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Esta invencién se refiere a un pro-

cedimiento para tratar una mezcla de gluten de trigo vi-~

" tal y almidbén de trigo, p.ej. harina de trigo, con objeto

de obtener el gluten de trigo en forma vital no desnatu-
ralizada y, como producto secundario, un almidén solubi-
lizado que puede utilizarse como tal o tratarse ulterior-
mente por sacarificacién. _

' Es sabido que el gluten de trigo
perderi sus propiedades “vitales" si se somete a altas
temperaturas, y es sabido también que el gluten de trigo
tiene tendencia a solubilizarse si se pone en contacto
con agua moderadamente caliente durante un periodo dé}
tiempo prolongado. Por estas razones, la aplicacién a la
hérina de trigo de un procedimiento 'de solubilizacidn en-
zimdtica convencional (esto es, gelatinizacién,'licuefag

cibn, y solubilizacién de la porecién de almidén de la ha

rina con ayuda de calor y de una enzima licuadora tal co-

mo alfa-amilasa) dard como resultado una desnaturaliza-
¢ibn, asi como una gsolubilizacién sustancial, del gluten.
Adicionalmente, si el almidén solubilizado se sacarifica
coﬁ una enzima sacarificadora paré,producir un hidroliza-
do de almidén, el hidrolizado resultante contendré una
gran cantidad de gluten solubilizado, y esto hard dificil
¥ poco préectico el refino final (y en particular la deco=-
loracidn),. '

‘Los procedimientos convenionales
para solubilizar enzimdticamente el almiddén o materiales
que contienen almidén tales como harinas finas, harinas
ordinarias, "sémolas" o §imilares implican la gelatinize-

cibén del almidén, por calentamiento de una suspensién
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~ acuosa del mismo, bien sea antes de la adicién de la en-

- zima o, si se utiliza una alfa-amilasa termoestable, en

presencia de la enzima. Estos procedimientos emplean tem-
peraturas altas, y si se aplican a un material que con-

tiene gluten de trigo vital, desnaturalizarén el gluten.

'Se sabe desde hace mucho tiempo que las alfa-amilasas son

capaces de solubilizar el almidén en condiciones no gela-
tinizantes, pero los procedimientos de la técnica anterior
precursora nunca se han llevado a la prictica comercial-
mente, Waellerstein y otros, en la patente de EE.UU.
2,583.451, describen un procedimiento para convertir el
almiddén puro en dextrosa con alfa-amilasa en condicionéé
no gelatinizantes; en este procedimiento, la temperatuvra
no excederd de 452C, los tiempos de tratamiento son 48-72
horas, y los rendimientos son muy bajosj el procedimien-

to0 serfia inadecuado para uso con un producto de almidén

que contenga gluten.,

Recientemente se han desarrollado
procedinientos para hidrolizar eficazmente el almidén gra
nular sin la etapa convencional de gelatinizacién, por
lo que, durante la hidrélisis, el almidén residual retie-
ne su forma granulasr. Véanse, por éjemplo, las patentes
de EE,UU, %.922,196 y 3.922.197 concedidas a Leach y
otros, 5.922.198 concedida a Kuske y otros, 3.922.199 con
cedida a Hebeda y otros, ¥ 3.922.200 concedida a Walon y

otros. Egtos procedimientos son extremadamente efectivos

" para hidrolizar el almidén y los materiales que contienen

almidén, pero las condiciones son tales que, si se apli-
can & harina de trigo, se producirda uns solubilizacidn

¥ desnaturalizacidn excesiva del gluten vital.
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Es un objeto de la invencidn idear
un procedimiento para tratar harina de trigo o productos
similsres con objeto de obtener a partir de aquélla al-
midén, gluten vital, y un hidrolizado de almidén. Un ob-
Jeto adicional de la invencién es idear'un.procedimiento
para la solubilizacibén enzimitica, mds sacarificacién en-
zimdtica si se desea, de la porcibn de almidén de una
fraceidén de harina de trigo rica en glubten, o de otra
meécla de gluten de trigo vitsl y almidén, de tal modo
que el gluten se puede recuperar en forma vital, no des-
naturalizada;rf el almidén solubilizado (o sacarificadc)
no contendrad virtualmente cantidad alguna de gluten sé;'
iubilizado, ¥ por consiguiente puede refinarse por medios
convencionales y econdmicos.
De acuerdo con el procedimiento de

la invencidén, una mezcla de gluten de trigo vital y slmi-

_dbn se trata, en suspensién acugsa, con una alfa-amilasa

bacteriana en condiciones en las que el almidén se solu~
biliza sin gelatinizacién. Es. decir, que durante la -solu-
biliéacién el almid6én residual se mantiens en forma gra-
nular,esto es, no gelatinizada. Después‘de la solubiliza-
c¢ién del almiddén, el gluten, que eété todavia en forha
vital y no desnaturalizada, puede recuperarse ficilmente
por medios convencionales tales como filtracién, decan-
tacibén, centrifugacién o utilizacién de hidrociclones.

