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| tividad de alfs-amilasa en preparados o preparaciones bac-
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| Zste invento se reficre a la inscetivacibdn selec-
tiva de uns enzima en presencia de otra, y mds en parti-
cular se refiere a la inactivacidn selectiva de ls activi-

dad enzimitica proteolitica que existe Junto con la ac-

terisnos brutos de la enzima glfa-amilass.

Lz glfa~-amilassa es un prepaﬁado de anzims que
se emplea para digerir o licusr materisles de almiddn ta-
-les como ‘la-etapa inicial en 1la produccién~de"6ierto nine-
ro de edulcorantes tales como dextrosa, levulosa, maltosa,
y jsrabes de maiz de elevado Z.D. (equivalente de dextrosa)
TLa slfa-amilasa hidroliza las moléculas de slmiddén pera
romperlas en una variedad de fragmentos de peso molecu-
lar inferior. Sstos productos se tratan subsiguienteaente
con uno o mis prepsrados de enzima adicionales, incluyen-
do glucoamilaga, beta-amilasa y glucosaésomerasa con el
fin de obtener el producto final deseado. Alternativamente,
una.pluralidad de estés preparados enzimiticos pueden in-
troducirse en una suspensién del material de almidén simul-
tineamente para producir directsmente los materiales edul-
corantes.

Los preparados de la enzima alfa-amilasa son
asequibles de una anmplis variedsd de fuentes. s econbni-~
ca y mas comercialmente factible emplear alfa-amilasas.
que se producen a partir de fuentes bacterianss. Tiertos

organismos bacterisnos, tales como el Bacillus subtilis,

Bacillus licheniformis, etc., se cultivan en tinas grandes

destruyéndose a continuacidn las células y el preparado
enzimdtico se separa del caldo y se purifics. 3in emberzo,

este preparado de enzims alfs-amilasa "purificado" %toda-
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| via retiene ciertas inpurezas que son dificiles y costosas
de gliminar.

Uns de tales impurezas perjudicisles es cono-
¢ida como proteassa o engima proteolitica. iZste material
bioldgicamente activo puéde reaccionsr con diversos mate=-
riales proteinicos presentes en los materiales de almiddbn
produciendo hidrolizados que conbienen péptidos, polipép-
tidos y aminodcidos.

‘I3 presencia del contaminante enzima proteasa
en la slfg-amilasa es perjudicisl en la hidrbdlisis del ma=-
terial que contiene almiddén. Zn genersl, diferentesrtipos
de materiales de almidén contendrdn cantidades diierénﬁés
de materiales proteinicos. Por ejemplo, un material de
almidén de maiz refinado puede contener tan poco como 0,3%
de proteinas; un producto molido y seco, tal como sémolas
de maiz puede contener hasta aproximadamgnte 8 a 10% de
proteinss y materiasles de almiddén no réfinados denomina-
dos slmidones de molinos, pueden contener tanto como 20%
de materiales ﬁroteinicos. Cusndo el materisl de almiddn
se hidroliza empleando el preparado de enzima alfa-amila-
sa, la presencis de actividad de proteasé en ol preparado
hace que una fraccibén del material proteinico ses hidro-
lizads simultinesmente con el slmidén. Zsto da como resul-
tado 1z pérdida de productos proteinicos econbmicamente
valiosos. Ademds, estos sub-productos indesesbles tiénen
que ser eliminados del producto edulcorante finsl con un -
coste extra. '

Econbuicamente es deséable utilizar él nate-
rialrde partida menos costoso posible pars obvener los hi-

drolizados de almidén. Por consiguiente, un almiddén de
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| molino, que solo ha experimentado la separacibn de la fi-
bra y el embridén es preferible a un almiddn refinado que
tiene un bajo contenido de proteinas. Cuando se utiliza

un preparado de la enzima glfa-smilasa que incluye caﬁti-

| dades sustanciales de actividad de proteasa, es necesario

emplear materiales de almiddn refinsdos relstivamente cos—
tosos debido a sus bajos contenidos de proteina. El empleé
de tales preparados de'enzima sobre los materiales de al-
‘Widén menos refinados produciria excesos de materiales

de hidrolizsdos de proteina. que interferirisn con lus em-
pleos subsiguientes y las conversiones del hidrolizado

de slmidbn.

Si el preparado de la enzima alfs-amilasa es -
t4 sustancialmente exento de actividad de enzima proteo-
1{tica, las proteinss cgpten;das'en el material de alwi-
dén que se hidroliza no serdn hidrolizadas en ningin gra-
do aprecisble, sino que permsnecerdn en el material irso-
luble y pueden filtrarse y recuperarse de un modo eficaz.

No es esencial gque la totalidad de la activi=-
dad de enzima proteolitica sea eliminada o inactivada en
el prepsrado de la enzima slfa-azmilasa. Aunque es prefe-
rible que ests actividad proteolitica sea reducida a2 un
nivel tan bajo como ses pbsible, se ha encontrado que si
la reiacién de actividad de enzima proteolitica, U/z, a
actividad de enzims amilolitica, U/g, (la relacibdn PAC{ )
es menor de aproximadamente 2, el preparsdo de enzima
funcionard de un modo satisfactorio psra los fines de es—
te invento. &s mis preferido que esta relacidn sea menor
de sproximadamente 0,8, Tal ccno se emplea en la presen-

te memoria, la expresidn alfs-amilasa exenta de proteasa
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|_significard un preparédo de enzims alfa-amilasa en el
que esta relacidn es menor de sproximadamente 2.

Las slfs-amilasas exentas de proteasa de este
invento son Gtiles psra la produccibén de hidrolizados de
alwiddn a partir de una éériedad de materisles de almi-
dén. Estos materiasles pueden derivar de cuaslquier fuente
tal como maiz, trigo, srroz, pastata y sorgo en grano.
Pueden emplearse variedad céress. En los Lstados Unidos,
‘los materiales de almiddn derivados del maiz se prefieren
generalmente por razones econbdmicas, mientras que los ma-
teriales de almidén derivados del trigo y del arroz se
prefieren en otras partes del mundo.

El material de almidbén puede ser cualquiera
de una variedad de productos parcialmente purificados;
es decir, materiales secos, un ejemplo de los cuales esl
las sémolas de maiz (otros incluyen mondas de mafiz, hari-
na de mafz, harina de trigo, etc), o productos himedos
tales como almidén de molino y productos mds refinados a
partir de los cuales hs sido separada una parte del glu-
ten. Como se emplea en la presente memoria, la expresidn
"a1lniddn de molino" se emplea para significar cualquiera
de las diversas suspensiones de almidbn parcialmente puri-
“ficadas varisndo desde un producto muy bruto desde el
cual solamente han sido eliminados las fibras y el germen
hasta un material purificado que contiene menos de apro-
ximadamente 0,3% de materiales proteinicos. Alnidén de
molino "ligero" se refierc 2 una suspensién deralmidén
tal como se recibe de los sepsradores de fibra y de ger-
,men, mientras que almiddén dé molino "pesado" se refiesre

a un material similar a partir del cual se ha eliminado
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_ una parte del agua. Los zlmidones puros también pueden

emplearse.

Las 2lfa-amilasas exentas de proteasa de este
invento son Gtiles para formsr hidrolizados de almidén

por los métodos ususles. Particularmente estdn adaptadas

para emplearseien procedimientos en los que el almidén

sin convertir [residusl permanece en su forma granular.

Estos procedimientos'estén descritos generalmente y rei-
vindicados en las patenbtes de los Estados Unidos
3.922.196; 3.992.197; 3.922.198; 3.922.199; 3.922,200 y
3.922.201 expedidas todas el 25 de Noviembre de 1975

~y cuyos contenidos se incorporan en la presente como <on

anterioridad.

En los procedimientos del almiddn granulsr,
al menos la.solﬁbilizacién inicial del material de slmi-
dén se efectlia a una temperstura relativamente baja; es
decir inferior a ls tvemperatura de gelatinizacibn real

del:almidén particulsr contenido en el materisl de almi-

"dén. A estas temperaturas, la actividad de protessa re-

presenté un problema particular dado que estd inactivada

en-ninguns extensidn sustencial. Cuando se emplean pro-

- cedimientos convencionsles que utilizan temperaturas

superiores, las enzimas proteoliticas serdn inactivadas

- en una extensibn parcisl durante el empleo.

Se han sugerido cierto nlmero de procedimien-

~Tos en 1a técnica anterior para sepsrar, reducir o inasc-~
- ¢ivar las impurezas de enzima proteolitica o de otro tipo

en alfa-smilasa y otros preparados de enzima. .

Por ejemplo, ld patente de Estados Unidos

3,249,512 sugiere lz inactivacidn de enzimas licuantes
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. en un preparado de sminoglucosidasa calentando hasta

_una temperatura predeterminadas durante un periodo de tiem

. Antes de este tratamiento térmico, el preparado de enzi-
ma alfa-amilasa bacterisna bruto se mezcla con un matse-

‘risl que es capaz de proteger ls alfa—amilssa de la inac-

v Hoja m’lm.—6-
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sproximadsmente 1002C; la patente de Estados Unidos
2.685.682 describe la inactivacidén diferencisl de mez-
clas de slfa-amilasa y proteinasa ajustando el pH de la
mezcla y calenténdo paré ipactivar selectivamente una

de las enzimas; la patente de Estados Unidos 3.912.590
sugiere que 1y proteasa en una alfa-agmilasa derivada del

Bacillus licheniformis puede inactivarse durente la li-

cuacidn del 3lmidén llevando a“cabo al menos la parte
inicial del procedimiento a uné temperatura de 1002C z-
-liEQC; la patente de Estados Unidos 3.303.102 sugiere
el empleo de un hidrolizasdo de almiddén para tamponar un
preparado de amilasa fingica de la inactivacidén dursnte
1s inactivacién_écida de la transglucosidasae. Ademés, la
menmoris de la patente japonesa 16.696/62 describe que
las soluciones de enzimas proteoliticas'pueden estabili-
Zarse nediante uﬁa combinacidn de alcoholes polivalentes
¥ sales de calcio..

