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Este invento se refiere a la inactivación selec­
tiva de una enzima en presencia de otra, y.más en parti­
cular se refiere a la inactivación selectiva de la activi­
dad enzimltica proteolítica que existe junto con la ac­
tividad de alfa-amilasa en preparados o preparaciones bac­
terianos brutos de la enzima alfa-amilasa.

La alfa-amilasa es un preparado de enzima que 
se emplea para digerir o licuar materiales de almidón ta- 
~les"aomo la-etapa inicial en la producción de cierto núme­
ro de edulcorantes tales como dextrosa, levulosa, maltosa, 
y jarabes de maíz de elevado 3.D. (equivalente de dextrosa) 
La alfa-amilasa hidroliza las moléculas de almidón para 
romperlas en una variedad de fragmentos de peso molecu­
lar inferior. Estos productos se tratan subsiguientemente 
con uno o más preparados de enzima adicionales, incluyen­
do glucoamilaaa, beta-amilasa y glucosa-isomerasa con el 
fin de obtener el producto final deseado. Alternativamente, 
«na pluralidad de estos preparados enzimáticos pueden in­
troducirse en una suspensión del material de almidón simul­
táneamente para producir directamente los materiales edul­
corantes.

Los preparados de la enzima alfa-amilasa son 
asequibles de una amplia variedad de fuentes. Es económi­
ca y más comercialmente factible emplear alfa-amilasas. 
que se producen a partir de fuentes bacterianas. Ciertos 
organismos bacterianos, tales como el Bacillus subtilis, 
Bacillus licheniformis, etc., se cultivan en tinas grandes 
destruyéndose a continuación las células y el preparado
enzimático se separa del caldo y se purifica, .din embargo 
este preparado de enzima alfa-amilasa "purificado" toda-
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_vía retiene ciertas impurezas que son difíciles y costosas 
cie eliminar.

Una de tales impurezas perjudiciales es cono­
cida como proteasa o enzima proteolítica. Este material 
biológicamente activo puede reaccionar con diversos mate­
riales proteínicos presentes en los materiales de almidón 
produciendo hidrolizados que contienen péptidos, polipép- 
tidos y aminoácidos.

’ia presencia del contaminante enzima -proteasa 
en la alfa-amilasa es perjudicial en la hidrólisis dol ma­
terial que contiene almidón, En general, diferentes tipos 
de materiales de almidón contendrán cantidades diferentes 
de materiales proteínicos. Por ejemplo, un material de 
almidón de maíz refinado puede contener tan poco como 0,3# 
de proteínas; un producto molido y seco, tal como sémolas 
de maíz puede contener hasta aproximadamente 8 a 10# de 
proteínas y materiales de almidón no refinados denomina­
dos almidones de molinos, pueden contener tanto como 20# 
de materiales proteínicos. Guando el material de almidón 
se hidroliza empleando el preparado de enzima alfa-amila­
sa, la presencia de actividad de proteasa en el preparado 
hace que una fracción del material proteínico sea hidro- 
lizada simultáneamente con el almidón. Esto da como resul­
tado la pérdida de productos proteínicos económicamente 
valiosos. Además, estos sub-productos indeseables tienen 
que ser eliminados del producto edulcorante final con un 
coste extra.

Económicamente es deseable utilizar el mate­
rial de partida menos costoso posible para obtener los hi­
drolizados de almidón. Por consiguiente, un almidón de
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jnolino, que solo ha experimentado la separación de la fi­
bra y el embrión es preferible a un almidón refinado que 
tiene un bajo contenido de proteínas. Cuando se utiliza 
un preparado de la enzima slfa-amilasa que incluye canti­
dades sustanciales de actividad de proteasa, es necesario 
emplear materiales de almidón refinados relativamente cos­
tosos debido a sus bajos contenidos de proteína. El empleo 
de tales preparados de enzima sobre los materiales de al­
midón menos refinados produciría excesos de materiales 
de hidr'olizados de proteína-, que interferirían con los em­
pleos subsiguientes y las conversiones del hidrolizado 
de almidón.

Si el preparado de la enzima alfa-amilasa es- - 
tá sustancialmente exento de actividad de enzima proteo- 
lítica, las proteínas contenidas en el material de almi­
dón que se hidroliza no serán hidrolizadas en ningún gra­
do apreciable, sino que permanecerán en el material inso- 
luble y pueden filtrarse y recuperarse de un modo eficaz.

No es esencial que la totalidad de la activi­
dad de enzima proteolítica sea eliminada o inactivada en 
el preparado de la enzima alfa-amilasa. Aunque es prefe­
rible que esta actividad proteolítica sea reducida a un 
nivel tan bajo como sea posible, se ha encontrado que si 
la relación de actividad de enzima proteolítica, U/g, a 
actividad de enzima amilolítica, U/g, (la relación ¥/q ( ) 
es menor de aproximadamente 2, el preparado de enzima 
funcionará de un modo satisfactorio para los fines de es­
te invento. Es mas preferido que esta relación sea menor 
de aproximadamente 0,8. I3I como se emplea en la presen­
te memoria, la expresión alfa-amilasa exenta de proteasa
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-significará un preparado de enzima alfa-arailasa en el 
que esta relación es menor de aproximadamente 2.

Las alfa-amilasas exentas de proteasa de este 
invento son útiles para la producción de hidrolizados de 
almidón a partir de una variedad de materiales de almi­
dón. Estos materiales pueden derivar de cualquier fuente 
tal como maíz, trigo, arroz, patata y sorgo en grano. 
Pueden emplearse variedad céreas. En los Estados Unidos, 
los materiales de almidón derivados del maíz se prefieren 
generalmente por razones económicas, mientras que los ma­
teriales de almidón derivados del trigo y del arroz se 
prefieren en otras partes del mundo.

El material de almidón puede ser cualquiera 
de una variedad de productos parcialmente purificados; 
es decir, materiales secos, un ejemplo de los cuales es 
las sémolas de maíz (otros incluyen mondas de maíz, hari­
na de maíz, harina de trigo, etc), o productos húmedos 
tales como almidón de molino y productos más refinados a 
partir de los cuales ha sido separada una parte del glu­
ten. Como se emplea en la presente memoria, la expresión 
"almidón de molino" se emplea para significar cualquiera 
de los diversas suspensiones de almidón parcialmente puri­
ficadas variando 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 0,5fj de materiales proteínicos. Almidón de 
molino "ligero" se refiere a una suspensión de almidón 
tal como se recibe de los separadores de fibra y de ger­
men, mientras que almidón dé molino "pesado" se refiere 
a un material similar a partir del cual se ha eliminado
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una parte del agua. Los almidones puros también pueden 
emplearse.

Las alfa-amilasas exentas de proteasa de este 
invento son útiles para formar hidrolizados de almidón 
por los métodos usuales. Particularmente están adaptadas 
para emplearse, en procedimientos en los que el almidón 
sin convertir /residual permanece en su forma granular. 
Estos procedimientos están descritos generalmente y rei­
vindicados en las patentes 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 con 
anterioridad.

En los procedimientos del almidón granular, 
al menos la-solubilización inicial del material de almi­
dón se efectúa a una temperatura relativamente baja; es 
decir inferior a la temperatura de gelatinización real 
del almidón particular contenido en el material de almi­
dón. A estas temperaturas, la actividad de proteasa re­
presenta un problema particular dado que esta inactivada 
en ninguna extensión sustancial. Cuando se emplean pro­
cedimientos convencionales que utilizan temperaturas 
superiores, las enzimas proteolíticas serán inactivadas 

•en una extensión parcial durante el empleo.
. Se han sugerido cierto número de procedimien­

tos en la técnica anterior para separar, reducir o inac­
tivar las impurezas de enzima proteolítica o de otro tipo 
en alf3-amilasa y otros preparados de enzima. .

Por ejemplo, la patente de Estados Unidos 
3.249.512 sugiere la inactivación de enzimas licuantes
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en un preparado de aminoglucosidasa calentando hasta 
aproximadamente 100QC; la patente de Estados Unidos 
2.683.682 describe la inactivación diferencial de mez­
clas de alfa-amilasa y proteinasa ajustando el pH de la 
mezcla y calentando para inactivar selectivamente una 
de las enzimas; la patente de Estados Unidos 3*912.590

Isugiere que lé proteasa en una alfa-amilasa derivada del 
Bacillus lichenlformis puede inactivarse durante la li­
cuación del almidón llevando a cabo al menos la parte 
inicial del procedimiento a una temperatura de 1002C a 
-11520; la patente de Estados Unidos 3»503»102 sugiere 
el empleo de un hidrolizado de almidón para tamponar un 
preparado de amilasa fúngica de la inactivación durante 
la inactivación acida de la transglucosidasa. Además, la 
memoria de la patente ¿japonesa 16.696/62 describe que 
las soluciones de enzimas proteolíticas pueden estabili­
zarse mediante una combinación de alcoholes polivalentes 
y sales de calcio.