La solucién de almidén.solubilizada puede concentrarse
y/o secarse después, tratarse pbsteriormente con enzimas
adicionales para formar productos sacarificados, o, como

ge describird méds adelante, utilizarse como substrato pa-

ra la hidrdlisis de almidén adicional. A continuacibn se

TSP A
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- describiradn las condiciones especificas.

Aunque la invencién se puede llevar
a la préctica con cualduier mezcla de almidén y gluten de
tpigo vital, el material de partida mé&s obvio y practico,

es harina de trigo; por esta razdén, la invencién se des-

“eribird de aqui en adelante como aplicada & harina de tri

go. El material a someter a la solubilizacién enzimitica
debe contener al menos aproximadamente 25% de proteina

( en peso, base seca), siendo adecuado un intervalo com-
prendido entre 25% y 80% de proteina. 8i el material de
partida contiene menos que 25% de proteina, siendo el reg
to principalmente almidén, se produciré una solubiliza-
cibén inaceptable de la proteina debido a las condiciones
de la reaccidén que se emplean, esto es, la relacidn de -

agua a proteina y el tiempo y temperatura de la reaccidn,

" Por consiguiente, la harina de trigo debe separarse pro=-

. viamente en dos fracciones, siendo una de ellas almidén

de trigo sustancislmente puro (que es, por supuesto, un
producto valioso), y conteniendo la segunda fraccién a}
menos 25% de gluten (preferiblemente 30%-40%). EL proce=
dimiento de la invencién se aplica luego & la segunda
fraceidén. E1l fraccionamiento iniciél de la harina puede
realizarse de cualquier manera, siendo el {inico requeri-
miento que el gluten no se desnaturalice. La decantacibén
centrifuga es un ejemplo del procedimiento que puede uti
lizarse para el fraccionsmiento.

_ A uns suspensidn acuosa de la se-
gunda fraccibn, rica en gluten (cuya concentracidn de
861lidos estard comprendida preferiblemente entre 104 y

35% en peso), se afiade una alfa-amilasa bacteriana, la
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— cual estd preferiblemente sustancialmente exenta de pro-

teasa, y se deja que la enzima reaccione con el almiddn

durante un breve periodo de tiempo (que no excede de apro

_ ximadamente 6 horas) a una temperature no.mayor que apro

ximadamente 602C (estando comprendida la temperatura pre=

ferida dentro del intervalo de 459C a 602C) y a un pH que

-es el 6ptimo para que la enzima ataque al almidén. Por

medio de este procedimiento, suétancialmente la totalidad
del almiddén (o tanto como se desee) se solubiliza por
complgto!_el gluten no se desnaturaliza, y sustancialmen
te no se produce solubilizacién alguna del gluten, PQ?Q
esta razbén puede recuperarse fécilmen;e el gluten todavia
vital, mis el almidén solubilizado que contiene uma één—
tidad minima de proteina solubilizada. El almidén solubi
lizado puede concentrarse y/o secarse y utilizarse “como

tal", o someterse a cualquier procedimiento de sacariri-

. cacidén convencional,

Ia alfa-amilasa bacterianas es pre-
feriblemente una que es activa dentro del intervalo de
PH comprendido entre aproximadamente 4,9 y aproximadanen
te 7,0 ¥ que posee actividad aprecisble a temperaturas
relativamente bajas, esto es 602C é inferiores. Fuentes
preferidas de tales alfa-~amilasas incluyen ciertas espe-
cies de microorganismos del género Bacillus, a saber, B.
Subtilis, B. Licheniformis, B. Coagulans ¥y ﬁ. Amylolique
faciens. Alfa-amilasas adecuadas se describen en la pa-
tente de Austria N2 300,699 y én la de EE.UU. 3.697.378.

Amilasas especialmente adecuadas son las derivadas de B,

te austriaca. Es particularmente preferida la alfa-amilg

t

" XYicheniformis, como se describe en la golicitud de patenw

re b Abw (re e mnamames Wi mes
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— sa derivada de las cepas de B. Licheniformis NCIB 8061,

NCIB 8059, ATCC 6598, ATCC 6634, ATCC 8480, ATCC 9IU5A
Y ATCC 11945. Estas son extraordinariamente efectivas en
Ja licuacién del almidbén granular. Una tal enzima se

identifica por el nombre comercial de "Thermamyl", que

' puede adgquirirse de NOVO Enzyme Corporation, Mamaroneck,

Nueva York, El producto Thermamyl se caracteriza por
las propledades siguientes:
(a) es térmicamente estable;
(b) es activo a 16 largo de un amplio intervalo de pH;’y
(e) su actividad y estabilidad térmica son menos depén~
dientes que las de ofras alfa-amilasas de la préséﬁ—
cia de ion calcio afiadido.
" Tos anilisis tipicos de tres pre-
paraciones diferentes de Thermamyl son como sigue:

