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Esta invencidén se relaciona con un procedimien-
to para preparar enzimas, en forma particulada, especialmente
para preparar enzimas como las normalmente utilizadas en las
composiciones de lavado asi como las utilizadas para otros

fines, por ejemplo, en composiciones farmacéuticas.

Los enzimos han sido utilizados durante varios
aflos en composiciones de lavado. Uno de los problemas que sur-
gen en la formulacidn de composiciones de lavado enzimaticamen-
te activas es el hecho de que cuando se formula la composicidn
de lavado enzimitica se forma polvo de enzima. Esto es desa-
gradable para los operarios que trabajan con las composiciones
enzimiticas y a veces se presentan irritaciones en la piel ¢

reacciones alérgicas.

La formacidn de polvo de enzima puede evitarse
en un grado considerable teniendo la enzima en una forma distin
ta al polvo que normalmente se obtiene.AEsto se efectua venta=-
josamente poniendo la enzima en forma particulada sdlida. Son
ya conocidos los procesos para poner las enzimas en forma par-
ticulada, por ejemplo como se describe en la Patente britémica
No. 1.324.116, la cual describe un proceso en donde una mezcla
1iquida de 12 enzima y un aglutinante, es decir un emulsionante
no idnico de bajo punto de fusidn, se dispersa en -gotas por
medio de un disco dentado y se conduce a una torre de refrige-
racidn en donde se dejan solidificar dichas gotas. De este modo,
se obtiene un producto libre de polvo que se formula facilmente

en composiclones de lavado.

Aunque las particulas enzimaticas obtenidas de
acuerdo con la citada patente son buenas y pueden utilizarse
sin riesgo de formacidn de polvo, las mismas pueden ser mejora-

das para evitar que, si se ejerce presidn mechnica sobre las
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particulas, por ejemplo la presibén del pie de alguien que ande
sobre las particulas desparramadas, se disgreguen facilmente

en particulas mis pequefias y en polvo, de modo que el polvo en-
zimitico procedente de las particulas rotas pueda ser transpor-

tado junto con corrientes de aire.

Constituye un objeto de la presente invencidn
proporcionar particulas enzimiticas que no se disgregan o
practicamente no se disgregan para formar polvo cuando se apli-

ca sobre las mismas una presibén mec@nica.

La presente invencidn proporciona un procedi-
miento para preparar particulas conteniendo enzimas que no for-
man polvo, o practicamente no forman polveo, cuando se ejerce
una presidn mecénica externa sobre las mismas, que comprende
mezclar homogeneamente una cantidad (preferiblemente de hasta
50% aproximadamente) de una enzima en forma seca o sustancial-
mente seca, para dar la actividad enzimdtica deseada en las par—
ticulas cuando se conforman, 20 a 60% aproximadamente (con pre-
ferencia 30 a 50% aproximadamente) de un agente cohesivo orgé- -
nico hidrbfilo compatible con la enzima, 10 a 60% aproximada~
mente (con preferencia 20 a 45 % aproximadamente) de un agente
de carga adecuado para utilizarse en composiciones enzimiticas,
y una pequefia cantidad de agua, si es necesario, suficiente
para dar un contenido en humedad en las particulas, cuando se
forman, de 5 a 15 ¥; dividir la mezcla obtenida mecanicamente
en particulas, por ejemplo pellets, del tamafio deseado; y re-
vestir las particulas para evitar la pérdida de humedad.

(Puede que no sea necesario afiadir agua en el caso de que el con
tenido en humedad de los componentes sea suficiente para sumi-
nistrar el contenido en humedad requerido en el producto final).

Opcionalmente, se puede afladir una cantidad de un agente regula-
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dor de humedad suficiente para mantener un contenido en humedad
en las particulas (una vez conformadas) de 5 a 15 ¢ aproxima-
damente, a temperaturas normales y a humedades relativas tam-

bién normales.

Los porcentajes mencionados en esta memoria y
en las reivindicaciones adjuntas son porcentajes en peso, &

menos que se diga lo contrario.

Para los fines de las composiciones de lavado,
la formulacidén bisica se pued: elegir entre una amplia gama de
materias primas, puesto que no es necesario que sean consumi-
bles, si bien son preferiblemente biodegradables. Para las com~
posiciones farmacduticas, destinadas a la administracibdn orair,
los componentes deberin ser comestibles y farmaceuticamente

aceptables.