Se ha encontrado que el preﬁarado de enzima
alfa-amilasa bacteriasna bruto puede tener la actividad

defproteasa reducida calentandb el preparsdo bruto a

po predeterminado con el fin de inactivar la proteasa.

tivacién térmica. Un material protector preferido es un
material sustrato de hidrato de carbono tal como jorsbe
de maiz. Alternstivemente, como otrs reslizacidn prefe-

rida, los éreparados de alfa-amilass derivados del Baci
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L_1lus licheniformls, que son particularmente estables al

calor, pueden tener la sctividad proteolitica reducida
mediante un tratamiento téruico sinilar, pero empleando
| ion caleio como material protector.

Por insctivacién de los preparados de enzima,
se quiere decir la reduccidn de ls actividad definida de
la enzims prot¢asa a menos de la relacibn antes definida.
‘Lz actividad de alfs-smilass del ppeparadoide~enzima se
—~deternina de ascuerdo con el procedimiento descrito en la
patente de Estados Unidos 3.922;199 expedida el 25 de Ko-
viembre de 1975,

Una unidad de actividad de enzima proteasa ae
define por la cantidad de enzima que produce fragmentos
solubles en cido tricloroacético que dsn un colorazul
equivaleﬁte a O,B/ﬁg de tirosina bajo el siguiente método
de ensayo.

. ‘Uns soiucién de caseina patrdén se prepsra di-
"solviendo 2,00 g de casefna en 20,0 nl de Na0H 1,0 N. Se
aﬁaden 50 ml de agus y se gjusta el pH a2 6,3% con 3cido
fosférico diluido (1 parte de &cido al 85% para tres par-
tes:de agua, V/V). Se afiade agus hasta. 100 ml.

_ Una solucidn de reserva de tirosina se prepara
disélviendo_250,0 mg de l-tirosina en HCl 0,2 N para pre-
parar 500 ml de solucién. Zsta solucién conbiene 500 a8
- de tirosina por ml.

7_ 7 Se prepara una.solucién de reactivo de ﬁolin—r
'fénolmdiluyehdo“loo'ml de reactivo de fenol (Folin 2N y
Ciocslteau, Fisher Scientific Co.) con 300 ml de agua.

' Se prepara una curva patrdn como sigue.

Se pipetean 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 y 6,0 ml
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|_de la soluci6n de tirosina de reserva en cada uno de seis

natraces volumétricos de 50 ml y se diluyen hasta la mar-
co con HCL 0,2 N. Las soluciones resultantes contienen
10, 20, 30, 40, 50 y 60 jug de tirosina/ml. Se pipetesn
3,0 ml de cada solucibn en un tubo de ensayo de 25 x 150
mm. 3e pfeparafunarmuestra en blanco que contiene 3?0 ml
de HCL 0,2 H. pe pipetean 15,0 ml de Na2005 0,46 M ¥y 3,0
ml de reactivo Folin-fenol en cada tubo de ensayo y se
mezclan con un mezclador Vortex. Se coloca en un baﬁo'de
agua a 372C durante 20 minutos bara desarrollar color. -
Se determina la absorbancia de cada muestra con respécéb
al sgua destilads en una cubeta de 1 cm a 660 nm. Se res-
3 de la sbsorbancia de cads muestra la absorbancia de la
muestra en blanco y se representa grificamente la absor-
bancia corregida frente a los ug de tirosina por ml. Los

valores de la absorbancia deben estar en el intervalo de

El método de ensayo de la proteasa es como si-
gue.

.Se prepars una solucidén de enzima que contiene
20-iOO U/ﬁl de proteasa aﬁadiendo un peso conocido de un
preparsdo de enzima 3 un matraz volumétrico de 5C0 ml y

diluyendo hasta la marca con uns solucibn de acetato de

-calcio al 0,1 en peso/volumen. 3e pipetean 1,0 ml de 13
solucibn de enzima en cada uno de los dos tubos de cen—

_ﬁrifuga de 15 ml dn un bsflo de agua de temperatura.constan

e de'3720 (se emplea un tubo para cada muestra, otro pa=-
ra uns muestra en blanco). Se deja que se equilibren du~
rente 5 minutos. Emplesndo ‘pipetas de soplado se afiaden

1,0 ml de sdlucién de caseina a la muestra y 2,0 ml de
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|_&cido triclprqacético 0,4 M s la muestra en blanco y se
'mezclan empleando un mezclador Vortex. Después de un tiem-
po de reaccidn de exactamente 10 mihutos, se pipetean

2,0 ml de_écido tricloroacético 0,4 }{ en la muestra y 1,0
ml.de solucidn de caseina en la muestra en blanco,

Be mrzcla c¢ada muestra como antes y se conbi-
nfia la.incubac#@n a 372C dursnte 20 minutos més. 3e sepa-
ran las muestras del bailo e inmediatamente se‘centrifugan
a 2000 rpm dursnte 10 minutos. Se decanta cada liquido
sobrenadante en un tubo de ensayo de 25 x 150 mm y ée nez-
cls exhaustivamente. 3e pipetean 2,0 ml de cada liquido
sobrenadante en un tubo de ensayo de 25 x 150 mm. Se pi-
pefean 10,0 ml de N32003 0,4 1M y 2,0 ml de reactivo de-
Folin-~-fenol en_céﬁartubo de ensayo y se mezclan. Se colo-
can los tubos de ensa&o en un bafio de aguas 3 379C y se

Ainpuban durante exactamente 20 minubos para desarrollar
color. 3e determina la absorbasncis relativa al sgua des~
.tilada en una cubeta de 1 cm a 660 nm. Se rests de la ab-
sorbancia de la nuestra la asbsorbsneia de la muestra en
blanco péra obtener la sbsorbasncia neta y se determina
1s céncéntracién aparente de tiroéina de la curva patrén.
Ta actividad de protessa es entonces la Actividad de pro=-
tea;a, Ug/ = tirosina aparente en pg/ml x 2 x factor de
-dilucién de 2.

" -De acuerdo con la primera realizacidn de este
invento; puede emplearse cualquier alfa-amilgsa badteria-
na. Zstos prepérados se derivaﬁ de una amplia variedad de
'ﬁgteriales. Zstos son materisles comerciales tipicos que

. se venden bajo una variedsd de marcas registradas. farti-

cularmente preferidos en la prdctica de este invento son
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L-1os preparado; de enzima a3lfs-amilasa que tienen una es-
tabilidad térmica relativamente alta, tal como los prepa=-
rados vendidos bajo la marca regisfrada THiEREAMYL, fabri-
cado por Novo Terapeuitsk Laboratorium, Copenhague, Dins-
marcs. 2Zstos preparados de enzima se derivsn de ciertas

cepas de Bacillus licheniformis como se describe general-

1
mente -en la papente britdnica 1.296.839 y tienen una esta-

bilidad térmica relativamente elevada. Otrqs preparados
~de enzima ftiles son aquellos que se derivan del Bacillus
subtilis, :tales como los vendidos bajo las marcas regis-—
trédas RAPIDASE y TENASE.

' Bl prepsrado de enzima alfs-amilasa bacteriano
se megcla primeramente con un material protector. Los
materiales protectores adecuados en general son nateria-
les a base de hidratos de carbono que son capaces de Ire-
ducir la degradscidn térmica de la activided de enzima
aifa—amilasa en él prepasrado. Zstos mismos mabteriales

protectores no propércionan en general proteccidn para"la
actividad de enzima proteolitica en la misna extensibn que
la alfa-amilasa. Generalmente los materiales protec%ores
quefse prefieren en la prictica de este invento son ma-
terisles que son capaces de ser atacados por la alfg-ami-
lasa y por tanto capaces de proteger el sitio activo;

-pof ejemplo, los materiales de hidrolizado de almidén

que tienen un E.D. en el intervalo de hasta sproximadamen-
te 50; por ejemplo, un pfoducto sélido de cereal hidro-
lizado de Z.D. 9-11, (por e¢jemplo, una malt&dextrina)
vendida bajo la merca registrada de MOR-RZX por CPC in-
térhational Inc, Englewood Cliffs, New Jersey, o un jara-

be de meiz de E.D. 42,-también vendido por CPC Internatio-
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_nal Inc. La qextrosa puede tsmbién emplearse como mate-
risl protéétor con alguna reduccidn en la eficacia, Simi-
larmente, si el hidrolizado de almidén tiene un E.D. de
sustancialmente por encima de 50, la cantidad de accibn
protectora serd reducida: Estos materiales protectores,
cuando estin pfesentes en una base de volumen en el inter-
valo de aproximadamente 2: 1 s aproximadamente 1l:2, de ma-
terial protector a enzima, reducen sustancialmente el gra-

40 de “inactivacibn térmica de la actividad de slfa-amila-
sa. La bsse en volumen se basa én emplear un material
protector de un 30% de susbtancia seca con el preparado de
enzima, Como los preparados de enzima comerciales son
generalmente de aproximadamente 30% de sustsncia seca,
las felaciones en volumen son sustancialmente las mismas
gue las relaciones en peso (de suétancia seca). General-
mente, una cantidad preferida de los materiales hidroliza-
dos serd de aproximadamente 707 en base seca.