Thermanyl Thermanyl Thermamyl

o 60 120
Sustancia seca, ¥ 35,4 98,8 94,6
Actividad de alfa-amilasa ' B
U/g (como tal) 1156,0 2105,0 9124,0
Proteina, % base seca 26,5 21,2 21,2
Cenizas, % base seca 60,1 91,2 o4, 4
Calcio, % base seca ' 0,64 0,72 4,9
Sodio, % base seca 1é,3 12,2 -

Otras alfa-amilasas adicionales adecuadas que son asequi

‘bles incluyen las siguientes:
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TABLA I

Preparacién . .
de Enzima Compafiia Porma Actividad
Rhozyme H~39 Rohm-&Haag Polvo 4,874 U/g
Tekanine . B
HT-1000 Miles Polve 3,760 U/g
Tenasa Miles Liquido 2,043 U/ml
Dex-Lo MM Wallerstein Liquido 1.213 U/ml
Novo SP-96 Novo ~ Polvo 7.310 U/g
Novo B.
Subtilis Novo Liquido 1.599 U/ul
Kleistasa oo '~:
GM-16 Daiwa Kasai Polvo 26,593 U/g
Kleistasa ' , -
I Daiwa Kasai Liquido : 1,918 U/ml
Rapidasa .
SP-250 Sociédté "Rapidase',

Francia Polvo - 11.655 Wi/g
Maxamyl )
- LX6000 Gist-Brocades Liquido 13,300 U/ml

Ia alfa-amilasa debe estar sustancial-
mente exenta de actividad de proteasa, con objeto de evi-
tar una solubilizacidn excesiva del gluten; dado que prac

ticamente todas las preparaciones comercialmente asequi-

bles de alfa~-amilasa contienenactividad de proteasa, es

necesario tratar en primer luger la preparacidén para de-
5arla sustancialmente exenta de proteasa. Esto puede ha-
cerse fécilmente con las preparaciones de Thermamyl por

calentamiento de una suspensidn acuosa de la preparacidn

de la enzima a 702C-802C durante un periodo de tiempo com

| prendido entre 30 y 45 minutos.
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~ gluten, el almidén solubilizado, que esté presente en la

' forma de una solucibn diluida que contiene todavia alfa-

. contienen dextrosa, beta-amilasa (con ¢ sin una enzima

kelimiﬁadora'de ramificaciones, p.ej., alfa,1-6 glucosida

. La cantidad de alfa-amilasa emplea
da tiene que ser suficiente, por supuesto, para solubili-
zar sustancialmente-la totalidad del almiddn presente,
es decir al menos aproximadamente 0,1 unidades de activi-
dad por gramo de almidén. (La actividadfde alfa-amilasa
tal como se utiliza en esta memoria se detérmina por el
método indicado en la patente de los EE.UU. 5.922,196,
concedida a Leach y otros). Se prefiere, sin embargo, em-
plear mds que la cantidad ninima de alfa-amilasa, por dos
razones. En primerllugar, una cantidad en exceso de enzie
ma acelerard el procedimiento de solubilizacidn, miﬂ{mi;
zando asf el tiempo durante el cual el gluten se vé sgé}
metido a las condiciones del procedimiento, con la consi-
guiente solubilizacidén minima del gluten. Una segundz -ven
taja, y muy importante, desde el punto de vista econdémi-

co, es que después de la separacidén de la fraccidn de

~amilasa activa, puede utilizarse directamente como medio
para solubilizar almiddén adicional afiadiendo simplemente
almidén bruto de nueva aportacién al mismo ¥y ajustando
las condiciones, si es necesario, ﬁara una solubilizacién
bptima del almidbén nuevo. Después de la solubilizacién
del almidén adicional, el producto puede, por supussto,
someterse a sacarificacién con la enzima apropiada, p. eJ

gluco-amilasa para producir dextrosa o hidrolizados que

sa) para producir jarabes de maltosa, etc. Si se tiene

previsto emplear finalmente una enzima sacarificante en

D SN
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~ cualquier etapa del procedimiento, es ventajoso afiadir la

misma, o al menos-una porcién de ella, directamente a la
fraceién de harina inicial junto con la alfas~amilasa bac—

tgriana., La presencia de una enzima sacarificante en con=

Juncién con la alfa-amilasa act@ia para acelérar adicionsl-

-mente la etapa de,solubilizacién, con todas las ventajas

concomitantes de tal aceleracidn.