Se ha encontrado que el preparado de enzima 
alfa-amilasa bacteriana bruto puede tener la actividad 
de.proteasa reducida calentando el preparado bruto a 
una temperatura predeterminada durante un período de tiem­
po predeterminado con el fin de inactivar la proteasa. 
Antes de este tratamiento térmico, el preparado de enzi­
ma alfa-amilasa bacteriana bruto se mezcla con un mate­
rial que es capaz de proteger la alfa-amilasa de la inac­
tivación térmica. Un material protector preferido es un 
material sustrato de hidrato de carbono tal como jarabe 
de maíz. Alternativamente,' como otra realización prefe­
rida, los preparados de alfa-amilasa derivados del Baci
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calor, pueden tener la actividad proteolítica reducida 
mediante un tratamiento térmico similar, pero empleando 
ion calcio como material protector#

Por inactivación de los preparados de enzima, 
se quiere decir la reducción de la actividad definida de 
la enzima protéasa a menos de la relación antes definida. 
La actividad de alfa-amilasa del preparado de* enzima se 
'determina de acuerdo con el procedimiento descrito en la 
patente de Estados Unidos 3*922.199 expedida el 25 de No­
viembre de 1975*

Una unidad de actividad de enzima protéasa se 
define por la cantidad de enzima que produce fragmentos
solubles en ácido tricloroacético que dan un colorazul 
equivalente a 0,5 yug de tirosina bajo el siguiente método 
de ensayo.

Una solución de caseína patrón se prepara di­
solviendo 2,00 g de caseína en 20,0 mi de NaOH 1,0 N. Se 
añaden 50 mi de agua y se ajusta el pH a 5,3 con acido 
fosfórico diluido (1 parte de ácido al 85# para tres par­
tes de agua, V/V). Se añade agua hasta-100 mi.

Una solución de reserva de tirosina se prepara 
disolviendo 250,0 rag de 1-tirosina en HC1 0,2 II para pre­
parar 500 mi de solución. Esta solución contiene 500/ig 
de tirosina por mi.

Se prepara una solución de reactivo de Folin- 
fenol diluyendo 100 mi de reactivo de fenol (Eolin 2N y 
Ciocalteau, Eisher Scientific Co.) con 300 mi de agua.

Se prepara una c'urva patrón como sigue.
Se pipetean 1,0, 2,0, 3»0, 4,0, 5j0 y 5,0 mi

i
30
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de lo solución de tirosina de reserva en coda uno de seis 
matraces volumétricos de 50 mi y se diluyen hasta la mar­
co con HG1 0,2 N. Las soluciones resultantes contienen 
10, 20, 30, 40, 50 y 60 /ig de tirosina/ml. Se pipetean
3,0 mi de cada solución en un tubo de ensayo de 25 x 150 

mm. Se preparajuna muestra en blanco que contiene 3)0 mi 
de HC1 0,2 N. jie pipetean 15}0 mi de Na2C0j 0,4 K y 3)0 
mi de reactivo Eolin-fenol en cada tubo de ensayo y se 
mezclan con un mezclador Vortex. Se coloca en un baño de 
agua a 372C durante 20 minutos para desarrollar color.
Se determina la absorbencia de cada muestra con respecto 
al agua destilada en una cubeta de 1 cm a 660 nm. Se res­
ta de la absorbancia de cada muestra la absorbencia de la 
muestra en blanco y se representa gráficamente la absor— 
bancia corregida frente a los jag de tirosina por mi. Los 
valores de la absorbancia deben estar en el intervalo de 
0,10 a 0,60.

El. método de ensayo de la proteasa es como si­

gue.
Se prepara una solución de enzima que contiene 

20-100 U/ml de proteasa añadiendo un peso conocido de un 
preparado de enzima a un matraz volumétrico de 500 mi y 
diluyendo hasta la marca con una solución de acetato de 
calcio al 0,1# en peso/volumen. Se pipetean 1,0 mi de la 
solución de enzima en cada uno de los dos tubos de cen­
trífuga de 15 ral dn un baño de agua de temperatura constan 
te de 37^0 (se emplea un tubo para cada muestra, otro pa­
ra una muestra en blanco). Se deja que se equilibren du­
rante 5 minutos. Empleando pipetas de soplado se añaden
1,0 mi de solución de caseína a la muestra y 2,0 mi de30
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_ácido tricloro.acético 0,4 M a la muestra en blanco y se 
mezclan empleando un mezclador Vortex. Después de un tiem­
po de reacción de exactamente 10 minutos, se pipetean
2,0 mi de.ácido tricloroacético 0,4 H en la muestra y 1,0 
mi de solución de caseína en la muestra en blanco.

Se mezcla cada muestra como antes y se conti­
núa la. incubaciión a 372C durante 20 minutos más. Se sepa­
ran las muestras del baño e inmediatamente se‘centrifugan 
a 2000 rpm durante 10 minutos. Se decanta cada líquido 
sobrenadante en un tubo de ensayo de 25 x 150 m  y se mez­
cla exhaustivamente. Se pipetean 2,0 mi de cada líquido 
sobrenadante en un tubo de ensayo de 25 x 150 mm. Se pi­
petean 10,0 mi de ^200^ 0,4 H y 2,0 mi de reactivo de 
Folin-fenol en.cada tubo de ensayo y se mezclan. Se colo­
can los tubos de ensayo en un baño de agua a 3720 y se 
incuban durante exactamente 20 minutos para desarrollar 
color. Se determina la absorbencia relativa al agua des­
tilada en una cubeta de 1 cm a 660 nm. Se resta de la ab­
sorbancia de la nuestra la absorbancia de la muestra en 
blanco para obtener la absorbancia neta y se determina 
la concentración aparente de tirosina de la curva patrón. 
La actividad de proteasa es entonces la Actividad de pro- 
teasa, Ug/ = tirosina aparente en /ig/ml x 2 x factor de 
dilución de 2.

• .. De acuerdo con la primera realización de este 
invento, puede emplearse cualquier alfa-amilasa bacteria­
na. Sstos preparados se derivan de’ una amplia variedad de 
materiales. Sstos son materiales comerciales típicos que 
.se venden bajo una variedad’de marcas registradas. Parti­
cularmente preferidos en la práctica de este invento son
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r . ;-los preparados de enzima alfa-amilasa que tienen una es­
tabilidad térmica relativamente alta, tal como los prepa­
rados vendidos bajo la marca registrada TIIERKAMYL, fabri­
cado por Novo Terapeuitsk Laboratorium, Copenhague, Dina­
marca. Estos preparados de enzima se derivan de ciertas 
cepas de Bacillus licheniformis como se describe general-. 
mente en la patente británica 1.296.859 7 tienen una esta­
bilidad térmica relativamente elevada. Otros preparados 
de enzima útiles son aquellos que se derivan del Bacillus 
subtilis, .-tales como los vendidos bajo las marcas regis­
tradas RAPIDASE y TENASE.

El preparado de enzima alfa-amilasa bacteriano 
se mezcla primeramente con un material protector. Los 
materiales protectores adecuados en general son materia­
les a base de hidratos de carbono que son capaces de re­
ducir la degradación térmica de la actividad de enzima 
alfa-amilasa en el preparado. Estos mismos materiales 
protectores no proporcionan en general protección para la 
actividad de enzima proteolítica en la misma extensión que 
la alfa-ainilasa. Generalmente los materiales protectores 
que.se prefieren en la práctica de este invento son ma­
teriales que son capaces de ser atacados por la alfa-ami­
lasa y por tanto capaces de proteger el sitio activo; 
por ejemplo, los materiales de hidrolizado de almidón 
que tienen un E.D. en el intervalo de hasta aproximadamen­
te 50; por ejemplo, un producto sólido de cereal hidro­
lizado de E.D. 9-11, (por ejemplo,’ una maltodextrina) 
vendida bajo la marca registrada de MOR-REX por. CPG In­
ternational Inc, Englewood’Cliffs, New Jersey, o un jara­
be de maíz de E.D. 42, también vendido por CPO Internatio-
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_nal Inc. La dextrosa puede también emplearse como mate­
rial protector con alguna reducción en la eficacia. Sirai- 
larmente, si el hidrolizado de almidón tiene un B.D. de 
sustancialmente por encima de 50, 13 cantidad de acción 
protectora será reducida. Estos materiales protectores, 
cuando están presentes en una base de volumen en el inter­
valo de aproximadamente 2: 1 a aproximadamente 1:2, de ma­
terial protector a enzima, reducen sustancialmente el gra- 

"do "de inactivación 'térmica "de la actividad'"de alfa-amila- 
sa. La base en volumen se basa en emplear un material 
protector de un 30c/o de sustancia seca con el preparado de 
enzima. Como los preparados de enzima comerciales son 
generalmente de aproximadamente 30# de sustancia seca, 
las relaciones en volumen son sustancialmente las mismas 
que las relaciones en peso (de sustancia seca). General­
mente, vina cantidad preferida de los materiales hidroliza- 
dos será de aproximadamente 70/3 en base seca.