El materisl hidrolizado se mezcla en el prepa-
rado de enzima alfa-amilasa bacterisna crudo y luego la
mezcla se calienta a uns temperatura en el intervalo de
apréximadamente 702C a gproximadamente 902C dQurante un
periodo de tiempo que es suficientg para iﬁactivar la ac~-
tividad de enzima proteolitica sin reducir sustancialmen-
fe.la'actividad de enzima alfg-amilssa. Generalmente se
prefiere.unz temperatura de aproximsdasmente 802C, El tiem-
po dursnte el cusl la temperaturs se nantiene dependers
del grado de reduccidn de sctividsd de enzims proteoliti-
ca necesario ¥ la temperatura particular utiligzada. Gene-

lrélmente, son suficientes periodos de 15 minutoé a 50

minutos aunqﬁe pueden emplearse periodos de hasta 3 horas.
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| En general, los preparados de enzima derivsdos del Baci-

1lus subtilis requieren tiempos de calentamiento mds cor-

to que los derivados del Bacillus licheniformis. Por ejem-

plo, a 80°C, desde aproximadamente 15-30 minutos es un

periodo de tiempo suficiente pora los prepsrsdos deriva-

dos del Bacillus subtilis, mientras que los derivados del
I

Bacillus licheﬁiformis requieren desde aproximadanente
! ,
45 a 60 minutos. .

--El-empleo de materiales de -hidrolizado de al-
middén, como matériales protectores tiene la ventaja adi-
cibnal de .que esencialmente no se introducen impurezas
que necesitan separarse en etapas posteriores. El prepa-
rado de enzimz alfa-amilasa ha de emplearse para obtener
materiales de hidrolizado de almidén y la introducecidn
de cantidades importantes de materiales de hidroligzado
previasmente formados no causard problemas de purificacién_
pdsteriores. Por él contrario, cuando se sigue la segﬁn-
da realizacidn de este invento, con la cual el matefial
protector comprende ion calcio, el ion caleio es una im-
pureza que debe eliminarse posteriormente del producto
final. »

Is segunda realizacién preferida de este in-
vento ufiliza ion calcio como material protector. Esta
realizacién es parbticulermente Gtil cuando se emplean al—
fa-amilasas relativemente estables al calor, tales como

las derivadas del Bacillus licheniformis.

Cuando se utiliza este procedimiento, debe con-
siderarse el ion calcio total presente en el sistems, in-
cluyendo el ya presente en ¢l prepsrsdo bruto. Como el

contenido de ion calcio varis de lote o tands en tanda,
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~es necesario deterninsr el ion calcio presente. Puede afia=-
dirse una sal de calcio soluble en agua para llevar la
concentracidn de ion calcio hasta un nivel predeterninado.

38 importante advertir qQue la presencia de ion
calcio tiende a proteger la activided de protesss asi co-
mo la actividad;de alfa-amilasa. Por tanto, a los niveles
de caleio supeniores puede ser necesario un periodo de
tratamiento relativsmente mayor psra inactivar esencial-
mente de un modo completo la enzima de protessa.

'TLa concentracidn del ion calcio que proporcib—
nard ls proteccidn suficiente a la actividad de zlfa-amilad
sé, se ha encontrado que estd en el intervalo de sproxima-
damente 0,5% a'aprOXimadamente 1,5% en base seca, de en-
zima. Preferiblemente, la concentracidén es al menos apro-
ximadsmente 1,0%, en base seca. Las concentraciones de
iop calcio de 2,0% o mds, psrecen tener un efecto perju-
dicial.

' Generslmente, el nivel de protessa en una alfa-

amilasa de Bacillus licheniformis, tal como THIRMAMYL se

redqce eﬁ aproximadamente 90} simplemente tratando con ca-
.ldr~ia enzima "tal cual" (sproximadsmente 1,0% de'Ca**)
durante 60 minutos a 802C. 3olamente se observa una pérdi-
da @el 5% en la actividad de alfa-amilasa.

- Los preparados de alfa-amilasa exentos de prb-
_teasa, pueden emplearse luego para producir hidrolizados
de almidén a partir de una variedad de fuentes de alnldén
de alto conbtenido de proteinas, tales como maiz, milo,
t?igo, etc. Estos incluyen productos tanto molidos en hil-
.medo como en Seco, talés como sémolas de maiz, diversas

calidsdes de almidén de molino, abaleaduras de trigo, etc.
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51 empleo de slfa~amilasas que habian tenido 1la actividéd
de proteasa insclbivada de acuerdo con este invento para la
hidrélisis de las diversas fuentes de almiddn produjo hi-
drolizados equivalente en composicibén de hidratos de car-
bono a los producidos a p;rtir del almiddén como materia
prima. También es posible utilizsr preparados de enzims
alfa-~-amilasa que ya estdn exentos de cualquier cantidad

importante de actividad proteolitica, tal como el prepara-—

1do vendido basjo la marcs registrada MAXAMYL IX 600C, ven-

dido por Gist-Brocades, Delft, Holanda (derivado de Baci-

1lus subtilis).

3¢ han obtenido resultados satisfactorios em-
pleando tanto los procedimientos de hidrdlisis que evitan
la gelatinizacidn del slmiddén como ios descritos en las
patentes antes mencionadas y los procedimientos de hidré-
lisis de¢ enzima=-enzima convencionales.-~

Se utilizasron los preparados de enzima siguien=—
tes produciendo hidrolizados a partir de fuentes de almi-
abn. '

1. alfa~-smilasa THORMAMYL 60, iote AN=1009 a

partir de Bacillus licheniformig. Iis actividad de proteasa

original era 33.084 U/g y la actividad de alfa-amilasa
1006 U/g. Un volumen de enzima se diluyb con dos vollmenes
de jsrabe de maiz d; 30% de sustancia seca y.42 de E.D.
Ia mezcla se~céleﬁt6 desde lz temperatura ambiente a 802C
en 30 minutos, se mantuvo a 802C durante 75 minutos'y lue~
go se enfrid en un bafio de hielo. Esto dié como resultado
uns sctividad de a2lfa-amilass de 323 U/g y una actividad
de protessa de 520 U/g. _ .

2. alfs-amilasa MAXAHMYL IX-6000 s partir de
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1Bacillus subtilis que tiene uns sctividsd de alfsz-amilasa
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de 14.955 U/g. Zsta enzima tenia una relacidn de proteasa/
alfa-amilasa de menos de 1 y se empled "tal cual”.

3¢ Glucoamilasa derivsds de Aspersillus niger

que tiene uns actividad de 284 U/g de glucoamilasa.
| Se utilizaron las siguientes fuentes de slmiddn
con resultados satisfactorios.
l. 3émolas de maiz: un producto de maiz molido
- —en seco.,
2. Abaleadurss de maiz; polvos finos del tamiza-
do de granos de msiz, .
5« Abalesduras de trigo: un producto de trigo
molido en seco.
4, Almidén de molino ligero: una suspensidn de
almidbén desgerminado que contenia 10-12% de
proteinas. | 7 .
5. Almidén -de molino pesado:’una suspensidn con=|
centrada.
6. Segundo flujo inferior del hidrociclén: una
suspensidn de slmidén de molino en 1la que
las proteinszs han sido reducidas hastarapro-

ximsdamente 1-1,5%.

Es necesario lavar previamente los materiales
de 2lmiddén antes de introducir el prepsrado de enzima alfs-
amilasa para separar los materiales solubles, principalmen~
te cenizas y proteinas. . _

Zs preferible que el prelavado sea efectuado
3 aproximadamente la temperastura asmabilente puesto que a

tYemperaturas superiores puede haber una solubilizacién
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|_creciente de los materiales proteinicos y de hidratos.dé
carbono.

. Cuando se emplean productos molidos en seco ta-
les como sémolas de maiz o sbaleadurss de mafz, el preia~
vado se efectla poniendo"en suspensidn una parte del ma~
terial del almidén en 2 partes'en peso de agua que conbtie=
nendesde sproximsdamente 200 ppm hasta sproximadamente

1000 ppm, y preferiblemente aproximadamente 500 ppm de

te. La suspensidn se filtra y se lava con 3l menos una par+
te adicionzl de la solnciénrde S0,. r
Cuando se emplean materisles molidos en himedo
que estin en forma de suspensidn que ya incluye 80y, se
hecesita simplemente fLiltrar y lavér con agus. Alterﬁéti—

vamente estos materiales pueden también lavarse con la.sc-

\

lucidn de 505 _

El método de conversidén de enzima de almiddn
granular (GS-EHE) se realiza de écuerdo con el érocedimien—
to siguiente: '

La torta resultante se pone en'suspensién en
agus hasta un contenido de sélidos del-ad% ¥ éé convierte
como sigue:

La suspensidn se acondiciona 2z una temperatura

*+ Sobre una

de 602C, se aifiaden 50 ppm de Ca
base de almidbén seco, se ajusta el pPH y se aila=]
de 1 U P.I. (proteasa inactivada) de THERMAMYL/‘
/g de sustancia seca. Se calienta a 759C a iQQ/
5 minutos hasta 702C y a continuscibn a 12C/

15 nminubos a 7520, 3e coloca en un bafio de agua

hirviendo, se deja 15 minutos a 759C, se trata
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_ térmicamente a 1009C y se mantiene 15 minutos..
Se enfrias a 602C, se ajusta el pH a 4,3, se

_afiaden 0,14 U de glucoamilasa/g de sustancia
seca, se ajusta el pH a 5,5 y se ahade extracto

de malta al 0,2%., Se ajustan todos los hidroli-
El ajuste de pH inicial debe ser a aproximada-
mente 6,5 cuando se empleen materisles protei-

nicos de elevado contenido de molido en hilmedo,

les de molido en seco o almidones que han sido

purificados de proteinas.