 Las particulas conteniendo enzimas, obtenidas
segln la invencidn, on extremadamente Gtiles para composiciones
de lavado si, para esta finalidad, las enzimas ce eligen entre
las normalmente usadas en las composiciones de lavado. Ejemplos
de aquellas enzimas son las enzimas proteoliticas (proteasas),
enzimas amiloliticas (amilasas) o enzimas lipoliticas (lipasas)
y mezclas de las anteriores. Bjemplos de enzimas proteoliticas
adecuadas son las enzimas de origen bacterial, tales como
las enzimas proteoliticos de especie Bacillus, por ejemplo,

B. subtilis, B. licheniformis y B. alcalophilus. Igualmente,

las enzimas amiloliticas son preferiblemente enzimas de origen
bacterial, tales como las enzimas amiloliticas producidas por

especies de Bacillus, por ejemplo, B. subtilis. Algunas bacte-
rias producen simultaneamente enzimas proteoliticas y aminoli-
ticas adecuadas. Las enzimas lipoliticas que pueden ser usadas

son con preferencia enzimas de origen microbial. Estas se pueden
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producir por especies de Candida, por ejemplo, Candida cylin-—

draceae . Igualmente, las lactasas son de utilidad. Las enzimas

itiles para composiciones farmacéuticas son, por ejemplo,

invertasa, glucoamilasa, etc.

El cohééivo orghnico hidrdfilo usado en 1la for-
macidn de la mezcla de enzimas puede seleccionarse entre deri-
vados de almiddn y celulosa y un tipo preferido de derivado
de almiddn es amilopeptina acetilada denominada "goma de amilo~
peptina®. Este tipo de goma es una amilopeptina con un grado
de acetilacibn de 5 a 30% aproximadamente., Ejemplos de otros
agentes cohesivos de utilidad son la goma arébiga, dextrirna,
goma de karaya, metilcelulosa, tragacanto y otros tipos de
amilopeptina, o como metilaminopeptina., Igualmente, se pueden
emplear ciertos hidrolisatos de almiddédn (con preferencia con
un DE (equivalente dextrosa) de aproximadamente 30); puede
utilizarse un hidrolisato de almiddn como cohesivo en el caco
de que tenga propiedades cohesivas, es decir si contiene deri-

vados de amilopeptina.

El agente de carga incluido en la mezcla enzimé-
tica es con preferencia un carbohidrato soluble en agua, con-
teniendo generalmente de 5 a 12 (preferiblemente 6) &tomos de
carbono. Ejemplos adecuados de carbohidratos que tienen 5 &to-
mos de carbono -~ las pentosas - son xilosa, arabinosa, ribosa y
lixosa. EBjemplos adecuados de carbohidratos con 6 &tomos de
carbono ~ las hexosas ~ son glucosa, mannosa, galactosa, fruc—-
tosa y sorbosa. Adicionalmente, pueden emplearse disacépidos,
que tienen normalmente 12 &tomos de carbono, tales como sucrc—
sa, maltosa o celobiosa. El carbohidrato mis preferido es glu~
cosa. Puesto que la glucosa cristaliza bastante facilmente

(asi como étros diversos carbohidratos) se puede sustituir una
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parte o la totalidad de la glucosa u otro carbohidrato por
almidén hidrolizado en un cierto grado. Se utiliza ventajosa-

mente un hidrolisato de almidén con un valor DE de 20 a 70

aproximadamente, con preferencia 30 a 60 aproximadamente. Di-

chos hidrolisatos de almiddn son denominados también jarabes
de glucosa. Preferiblemente, se utiliza una cantidad de 40 a
70% aproximadamente del peso total de la carga para sustituir
a la glucosa u otro carbohidrato. Los agentes de carga preferi-
dos son glucosa, sucrosa o hidrolisato de almiddn.

Podré apreciarse que los hidrolisatos de almi-
dén que tienen propiedades cohesivas pueden ejercer una dchble

accidn, como agente cohesivo y como agente de carga.

Se pueden afiadir agentes lubricantes a la mez-
cla enzimbtica con el f£in de facilitar la mezcla de los compo-
nentes que ha de ser dividida en particglas por medios mecéni—
cos. Con preferencia se afiade, a la mezcla enzimltica, de 2 a
7 % aproximadamente {convenientemente de 3 a 5 % aproximada-
mente) de agente lubricante.

Ejemplos de agentes lubricantes que pueden ser
usados de acuerdo con la invencidn, son sustancias poliméricas
tales como alcohol polivinilico, aceite o cera de parafina,
4cido estefrico y polivinilpirrolidona. Igualmente, el glicerol

actua como agente lubricante,

En la mezcla enzimltica se puede incluir un
agente regulador de la humedad, en una cantidad suficiente para
mantener un contenido en humedad deseado. Es necesario mantener
un contenido total en humedad de 5 a 15 % aproximadamente, con
preferencia de 5 a 10 % aproximadamente, al cbjeto de mantener
la naturaleza flexiblede las particulas enzimiticas después de

su formacidn. Ejemplos de agentes ftiles para mantener €l conte-
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nido en humedad, son los polioles que tienen de 2 a 6 &tomos

de carbono y de 2 a 4 grupos hidroxi unidos a diferentes &tomos
de carbono. Ejemplos de este grupo de compuestos son etilengli-
¢col, 1,2«propilenglicol y 1,3-propilenglicol, 1,24 1,3=y 2,2~
butilenglicol, glicerol y sorbitol. Preferiblemente se utilizan
glicerol y sorbitol, Con el fin de mantener el citado contenido
en humedad, se aflade, en funcidn de las circunstancias, de '
0,5 a 5 % aproximadamente, con preferencia de 1 a 3 % aproxi-

madamente, de dicho componente regulador de la humedad.