El material hidrolizado se mezcla en el prepa­
rado de enzima alfa-amilasa bacteriana crudo y luego la 
mezcla se calienta a una temperatura en el intervalo de 
aproximadamente 70^C a aproximadamente 9020 durante un 
período de tiempo que es suficiente para inactivar la ac­
tividad de enzima proteolítica sin reducir sustancialmen­
te la actividad de enzima alfa-amilasa. Generalmente se 
prefiere-una temperatura de aproximadamente 802C. El tiem­
po durante el cual la temperatura se mantiene dependerá 
del grado de reducción de actividad de enzima proteolíti­
ca necesario y la temperatura particular utilizada. Gene­
ralmente, son suficientes períodos de 15 minutos a SO 
minutos aunque pueden emplearse períodos de hasta 3 horas.
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.En general, los preparados de enzima derivados del Baci- 
llus subtilis requieren tiempos de calentamiento más cor­
to que los derivados del Bacillus licheniformis. Por ejem­
plo, a 802C, desde aproximadamente 15-50 minutos es un 
período de tiempo suficiente poro los preparados deriva­
dos del Bacillus subtilis« mientras que los derivados del

i
Bacillus licheniformis requieren desde aproximadamente 
45 a 60 minutos.

El~empleo.de materiales de hidrolizado de al­
midón, como materiales protectores tiene la ventaja adi­
cional de que esencialmente no se introducen impurezas 
que necesitan separarse en etapas posteriores. SI prepa,- 
rado de enzima alfa-amilasa ha de emplearse para obtener 
materiales de hidrolizado de almidón y la introducción 
de cantidades importantes de materiales de hidrolizado 
previamente formados no causará problemas de purificación 
posteriores. Por el contrario, cuando se sigue la segun­
da realización de este invento, con la cual el material 
protector comprende ion calcio, el ion calcio es una im­
pureza que debe eliminarse posteriormente del producto 
final.

La segunda realización preferida de este in­
vento utiliza ion calcio como material protector. Esta 
realización es particularmente útil cuando se emplean al- 
fa-amilasas relativamente 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 sistema, in­
cluyendo el ya presente en él preparado bruto. Como el 
contenido de ion calcio varia de lote o tanda en tanda,
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-es necesario determinar el ion calcio presente. Puede aña­
dirse una sal de calcio soluble en agua para llevar la 
concentración de ion calcio hasta un nivel predeterminado.

Es importante advertir que la presencia de ion 
calcio tiende a proteger la actividad de proteasa así co­
mo la actividad/de alfa-amilasa. Por tanto, a los niveles 
de calcio superiores puede ser necesario un período de 
tratamiento relativamente mayor para inactiva^ esencial­
mente de un modo completo la enzima de proteasa.

1 La concentración del ion C3lcio que proporcio­
nara la protección suficiente a la actividad de alfa-amila­
sa, se ha encontrado que está en el intervalo de aproxima­
damente O ,5# a aproximadamente 1,5# en base seca, de en­
zima. Preferiblemente, la concentración es al menos apro­
ximadamente 1,0#, en base seca. Las concentraciones de 
ion calcio de- 2,0# o más, parecen tener un efecto perju­
dicial.

Generalmente, el nivel de proteasa en una alfa- 
amilasa de Bacillus licheniformis, tal como THBRMAMYL se 
reduce en aproximadamente 90# simplemente tratando con ca­
lor-la enzima "tal cual" (aproximadamente 1,0# de Ca^) 
durante 60 minutos a 8020. Solamente se observa una pérdi­
da del 5# en le actividad de alfa-amilasa.

Los preparados de alfa-amilasa exentos de pro- 
teosa, pueden emplearse luego para producir hidrolizados 
de almidón a partir de una variedad de fuentes de almidón 
de alto contenido de proteínas, tales cono maíz, milo, 
trigo, etc. Estos incluyen productos tanto molidos en hú- 
. medo como en seco, tales como sémolas de maíz, diversas 
calidades de almidón de molino, abaleaduras de trigo, etc.
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31 empleo de alfa-amilasas que habían tenido la actividad 
de proteasa inactivada de acuerdo con este invento para la 
hidrólisis de las diversas fuentes de almidón produjo hi- 
drolizados equivalente en composición de hidratos de car­
bono a los producidos a partir del almidón como materia 
prima. También es posible utilizar preparados de enzima 
alfa-amilasa que ya están exentos de cualquier cantidad 
importante de actividad proteolítica» tal como el prepara­
do vendido bajo’la marca registrada MAXAHYL IX 6000, ven­
dido por Gist-Brocades, Delft, Holanda (derivado de Baci- 
llus subtilis).

3e han obtenido resultados satisfactorios em­
pleando tanto los procedimientos de hidrólisis que evitan 
la gelatinización del almidón como los descritos en las 
patentes antes mencionadas y los procedimientos de hidró­
lisis dé enzima-enzima convencionales.

Se utilizaron los preparados de enzima siguien­
tes produciendo hidrolizados a partir de fuentes de almi­
dón.

1. alfa-amilasa THSSMAMIL 60, lote AN-1009 a
*

partir de Bacillus licheniformis. La actividad de proteasa 
original era 55*084 U/g y la actividad de alfa-amilasa 
1006 U/g. Un volumen de enzima se diluyó con dos volúmenes 
de jarabe de maíz de "$0% de sustancia seca y.42 de E.D.
La mezcla se calentó desde la temperatura ambiente a 8020 
en 50 minutos, se mantuvo a 8020 durante 75 minutos y lue­
go se enfrió en un baño de hielo. Esto dió como resultado 
una actividad de alfa-amilasa de 523 U/g y una. a.ctividad 
.de proteasa de 520 U/g.

2. alfa-amilasa MAXAHYL LX-6000 a partir de5 0
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Bacillus subtilis que tiene un3 actividad de alfa-amilasa 
de 14.955 U/g. 3sta enzima tenía una relación de proteasa/ 
alfa-amilasa de menos de 1 y se empleó "tal cual".

3» Glucoamilasa derivada de Aspergillus niger 
que tiene una actividad de 284 U/g de glucoamilasa.

Se utilizaron las siguientes fuentes de almidón 
con resultados satisfactorios.

1. Sémolas de maíz: un producto de maíz molido 
- -en seco.
2. Abaleaduras de maíz: polvos finos del tamiza­

do de granos de maíz.
3« Abaleaduras de trigo: un producto de.trigo 

molido en seco.
4. Almidón de molino ligero: una suspensión de 

almidón desgerminado que contenía 10-12# de 
proteínas.

5. Almidón-de molino pesado: una suspensión con-’ 
centrada.

6. Segundo flujo inferior del hidrociclón: una 
suspensión de almidón de molino en la que 
las proteínas ban sido reducidas hasta apro­
ximadamente l-s-1,5#.

25
33s necesario lavar previamente los materiales 

de almidón antes de introducir el preparado de enzima qlfo- 
amilasa para separar los materiales solubles, principalmen­
te cenizas y proteínas.

3s preferible que el prelavado sea efectuado 
a aproximadamente la temperatura ambiente puesto que a 
temperaturas superiores puede haber una solubilización3 0
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-creciente de los materiales proteínicos y de hidratos de 
carbono.

Cuando se emplean productos molidos en seco.ta­
les como sémolas de maíz o abaleaduras de maíz, el prela­
vado se efectúa poniendo en suspensión una parte del ma­
terial del almidón en 2 partes en peso de agua que contie­
nen desde aproximadamente 200 ppm hasta aproximadamente 
1000 ppm, y preferiblemente aproximadamente 500 ppm de 
SO2 durante aproximadamente. 1/2 hora a temperatura ambien­
te. la suspensión se filtra y se lava con al menos una par­
te adicional de la solución de SO2.

Cuando se emplean materiales molidos en húmedo 
que están en forma de suspensión que ya incluye SC^, se 
necesita simplemente filtrar y lavar con agua. Alternati­
vamente estos materiales pueden -también lavarse con la so­
lución de S02»

El método de conversión de enzima de almidón 
granular (GS-EHS) se realiza de acuerdo con el procedimien­
to siguiente:

La torta resultante se pone en suspensión en 
agua hasta un contenido de sólidos del-JO/® y se convierte 
como sigue:

La suspensión se acondiciona a una- temperatura
¿i.de 6020, se añaden 50 ppm- de Ca • sobre una 

base de almidón seco, se ajusta el pH y se aña­
de 1 ü P.I. (proteasa inactivada) de THERMAMYL/ 
/g de sustancia seca. 3e calienta a 7520 a 12C/ 
5 minutos hasta 702C y a continuación a 12C/
15 minutos a 752ó. de coloca en un baño de agua 
hirviendo, se deja 15 minutos a 752C, se trata
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térmicamente a 1002C y se mantiene 15 minutos.
Se enfría a 6020, se ajusta el pH a 4,5, se 

. añaden 0,14 U de glucoamilasa/g de sustancia 
seca, se ajusta el pH a 5,5 y se añade extracto 
de malta al 0,2#. Se ajustan todos los hidroli- 
zados finales a pH 4,5 antes de la filtración. 
El ajuste de pH inicial debe ser a aproximada­
mente 6,5 cuando se empleen materiales proteí- 
nicos de elevado contenido de molido en húmedo, 
y aproximadamente 5»5 cuando se empleen materia­
les de molido en seco o almidones que han sido 
purificados de proteínas.