Como el intervalo de temperatura de gelatiniza-

_ibn para el slniddn de trigo es aproximadamente 102C més

bajo que para el almidén de malz, el perfil de temperatura
de d;lucién se cambia a 502C a 652C por ciclo.

El extracto de malts de cebada se prepard agi-
tando 10,38 gramos de melbts molida en 79,26 gramos de H,0
durante 1 hora, filtrando s continuscidn por gravedsd a
través de un papel Whatman n® 1. Por taﬁto, 10 ml del fil-
trado es equivalente a 1,2 g de malta en base seca.

-~ De un modo similar, pueden emplearse los otros

métodos de almidén granular o convencional antes menciona-

__|dos.

Los prepsrados de slfa-amilasa exentos de Pro-
teasa, pueden utilizarse en métodos convencionales o de 2l-
midén granular que emplea un slmidén original como mate-
riai de partida. Zstos almidones generalmente tiencn un

contenido de proteina de aproxinadamente 0,30-0,35% 0 me=

L ¥ T

zados finales a pH 4,3 antes de la filtracidn.

y aproximasdamente 5,5 cuando se empleen materia-

Y
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2s preferible obtener el hidrolizado de la mejor calidad.

. feriva del Bacillus licheniformis. E1 preparsdo se mezcla

zy también para los Zjemplos siguiéntes, que el ensayo
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hos. Bl empleo de preparados de alfa-amilasa exentos de pro-
teasa proporcionard generalmente hidrolizados que tienen
nenos de aproximadamente 0,10% de proteina. Cusndo se em-

ples un almiddn original el prelavado no es necesario pero

Con el fin de proporcionar uns mejor compren=
5i6n del invento, se dan a continuacidn los sigulentes ejem-

plos no limitativos.

EJZMPLO I
El Ejemplo I ilustra el efecto de la conceé%ra-
cibén y el tipo de material sustrato sobre la insctivacidn
ie la actividad de enzima proteolitica durante el trqtamien—

to térmico de un preparado de enzima alfa-smilasa que se

con el material de sustrato y luego se mantiene a 802C
durante un periodo de tiempo diéeﬁado. Puede verse por un
examén de estos datos que un Jjarasbe de maiz con un E.D. de
1l y un jarasbe de maeiz con un E.D. de 42 protegen la acti-~
vidad de alfa-amilasa conbtra la inactivacidn térmice, con
1o cusl se generan productos que tienen.una relacidn de
sctividad P// en el intervalo deseado. 3in embargo, la
dextrosa no protege la sctivided de alfa-amilasa.

Es importante advertir com respecto al Ljemplo
de proteasa se realiza a un pH que varia entre aproximada-
te el empleo sea posiblemente inferior, tal como,de aproxi-

madamente 5,5. 3in embaryo, ésto se ha encontrado que es

necesario, dedo que los ensayos de la proteasa a un pH de

mente 6,2 y aproximadsmente 6,4, incluso sunque el pH duran-
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5,5 no son'lineafes con el tamafio de la2 muestra.

| " Ia Tabla I muestrs los resultados del Ejemplo
I. El tratamiento térmico en presencia de sustratos de E.D.
1l o de E.D. 42 da como resultado una inactivacibén de pro-
teasa de 93% y 96% respectivamente, s relaciones de enzima
3 sustratode L a l y 1l a 2, respectivamente. No se obser-

va pérdids sigyificstiva en la actividad de slfa-amilasa

~trosa como-material -sustrato protector,~soiamente se.ob=-
tiene una inactivacidn de proteasa del 89% al 92% con una
reduccién de aproximadamente 127 en la actividad de slia-
amilasa.

También se ha determinado que en presencia dGe
jorabe de maiz, aumentando el tiempo de tratsmiento tér-
mico de 60 a 75 o0 a 90 minutos aumenta la inactivacibn de |
proteasa solo ligeramente; es decir desde sproximadamente
91% a 95%, sin pérdida significative de la actividad de
'alfa—amilasa.rReduciendo el tiempo de tratsmiento térmico,
sin embsrgo, se obtiene como reéultado una disminucidn sig+
nificativa en la inactivacidn de proteasa a solamente 735
después de 30 .minutos. Zs importante advertir que esencials
mente el mismo grado de inactivacidn de proteasa también
sé 6btuvo empleando jsrabe de maiz que se ajusté a un ni-

el de pH de 5,5 o 7,0.
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b EJENPLO IT
3e fepitié el procedimiento del Zjemplo I em-
pieando TENASE como preparado de enzims glfa-amilasa, El
calentamiento se realizd con y sin adicidén de jarabe de
maiz de E.D. 42 como material sustrato protector. Los re-~

sultados se recogen en la Tabla II.
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-Muestras de alfa-amilasa THZRMANYL (loté AN
1050) que contenian 0,50% de caleio en base seca, se tra-
taron térmicamente duran%e varios periodos de tiempo a -
8020, ILas experiencias se realizaron tanto al pH inicisl
del prepsrado de alfa-amilasa como al PH ajustado a8 5,5.
La Tsbla III resume los resultados.

" "Los resultaddos muestran due un trafamiento |
térmico de 60 minutos a cualguier pH produce relaciones
de sctividad de proteasa/alfé-amilasa de menos de 2. Pro-
longando el tiempo de calentamiento hasta 120 minubtos seo
produjo una relacidn de 0,6, pero se obtuvo un sacrificio
de 11%-1%% de la actividad de alfa-amilasa.

A un pH de 5,5 se obtuvo uns inactivacién 1li-
geranente superior de tanto la proteasa como la alfa-ani-
lasa a3 un pH de 6,4, debido a2 la estabilidad de enzima

generalmente reducidas en el medio mis 4cido.




—————
e r———————

TABLA IIT —24f

EB#3CTO DEL TIEIYO Y pH D TRATAWISNIO TSRMICO SOBRE LA TUACTIVACION D3

Tratamiento tér

PROTEASA BN THERHAHYLa)

Insctivacibn, % Relascidn de Act.

80 120

a) Lote AN1050, 0,50% de calcio en base seca, tratado con calor en ausen=—

cia de hidratos de carbono.

nico Actividad, U/gm

iﬁggegg giiTpo Proteasa o;;amilg _Prote?sa A=-smilasa P/l

BH 6,1
o tratado 19,528  1.075 - - 18,2
80 30 4.517 999 75,9 751 4,5
80 -~ 45 2.960 1.026 84,8 4,6 _ 2,9
80 60 1.980 1.022 89,8 4,9 : 1,9
80 75 1,598 1.003 91,8 6,7 1,6
80 90 1.152 o6k o4,1 10,3 1,2
80 120 708 956 96,3 11,1 0,7

pH_5,5
No tratado 20,937  1.005 = - - 20,8
. 80 45 2,038 992 90,3 8,3 2,2
80 60 1.520 920 92,7 8,5 1,7
80 95 11,072 916 94,9 8,9 1,2
80 90 762 896 96,4 - 10,8 0,9
356 870 98,3 13,4 0,4
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-~inactivacidn -de proteasa-disminuye desde €l 100% hasta el
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EJENPTO IV

Se trataron con calor muestras de varios lotes

de THERMAMYL a 802C durante 60 minubtos. Antes del trats-

miento térmico, el nivel de ion calcioc de cada lote se ajus

CaClé. Tas actividades de la proteasa residual y slis-ami-
lasa se muestrsn en la Tabla IV. A medids que aumenta el '

contenido de calcio en THIRMAMYL desde 0,04% a 2,09, la

91%., Tn cads c¢aso, la inactivacibén de slfa-smilasa disminu
ye desde 25% a 0,04% de calcio hasts aproximadamente 5%
al 1% de calcio. Aumentando el nivel de calcio al 2% cse

obtiene como resultado una inactivacidn creciente de o=

L7
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con calor a 80°C duranteiéo, 60 y 90 minubtos y a 85¢C du-
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Diferentes lotes de THIRMAMYL que contenian
0,04% a 2,21% de calcio se diluyeron con 2 partes de jara=-

be de maiz de pH 5,5, 305 de s.s., D.E. 42 y se trataron

rante 10, 20 y 30 minutos. En todos los casos el pH duran-

te el tratamiento térmico fue de 6,2~6,6. Los datos mostra-

dos en la Tabla V indiecan que: 7

' “ @) Bl tratomiento térmico de THERMAMY’L, lote
ANlCOl, a 802C u 852C da como resultado una
insctivacidn de proteasa esenciaslmente com=
pleta con menos de 7% de pérdida en activi-
dad de alfa-amilasae.

b) Se obtiene mis insctivacién de alfa-amilase
pero~meﬁo;.de groteasa con el lobte AN1LOC2
que con los otros lotes de THERMAMYL. La ru=-
z6n de esto no se entiende.