Como se verd en los ejemplos, puede

desarrollarse un sistema extremadamente prictico, basado
en el procedimiento de la invencién, para obtener a par-
tir de la harina de trigo al mismo tiempo gluten vital e
hidrolizados de almidén de cualquier composieidn deséadé
separando primeramente la harina, como por ejemplo por
decantacidn centrifugé, para obtener una fraccién de al-
midén y una fraccibén rica en gluten, afiadiendo después

a la fraccidn rica en gluten alfa-amilasa bacteriana en

. una cantidad suficiente para solubilizar no s6lo la per-

cién de almidén de dicha fraccién sino tembién el almidén
obtenido en la etapa de separacibén, afiadiendo también una
o més enzimas sacarificadoras si se desea, sometiendo
luego la fraccidn rica en gluten al pirocedimiento de la
invencién, recuperando el gluten vital, y afiadiendo des=
pﬁés'el almidén procédeﬁte de la etapa'de separacién al
'almidén solubilizado, el cual se halla en la fofma de una
solucidén acuosa diluida que contiene alfa-amilasa activa,
solubilizando el almidén de nueva aportacidn, sacarificén
dolo si se desea, y finalmente fefinando el hidrolizado
por medios convencionales. Egte éistema puede proyectarse
de tal modo que resulte completamente "embotellado", eli

minédndose virtualmente los problemas de evacuacibn de

N e rn . — o
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El pH del procedimiento de solubi-
lizacién esté'regido, por supuesto, por el intervalo ope-
rable.de la alfa-amilasa utilizada, y se prefiere el uso
del pH éptimo de la enzima. Ia mayoria ée las alfa-amila-
s8g exﬁiben su actividad 6ptima apfoximadamente a pH 6
(el éptimo para Thermamyl es pH 5-7, para Rapidase, pH 6,
etc.). Las enzimas de sacarificacidn exhiben usualmente
su actividad Sptima a valores de pH inferiores (pH 4,0 -
4,5 para las glucoamilasas, p.ej.). Por consiguiente, si
se emplea una enzima sacarificadora en conjuncién con la
alfa~-amilasa durantela solubilizacién, puede ser deseable
emplear un “pH de compromiso"; un operario experto puede
determinar ficilmente el pH preferido para su operacidn

particular.
E1l tiempo de la solubilizacién .

_ tiene que ser, por supuesto, suficiente para alcanzar el

grado deseado de solubilizacién del almiddn, pero debe
ser lo mis corto posible con objeto de evitar una excesi-
va solubilizacidn del gluten. E1l tiempo necesario depende
ré de diversos factores, p.ej. la cantidad de almidén a
solubilizar, la cantided y el tipo'de alfs-amilasa empleg
da, la presencia o ausencia de una enzima sacarificadora,
la concentracibén de gbélidos, y la temperatura. Debe evi-
tarse un periodo de tiempo mayor que 6 horas, debido a
que esto da como resultado una cantidad inaceptable de
solubilizacidn del gluten, lo que reduce el rendimiento

de gluten vital e introduce tanto color en la solucién

“de almidén solubilizado que hace diffcil y costoso el re

fino final. En la mayoris de las condiciones, la solubi-
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lizacidn puede cdmpletarse dentro de 1 a 3 horas, y éste
es el periodo de tiempo preferido.

La temperatura preferida de la

solubilizacién es aproximadamente 602C, pero puede ser

tan baja como 458C, Temperaturés nés bajas_prolongan el
tiempo y deben evitarse; una temperatura muy superior a
602C causa la desnaturalizacibén del gluten.

TLa suspensién que contiene alfa-

-amilasa puede llevarse a la temperatura de solubiliza-

cidén de cualquier manera convencional, pero una subida de

masiado répida desde 502C a la temperatura final puede-

causar alguna desnaturalizacién del gluten y debe evitag
se. Es totalmente satisfactoria una subida de temperatu-
ra desde 502C a 602C en un periodo de 10 minutos.

Los ejemplos siguientes servirdn

para ilustrar la préctica de la invencién. En los ejen~

. plos, la preparacidén de alfa-amilasa Thermamyl 60 se de-

J6 sustancialmente exenta de proteasa por calentamiento
de la preparacidén liquida, tal como se recibid, durante
30 a 45 minutos a 802C. Este tratamiento did como resul-
tado la inactivacién completa de la pro%easa sin una pér
dida sustancial de actividad de elfa-amilasa. El produg
to Maxamyl LX6000 se tratd disolviendo en primer lugar
1a preparacifn de la enzima liquida, tal como se recibid,
en una solucidn de hidrolizado de almiddn de bajo D.E.
(304 de sustancia seca) que contenia calcio afindido, y

calentando durante 30 minutos a 752C. Este tratamiento

"destruyd sustancialmente la totalidad de la proteasa y

dejb el 90% de la actividad de 1a alfa-amilasa.