Como el intervalo de temperatura de gelatiniza­
ción para el almidón de trigo es aproximadamente 102C mas 
bajo que para el almidón de maíz, el perfil de temperatura 
de dilución se cambia a 5020 a 652C por ciclo.

El extracto de malta' de cebada se preparó agi­
tando 10,58 gramos de malta molida en 79»26 gramos de 1^0 
durante 1 hora, filtrando a continuación por gravedad a 
través de un papel Whatman n2 l. Por tanto, 10 mi del fil­
trado es equivalente a 1,2 g de malta en base seca.

"De un modo similar, pueden emplearse los otros 
métodos de almidón granular o convencional antes menciona­
dos.

los preparados de alfa-amilasa exentos de pro- 
teasa, pueden utilizarse en métodos convencionales o de al­
midón granular que emplea un almidón original como mate­
rial de partida. Estos almidones generalmente tienen un 
contenido de proteína de aproximadamente 0,50-0,55# o me-



5

10

15

20

25

50

i H o ja  n f im T l® ”*

Los. El empleo de preparados de alfa-amilasa exentos de pro 
;easa proporcionará generalmente hidrolizados que tienen 
leños de aproximadamente 0,10# de proteína. Cuando se em- 
ilea un almidón original el prelavado no es necesario pero 
is preferible obtener el hidrolizado de la mejor calidad.

Con el fin de proporcionar una mejor compren- 
¡ión del invento, se dan a continuación los siguientes ejern- 
ilos no limitativos.

EJEMPLO I
El Ejemplo I ilustra el efecto de la concentra- 

lión y el tipo de material sustrato sobre la inactivación 
.e la actividad de enzima proteolítica durante el tratamien- 
;o térmico de un preparado de enzima alfa-amilasa que se 
.eriva del Bacillus liclieniformis. El preparado se mezcla 
;on el material de sustrato y luego se mantiene a 80£C 
.urante un período de tiempo diseñado. Puede verse por un 
xamen de estos datos que un jarabe de maíz con un E.D. de 
,1 y un jarabe de maíz con un E.D. de 42 protegen la acti- 
idad de alfa-amilasa contra la inactivación térmica, con 
,o cual se generan productos que tienen una relación de 
ctividad P/c/ en el intervalo deseado. Sin embargo, la 
extrosa no protege la actividad de alfa-amilasa.

Es importante advertir con respecto al Ejemplo 
y también para los Ejemplos siguientes, que el ensayo 

e proteasa se realiza a un pH que varía entre aproximada- 
ente 6,2 y aproximadamente 6,4, incluso aunque el pH duran-’ 
e el empleo sea posiblemente inferior, tal como .de aproxi- 
adaraente 5,5. Sin embargo, ésto se ha encontrado que es 

n dado que los ensayos de la proteasa a un pH dei
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3 r3 no son lineales con el tamaño de la muestra.
La Tabla I muestra los resultados del Ejemplo 

I. El tratamiento térmico en presencia de sustratos de E.D. 
11 o de E.D, 42 da como resultado una inactivación de pro- 
teasa de 93# y 96# respectivamente, a relaciones de enzima 
a sustrato de 1 a 1 y 1 a 2, respectivamente. No se obser­
va pérdida significativa en la actividad de alfa-arailasa 
en cualquier relación. Sin embargo, cuando se,emplea dex- 
-fcrosa -como-material sustrato protector,-solamente se-ob­
tiene una ¿Inactivación de proteasa del 89# al 92# con una 
reducción de aproximadamente 12# en la actividad de alfa- 
amilasa.

También se ha determinado que en presencia de 
jarabe de maíz, aumentando el tiempo de tratamiento tér­
mico de 60 a 75 o a 90 minutos aumenta la inactivación da . 
proteasa solo ligeramente; es decir desde aproximadamente 
91# a 95#, sin pérdida significativa de 13 actividad de 
' alfa-amilasa. Reduciendo el tiempo de tratamiento térmico, 
sin embargo, se obtiene como resultado una disminución sig­
nificativa en la inactivación de proteasa a solamente 73# 
después de 30 minutos. Es importante advertir que esencial­
mente el mismo grado de inactivación de proteasa también 
se obtuvo empleando jarabe de maíz que se ajustó a un ni­
vel de pH de 5»5 o 7»0.
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EJEMPLO III

• Muestras de alfa-añilasa THHKMAMYL (lote AH 
1050) que contenían 0,50# de calcio en base seca, se tra­
taron térmicamente durante varios períodos de tiempo a 
8020. Las experiencias se realizaron tanto al pH inicial 
del preparado de alfa-amilasa como al pH ajustado a 5j5» 
La Tabla III resume los resultados.

' “Los“resultados muestran que un tratamiento 
térmico de 60 minutos a cualquier pH produce relaciones 
de actividad de proteasa/alfa-arailasa de menos de 2. Pro­
longando el tiempo de calentamiento hasta 120 minutos se 
produjo una relación de 0,6, pero se obtuvo un sacrificio 
de 11#-13# de la actividad de alfa-amilasa.

. A un pH de 5,5 se obtuvo una inactivación li­
geramente superior de tanto la proteasa como la alfa-ami­
lasa a un pH de 6,4, debido a la estabilidad de enzima 
generalmente reducida en el medio mas ácido.

\.
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JSrfflOTO DJáL TIEIPO I pH DE TliATAwI3N20 T.JI 
PROTEASA EN THERHAMYL3^

Ü-ÍIGO SOBRE LA INACTIVACION D¡

Tratamiento tér 
mico Actividad, U/p; Inactivación, Sí Relación de
Tempera 
tura 2G

Tiempo
min.

Proteasa c\-amil£ Proteasa 
sa ”

cA-amxlasa P/©^

pH 6,4
No tratado 19.528 1.075 - 18,2

80 50 4.517 999 75,9 7,1 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 1.005 91,8 6,7 1,6

80 90 1.152 964 94,1 10,3 1,2
80 120 708 956 96,3 11,1 0,7

BiLlii
lío tratado 20.937 i.o°5 - - 20,8

80 45 2.058 992 90,3 8,3 ■ 2,2

80 60 1.520 920 92,7 8,5 1,7

80 75 1.072 916 94,9 8,9 1,2

80 90 762 896 96,4 10,8 0,9
80 120 356 870 98,3 13,4 0,4

a) Lote AN1050, 0,50# de calcio en base seca, tratado con calor en ausen­
cia de hidratos de carbono.
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Se trataron con calor muestras de varios lotes 
de THSRMAKYL a 802C durante 60 minutos. Antes del trata­
miento térmico, el nivel de ion calcio de cada lote se aju¡ 
tó a un porcentaje previamente determinado por adición de 
CaClg. Las actividades de la proteasa residual y alfa-ami- 
lasa s.e muestran en la Tabla IY. A medida que aumenta el 
contenido de calcio en TII3RMAKYL desde 0,04# a 2,0#, la 
-inactivación-de proteasa disminuye desde éL 100# hasta el 
91#. En cada caso, la inactivación de alfa-amilasa disminuj- 
ye desde 25# a 0,04-# de calcio hasta aproximadamente 5# 
al 1# de calcio. Aumentando el nivel de calcio al 2# se 
obtiene como resultado una inactivación creciente de 
16#.

