilla de almiddn se transforma a
53,3~55,62C y pil 5,6-5,9 durante 48 horas. Al final de las
48 horas, lo conversidn por enzimas. se detiens rooiando con
suficiente vapor para sumentar la temperatura a 79,42C en
una hera, temperatura que se mantiene durante aproximada-
mente uns hora.

A contintizeidn la operacidén de jarabe se.purifica con
resinas y/o carbdén y sc evapora hasta 432 Be, (82,5 por
cien D,8,), se determinan los valoves D.,D,E., y F,E, de los
jarabes para cade una de las combinaciones de enzimas y se

detallan en la Tebla I,

AL At At e g g
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TABLA I

Ejem~ Malta Glucoami Amilo-1,6- 48 horas

plo el e BNl % DB, % D. % B.E, % D/DE

des/g

12,0 2,6 72,1 46,6 81,8 0,65
2 2,0 2,4 68,9 42,1 79,1 0,62
3 1,0 2,8 72,5 53,4 0,74
4 0,5 3,0 74,3 57,2 0,77
5 0,25 3,0 70,0 54,8 0,78
6 0,25 2,5 0,5 70,0 43,0 78,2 0,61
7 0,5 1,5 0,25 66,2 42,1 81,9 0,62
8 0,5 2,0 0,50 59,7 44,6 79,5 0,64
9 0,5 3,0 1,0 69,3 37,7 86,4 0,54
10 1,0 2,8 0,5 T1,3 43,2 83,8 0,61

Se puede ver a partir de los ejemplos anteriores que, en
ausencia de amilo-1,6-glucosidasa, se nscesita aproximada-
mente 2,0 por cien de malte en combinacién con glucoamilasa
si se ha de oblener un jarabe de tipo especial que tenga
valores de D.E, y F',E. alrededor de 70 y 80, respectivamen—
te, ¥ un contenido en D. de aproximadamente 40-45, Se pue-
de ver ademds que cuando se reduce el contenido en malta
(beta-amilesa) presente durente la szcarificecidén (ejemplos
1-5), sumenta el contenido en dextrosa del jarabe. A un con
fenido en dextrosa de aproxinadamente 45-47 por cien tiene
lugar generalmente la cristalizacidn o estructuracidn del
jarabe,

Sin embargo, como se demuesira mediante los ejemplos
6-10, la presencia de amilo~-1,6-glucosidasa controla la pro-
duceidn de dextrosa aun a concentraciones de malta inferio-

res. Esto también se demuestra por la relacidén D./D.E. tam-
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bién descrita en la Tabla I, Un jarabe de tipo especial qﬁe
tiene relaciones D./D.E. entre 0,5 y 0,65 y valores de F,E,
de aproximadamente 80 por cien es el tipo de jarabe mas a-
decuado pare ubilizar en la industria de la elaborac;dn de
cerbeza y de la cocoién.

EJEMPLOS 11-~20

Estos ejemplos muestran el efecto que tiene la amilo-~ |
1,6~-glucosidasa sobre el intervalo de pH de trabajo para
obtener un jarabe de almidén de maiz que tiene un D.E. de
por lo‘qenos 70 por cien, un contenido en D, de 40 por cien
y un valor de F,E, de por lo menos 80 por cien. Se sigue
el procedimiento del ejemplo X escepfo en las modificacio~
nes descritas en la Tabla IT, Los resultados se describen
en la Tabla I a continuacién y se expresan grdficamente en
las FIG. 1 y FIG, 2.

TABLA II

Gluco Awilo-1,6~ Intervalo de pH de tra-
amila glucosidz bajo para obtener un ja-
sa, u sa, unida rabe que tiene un D,E. |
nida= des/g de 70 %, D,yde 40 % y

Ejemlo % wmalta des/g T,E, de' 80 %
11 0,2 2,1-3,0 6,4-6,5
12 0,2 2,1-3,0"7 0,5 5y4=6,5
13 0,5 2,1-3,0 6,2-6,5
14 0,5 2,1-3,0 0,5 4,8~6,5
15 1,0 . 2,1-3,0 546-6,5
16 1,0 2,1-3,0 0,5 4,4-6,5
17 145 241=3,0 : 5,2-6,5
18 1,5 2,1-3,0 0,5 4,3-6,5
19 2,0  2,1-3,0 5,0-6,5
20 2,0 2,1-3,0 0,5 4,2-6,5
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EJEMPLOS 21-25

Los cjemplos siguientes muestran que toda o parte de
la malta (beta~amilasa) se puede sustituir por alfa amila-
sa fungosa, Los ejemplos se realizaron de acuerdo con el
prgcgdimignto descrito en el ejemplo 1 con la excepcidn de
les modificaciones deseritas en la Tabla III que sigue