Adicionalmente, se pueden afladir a la mezcla
enzimbtica otros ingredientes antes de la formacién de particu-
las a partir de dicha mezcla, por ejemplo puede afiadirse un
pigmento tal como dibxido de titanio o un abrillantador éptico.
Las cantidades normalmente usadas son de 1 a 10% aproximadamen-
te, con preferencié‘de 3 a 7 % aproximadamente, de pigmento,

especialmente en el caso de didxido de titanio,

En adicidn, se pueden afiadir cargas, tales
como sflice, Penicillium mycelium, polvo o fibras conteniendo
celulosa, serrin y bentonita, en cantidades de, por ejemplo,
3 a 10%. Dichas cargas se pueden affadir al objeto de lograr
la estabilidad estructural de las particulas, especialmente
cuando las composiciones han de ser manipuladas en grandes

cantidades.

Los ingredientes se pueden mezclar entre si
en cualquier secuencia, a temperatura ambiente e incluso a tem-
peraturas elevadas, dependiendo la temperatura maxima de la na-
turaleza de la enzima.

La mezcla es un polvo a temperaturas normales

pero se hace plastica a temperaturas elevadas v tras la aplica-

cibn de presidén. La menor temperatura a aplicar puede ser aque-
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" prender un plato de un tnico orificio o de mlutiples orificios,

lla en la cual la mezcla se hace pléstica ¥y la mayor tempera-
tura dependeréd de la naturaleza de la enzima., En general son
adecuadas las temperaturas de 40 a 70°C aproximadamente,
auqnue en casos particulares pueden emplearse, o deben emplear-
se, otras temperaturas. La plastificacidn de la mezcla se
puede efectvar mediante un mezclador-amasador y, en principio,
?uede usarse cualguier mezclador en el cual la mezcla se plas-
tifique bajo condiciones suaves (con bajo esfuerzo cortante)

y a partir del cual la mezcla plastificada puede retivarse de
forma discontimua o coatinua.

Directamente después de la plastificacidn, la
mezcla todavia pléstica se prensa a través de una bomba y
aparato formador de corddn, por ejemplo, wna bomba de engrana- |

jes y un extruder. E1l aparato formador de corddén puede com-

a través de los cuales pueden formarse cordones con la seccibn
transversal deseada, por ¢jemplo sécciones transversales de

0,5 a 3 mm aproximadamente, con preferencia de 0,7 a 1,5 mm.

Las particulas deseadas se pueden obtener en
forma granulada cortando los cordones asi formados. La insta-
lacibn de granwlacidn para dicha finalidad puede situarse a
cierta distancia del plato de orificios. La granulacidn puede
realizarse también mediante una instalacidn de corte propor-
cionada con uno o més bordes en movimiento qﬁe cortan al pro-
ducto extruido sobre el plato de orificios. El equipo de
corte esti compuesto preferiblemente de un nfmero de cuchillas
rotativas de madera que las cﬁchillas, en funcidn de la si-
tuacidn del eje de rotacidn con respecto al plato de orificios,
se mueven continuamente o bien una vez por rotacibn, a través

del plato de orificios.
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"miento), de un revestimiento que puede seleccionarse, por

Igualmente, é§ pOSiblé combinar las etapas de
plastificacidn, bombeo y granulacibn en un solo equipo, por
ejemplo un extruder de husillo. La tolva del extruder se llena
con mezcla en polvd la cual, cuando se alimenta al equipo,
se hace pléstica por el calor y presidn generados por el husi-
1lo rotativo. La filtima parte del husillo efectua una accibén
de mezcla y una generacibn de presidn suficiente para la ex-

trusidn a través de un plato de miltiples orificios.

Los componentes de la mezcla, en la proporcidn
deseada, se pueden suministrar también por separado a un equi-
po adecuado que combina las etapas de mezclado, plastificacibdn,
bombeo y extrusidn a través de un plato de orificios. Como
ejemplo de dicho equipo se pueden mencionar un extruder de

doble husillo proporcionado con auxiliares de mezclado,

En funcidn del tamafio deseado de las particulas
enzimlticas, se utiliza un plato con orificios de 0,5 a 3 mm
aproximadamente, con preferencia de 0,7 a 1,5 mm, aunque pueden
emplearsé, en casos particulares, orificiocs mayores o infe-
riores. El tamafio y también la forma de las particulas enzimé-
ticas depende igualmente de la velocidad de las cuchillas de

corte, de su nfmero y de la composicidédn de la mezcla.