EJEMPLO IV
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BJSffLO Y
Diferentes lotes de THSRtiAMYL que contenían 

0,04# a 2,21# de calcio se diluyeron con 2 partes de ¿jara­
be de maíz de pH 5i5 i 30# de s.s., D.E. 42 y se trataron 
con calor a 802C durante JO, 60 y 90 minutos y a 85QC du­
rante 10, 20 y JO 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 indican que:

■ ~a~) 31 tratamiento "térmico de THERMAMYL, lote 
AN1001, a 802C u 852C da como resultado una 
inactivación de proteasa esencialmente com­
pleta con menos de 7^ de pérdida en activi­
dad de alfa-amilasa.

b) Se obtiene más inactivación de alfa-amil'asa 
pero menos de proteasa con el lote AN1002 
que con los otros lotes de THERMAMYL. La ra­
zón de esto no se entiende.

c) Los 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 de], 
8# o menor en alfa-amilasa, y (2) 10-50 mi­
nutos a 852C inactivan 97#-100# de proteasa 
junto con aproximadamente 7#-16# de alfa-
amilasa
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^TABLA V
PARAMETROS QUE CONTROLAN LA INACTIVACION SELECTIVA DI 

ALFA-AMILA3A DE THERMAMIL3'
PSOTNASAS EN

Tratamiento 
térmico Tiempo 
Temp. min.

ac _______

Actividad después del tra- Inactivación, JS 
tamiento térmico, U/ml. Proteasa D^-amilasa|
Proteasa c^-aaiiasa

Rela­
ción
P/oL

Lote AN1001 (0.04# enb.a, de Calcio)

80 30 30 R.D. - 99,6 ,Nada0) 9,1
-85 10 -55 -409 99,2 7,5 0,1
85 20 0 417 loo 5,4 0,0
85 ' 30 30 444 99,6 Nada 0,1

. Lote AN1002 (0,89# en b.s. de Calcio

80 30 2860 N.D. ■ 69,8 > N.D. e.á
80 60 1965 N.D. 79,2 N.D. 4,5
80 90 1055 •385 88,9 12,3 2,7

85 10 1385 361 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 AN1005 (2,01# en b.s. de Calcio)

80 30 3291^ N.D. 71,1 Nada . b,j
80 60 465°< 396 95,9 Nada <1,2
80 90 774c) N.D. 93,2 Nada 2,0

85 10 ,400 363 96,5 7,9 1,1
85 20 0 342 100 13,2 U, 0
85 30 ' 40 359 99,6 8,9 0,1

Lote AN1009 (2,21# en b.s. de Calcio)

80 30
»

3680 N.D. , 73,0 /N.D. 9,,i8Ó 60 ’ 1460 N.D. 89,3 N.D. 3,6
80 90 475 369 96,5 8,4 1,3

85 10 430 346 96,8 14,1 1,2
85 20 0 337 100 16,4 0,0
85 30 30 376 99,8 8,7 0,1

a) Enzima diluida con dos partes en volumen de Jarabe de maíz al 30# 
de E.D. 42 antes del tratamiento térmico.

b) Suponiendo que no hay ninguna pérdida de la actividad de alfa-amilasa 
de los muestras no ensayadas.

c) Determinada a pH 5»5
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. EJEMPLO 71
El procedimiento de inactivación de proteasa se 

amplió a escala por preparación de dos grandes lotes de en­
zima para estudios de conversión. Los tamaños de lote de 
2600 y 6655 mi consistían en THEEMAMYL (Lote AN1009) di­
luido con dos partes en volumen del jarabe de maíz de E.L. 
4-2 a pH 5*5» coja >̂Q¡ó de sólidos. La enzima diluida (pH 6,2) 
se calentó a 802C en 50 minutos en un baño de «agua calenta­
dlo con vapor, -se--mantuvo a esta temperatura durante 75 mi­
nutos y se,enfrió a la temperatura ambiente en aproximada­
mente 50 minutos. SI pll final era 5,9. La inactivación de 
proteasa era de 93^-96^ con solamente una pérdida de apro­
ximadamente 5% ert la actividad de alfa-arailasa. Estos dos 
lotes de THERMAMYL tratado térmicamente se emplearon para 
convertir el almidón original y el almidón de molino, res- • 
pectivamente, en hidrolizados de dextrosa empleando el pro­
cedimiento de enzima-calor-enzima (SHE) de almidón granular

EJEMPLO VII
Sémolas de maíz se pusieron en suspensión en 

agua, y se diluyeron con preparados de enzima de TIIERMAMYL 
que habían sido tratadas con calor para dar varias canti­
dades de inactivación de proteasa. Una serie se sacarificó 
luego a pH 5»5 con glucoamilasa derivada de Aspergillus 
niger y la otra con alfa-amilasa. Los resultados se resumen 
eá las Tablas VI y VII.
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ERECTO DE LA. RELACION DE-ACTIVIDAD DE PR0TEA3A/ALEA-AHILA3A 
EN THERMAHYL SOBRE LA PREPARACION DE HIDROLIZADOS DE DEXTROSA 

A PARTIR DE SEMOLAS DE MAIZ8 .̂

TABLA VI

•Experiencia R2 j 

Tratamiento de THSRHAMYL

61 62 63 64

Lote , Temperatura, 2C 
Tiempo, minutos 
Relación de Act. P/Á

•AN1001
80
30
0,1

•AN1005
80
60
1,2

AN100980
60
3,6

AIT1009 80 No 
30 
9,1

•AN1001
tratado

U
15,5

Análisis de hidrolizados. 
b.s.

►

#, de s.s.,
Dextrosa, #
Proteínas, #
N Amino, ppm
Caudal de filtración,
litro/min/m

29,4
93,8
0,18
31
8

29,5
93,8
0,22

36
11

29,594,0
0,25

42
10

29,794,0
0,34
57
10

29,793,6
0,48

89
11

Análisis de residuos, solubles 
Bsse libre, b.s.

# de s.s. 
Proteínas, # 
Almidón, #

97,0
65,77,0

97.0
66.1 
6,8

97,2
66,4
7,2

98,0
66,7
7,2

•98,2
66,9
7,1

Solubilización, # de b.s.
Almidón
Total

99,1
88,5

99.2
88.2

99.1
88.2

99.1
88.2

99.1
89.1

a) Las experiencias se realizaron por el procedimiento G3-EHE a

7520, empleando prelavado con 0,05# de SO2, 50 PPm calcio y saca 
rificación a pH 5,5. Dosificación de glucoamilasa 0,14 U/g de s.s.
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TABLA VII
5FECT0 DE M  RELACION DE ACTIVIDAD DE PROTEASA/ALPA-AMILA3A EN THERHAMYL
SOBRE LA PREPARACION DE JARABE DE ELEVADA RELACION MALT03A/MALT0TRI03A A
PARTIR DE SEMOLAS DE KAIZ8^

Experiencia nS 
Tratamiento de THERKAMYL

54

Lote AN1001
Temp. ec 80
Tiempoj minutos 
Relación de activi-

30
dad P M
Análisis de hidrolizados 

b.s.

0,1

% S.s. 27,9D.E. 47
DP-1, $ 3-2, <* 53
-3, % 22

Proteínas, % 0,12
Amino N., ppm 
Caudal de filtro

20
l/min/m2 10

Análisis de residuos, solubles 
báse libre b.s.
# de s.s. 96,6
Proteínas, % 63,8
Almidón, % 11,0
Solubles, # 1,5

Solubilización, $ de b.s.
Almidón 98,6

-- Tótal -88,4

-55- . 56 -57- ^8

AN1005 AN1009 AN1009 AN1001
80 80 80 No tratado
60 30 50 No tratado
1,2 5,6 9,1 15,5

27,9 27,8 27,8 27,9
46 46 46 46
4 4 4 4
52 51 53 5324 24 24 24
0,16 0,18 0,25 0,48

26 52 4-7 83
10 11 11 11

96,6 96,7 ‘ 97,6 .97,3
62,9 64,5 63,6 '64,4
11,0 6,9? 10,0 9,52,4 1,2 0,8 1,2

98,6 99,1 98,7 98,8
88,6 88,5 88’, 6 88,9

a) Experiencias efectuadas por el procedimiento de G3-EHE a 752C
empleando extracto de malta de cebada.
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■ EJEMPLO VIII
El efecto del nivel de proteasa en la licuefación a tempe­
ratura elevada se estudió brevemente empleando THERMAMYL 
(Lote AN1009) que se trataba bien térmicamente para inac- 
üivar las proteasas (relación P/cA. = 1,4) o se empleaba "tal 
cual" sin inactivación de proteasa (relación P/c<, = 32,9). 
Las suspensione^ de almidón al 25# en p/p, pH 6,2, que con­
tenían 200 ppm de calcio añadido en base seca jse inocula­
ron « o n -2 ü/g des.s. de THERí-íAMYL. Las suspensiones se man 
tuvieron a,502C bien durante 30 minutos o 24 horas antes 
ae la licuefación. El largo tiempo de permanencia se em­
pleó para simular un caso extremo en las condiciones de 
procedimiento reales. Cada suspensión se diluyó empleando 
calentamiento indirecto a 902C durante 90 minutos, pH 6,2 
y se sacarificó durante 96 horas a pH 4,3» 602C con 14 
ü/100 g de s.s. de glucoamilasa. Los datos medios obteni­
dos en esta serie y en un duplicado se muestran en la Ta­
bla VIII. Los resultados indican que aumentando el tiempo 
de permanencia de 30 minutos a 24 horas resulta una proteo.- 
aa ligeramente mas soluble en los hidrolizados finales.
Sin embargo, el factor principal que influye en el conte­
nido de proteína del hidrolizado es el nivel de proteasa 
en la alfa-amilasa. Empleando el THERMAMYL tratado (bajo 
en proteasa) el nivel de proteína se reduce desde una me- 
iia de 0,21# a 0,13# - una reducción del 38#.
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EPECTO DEL CONTENIDO DE PR0TNA3A EN THERMAHYL EN UN PROCEDIMIENTO 
DE DEXTR03A DE ENZIMA-ENZIMA

PABIA VIII

Experiencia N2 i y 5 2-y 6 3 y 7 4 y 8
THERMAHYL No tratado Tratado No Trata- Tratado
¡Relación de Act. de 
proteasa/f^ 32,9 M

do
32,9 M  -

1

Tiempo de permanencia 
de la suspensión de 
almidón, 5020a) 24 hr 24 hr 30 min 30 min

I/icuefación ^  
% de s.s. 26,8 26,8 26,7 26,5
D.E. > 22,2 21,9 19,2 19,X
Sacarificación0 ^
# de s.s.