TABLA IIT

Unidades/ g 48 horas

Amilasa gluco- amilo-1,6 Tanto por Tento Tanto
Ejem fungosa amila~ glucosi~ cien de por por .
plo pH (elfa) sa dasa D.E, cien D cienEE
22 5,9 0,31 2,4 0,5 73,8 45,8 83,4
23 6,1 0,15 2,4 0,5 71,1 41,6 82,5
24 6,1 0,31 2,4 0,5 70,8 39,9 82,5
25 6,2 0,055 2,5 1,4 70,6 31,4 95,0

% Tambidén se afiadid el 1 % de malta '

Puesto gue se pueden hacer muchas incorporaciones de
esta invencidn y nuesto que se pueden hacer muchos cambios
en las incorporaciones descritas, 1o que precede se inter~
preta como ilustrativo y la invencibn se define por las
reivindicacidnes siguientes.

En resumen, la Patente de Introduccidén que se solicita
deberd receer sobre las siguientes

. REIVINDICACIONES

1. Un précedimiento pars sacarificar un hidrolizado
de almidén clarificado que consiste'en poner en contacto
dicho hidrolizado de almiddén con unz combinacidén de enzimas
que consta de diastasa, glucoamilasa y amilo-1,6-glucosida~
sa en condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente

para conseguir un jarabe de conversidn de almidén que tenga

MQ:
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un valor del equivalenie en dexirosa minimo de aproximada-
mente 68 por cien, un valor de extracto fermentable minimo
de aproximadamente T7 por cien y un contenido en dextrosa
méximo de aproximodamente 47 por cien, B

2, Bl procedimiento de Ja reivindicacién 1 en el que
la diastasa es principalmente una beta-amilasa,

3, E1l procedimiento de la reivindicacifn 2 en el que
la beta-amilasa se obtiene a partir de malta de cebada.

4, Bl procedimiento de la reivindicacién 3 en el que
la glqgoamilasa esta sustancialmente exenta de transgluco-
sidasa,

5., E1l procedimiento de la reivindicacién 1 en el que

le diastase es principalmente una alfa amilasa fungosa,

[

6, Bl vrocedimiento de la reivindicacidn 4 en el que
el_jarabe de conversidn de almiddén tiene un valor del equi~-
yalente en dextrosa en el intervalo de aproximademente 68~
75 por cien,

- 7. El procedimicnio de la reivindicacidn 6 en el que
el jarabe de gonversidn de almiddn tiene un valor del equi-
valente en dextrosa de por lo menos 70 por eien, un valor
del extracto fermentable ninimo de apfoximadamenie 80 por
cien y un contenido en dextrosa mdximo entre aproximedamen—
te 41-45 por cien, .

8. El procedimiento de la reivindicacidn 7 en el que
la suspensién de hidrolizado de almiddn tiene un D.E entre
aproximadamente 15 o 20, un pH entre aproximadamente 4,0 y
6,5, un contenido en sélidos de aproximadamente 20 a 55 por
cien de almidén on peso del almidén sobre una base de sus~
tancia seca y en el que la digestidn del hidrolizado de ai-

middén es duraate aproximadamente 24-100 horas a una tempe-

Y
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ratura inferior a la que desactivar{a las enzimas de saca-
rificucidn.

9. El procedimienio de la reivindicacidén 8 en el gue
ge utilizan por lo menos aproximadamente 0,1 por cien en
peso de.amilasg de malta altamente activada referido a sus-

tancia seca, aproximadamente 1,5 unidedes de glucoamilasa

| por gramo de s6lidos de almidén y por lo menos 0,1 unidades

de amilo-1,6-glucosidasa por gramo de sélidos de almidén
ﬁara sacarificar dicha suspensién de hidrolizado de 2lmidén
clarif}cado.

10, El procedinmiento de la reivindicacidén 9 en el que
la suspensién de hidrolizado de almiddn se clarifica con
dcido,

11. E1 procediniento de la reivindicacién 10 en el que
la amilasa de malta sc sustituye ftotalmente o en parte por
una cantidad equivalentc de unz alfa amilasa fungosa.

12. Bl procedimiento de la reivindicacién 11 en el que
la alfa amilase fungosa se sustituye totzlmente o en parte
por una alfa amilasz bacteriana.

13. Bl procedimiento de la reivindicacidn 1 en el que
la amilo-1,6~-glucosidasa se obtiene a partir del organismo

Aerobzcter gerogenes,
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14. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Introduccién que se solicita
UN PROCEDIMIENTO PARA SACARIFICAR UN HIDROLIZADO DE AIMIDON
CLARIFICADO.

-

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la |.

memoria descriptiva, que consta de-veintitrés pégi

nas mecandgrafiadas ¥y dibujos que se adjuntan.

Madrid, 8 de Junio de 1.976
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