Todos 10s porcentajes que se ¢i-

4 et
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- tan en los ejemplos y en las reivindicaciones del apéndice

son en peso, & no ser que se indique otra cosa.
. BIEMPLO T

Este ejemplo ilustra la solubi-
lizacibén de wna fraccidn rica en gluten de harina de tri~
' go empleando alfa-amilasa y una enzima sacarificadora (be
ta~amilasa), y la preparacidén final de un jarabe rico en
maltosa ademés de la recuperacién de un producto de gluten
vital. ,

1000 kg de harina de trigo blaﬁ;:
da (88,6% de sustancia seca y que contenia 10,2% de pro~:
teina, 76,5% de almidén, 1,8% de grasa y aproximadamente’
0,4% de cenizas y otro 0,4% de fibras) se suspendieron en
2000 kg de agua y la suspensidén se tamizd para eliminar
parte de las fibras gruesas. Se agitd la suspensidn para
.mantener los componeﬁﬁes de proteina y de almidén en un
estado homogéneo, esto es, para evitar la aglomeracién del
gluten. Se envid después la suspensién a una decantadora
centrifuga Alfa~Laval, que operaba a 2000 revs. por min.’
de velocidad de rotacidn, y se recogieron la corriente
de rebose (fraccién rica en proteiné) y la corriente de
fondo (fraccién de almidén). La corriente de fondo, que ..
contenia aproximadamente 2,5% de proteina y algo de fibras
¥y cenizas ademés del almidén, se purificd y se concenﬁré
después haciéndola pasar primero a través de una serie
de decantadoras supercentrifugaé (2000 revs.por min,) ¥
luego éor una centrifuga deshidratadora. La torta de f£il-
tracibén se secd por método instantdneo ("flash") hasta un

contenido de humedad de aproximadamente 13%. El producto
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- contenia 98,7% de almidbn de trigo, 0,6% de proteina y

0,1% de cenizas. _

-La fraccién de corfiente de rebo-
se tenia un contenido de sustancia seca de 12% y contenia
29,7% de proteina (Kjeldahl total), en base seca. EL pH
se .ajusté a 5,5, f se afiladieron 0,4% de alfa-amilasa bac—
teriana exenta de proteasa (Thermamyl 60) y 0,06% de be-Ar
ta—amilasﬁ (Biozyme M., de Amano Chemicals) (porcentajes
en peso, en base seca, basados en el peso en seco totai).

Se afiadieron también 200 partes por millén de CaCl,, ¥

* la temperatura se elevd a 572C y se mantuvo durante dos’

horas. Al cabo de dicho tiempo se habia solubilizado el

98,3% del almidén. ' '
Se pasd el producto por una cen~

trifuga Sharples, que operaba a 12000 revs. por min.; y-

se recogieron la corriente de rebose (fraccién de gluten)

’y la corriente de fondo (fraccidén de almidén soluble).

La corriente de. fondo tenia un
contenido de susbancia seca de 35,6% y contenia 68,2% de
proteinas en base seca, Dicha fraccidén se secd por puive-
rizacién hasta un contenido de humedad d; 5,3% en las con
diciones siguientes:

concentracidén de la alimentacidén: 35,6%

temperatura de la alimentacibn: 452C
V‘temperatura de entrada: 1612C

temperatura de salida: 889C

La porcién de gluten (68%) del
producto seco resultante habia retenido su insolubilidad
original. . .

La corriente de rebose estaba cons
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~- tituida por una solucién de almidén solubilizado diluida

(7,6% de sblidos secos) que contenfias alfa-amilasa; la al-
fa-amilasa retenia todavia el 90% de su actividad origi-
nal., Esta solucidén se enriquecid con el glmidén de trigo
previamente recuperado y secado; hasta un contenido de sug
tancia seca de 30%. El pH se ajustd a 6,0, la temperatura

se elevd a 952C, y la suspensibén se mantuvo hasta que se

- licub el almiddén. Se bajd luego la temperatura a 589G, se

ajustd el pH a 5,0,y se afiadibé beta-amilasa en una canti-
dad de 0,05% en peso (basado en sustancia seca). El almi-
dén se sacarificé en dichas condiciones durante 12 horas,
después de lo cual se refind el producto con (a) 0,5% de
carbone agotado, (b) una resina cambiadora de catidén fuer
te, (¢) carbdn sulfonado ("Dusarit" de Imacti), y (d) una
resina cambiadora de anién débil. El producto se concen~
tré y se pasb a través de 0,5% de carbono virgen. EL pro-
.ducto eclaro, incoloro como el agua, tenfa un E.D. de 43,7,
un contenido de dextrosa de 3%, un contenido de maltoga

de 55%, y 42% de trisacdridos y polisacéridos supericres.
FEJEMPLO IT

Se prepard wma suspensién acuosa
de harina de trigo blanda como en el Ejemplo I,'y se en~
vié a una decantadora centrifuge Alfa-Laval., La decanta-
dora cemtrifuga se hizo funcionar de tal modo que se pro-
dujese una corriente de rebose de 12,8% de sustancia se-
ca que contenia 32,6% de proteiﬁas, en base seca.

‘ , La corriente de fondo (fraccidn
de almidén) se recogié y se tratbé como en el Ejemplo I.

Ia corriente de rebose se recogid
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-y se divididé en tres prociones, designadas como A, B, y C,

. secd por pulverizacién como en el Bjemplo I.

un contenido de sélidos secos de 7,6% y que contenis to-

.medios convencionales.
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las cuales se trataron luego como sigue.