\
28,5 28,5 28,5 28,5

Dextrosa, # en. b.s. 94,9 • 95,4 95,4 95,3
Proteínas, # en b.s. 0,22 0,15 0,20; 0,11
Ins., # en b.s.t 1,16, 1,31 1,31 1,42

a) Una suspensión de almidón de maíz al 25# en p/p que contenía 2 U/g
de s.s. de THERMAHYL ■!* 200 ppm de calcio añadido en b.s. se mantu­
vo a 502C, pH 6,2 durante el tiempo indicado antes de la licuefa-
ción.

b) Calentamiento indirecto a 9020, 90 minutos, pH 6,2 
--c) -602C, pH 4,3, 96 horas, 0,14 U/g de s.s. de GA.
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EJEMPLO IX

El procedimiento GS-EHE a 75eC se empleó para eva 
luar las sémolas de maíz y las abaleaduras de maíz. Los re­
sultados se resumen en las Tablas IX y X. Con fines compa­
rativos, las sémolas de maíz se convirtieron por el proce-• 
dimiento de encima-enzima a 9020. Las sémolas se lavaron 
previamente con una solución de 500 ppm de 80g, se licua­
ron calentando 90 minutos a 902C, y luego se convirtieron 
con glucoamilasa o extracto de malta. Los resultados en la 
Tabla XI muestran que la composición y calidad del hidro- 
lizado son las mismas que se obtienen por el procedimiento 
a 7520. Sin embargo, la solubilización del almidón y el 
caudal de filtración son mayores empleando el procedimiento 
a 752C, constituyendo el procedimiento a 7520 un método 
preferido de conversión.
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TABLA. IX

CONVERSION DE SEMOLAS DE MAIZ

Prelavado
Solubles eliminados /j en b.s. 
Sacarificación

GEH-52
0,05 % so2 
1,8 

GA

Análisis de hidrolizados, b.s
% de s.s. 29,4-
Dextrosa, % 94-, 5
Proteínas, c¿> 0,55
N amino, ppm 75
Caudal de filtración,
litros/rain/m^ 5

Análisis de los residuos, b.s.9^
% de s.s. 97,5
Almidón, % 15,8
Proteínas, # 67,5
Solubles, fo 2,0
Solubilización, b.s.
Total % 88,1
Almidón, % 98,2
Condiciones: Sémolas de maíz lavadas' con 50?* en p/p de SOg.

3e diluyó con 1 U P.I. de THERMAMYL/g de s.s. 
-50 ppm de C a ^  -pH 6,5
Se calentó de 602C a 752C en dos horas -trata­
do térmicamente a 1002C.
3e convirtió con 0,14- U de GA/g de s.s. -pH 
4-, 5-96 horas 3 602Q.

a) Corregido a base libre de solubles
b) Incluidos solubles eliminados en el prelavado
c) Se supone que no hay pérdida de almidón en el prelavado,
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CONVERSION DE LAS ABALEADURAS DE MAIZ
TABLA X

Prelavado
-Solubles -eliminados, #-en-b.s
Sacarificación
Análisis de hidrolizados. b.s
# de s.s.
Dextrosa, #
D .E.
DP-1, #
BP-2, #
DP-3, #DP-4.4-,' #
Proteínas, #
N amino, ppm 
Régimen de filtración,2litros/min./m
' a)Análisis de residuos, b.s»>
# de s.s.
Almidón, #
Proteínas, #
Solubles, #
. Solubilización,
T o t a l .  9> ; c \Almidón, % c'

< b)
b.s.

GEH-21 GEH-25
0,05# so2 0*05# so2

-6,2 .6,3
Walt X GA '

24,2 25,5— ' 91,2
44,1 —
5,9 -
5^,5 -
22,6 —
17,0 —
0,8 2,2

N.D. 360

<1 <1

N 1
98,7 97,9
. 4,7 4,5
52,3 50,8
1,1 1,2

75,8 75,598,4 98,5
' Condiciones: Abaleaduras de maíz lavadas con 30?¿ en p/p de S02; di­

luidas con 1 ü P.I. THSRHAYL/G de s.s.-50 ppm de Ca---pH 
6,5-calentado desde 602C a 7520 en dos horas- tratado 
térmicamente a 100QC- convertido con 0,14-U  GA/g de s.s.- 
pH 4,3 - 96 horas a 602C (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 almidón en el prelavado.
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TABLA XI
^CONVERSION DE SEMOLAS DE MAIZ EMPLEANDO EL PROCEDIMIENTO DE ENZIMA'
ENZIMA A 902C.
Experiencia N2 GEH-59 GEH-92 GEH-60 ge h-:
Procedimiento 902C E-E GS-SHE 9020 E-E GS—Ei
Sacarificación Malt X Malt X GA GA

"Análisis "de hidrolizados, b.s.
Sustancia seca, # 26,6 28,2 28,9 29,6
'Dextrosa, # N.D. N.D. 96,2 94,9
D.E. 41,0 44,6 N.D. N.D.
DP-1, # 2,0 2,8 N.D. N.D.
DP-2, # 53,2 51,6 N.D. N.D.
DP-3, # 24,7 27,0 N.D. • N.D.
DP-4, 4, % 20,1 18,6 N.D. N.D.
Proteínas, # 0,10 0,14 0,37 0,55
N amino, ppm 20 N.D. 95 87
Ca4'4' , ppm 147 N.D. 102 4-7
Caudal de filtraciónPLitros/min/m 9 3 10

Análisis de residuos, b.s.a^
Sustancia seca, # 96,5 97,8 96,6 97,2
Almidón, # 11,3 9,6 17,6 9,6
proteínas, % 56,1 66,8 57,4 72,9
Solubles., # 1,7 1,5 3,2 1,6
Solubilización, b.s.
Total. # x 
Almidón, % *

86,5 88,3 87,D 98,8
98,3 98,7 97,5 98,8

Condiciones: Sémolas de maíz lavadas con 30# en p/p de SOp - diluido 
1 con 1 U P.I. de THERKAMYL/g de's.s - 50 ppm de Ca-• - pH

6,5 - calentado dos horas a 9020- convertido con 0,14 
ü GA/g de s.s.- 96 horas a 602C o 0,2# de extracto de 
malta - 24 horas a 6020

a) Corregido a base libre de solubles
b) No incluye pérdidas de solubles en el prelavado (excepto GEH-92)
c) Se supone que no hay pérdida de almidón en el prelavado.
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EJEMPLO X

Almidón de molino pesado y una suspensión de al­
midón de la que se había separado parcialmente la proteína 
(segundo flujo inferior del hidrociclón) se convirtieron enr 
oleando el procedimiento Go-EHE para ilustrar el empleo de 
fuentes de almidón de elevado contenido de proteína molido
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TABLAXII

CONVERSION DEL ALMIDON DE MOLINO PESADO

Experiencia N2 GEH-78 80 82 79 81 83
pH de sacarificación 4,3 4,3 4-, 3 5,5 5,5 5,5
Sustancia seca de 
reposición, # p3,1 33,1 33,3 33,1 33,1 33,3
Análisis de hidrolizado, b.s. 
Sustancia seca, 33»5 . 33,0 33,5 33,2 33,0 33,7
Dextrosa, # 94,4 94,3 94,7 93,5 93,5 93,6
Proteínas, % 0,48 0,48 0,49 0,40 0,40 0,41
N amino, ppm 1 190 180 205 •95 90 95
Calcio, ppm 48 55 38 64 60 60
Caudal de filtración 
’litros/min/m^ 5 4 7 1 5 5

a")Análisis de residuos, b.s. J
Sustancia seca, # 94,5 95,0 96,0 92,6 96,0 95,7
Almidón, # 9,0 8,4 7,8 10,6 8,5 7,6
Proteínas, # 71,2 72,8 72,9 68,6 72,7 72,2
Solubles, v> 0,8 1,2 1,5 2,5 0,9 0,8

Solubilización b.s.
Total. v 
Almidón, # c1

90,4 89,6 90,2 90,0 89,6 90,1
99,0 99,0 99,1 98,8 99,2 99,1

Condiciones^ 30# en p/p de almidón de molino lavado. 3e diluyó con 
• l ü P.I.' de TH3RMAMYL/g de s.s. -50 ppm de Ca4"5* - pH 

6,5 calentado desde 60SC hasta 752C en 2 horas- tratado 
térmicamente a 1002C. Se convirtió con 0,14 U GA/g de 
s.s. - pH 4,3 - 96 horas a 602C o 0,18 U GA/g de s.s. - 
pH 5,5 - 96 horas a 602C.