¢) Tos datos obtenidos con los lotes AN 1005 y

| 1009 indican que (1) 90 minutos a 802C inac~
tivan 93%-97% de proteasa con una pérdida del
8% o menor en alfa-amilasa, y (2) 10-30 mi-
nutos a 852C inactivan 97%-100% de proteasa
junto con aproximadamente 73%-16% de alfa-

amilasa.
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\TABIA V
PARMISTROS QUE CONTRCIAN LA INACTIVACION SELECTIVA D PROTIASAS EN
ATFA=-AMILASA DE THERHAMILa

41 it e o v ik

o

b) ¢

c)

de E.D. 42 antes del tratamiento térmico.
Suponiendo que no hsy ninguno pérdids de la actividad de alfa-amilasa

de las muestras no enoayadas.
Determinada a PH 5,5

. Actividad despues del tra- Inactivacidn, % Relg-
ggigggéenggempo tamiento tervlco, U/ml. Proteasa Mraéllasa . g}ép
Temp. min. Proteasa o -anilasa A

QC
" Lote AN100L (0,04% en b.s. de Calcio)
80 30 30 ¥.D. . 99,6 \Neda® 0,1
-85 . -10 55 409 99,2 73 0,1
85 20 0 417 100 Sy4 0,0
85" 30 230 4L 99,6 Nada 0,1
Tote AN1002 (0,89% en b.s. de Calcio 7
80 30 2860 N.D. 69,8  NeDo 6,52%
- 80 60 1965 N.D. 79,2 N.D, 4,5
80 90 1055 385 88,9 12,3 2,7
85 10 1385 261 85,3 17,8 3,8
85 20 405 341 95,7 22,3 1,2
85 30 270 356 97,8 18,9 0,8
Lote AN100S (2,01% en b.s. de Calcio)
80 30 3291°g N.De 71,1 Nada . 8,4
80 60 4650) 396 95,9 Nada 1,2
80 90 77l N.D. 93,2 Nada 2,0
85 10 400 363 96,5 749 1,1
-85 20 0 342 100 13,2 0,0
- 85 30 40 359 99,6 8,9 0,1
T.ote AN1009 (2,21% en b.s. de Calcio)
t
80 30 . 3680 N.D. . 7%,0 (NDo 9,1
80 60 ' 1460 N.D. 89,3 N.D. 3,6
80 90 475 369 96,5 8y 1,5
85 10 430 1) 96,8 14,1 1,2
85 20 0 337 100 16,4 0,0
85 30 30 376 99,8 6,7 0,1
Enzima diluids con dos partes en volumen de jsrabe de maiz al 30%
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' CEJETPLO VI

Ei proéedimiento de inactivacidn de proteasa se
amplid a escala por preparacién de dos grandes lotes de en-
zima para estudios de conversidn. Los tamafios de iote de
2600 y 6655 ml consistian en THERMAMYL (Lote AN1009) di-
luido con dos pértes en volumen del jarsbe de maiz de E.D.
42 8 pH 5,5, con 305 de sbélidos. La enzims dilufda (pH 6,2)
se calentd a 802C en 30 minutos en un baiio ﬁe-agua calenta-
do con vapor, se-mantuvo a esta temperatura durante 75 mi-
nutos y se;enfrid a la temperatuﬁa ambiente en aproximada-

mente 30 minubtos. EL pH final era 5,9. La inactivacidn dz

|proteasa era de 93%-96/ con solamente una pérdida de apro-

ximadamente 3% en la sctividad de alfa-smilasa. Estos dos
lotes de THERHAﬁYL tratado térmicamente se emplearon para
convertir el almidén original ¥y el alnidén de molino, res-~ -
pectivamente, en hidrolizados de dextrosa empleando el pro-

cedimiento de enzima-calor-enzima (EHE) de slmiddn grazular

EJEMPLO VIT

Sémolas de maiz se pusieron en suspensidn en
aguafy se diluyeron con preparados dé enzima de THERMAMYL
que habian sido tratadas con calor para dar varias csnti-
dadeé de inactivacién de proteasa. Una serie se sacarificé

1uego a pH 5,5 con glucosmilasa derivada de Aspergillus

|niger y Xa otra con alfa-amilasa. Los resultados se resumen

en las Tablas VI y VII.
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TABTA VI
(EFECT0 D3 LA RETAGION DE-ACTIVIDAD DE PROTEA3A/ATFA-AMIDASA
&N THERMAMYL SOBRE LA PREPARACION DE HIDROLIZADOS DE DEXTROSA
A PAﬁfIR DE SEMOLAS DE maTz®) .

Experiencia NO 61 62 63 64 65

.— Tpatamiento de THIRMAMYL

Lote | AN1001 AN10O5  AN1009 AN1009 -AN1OOL
Pemperatura, 2C 80 80 80 80 No tratado
Tiempo, ninutos 20 60 60 30 "
Relacion de Act. P/A 0,1 1,2 3,6 9,1 15,5

Andlisis de hidrolizados,

beSe )

% de SeSey 29,4 29,5 29,5 29,7 29,7
Dextrosa, % 9%,8 9%,8 94,0 94,0 93,6
Proteinas, % 0,18 0,22 0,25 0,34 0,48
N Amino, ppm , 31 %6 42 57 89
Caudal de féltracion, ,
litro/min/m 11 10 10 11
Andlisis de residuocs, solubles

Base libre, b.s.
% d.e §OSQ E 97’0 97,0 97,2 98,0 ‘98,2
Proteinas, % 65,7 66,1 66,4 66,7 66,9
Almidén, % . R0 6,8 7,2 7,2 7,1
Solubilizacidn, % de b.s. A
Almidén 99,1 99,2 99,1 991 991
Total - 88,5 88,2 88,2 88,2 89,1

a) ILas experiencias se realizaron por el procedimiento G3~-EHE a
7590,'empleando prelavado con 0,05% de 80,4 50 ppm de calcio y saca=

 pificacién a pH 5,5. Dosificacidén de glucoamilasa 0,14 U/g de SeSe



, TABLA VII
EPFECTO DE LA RELACION DT ACTIVIDAD DE PROTEZASA/ATFA~AWITASA IN THSRHAHYL
" S0BRE TA PREPARACION DE JARABZ DE ELAVADA RITACION MALTOSA/MATMOTRIOSA A
PARTIR DE SEHOTAS DE KAIZS) o

Bxperiencis n? 54 55 . _56 57_ 58
‘Trotamiento de THERKAMYI | '
Tiote AN100L AN1005 ANLOO9 AN1009  ANL0O1
© Temp. C . 80 80 80 80 Ho tratado
Tiempo, minutos 30 60 - 30 30 Wo tratsdo-
Relacion de activi-
dad P/« 0,1 1,2 3,6 9,1 15,5
Andlisis de hidrolizados
D.Se
% SeSe 27,9 27,9 27,8 27,8 27,0
D.E. : 47 45 46 46 45
-2, % 53 52 51 53 53
T : 22 24 2y . 2h 21
Proteinas, % 0,12 0,16 0,18 0,25 - 0,42
Amino N,, ppm 20 26 32 47 83
Caudal de filtro
1/min/m 10 10 11 11 11
Andlisis de residuos, solubles
base libre b.s.
% de g.5. 96,6 9,6 96,7 97,6 97,3
Proteinas, % 63,8 62,9 64,3 63,6 64,4
Almidén, % - 11,0 11,0 6,07 10,0 9,5
Solubles, % 1,3 2,4 1,2 0,8 1,2
Solubilizacidn, % de b.s.
 Almidén 98,6 98,6 99,1 98,7 98,8
- —Dotal 88,4 88,6 88,5 88,6 88,9

la) Experiencias efectusdas por el procedimiento de GS-EHE a 759C

empleando extracto de malta de cebada.
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20

25

4ron con -2 U/g de s.s.-de THERMAMYL. Las suspensionés se mans

dia de 0,217 a 0,13% - una reduccidn del 387,

Hojn nl'lm..52..

/ BEJTMNPLO VITI

21 efeeto del hivel de proteasa en la licuefacidén s tempe-
ratura elevada se estudid brevemente empleando THERMAMYL
(Lote AN1009) que se trataba bien térmicsmente para inac-
tivar las proteasas (relacién P/A = 1,4) o se empleaba “"tal
cual" sin inactivacidn de proteasa (relscidén P/ = 32,9).
Las suspensione! de slmiddn el 25% en »/p, PH 6,2, que con-

tenian 200 ppm de calcio afiadido en base seca se inocula-

tuvieron a,502C bien durante 70 minutos o 24 horas antes
de ls licuefscién. El largo tiempo de permsnencia se em-
pled para simular un caso extremo en las condiciones de
procediniento reales. Cada suspensidn se diluyd empleanco
calentamiento indirecto a 902C dursnte 90 minutos, pH €,2
y se sacarificd dﬁrante 96 horas a pH 4,%, 602C con 14
U/100 g de s.s. de glucoanilasa. Los datos medios obbeni-
dos en esta serie 5 eﬁ un duplicado se muestran en lgiTa-
bla VIII. Los :esultadOS indican que aumentando el tiempo
de permanencia de 30 minutos a 24 horas resulta'una protei-
na ligersmente mis soluble en los hidrolizados finales.
Sin embargo, el factor principal que influye en el conte-
nido de proteina del hidrolizado es el nivel de proteasa
en lé alfa-amilasa. Empleando el THERMAMYL tratado (bajo

en proteasa) el nivel de proteina se reduce desde una me-




PABLA VIII

.EFECTO DEL CONTENIDO DE PROTZASA EN THERMAMYL EN UN PROCEDIMIENTO
DE DEXTROSA DE ENZIMA~ENZIMA

Experiencia N@ : 155 2y 6 3357 4y 8
THERMAMYL No tratado Tratado No Trata- Tratado
’ . _do

Relacidn de Act. de .
proteasa/y - . 32,9 1,4 32,9 1,4 .