A,

. Produccibén de una Malto-Dextrina.-

Uso de Alfa-Amilasa sola para la Solubilizacidn.

La temperatura se llevd a 602C, el

pH se ajustd a 6,0, y se afladid alfa-amilasa Thermamyl 60
(exenta de prﬁteasa) en una cgntidad de 0,3% en peso ba-
sada en el peso seco total, Después de un tiempo de<réqg
cidén de‘é"horas, se habia solubilizado el 97,6% del almi
dén.
El producto se centrifugd en una

entrifuga Sharples (12000 revs. por min.) y la corriente
de fondo, que tenia un contenido de sugtancia seca de

36,7% y que contenia 72% de gluten vital (base seca) 'se
La corriente de rebose, que tenia

davia el 90% de la alfa-amilasa activa, se emriquecié con
almidén de nueva aportacién hasta un contenido de sustan
cia seca de %0%. El pH se ajustd a 6,0, y la temperaturs
se llevd a 949C, Despuds de un tiempo de reaceién de 2
horas, la temperatura se elevd a 1259C para inactivar

la enzima, después dé lo cusl el producto, que era una
malto-dextrina soluble y exenta de almidén que tenia un

E.D. de 18,6, se refind y se secd por pulverizacién por

B,

Produccidn de. Dextrosa.- Uso de Alfa-Amilasa vy Glucoamilad
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~ sa para la Solubilizacidn,
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| Produccién de Dextrosa.- Uso de Alfa-Amilasa gola para

_ lSe éjust6 el pH a 5,5 y se afladie~
ron las enzimas Thermamyl 60 (0,25%) y glucoamilasa
(0,06%) (porcentajes sobre el peso en seco total). La tem
peratura se llevd a 602C y se mantuvo durente 90 minutos.

" El producto se centrifugd como en
A, después de lo cual la corriente de fondo se centrifue
g6 una segunda vez con objeto de eliminar almidén solu-
ble adicional y obtener una fraccidén més rica en gluten
vital. La corriente de fondo procedente de la segunda
centrifuga, que contenia 78% de gluten vital, se sech .;
por pulverizacién como en el Ejemplo I, | Ny
‘ ~ Se reunieron las corrientes de re-
bose procedentes de émbas centrifugas. La actividad de .
alfa-amilasa en esta fraccibén ers el 90% de la original,
pero quedaba muy poca actividad de glucoamilasa. Se aiia-
dié almiddén de nueva aportacidén hasta un contenido de
sustancia seca de 28,6%, se ajustbé el pH a 6,0, y se ile
vd la temperatura a 952C,mantenidndose hasta que el.aié
midén se licué por completo,

Se bajd la temperatufa a 559C, se
ajustd el pH a 4,2 y se afiadid 0,04% de glucoamilasa, Al
cabo de un tiempo de sacarificacién de 33 horas, el pro-
ducto tenia un E.D. de 97,6, y contenia 94,8% de dextro-
sa, Se refind, cristalizd y secé de una menera convencio-
nal para dar un producto con 99,6% de dextrosa, |

C.

la Solubilizacidn

Esta porcibén se traté con alfa-
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— ~amilasa al igual que la porcién A, incluyendo centrifuga
r eibn y trataﬁienﬁo de la corriente de fon&o'que contenia
72% de gluten vital. | |
/- ‘A la corriente de rebose (que rete’
nia todavia el 904 de la slfa-amilasa) se afiadié almidén
nuevo hasta una sustancia seca de 28,6.%, y la tempera-
4 tura se elevd a 952C y se mantuvo en dicho valor hasta
que se licué.el almidén. Se enfrid luego a 55°C, y se
ajustd el pH a 4,8, se afiadidé glucoamilasa en una canti-
dad de 0,7%; y se sacarificé el producto a dextrosa como

en B.
_EJEMPLO IIT

En este ejemplo se realizaron tres
ensayos separados, designados como A, B y.C. En cade en-
sayo, harina de trigo que contenia 1ll% de proteina se
suspendid en agua y se fracciond como en los ejemplos
‘anteriores por medio de una decantadora centrifuga Alfa-
Laval para obtener (1) una fraccidn de fondo (almidén)
que se recuperd como en los ejemplos anteriores y (2)
una fraceién de rebose (rica en protefnas) que tenia la
composicidn siguiente: ' R

Peso total L 1777,5 Kg

% de sustancia seca 16

Peso de sustancia seca 2844 kg

% de proteina, base seca 33,65

Peso de proteina 95,7 kg

Cada fraccidén rica en proteina se
trafé con una alfa-amilasa bacteriana & pH 6 y 609C du-

rante 4 horas, residiendo la diferencia entre las opera-
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— ciones en las preparaciones de enzima empleadas, que fue

ron las siguientes: A: Se afiadié Maxamyl LX 6000, deri-

vada de Bacillus subtilis, tratada para dejarla sustan-

cialmente exenta de proteasa, en una captidad de 0,25%
basada en el peso seco total. B: Se afiadid Thermamyl 60
(exenta de proteasa) en una csntidad de 0,5%. C: Se afia-
dié Thermamyl 60, sin tratar para dejarlo sustancialmen-
te exenta de proteasa, en una cantidad de 0,5%.