a) Corregido hasta hase libre de solubles
b) No incluye solubles eliminados en el prelavado
c) Se suppne que no hay pérdida de almidón en el prelavado.
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TABLA lili
IIIDR0LI.ZAD03 DE DEXTROSA PREPARADOS A PARTIR DEL SEGUNDO PLUJO IN-

PSRIORI DEL HIDROCICLON

Experiencia N2
1 DU-1 DÜ-2 DU-3* DU-4 DU-5

Prelavado con IX IX IX 3X 5X
Dilución /
Enzima THERMAMYL---
Dosificación, U/g de svs. 1 1 1 i - l
PH 5,5 6,5 5,5 6,5 5,5

4-4-Ca añadido, ppm en b.s* 50 50 .50 50 - 50

Sa carificación
GA, U'g de s.s. 0,14 . 0,14 0,14 0,14 •0,18
pH 4,3 ^,3 4,3 4,3 5,5

Análisis de hidrolizados, b.s.
Sustancia seca, # 33,7 33,7 32,9 32,9 32,7
Dextrosa, • # 94,8 94,4 94,6 65,1 95,0
Proteínas, # ' 0,19 0,24 0,16 0,22 0,13
N araino, ppm 60 85 55 75 20
„ 4-4- vCa' •, ppm en b.s.
Caudal de filtración,

60 58 58 62 68

2litros/min/m 
Insolubles totales, #

? 3 9 5 6

en b.s. 2,8 3,1 2,8 3,0 2,7
.Condiciones: 30# en p/p deL segundo flujo inferior del hidrociclón

lavado.. Dosificada y calentada desde 602C hasta 7520
en dos horas, tratada térmicamente a 1002C.
Convertida con GA-96 horas a 6020.
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CONVERSION EN MALIA BEL. SEGUNDO FLUJO INFERIOR BEL HIBROCIOLON
TABLA XIV

Experiencia R2 I¡K-1Q6 LK-107 LK-108 GEH-22
.Prelavado Ninguno 6X-H20 .12X-H20 0,055» SO,
.Solubles eliminados., 5$
en b.s. Ninguno 0,7 0,7 0,9
Análisis de hidrolizados» b.s.
,Sustancia seca» f> 31?0 31; 0 31,0 30,9
B.E. f> . 43» 4 43,6 42,1 43,1
BP-1»■f> 0,9 0,9 0,8 1,3
BP-2, f> 57,0 56,6 58,0 54,7
BP-3» f 20,8 18,6 18,5 22,8
BP-4 4-, f . 21,3 23,9 22,7 21,2
Proteínas» f° 0,47 0,10 0,09 0,16
Solubilización» b.s.
total i f> 96,9 96,8 96,7 96,8
Óondiciones: 30$ en p/p del segundo flujo inferior de hidrocición

lavado. Se diluyó con 1 P.I. de IHERHAMYL ü/g de S . S . ,

pH 6,5» 50 ppm de calcio añadido,' temperatura alimentada
desde 602C hasta 752C en dos horasi» tratamiento térmico
a 1002C. Se convirtió con 0,2$ de extracto de malta de
cebada» pH 5,5 a 602C, 24 horas.
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BJEKPLO XI
El almidón de molino ligero se convirtió emplean 

do el procedimiento GS-EHE a 75-0 variando diversos pará­
metros del procedimiento.

la Tabla XV ilustra el efecto del tiempo de sa­
carificación sobre la composición del hidrolizado. La Ta­
bla XVI ilustra el efecto del pH de sacarificación. La 
Tabla XVIIj experiencia GEH-71 ilustra el efecto de aña­
dir alfa-amilasa adicional a la etapa de sacarificación.
La experiencia GEH-72 emplea MAXAMXL en lugar de THEHMA- 
MYL como alfa-amilasa. La experiencia GEH-73 representa 
el calentamiento del almidón diluido a 1212C en lugar de 
la temperatura normalizada de 1002C. El almidón de molino 
ligero se convirtió también con una combinación de THER- 
MAMYL y glucoamilasa a una temperatura de 602(3. Los resul­
tados están en la Tabla XVIII.
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pONVERSION DEL ALMIDON DE MOLINO LIGERO: EFECTO DEL TIEMPO DE 
.SACARIFICACION

.¡CABLA. XV

Sacarificación
pH

# de s.s.
Doxtrosa 

de s.s.
Proteínas 

de s.s
Nitro
nico
b.s.

ig amí- 
ppm en

,4» 3 5,5 4,3 ' 5,5 4,3 5,5 4,3 5,5

...Tiempo de sacarifi-
cación
24 horas 30,6 30,7 90,2 '86,1 0,41 '0,35 130 180
.48 horas 31,3 30,8 93,9 91,9 0,46 0,38 160 80
72 horas 30,9 30,8 94,7 93,6 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: 3<# en p/p de almidón de molino lavado (3X-H,0) -diluido 
• con 1 U P. I. de THEH£AMH/g de s.s. 50 ppm de Ca'®"®' - pH 
6»5 calentado desde 602C hasta 752C en 2 horas - trata­
miento térmico a 1002C. Se convirtió con 0,14 GA/g de s.s.
- pH 4,3 - 96 horas a 6020 o 0,18 ü GA/g de s.s.- pH 5,5
- 96 horas a 602C.

Experiencia N2 GEH-74 para pH 4,35 GEH-75 para pH 5,5.
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iTABLA XVI
CONVERSION DE ALMIDON DE MOLINO LIGERO: EPECTO DEL pH DEi

' SACARIFICACION

Experiencia R2 pEH-66 GEH-70 GEH-67 fGEH-69
Prelavado 3X-H20 3X-h 2o 3X-H20 ¿A.—JtlgU

Solubles eliminados 
Sustancia seca de

8,8 9,3 8,7 •9,3
30,5reposición 32,7 30,5 33,1

pH de sacarificación 5,5 5,5 4,3 4,3

Análisis de hidrolizado» b.s.
34,0 30,9Sustancia seca» J» 33,8 31,0

Dextrosa» jó 94,2 93,5 95,3 94,7
Proteínas» jó 0,29 0,47 0,38 0,53

N amino» ppm 60 110 160 215
Caudal de filtración» 
litros/min/m^ 3 3 6 7

a)
Análisis de residuos» b. s.

Sustancia seca» jó 96,9 " ”95,8 97,8 96,5
Almidón» Jó 10,6 4,7 11,5 • 4,0
Proteínas» jó 70,0 75,9 67,9 76,4
Solubles» jó. 
Solubilización» b.s.
Total» jó c)

2,3 6,0 2,0 5,4

90,9 91.9 91,3 92,0
Almidón» jó 98,9 99,6 98,8 99,6
Condiciones: 30jó en p/p de almidón de molino lavado - diluido con 1 U 

P,I. de fhermamyl/g de s.s.- 50 ppm de Ca-"  - pH 6,5 - 
calentado de 602C a 752C en 2 horas - tratado térmicamen­
te a 1002C - convertido con 0,14 U GA/g de s.s. - pH 4»3 - 
96 horas a 602C o 0>l8 U GA/g de s.s. - pH 5,5 - 96 horas 
a 6020.

a) Corregido para base libre de solubles.
b) No incluye solubles eliminados en el prelavado
c) Se supone que no se elimina almidón en el prelavado.



I

-45-

,TABLA XVII

QONVERSION DE ALMIDON DE MOLINO LIGERO: EFECTO DE ALFA-AI,IILASA 
Y LA TEMPERATURA DE TRATAMIENTO TERMICO

Experiencia N2 ' GEH-71a ) \ GEH-72b ) ,GSH-73° ̂
I>H de sacarificación / 
Análisis de hidrolizado»

5,5 
b. s.

4,3 4,3

Sustancia seca» $ 31,0 30,6 31,4’Déxtrosa» !> 93,5 • ’ 94', 9 90,7Proteínas» f¡> 0,56 0,49 . 0,62
N amino» ppm f 135 200 450
Ca**"̂ » ppm 69 217 109
Caudal de filtración»
litros/min/m2 4 <1 3
Análisis de residuo» b.s. ó)

Sustancia seca» # 95,8 Desechado 95,5Almidón» Í° 3,9 II 12? 1 •
Proteínas» $ 76,9 II 71,7Solubles» i* 
Solubilización, b.s.