Tiempo de permgnencia
.de la suspensioOn de

almidén, 502C3) 24 hr 24 hr 30 min %0 min
_Licuefacidn b)

% de S.S. 26,8 26,8 26,7 26,5
D.E. o 22,2 21,9 19,2 19,2
Sacarificaciénc) .

% de s.s. . - 28,5 28,5 28,5 28,5
Dextrosa, % en b.s. 4,9 . >95,4 - 95,4 95,3
Proteinas, % en b.s. 0,22 0,15 0,20; O,il
Ins., % en b.s. ' 1,16 1,31 1,31 1,42

a) Una suspensién de almiddn de mafz al 25% en p/p que contenia 2 U/g
de s.s. de THERMAMYL & 200 ppm de calcio afiadido en be.s. se mantu-—
vo a 502C, pH 6,2 durante el tiempo indicado antes de la licuefa-
¢ibn.,

b) Calentamiento indirecto a 902C, 90 minutos, pH 6,2

..-—¢)-602C, pH 4,3, 95 horas, 0,14 U/g de s.s. de GA.
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~lron -calentando 90 minutos a 90°C, y luego se' convirtieron

Hojn m’\m.5 4-

|
' _EJEMPLO IX

El procedimiento GS-ZHE a 759C se empled para eva
luar lss sémolas de mafz y las abalesduras de meiz. Los re-
éultados se resumen en las Tablas IX y X. Con fines compa-
rativos, las sémolas de maiz se convirtieron por el proce--
dimiento de enzima-enzime a 902C. Las sémolas se lavaron

prevismente con una solucién de 500 ppm de 505, se licua~-

con glucosmilasa o extracto de malta. Los resultados en la
Taﬁla XT muestran que la composicibébn y calidad del hidoro=.
lizado son las mismas que se obtienen por el procedimiento
s 752C. Sin embargo, la solubilizacidn del alnidén y el

coudal de filtracidén son mayores empleando el procedimiegnto
a 759C, constituyendo gl procedimiento a 752C un método

preferido de conversibdn.
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Prelavado

"TABLA IX

CONVWRQION DE SEHOLAS DE MAIZ

ol

Solubles eliminados % en b.s.

| Sacarificacibn

Andlisis de hidrolizados, b.s

% de SeSe

Dextrosa, %
Proteinass, %

N amino, ppm

Caudal de filtracidn,
li‘bros/min/m2

Andlisis de los residuos, b.s.?)

% de SeSe
Alnidén, %

Proteinas,

Solubles, %

Solubilizacibén, b.s.

Total % b)

Almidén y A

o C)

-Condiciones:

3émolas de malz lavadas

3e diluyb con 1 U P.I. de THERHAMYL/z de s.s.

L+

-50 ppm de Ca -pH 6,5

Se calentd de 602C a 752C en dos horas -trata-
do térmicamente a 1002C.

3e convirtié con 0,14 U de GA/g de s.s. =-pH

4,3%-96 horas 3 ©02C.

a) Corregido 3 base libre de solubles
b) Incluidos solubles

¢) Se supone que no hay pérdida de almiddén en el prelavado;

eliminados en el prelavado

Hoja narm35e

GEH=-32
0,05 3 80,
GA

29,4

94,5
0,33

75

97,5
13,8
67,3

2,0

88,1
98,2
con 30% en p/p de'Soz.
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TABLA X
CONViRSION DE LAS ABALZADURAS DI MAILZ

GEH-21 GEH~25
Prelavado 0,05% 50, 0,05 80,
~3olubles -eliminados, %-en-b.s. -6,42 843
Sacarificacibn - Malt X GA
Andlisis de hidrolizsdos, b.Se
A |
% de SeS. 24,2 25,5
Dextrosa, % - - 91,2
D.E, | 4,1 -
DP-1, % 5:9 -
DP-2, % 5,5 -
DP-3, % 22,6 -
DP-dt, &, % 17,0 -
Proteinas, % 0,8 2,2
N smino, ppm - , N.D, 360
Régimen de filtracidn, ' :
litros/min./m2 &« <1
AnSlisis de residuos, b.s. a)
\ . \ '
% de S.5. 28,7 97,9
Almidén, % 4,7 4,3
Proteinas, % 32,3 30,8
Solubles, % 1,1 " 1,2
 Solubilizacibn, b.s.
b)
Total, % 175,8 7543
Alniddn, % ¢ - %814 . 98

- Condiciones: Abalesduras de maiz lavadas con 30% en p/p de 8055 di--
luidas con 1 U P.I. THERMAYL/G de s.s.~50 ppm de“Ca*+_pH
_6,5-c3lentado desde 602C a 752C en dos horas- tratado
'térmicamente a 1002C~ convertido con 0,14 U GA/g de SeSe=~
pH 4,3 - 96 horas a 60°C (GEH-25) o 0,2% de extracto de
.malta - pH 5,5 = 24 horas a 602C (GEH-24). .

a) Corregido a base libre de solubles
b) Incluye solubles eliminados en el prelavado

c) Se'supone que no hay pérdida de almidén en el prelsveado.



TABLA XI

.CONVERSION DE 3SEMOLAS DE MATZ =Zi{PLEANDO EL PROCEDIMIENTO D& LENZIvA-

ENZIMA A 90°C.

Experiencia N2 GEH=-59
Procedimiento 908C E-B

Sacarificacibn Malt X

"“KnéliSis“de hidrolizados, b.s.

Sustancis seca, % 26,6
‘Dextrosa, % N.D.
D.E. 4‘1,0
. DP"l, % . ) 2,0
DP-2, % 53,2
'DP-B, % 4.7
DP-it, +, % 20,1
Protelnas, % ' 0,10
N smino, ppn 20
ca*t |, ppm 149
Caudal de filtracidn
Litros/min/m2 <1

Andlisis de residuos, b.s.a)

4

Sustancia 52, P 9
Almldon, % 1

oteinas, % 5
Solubles, %

Solubilizacidn, b.s.

y D)
Total, % 86,3
Almldén, % ©) 98,3

GEH-92 GEH~60 GEH-10
G3-EHE 902¢ E-&  G3=usils
Malt X GA GA
28,2 28,9 29,6
NoD, 96,2 94,9
44.6 N.D, N.De
2,8 N.D. N.D.
51,6 N.D. N.D.
27,0 N.D. " N.D.
18,6 NoDo ﬂ D‘
0,14 0,37 0,35
N.D. 95 87
4D, 102 49
9 3 10
97,8 96,6 97,2
9,6 17,6 9,6
66,8 57,4 72,9
1,5 3,2 1,6
88,3 87,0 98,8
98,7 97,5 28,8

'Condiciones: Sémolas de maiz lavadas con 30%
! con 1 U P.I. de THERMAMYL/g de‘s.s = 50 ppm
6,5 - calentado dos horas a 90°C- convertido con 0,14
' GA/g de s.s.- 96 horas a 60°C

malta -~ 24 horas a 602C

a) Corregido a base libre de solubles

en p/p de sog (}g luldo
e

-+ - pH

o 0,2, de extracto de

b) No ineluye pérdidas de solubles en el prelavsdo (excepto GEH-92)

¢) Se supone que'no hay pérdida de almiddn en-el prelavsdo.
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Almidén de molino pesado-y una suspensidn de él-
midbén de 1ls Que se habis separado parcislmente ls proteina
(segundo flujo inferior del hidrociclén) se convirtieron em
' pleando el procedimiento G3-EHE pars- -ilustrar el empleo de
fuentes de almiddén de elevado contenido de proteina molido
en himedo. Los resultados se recogen en las Tablas XII,

| XIII .3 XIV.




TABTA XTI

CONVERSION DZL ATMIDON DE uOLINO PESADO

xperlencla Ne
pH de sacarificscidn 4,3
Sustancia seca de
reposicidn, % 3,1

Anflisis de hidrolizado, b.Ss

GEH-78

a)

__Sustancia seca, ¥ 33,5
Dextrosa, % o4, 4
Protelnau, % 0,48
N amino, ppm f 190
Calcio, ppm 48
‘Caudal de filtracidn
litros/min/me 5
Andlisis de residuos, b.s.
Sustancia seca, % 94,5
Alnidén, % 9,0
Pronelnas, % 71,2
Solubles, 7 0,8

Solubilizacidn b.S.

Total, #°) 90,4
_ Almiddn, b 99,0

82
&y3

33,3

90,0
98,8

OO

89,6

90,1
99,1

’ Condlclones’ %30% en p/p de almidén de molino lavado. 3e diluyd con

1 U P.T. de THERMAMYL/g de s.s. ~50 ppm de Ca*¥

...pH

6,5 calentado desde 602C hasta 752C en 2 horas- tratado
térmicamente a 1002C. Se convirtid con 0,14 U GiA/g de

S.8. - PH 4,3 - 96 horas a 602C o0 0,18 U GA/g de S.5. =
pH 5,5 = 96 horas a 602C. '
'8) Corregido hasta base libre de solubles

' b) No iﬁbluye solubles eliminadoé en el prelavado -

¢) Se suppne que no hay pérdids de almidén en el prelavado.