Después del tratamiento, cada pro
ducto se separd por medio de una centrifuga Toniatti que
operaba a 25000 fevs; por min. Las fracciones respectivas
de corriente de fondo (gluten vital) y de rebose (almidén

soluble) tenian las composiciones que se indican en le

+

Tabla II.

a5 it o ot et A et et .4 S o+
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TABLA 1T
| A
Corriente de fondo
(fraceidén de glu-
ten vital):
Peso total 578,3 kg
% sustancia seca 26,8%

Pego sustancia seca 155 kg

% proteina, bas '
seca B 55%

Peso proteina 85,25 kg

Corriente de rebo-
se (fraccién de al
midén soluble):

"~ Peso total 1431,7 kg
% sﬁstancia seca '8,9%
Peso sustancia
seca . -129,4 kg
% proteina 8,1%
Peso proteina 10,3 kg

"Hoja nGm. 19

1w
1o

561,5 kg #467,3 kg
23,4% 27 ,6%
131 kg 129 kg

65% 53,7%
85,15 kg 69,27 kg

1448,5 kg 1542,7 kg
110,5% 10,1%

152,1 kg 155,8 kg
6,8% 16’9%

Los valores anteriores ilustran de

qué modo es deseable el empleo de una alfa-amilasa qué

esté sustancialmente exenta de proteasa, para minimizar

la solubilizacidn del giuten.




10

15

20

.25

30

‘ . ) 11oja nam. 20

. REIVINDICACIONES

Los puntos'dg invencién propia y
nueva, que se pregentan paré que seanlobjeto de esta 50~
ligiﬁud de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE
éﬁos, son los que se recogen en las reivindicaqiones 8ie
guientes: |

la,~ Up‘procedimiento para tratar
una mezcla de gluten de trigo vital y almidén de trigo,
que contiene al menos aproximadamente»és% de proteinaé,
con objeto de separar el gluten vital y obtener como se-
gundo producto un slmiddén solubilizado, que comprende

someter la mezela, en medio scuoso, a la accibén de una

alfa-amilasa bacteriana en condiciones en las que una

cantidad sustancial del 2lmidén se solubiliza sin sufrir
gelatinizacidn, estando comprendida la tempefatﬁra QU=
rante la solubilizacién dgntro del intervalo que va d2&~
de aproximadamente 459C a aproximadamente 602C, el pH
dentro del intervalo de aproximadgmeﬂte 5 8 aproximada-
mente 7, y no excediendo él tiempo de tratamiento de
aproximadamente 6 horas, y'separar desppés de ello el
gluten vital del almidén solubilizado. .
22,~ El procedimiento de la rei-

vindicacidn 1§‘en’e1’que la alfa-amilasa ésfé sustancial
mente exenta de proteasa. ‘

' 38.- El procedimiento de la rei-
vindicacién 12 o la reivindicacién 22 en gl que la mez=-

cla de gluten de trigo vital y elmiddén de trigo compren-




10

15

20

-25

30

Hoja nom. 21

:

—de una fraccidn rica en proteinas obtenida de harina de

. trigo. /

48, E1 procedimiento de la rei-
vindicacién 32, en el que la fraccién riéa en proteina
contiene desde-aproximadamente'25% a aproximadamente 80%
de proteiné. ) ,

| 58,~ El procedimiento de la rei-
vindicacién 42, en el que dicha fraccibn contiene desde
aproximadamente 30% a aproximadamente #0% de proteina.
. 62,- El procedimiénto de cualquie-

ra de las reivindicaciones 32 a 52 en el que dicha frac-

" c¢ién se ha obtenido sometiendo una suspensién acuosa de

- harina de trigo'a decantacién centrifuga y separando da

este modo dicha harina en la fraccidn rica en proteinas
y una segunda fraccidn que comprende almidén de trigyu sug
tancialmente exento de proteinas. '
72.~ El pfocedimiento de cualquig
ra de las reivindicaciones 12 a 62 eﬁ el que la alfa--ami-
lasa bacterians estd sustancialmente exenta de proteasa'y
se ha derivado de un microorganismo del género Bacillus,
82,~ El procedimiento de la rei-
vindicﬁcién 72 en el que la alfa-amilasa es una derivada

de un microorganismo seleccionado del grupo constituido

por Bacillus licheniformis ¥ Bacillus subtilis.