6,1 II 6,6

Total» fo 
Almidón» ? 91,9 II 91,599,6 II 98,9
a) 0,5 D P.I. de THERToAMYL/g de s.s. añadido durante la sacarificación
b) Se diluyó con 3 TJ de MAXAMYL/g de s.s.- 200 ppm en b.s, de Ca'H’
c) Tratado térmicamente 15 minutos a 121SC..
d) Corregido a base libre de solubles.
e) No incluye solubles separados en el prelavado
f) Se supone que.no hay pérdida de almidón en el prelavado.
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TABLA m i l

^CONVERSION DE ALMIDON DE MOLINO LIGERO EMPLEANDO EL PROCEDIMIENTO
A 602C

¿Experiencia IIfi
Sustancia seca de reposición» $

Condiciones de digestión ,$

Análisis de hidrolizados, b.s.
Sustancia seca 
Dextrosa, f»
Proteínas» ?°
N amino» ppm 
Ca ppm
Caudal de filtración» 
litros/min/m¿
Análisis de residuos» b.s.a )
Sustancia seca,- 
Almidón» $
Proteínas, $
Solubles, i<>
Solubilización, b.s.
Total .
AÍmidón , f» c'

Condiciones: 15>« de almidón de molino lavado.
Convertido con 2 U P.I. de THERMAMYL/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.

' c) 'Se supone que no hay pérdida de almidón en el prelavado.

,GEH-7 6 GEH-
15,2 15,2

ir a pH 5,5 24 hr a p! 
24 hr a p'.

9,3' 10,0
93,7 94,4
1,5 1,3

>00 450
33 33
12 14

94,2 93,4
81,7 81,7
14,4 15,4Nada 0,2

52,7 56,1
58,7 t 61,7
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EJEKPLO XII
Sémolas de maíz se convirtieron empleando el ' 

procedimiento GS-EHE a 75^0. Un lote se lavó previamente 
empleando agua .de lago j el segundo empleando una solu­
ción de SO^ al Ojl$. los resultados se recogen en la 
Sabia XIX.



CABLA. XIX

- 4 8 -

COMPARACION DE HgO Y SOg PRELAVANDO SEMOLAS DE M I Z

Prelavado ^2^ SOg
Solubles de sémola»
Í<¡ en b.s. 2»2 3,4
-Análisis de hidrolizado
5ü de s.s. 29» 44 29,50
Dextrosa» 5¿ en b.s. 92»2 §5,4
Proteína» $¡£ en b.s. 0,25 0,35
N amino» ppm en b.s. 
Ca"*"*-» ppm de en b.s.

53 112
225 173

Caudal de filtración 
(litros/min/nr) 4,3 10,6

Análisis EPCa ^
f» de s, s.
Proteínas» en b.s.
Almidón» i« en b.s.
Solubles» en b.s.
Almidón sin convertir» jo b.s.

|95,8 95,5
63,3 ¿2,9
13,1 11,0
2,1 1,7
1,8 1,4

Condiciones: ^  30^ de sémolas (Sémola n^ 1 3 Junio 74)
Se diluyó con 1 unidad P. I. de THERMMYL/g de s.s - 
pH 6» 5 - 200 ppm de Ca*^.
Subida de calor programada desde 602C hasta 15-0, 
tratamiento térmico a 1002C.
Convertido con 0>14 unidades GA/g de s.s - pH 4,3 
- 96 horas a 602C.

a) Valores corregidos hasta base libre de solubles.
b) Basado en almidón recuperado en EPC; se supone que no hay pérdida 

en el lavado.
c) Dosificaciones basadas en la sustancia seca de almidón.
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• . EJEMPLO XIII
El almidón original se convirtió en un hidroliza- 

do de almidón soluble por el procedimiento siguiente.
Se preparó una suspensión acuosa al 30?» en p/p> 

se ajustó el pH a 6» 2; se añadieron 300 ppm de ion calcio ■
l

y la suspensión se inoculó con 1» 2 U de alfa-amilasa/g de 
s.s. (MASAMHi» = 0j9). I»a suspensión se calentó a 882c
y se mantuvo durante 2 horas. A continuación se calentó a 
12720 y se mantuvo durante 15 minutos. la suspensión se en­
frió luego á 852CS se inoculó con 0»6 U de alfa-amilasa/g 
de s.s. y se mantuvo durante 3 horas.

Esta se enfrió luego a 602C» se añadió suficiente 
agua de lago para reducir el contenido de sólidos al 25¿ 
en p/p» se ajustó el pH a 4»3 y la suspensión se inoculó 
con 0>l8 U de glucoamilasa/g de s.s.. Estas condiciones 
se mantuvieron luego durante 96 horas. Elhidrolizado con­
tenía 95»9?» de dextrosa» b.s. Un contenido de proteínas de 
0>08 $ en b.s. y 1»4/S de sustancias insolubles totales en
b.s.

Aunque la invención se ha descrito junto con sus 
realizaciones específicas» se comprenderá que es capaz de 
modificaciones adicionales y esta solicitud intenta cubrir 
cualquier variación» empleos o adaptaciones del invento si­
guientes» en general» los principios del invento e incluyen­
do ideas qué se originen de la presente descripción que está 
dentro del conocimiento o. práctica habitual en la técnica 
a la que el invento pertenece y que puede aplicarse a as­
pectos esenciales aquí recogidos» y qu.e caen dentro del al­
cance del invento.

n
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PiEIVINDICACICIISS
1®,- Un procedimiento para la inactivación selec­

tiva de la actividad de enzima proteolítica en una prepa­
ración de enzima de alfa-amilana bacteriana» que comprende 
las etapas de: (a) introducir en la preparación un material 
protector; (b) calentar la mezcla resultante a una tempera-' 
tura en el intervalo de 702C a 90SC; y (c) mantener la tem­
peratura durante un período de tiempo suficiente para inac­
tivar de modo sustancialmente completo la enzima proteolí­
tica sin reducir sustancialmente la actividad de alfa-ami- 
lasa.

22.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 12, en el que el pH de la preparación está en el 
intervalo de 5 a 8.

32,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación 12 o la reivindicación 22» en el que la álfa-amila- 
sa bacteriana se produce a partir de un microorganismo Ba- 
cillus.

4®.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación 32, en el que el microorganismo Bacillus es un mi-

t

croorganismo Bacillus subtilis.
52.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­

cación 4S> en el que la temperatura se mantiene durante un 
período de aproximadamente 30 minutos hasta aproximadamente 
90 minutos.

6§.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación 42 o la reivindicación 5-t en el que el material 
protector es.un jarabe de maíz que tiene un E.D.- de hasta 
.50.

7§,- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-30
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- cación 69, en el que el jarabe de maíz tiene un contenido 
de sustancia seca (s.s.) de 20$ al 40$ en peso.

8§.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 19, en el que la cantidad de material protector 
utilizado es de 0,5 a 2,0 partes por parte en volumen de 
preparación de enzima.

9S.~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 3-, en el que el microorganismo Bacilus es un 
microorganismo Baoillus licheniformis.

109.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 9§, en el que el material protector es una sal 
de calcio soluble en agua.

119.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 10&, en el que la sal de calcio soluble en agua 
se emplea en una cantidad para proporcionar una concentra­
ción de ion calcio total de 0,5$ a 1,5$, en base seca.

12§.- Un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 9- a 119, en el que la tem­
peratura se mantiene durante un período de 30 minutos a i
3 horas.

13s.- Un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 99 a 12§, en el que al me­
nos una parte de dicho ion calcio estaba presente origi­
nalmente en dicha preparación de enzima.

14§.- Un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 19 a 139, que comprende 
la etapa adicional de poner en contacto una suspensión 
acuosa de un material de almidón con la preparación de 
alfa-amllasa sustancialmente libre de actividad proteolí- 
tica, y mantener la suspensión en condiciones reactivas

H oja níím. 5 1
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- durante un período de tiempo para producir un hidroliza- 
do de almidón soluble que contiene menos de 0,5$ de mate­
riales de proteína solubles, mientras que cualquier mate­
rial proteínico permanece en un estado esencialmente inso­
luble .

153.- Un procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 14§, en el que el material de almidón es un ma­
terial de almidón bruto que se lava previamente antes de 
la formación de la suspensión acuosa.

16§.- ün procedimiento de acuerdo con la reivin­
dicación 15§, en el que el material de almidón bruto es 
un material de almidón de maíz molido seco y el prelava­
do se lleva a cabo por las etapas de: (a) formar una sus­
pensión del material de almidón en una solución acuosa que 
contiene desde 200 a 1000 ppm de dióxido de azufre; (b) 
filtrar la suspensión para formar una torta de filtración; 
y (c) hacer pasar una parte adicional de la solución de 
dióxido de azufre a través de la torta de filtración.

17a.- un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 14 a y 15 a, en el que el ma­
terial de almidón bruto es un almidón de molino derivado 
de maíz.

18§.- Un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 14a a 17a, en el que la 
concentración de la preparación de alfa-amilasa es de 0,1 
a 25 unidades de actividad por gramo de material de almi­
dón.

19§._ un procedimiento de acuerdo con una cual­
quiera de las reivindicaciones 14a a 18§, en el que la 
suspensión acuosa incluye de 5$ a 40$ en peso de almidón
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- en tase seca.
20S.- Un procedimiento para la inactivación se­

lectiva de la actividad de enzima proteolítica en una pre­
paración de enzima de oó.-amilasa bacteriana.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an­
tecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta y tres hojas 
escritas a máquina por una sola cara.

10

15

Madrid, 16.JUN.1978 
P.A.
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