TABLA XIIT

HIDROLIZADOS DE DEXTROSA PREPARADOS A PARTIR DEL SEGUNDO FLUJO IN-
FERIOR DAL HIDROCICLON

Experiencia N2 DU-1 DU-2 DU=3. DU-4 DU-5
..Prelavado con H20 1X AX X 3X 3X
Dilucidn '
Eazima l e P B THERMAMYL
_Dosificacién, U/g de s¢s. 1 1 1 1 .- 1
PH 249 6,5 5,5 6,5 5y5
Ca®™ afisdido, ppm en b.s. 50 50 50 50 - 50
Sacarificacidn ‘ o
GA, U'g de s.s. 0,14 . 0,14 0,14 0,14  "0,18
pH 4,3 4,3 4,3 4,3 55

Y

Andlisis de hidrolizadog, be.S.

Sustencia seca, % 33,7 33,7 32,9 - 32,9 32,7
Dextrosa, % 94,8 o4 4 94,6 65,1 95,0
_Proteinas, % 10,19 0,24 0,16 0,22 0,13
N amino, ppm ' 60 85 55 75 20
ca**, ppm en bes. 60 58 58 62 68
Caudal de filtracién, ,

litros/min/m2 5 L3 , 9 5 6
Insolubles totales, % '

en b.s. 2,8 3,1 2,8 3,0 2,7

Condlclones. 30% en p/p del: segundo flujo inferior del hidrocicldn
lavado. Dosificada y calentada desde 602C hasta 752C
en dos horas, tretads térmicamente a 1002C.
Convertida con GA-96 horas a 602C.



TABTA XIV
CONVERSION EN MALTA DEL.SEGUNDO FLUJO INFERIOR DEL HIDROCICION

Experiencia N2 IX-106 IK-107 %K—lOS GEH-22

Prelavado Ninguno 6X-H,0 . 12X-H,0 0,05% 80,

Solubles eliminados;
en b,s. Ninguno 0s7 0,7 0,9

Andlisis de hidrolizados,; b.s.

Sustancia seca; % 33,0 31,0 3,0 30,9
D.E. % ' . 4344 4356 42,1 4351
. DP-1, % 0,59 0,9 '0,8 1,3
DP~2, % 5750 56,6 58,0 54,7
DP-3, % 20,8 18,6 18,5 22,8
DP-4 45 % ' 21,3 23,9 22,7 21,2
Protefnas, % 0,47 0,20 - 0,09 0,16

Solubilizacibns b.s.

Total, % 9659 96,8 9657 96,8

Gondiciones: 30% en p/p del ségundo flujo inferior de hidrocicién
lavado. Se diluyé con 1 P,I, de THERHANYL U/g de s.S.»
pH 6355, 50 ppm de calcilo afiadido,' temperatura aumentada
desde 609C hasta 7590 en dos horass tratamiento térmico

a 100°C, Se convirtié con 0,25 de extracto de malta de

cebadas pH 5,5 a 602C, 24 horas,
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El almidén de molino ligero se convirtié empleaﬁ-
do el procedimiento GS~EHE a 752C variando diversos paré-
metros del procedimientot

La Tabla XV ilustra el efecto del tiempo de sa-
carificacién sobre la composicidén del hidrolizado. Ia Ta-
bla XVI ilustra el efecto del pH de sacarificacidén., Ia
Pabla XVII, experiencia GEH-71 ilustra el efecto de afla-
dir alfa-amilasa adicional a la etapa de sacarifioacién.'
Ia experiencia GEH-72 emplea MAXANMYT en lugar de THERVA-
MYL como alfa-amilasa., la experiencia GEH~73 representa
el calentamiento del almiddén diluido a 1212C en lugar de
la temperatura normalizada de 1002C, El a2lmidén de molino
ligero se convirtid también con una combinacién de THER-
NAMYL y glucoamilasa a una temperatura de 60°C, Los resul-

tados estén en la Tabla XVIII, _.
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SABLA XV
CONVERSION DEL ALMIDON DE MOLINO LIGERO: EFECTO DEL TIEMPO DE
, SACARIFICACION
. Dextrosa Proteinas Nitrog ami-
, % de s.s. ‘% de s.s nico ppm en
) ' _ % de s, 8. b, s,
§acarifécacidn 493 55 4s3 55 4y3 555 4,3 b5
o , _
. Tieg 0 de sacarifi-
cacidn
24 horas 3056 307 90,2 86,1 0,41 10,35 130 !80
.48 horas 31,3 30,8 93,9 91,9 0,46 0,38 160 80
72 horas 30,9 30,8 94,7 9356 0,47 0,40 170 85
- 96 horas 31:2 30.9 94,5 93,4 0,49 0,41 180 85

115 horas 31,2 30,9 94,5 94,2 0,50 0,42 190 100

Condiciones: 30% en p/p de almidén de molino lavado (3X-H,0) -diluido
- con 1 U P, I, de THERWANYL/g de s.s.50 ppm de Catt - pH
6:5 calentado desde 609C hasta 752C en 2 horas - trato-
miento térmico a 1002C. Se convirtié con 0,14 GA/g de s.s.
'~ pH 4,3 - 96 hores & 602C o 0518 U GA/g de S.s.— pH 5,5
— 96 horas a 609¢C, |

Experiencia NO GEH-74 para pH 4,3 GEHE-75 para pH 5,5.
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‘TABLA PN
?ONVERSION DE AILNIDON DE MOLINO LIGERO: EFECTO DEL pH DE
! SACARITICACION

. Experiencia N2 (EH-66 §§H—70 GEH-67 \GEH-69
Prelavado 3X-H207 -H20 3X—H20 3X-H,0
Solubles eliminados 8,8 9,3 8,7 93
Sustancia seca de

reposicién 32,7 3055 33,1 30,5
pH de sacarificacién 555 515 453 493
Anélisis de hidrolizadoy b.s. '

Sustancia secas % 33,8 31,0 34,0 30,9
Dextrosas % 94,2 9345 05,3 94,7
Protefnas, % 0529 0,47 0,38 6,53
N aminos ppm 60 110 160 215
Caudal de fl%tra016ns

litros/min/m 3 3 6 7

a

Andlisis de residuossy b.s.

Sustancia seca; % 96,9 95,8 97,8 9655
Almidén, % 10,6 4,7 11,5 40
Proteinasy % 7050 7519 6719 T6:4
Solubless %. 253 6,0 2,0 5:4
Solubilizagién, b. s,

b

‘Potals % c) 90,9 91,9 91,3 92;0
Almidén, % 98,9 99,6 98,8 99,6

Condiciones: 30% en p/p de almidén de molino lavado - dlluldo con 1 U
P.I. de Thermamyl/g de s.s.- 50 ppm de Ca*t - pH 6,5 -
calentado de 602C a 752C en 2 horas - tratado térmicamen—
te & 1002C - convertido con 0:14 U GA/g de s.s. — pH 423 -
96 horas a 602C o 0,18 U GA/g de s.s. - pH 5,5 - 96 horas

a 6029C,
a) Corregido para base libre de solubles,
b) No incluye solubles eliminados en el prelavado

¢) Se supone que no se elimina almidén en el prelavado.



TABLA XVIT

CONVERSION DE ALMIDON DE KOLINO LIGERO: EFECTO DE ALFA-ANTILASA
\Y LA TEMPERATURA DE TRATAMIENTO TERNICO

Experiencia N¢ . 'QEH47la). qEH-72b) gEH;73°)
pH de sacarificacién | 5:5 4,3 443
 Andlisis de hidrolizado, b.s.
: Sustancia seca, % 31,0 30,6 31,4
T Dextrosa, % 93,5 . 94,9 90,7
"~ Proteinass % 0,56 : 0,49 . 0462
N amino, ppm ! 135 200 450
cat*, ppm 69 217 209
‘Caudal de fi%tracién,
litros/min/m 4 <l 3
Knélisis de residuo, b.s.d) '
Sustancia secay % © . 95,8 Desechado 95,5
Almidén, % 3:9 " 12:1 -
Proteinas, % 76,9 ' " 71,7
Solubless % 6:1 " 656
Solubilizaciéns b.s. o
Totals 73 e)f) : 91,9 ’ " 91,5
Almidbns % 99,6 _ " 98,9

- 2) 0,5 U P.I. de THERMAMYL/g de s.s, afiadido durante la sacarificacién
. b)ise.diluy§ con 3 U de MAXAMYI/g de s.s.—- 200 ppm en b.s. de Catt
c) Tratadd'térmicamente 15 minutos & 1219C.:.
' d) Corregido a base libre de solubles.
-e).No ineluye solubles separados en el prelavado

f) Se supone que .no hay pérdida de almidén en el prelavado,



TABLA XVIIT
[CORVERSION DE ALMIDON DE MOLINO LIGERO EMPLEANDO EL PROCEDIKIENTO
A 60¢C .
Experiencia IN¢ . GEH-T6 GEH-T77
Sustancia seca de reposicidn; % 1552 15,2
Condiciones de digestidn 96 hr a pH 5,5 24 hr a pH 5,5

24 hr a pH 4,3

Anélisis de hidrolizados, b.s.