98,~ El procedimiento de cualquie-
ra de las‘reivindicaciones 12 a 82 en el que la alfé-ami—
lasa bacteriana se afiade en ung'cantidad que eicéde de ia
cantidad minima neceseria para sblﬁbilizar la totalidad
del almidén presente, y en.el que el tiempo de solubili-

zacidn no excede de aproximadamente 3 horas.
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1 o 102,~ EL procedimiento de le reivindicaciln 98

" en el que, a continuaoidb;dedla'Sepé?ééidg;gel gluten vi-

tal, la solucién de almidén ;olu%iii;aho,dhhe conbiene to

davia enzimas activas, se combina con almidéﬁ bruto de nue
5 va aportacidn, y la mezcla resultante se somete a un pro-

cedimiento de solubilizacién.

1l8,~ El procedimiento de cualquiera de las rei-
vindicaciones 12 a 108, que incluye la etapa de sacarifi-
car el almidén solubilizado resultante con una enzima sa-
10 carificadora.

122,- Bl procedimiento de la reivindicacidn 98 o
la reivindicacidn 102 en el que se afiade también una enzi-
ma sacarificadora a la mezcla inicial, y en el que, deg-
pués que se ha separado el gluten vital, la soluecidn de al-
15 midén solubilizado, que contiene todavia enzima activa, se
combina con almidén bruto nuevo, la mezela resultante se
somete a un procedimiento de solubilizacidn, y el almidén
asi solubilizado se sacarifica subsiguientemente con una
enzima sacarificadora.

20 132,~ El procedimiento de la reivindicacidén 118,
0 la reivindicacidn 122 en el que la enzima sacarificado-
ra es glucoamilasa.

148,- Bl procedimiento de la reivindicacién 112
o la reivindicacidén 122 en el que la enzima sacarificado-
25 ra es una enzima maltogénica.

158,~El procedimiento de la reivindicacién 12,
en el que la mezcla de gluten de trigo vital y almidén de
trigo se obtiene como una segunda fraccidn del fracciona~
miento de harina de trigo, comprendiendo la primera frac-
30 eién de dicho fraccionamiento almidén de trigo sustancial-

300678
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mente puro, y cuyo procedimiento comprende las etapas de:
—a) solubilizar la,poppiénkag_almidéqxdeﬂdicha segunda frao-
cidn tratando una éusﬁenéiénhacuosa de la misma con una,
cantidad de alfa-amilasa bacterisna exenta de ‘proteasa, en
ung cantidad suficiente para solubilizar no solo el almi-
dén presente en esa fraccidn, sino también al menos una por
cidn sustancial del almiddén de trigo obtenido como dicha
primers fraccidn, en donde el tratamiento con enzime se llg
va a cabo a uné temperatura dentro del intervalo de aproxi-
- madamente 452C a aproximadamente 602C, y um pH dentro del
intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 7, duran—
te un periodo de tiempo que no excede de aproximadamente
3 horas; ¥y b) separar y recuperar el gluten vital a partir
de la solucidn de almiddén solubilizado resultante; inclu-
yendo el procedimiento la etapa adicional de: ¢) afiadir a
la solucién solubilizada obtenida a partir de b) al menos
una porcidn sustancial del almiddén de trigo obtenido como
primera fraccidn del fraccionamiento de la harina de tri-
go iniecial a fin de que se solubilice el almidén nuevo.
16&,- E1 procedimiento de la reivindicaecién 152,
que ineluye la etapa adicional de sacarificar enzimdtica~
mente el almidén solubilizado obtenido en la etapa c¢).
178.~ El procedimiento de la reivindicacién 168,
en el que la sacarificacidn enzimdtica se efectia por me-
dio de glucoamilasa.
182.~ E1 procedimiento de la reivindicaecidén 168,
en el que la sacarificacién enzimdtica se efectia por me-
dio de una enzims maltogénica.
192,~ El procedimiento de cualquiers de las rei-

vindicaciones 152 gz 182 en el que en la etapa B, se afiade
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ua enzima sacarificadora a la suspensién acuosa ademis

)

~de la alfa-amilasa bacteriana, @ -7 ') -

- LI ° R

208,- El1 proéedimieﬁto de bﬁaiﬁuiéfa de las rei-
vindicaciones 152 a 192 en el que la alfa-amilasa bacte~
riana se deriva de un microorganismo seleccionado del grupo

constituido por Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis.

218,« El procedimiento de cualquiera de las rei-
vindicaciones 158 a 202, en el que la harina de trigo se
fracciona por medio de decantacidn centrifuga.

228,~ El procedimiento de cualquiera de las rei-
vindicaciones 152 a 212 en el que la harina de trigo se
fracciona en una primera fraccién que comprende almidén de
trigo sustancialmente pure y una segunda fraccidén rica en
protefna que contiene desde aproximadamente 30% a aproxi-
madeamente 40% de proteina,

238,- "UN PROCEDIMIENTO PARA TRATAR UNA MEZCLA DE
GLUTEN DE TRIGO VITAL Y ATMIDON DE TRIGO".

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y para los fines que se han especificado.

Egta Memoria consta de VEINTICUATRO hojas escritas

a méquina por una sola cara.

Madria, 06.JUL1978
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