Sustancia seca 9,3 ' 10,G- -
Dextrosas % 93,7 . 94,4 -
‘Proteinas, % 1,5 1,2
N aminos ppm 600 450 )
Ca ++, ppm 33 33
Caudal de fi%tracién, ,
litros/min/m 12 14
Andlisis de residuos, b.s.2)
Sustancia seca,- % 94,2 : 93:4
Almidén, % 81,7 : 8157
Proteinas, % 1444 1544
Solubles, % Nada 0,2
Solubilizacidn, b.s. ,
Potal ©) ) 52,7 ' 56,1
Almidén 5 % © 5847 ‘ . 61,7

\

[
Condiciones: 15% de almidén de molino lavado.
Convertido con 2 U P,I., de THERKAMYL/g de s.s,
0:25 U GA/g de s.s. :

a) Corregido hasta base libre de solubles.

b) No incluye solubles separados en el prelavado.

“¢)Se supone que no hay pérdida de almidén en el prelavado.
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EJEMPLO XIT

Sémolas de mafz se convirtieron empleando el -

procedimiento GS-EHE a 752C, Un lote se lavé previanmente

empleando

Tabla XIX,

agua .de lago y el segundo empleando una solu-

. eién de 802 al 0;1%, Ios resultados se recogen en la




TABLA XIX
COMPARACION D= HZO Y 502 PRELAVANDO SENOLAS DE NAIZ

Prelavado H20 0515 502

Solubles de sémola,

% en b,s. ' 292 34
_Andlisis de hidrolizado

% de s.o. 29,44 29,50

Dextrosa, % en b,s. 92,2 65,4

Proteina, % en b.s. 0,25 0,35

N i ino, ppm en b.s. 53 112

s ppm de en b, s, 225 173

Caudal de fllﬁraclén

(1itros/min/m 453 10,6
Andlisis Epc® 2) |

% de s,s, . 19528 95,5

Proteinau, % en b,s. " 63,3 6259

Almidény % on b.s. : 13,1 11,0

Solubles,; % en b.s. o 251 17

Almidén sin convertirs % b.s. b) 1,8 1l:4

Condiciones: e) 30% de sémolas (Sémola n® 1 3 Junio 74)
Se diluyé con 1 unidad P,I, de THERVAMYL/g de s.s -

pH 6,5 - 200 ppm de Caté,
Subida de calor programoda desde 602C hasta 759C.

Tratamiento térmico a 1002C,
Convertido con 0;14 unidades GA/g de s.s - pH 4,3
-~ 96 horas a 60¢C,
a) Valores corregidos hasta base libre de solubles.
b) Basado en 2lmidén recuverado en EPC; se supone que no hay pérdida
en el lavado. '

¢) Dosificaciones basadas en la sustancia seca de almidén,
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|{modificaciones a2dicionales y esta solicitud intenta cubrir

‘1do- ideas que se-originen de la presente deseripciédn que estd

_ |@entro del conocimiento o prédctica habitual en la téenica
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A .. . _EJELPLO XTIIT

‘ El almiddn original se convirtié en un hidroliza-
do de almiddn soluble por el procedimiento siguiente.

. Se preparl una suspensidén acuosa al 30% en »/ps
se ajusté el pH a 6,2; se afiadieron 300 ppm de ion caleio -
¥y la suspensién ée inoculd con 1,2 U de 2lfa-amilase/g de
s.s. (MAXAMYL; Bl = 0,9), Lo suspensién se calent6 a 882C

y se mantuve durante 2 horas. A continuacién se calenté a

frié luego a 859C; se inoculd con 0s6 U de alfa-omilasa/e
de s.s. y se mantuvo durante 3 horas, .
Bsta se enfrid luego a 6092C,; se afiadid suficiente
agué de lago para reducir el contenido de s6lidos al 255
en p/p: se ajust6'el-pH a 4,3 y la suspensién se inoculd
con 0,18 U de glucoanmilesa/g de s.s.. Estas condiciones
se mantuvieron luego durante 96 horas, El.-hidrolizado con—
fenia 95,9% de dextrosas b.s, Un contenido de proteinas de

0,08 % en b.é.'y'l:4% de sustancias insolubles totales en

“Aungue la invencién se ha descrito junto con sus

realizaciones especificas,; se comprenderd que es capaz de

cualquier variacién, empleos o adaptaclones del invento si-

gulentes, en generals los principios del invento e incluyend

a'la que el invento pertenece y que puede aplicarse a as-
pectos esenciales aqui recogidoss y cue caen denbtro del al-

¢ance del invento,

in
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RBIVINDICLCICHES

12,- Un procedimiento para la inactivacidn selec-
tive de 1la actividad de enzima proteoli{tica en una prépa—
racién de enzima de alfa-amilasa bacterizcna, que comprende
las etapas de: (a) introddcir en la preparacién un material
protector; (b) calentar la mezcla resultante a una temperad
tura en el intervalo de 709C @ 909C; y (c¢) mantener la tem-
peratura durante un perfodo de tiempo suficiente para inac-
tivar de modo sustancialmente completo le enzime proteoli-
tica sin reducir sustoncialmente la activida@ de alfa-ami-
laga,

28,~ Un procedimiento de acuerdo con la relvin-
dicacién 18, en el que el pH de la preparacidn estd en el
intervalo de 5 2 8.

38,- Un procedimiento de acuerdo con le reivindi-
cecién 12 o la reivindicacién 22, en el que la alfa-amilo-
sa bacteriana se produce a partir de un microorganismo Ba-
cillus, 7

48, - Uﬁ procediniento de acuverdo conrla reivindi-
cacibén 38, en el que el microorganismo Badillﬁs es un mi-

croorganismo Bacillus subtilis,

58,~ Un procedimiento de acuverdo con la reivindi-
cacibn 48, en el que la temperaturs se mantiene durante un

verfodo de aproximedamente 30 minutos hasta aproximadamente

68,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 48 o la reivindicacibn 52, en el que el material

protector es un jarabe de meiz que tiene un E,D,. de hasta

T72,- Un procedinmiento de acuerdo con la reivindi-
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I-cacién 62, en el que el Jarabe de maiz tiene un contenido

Hoja nfim. §]

de sustancia seca (s.s.) de 20% al 40% en peso.
8,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 12, en el que la cantidad de material protector
utilizado es de 0,5 a 2,0 partes por parte en volumen de
preparacidén de enzima.
98,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 38, en el que el microorganismo Bacillus es un

microorganismo Bacillus licheniformis.

108,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacibn 98, en el que el material protector es una sal
de calecio soluble en agua.

ll8,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 108, en el que la sal de calcio soluble en agua
se emplea en una cantidad para proporcionar una concentra-
cién de ion calecio total de 0,5% a 1,5%, en base seca,

128,~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-
guiera de las reivindicaciones 92 a 112, en el que la tem~
peratura se mantiene durante un periodo de 30 minutos a
3 horas.

1l38,~ Un procedimiento de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 92 a 122, en el que al me-
nos una parte de dicho ion calcio estaba presente origi-
nalmente en dicha preparacién de enzima,

148,- Un procedimiento de acuerdo con una cual-—
guiera de las reivindicaciones 12 a 132, que comprende
la etapa adicional de poner en contacto una suspensién
acuosa de un material de almidbén con la preparacidn de
alfa-amilasa sustancialmente libre de actividad proteoli-

tica, y mantener la suspensidn en condiciones reactivas
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|- durante un periodo de tiempo para producir un hidroliza-—
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do de almiddén soluble. que contiene menos de 0,5% de mate-
riales de proteina solubles, mientras que cualquier mate-
rial proteinico permanece en un estado esencialmente inso-
luble.

152,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidén 148, en el que el material de almidén es un ma-
terial de almiddn bruto que se lava previamente antes de
la formacidén de la suspensidn acuosa.

168,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacién 152, en el que el material de almidén bruto es
wn material de almiddén de malz molido seco y el prelavo-
do se lleva a cabo por las etapas de: (a) formar una sus-
pensién del material de almidén en una solucién acuosa que
contiene desde 200 a 1000 ppm de didxido de azufre; (Db)
filtrar la suspensién para formar una torta de filtracidn;
y (¢) hacer pasar una parte adicional de la solucién de
didxido de azufre a través de la torta de filtraciénm,

172,- Un procedimiento de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 148 y 158, en el que el ma-
terial de almidén bruto es un almidén de molino derivado |
de maiz.

182,- Un procedimiento de acuerdo con una cual-
quiera de las reivindicaciones 148 a 172, en el que la
concentracién de la preparacibén de alfa-amilasa es de 0,1
a 25 unidades de actividad por gramo de material de almi-
dén.,

19&,~ Un procedimientoc de acuerdo con una cual=-
quiera de las reivindicaciones 142 a 182, en el que la

suspensidn acuosa incluye de 5% a 40% en peso de almidén
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i
1 '_en base seca,

208,- Un procedimiento para la inactivacién se-
lectiva de la actividad de enzima proteolitica en una pre-
paracidén de enzima de ®{-amilase bacteriana. '

5 Tal y como se ha descTrito en la Memoria que an-
tecede y para los fines gue se han especificado.,

Esta Memoria consta de cincuenta y tres hojas

eseritas a mdquina por una sola cara.

10 Madrid, 15, JUN1978
' P.A.

Fernand .
Por 0 de Elyq
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