Con el f£in de evitar la pérdida de humedad, las
particulas resultantes se revisten, con preferencia con 0,5 a
5 % aproximadamente (en funcibn del tipo de agente de revesti-

ejemplo, entre diversos agentes repeledores del agua, tales
como aceite de parafina o aceite de linaza, diversos tipos de
ceras, por ejemplo cera de tierra, grasa de cacao, cera de
candelilla, cera de carnauva, cera de ceresina, lanolina,

cera de parafina, cera de aveja y mezclas de las anteriores.




-10

15

20

25

30

La aglomeracidn de las particulas, que puede presentarse
cuando las mismas se introducen en bolsas para su transporte,
puede evitarse revistiendo las particulas, ya revestidas como
antes se ha descrito, con un agente antiapelmazante, tal como
almidén de malz u otros almidones, silices absorbentes,

tal como Aerosil o polvo de talco.

Las particulas conteniendo enzimas, obtenidas
seghn la invencidn, no causan o practicamente no causan la
formacidn de polve de enzima. La formacidn de polvo de enzima
se puede medir por medio de un método de ensayo normalizado,
por ejemplo el ensayo de elutriacidn. Este ensayo se describe
en la Patente belga No. 838.125 y se efectua con una muestra
de 60 g. La actividad del polvo se mide, en el caso de una
proteasa, en DU (unidades Delft, método descrito en la Paten-
te briténica No. 1.353.317, pégina 4, linea 114 y siguieﬁtes).

La formacidn de polvo, tal v como se mide de:
acuerdo con el ensayo de elutriacidn, es para las particulas
obtenidas de acuerdo con la invencibn con una actividad infe-
rior a 100 DU aproximadamente, y con preferencia inferior a

50 DU aproximadamente,

La invencidn se relaciona adicionalmente con
las particulas enzimdticas preparadas de acuerdo con el pro-
ceso anteriormente indicado. En funcidn de las condiciones
bajo las cuales se han preparado las particﬁlas, las mismas,
para utilizarse en composiciones de lavado, pueden tener tama-
flos de particulas de 0,2 a 3 mm aproximadamente, con prefe-
rencia de 0,5 a 1,5 mm aproximadamente, en secciba transversal.
Fara otras finalidades, por ejemplo para composiciones farma-
céuticas de administracidéa oral, los tamaflos de particula
serén normalmente, tal y como es la prictica normal, superio-

res. Las particulas son de naturaleza flexible y pueden defor-




10

15

20

25

30

- 10 -

marse bajo presibén sin que se disgreguen a un polveo causando
de este modo la formacidn de polvo. Sin embargo, las presiones
como las que se originan en las bolsas rellenas de particulas,
no deben deformar excesivamente a las particulas. La "flexibi-
lidad" de las particulas puede adaptarse a diferentes tamafios
de bolsa. En las bolsas pequefias, la presidn sobre las parti-
culas en las regiones mis bajas de las bolsas es inferiqr'que
en las bolsas mayores y, para bolsas pequefias, los requeri-
mientos en cuanto a la resistencia a la deformacidén son menos

exigentes que para las bolsas mayores.

La invencidn se relaciona igualmente co:: compo-
siciones de lavado que contienen, ademis de los componentes
usuales de las composiciones de lavado, las particulas conte-
niendo enzimas preparadas de acuerdo con el proceso anterior-
mente indicado. Estas composiciones de lavado contienen por
otra parte uno o mis detergentes como los utilizados normal-
mente en las composiciones enzimiticas de lavado, tales como
detergentes no idnicos y detergentes anidnicos, por ejemplo
bencenosulfonato de sodio. Las composiciones de lavado contie-
nen normalmente agentes que, inter alia, tienen un efecto re-~
blandecedor.sobre el agua de lavado, tales como Ffosfatos com—
plejos, por ejemplo tripolifosfato sbdico, pirofosfato sbddico
o ablandadores de agua libres de fosfatos, por ejemplo acido
nitrilotriacético o sus sales, o citrato sbédico. Se pueden
affadir otros componentes, por ejemplo, silicato sddico anhidro,
componentes alcalinos débiles tales como carbonato sbdico,
agentes oxidantes tales como Derborato sddico, cargas tales
como sulfato sbddico y otros componentes tales como carboxi-
metilcelulosa, perfumes, abrillantadores dpticos y pigmentos

tal como didxido de titanio.
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Normalmente se émplea una cantidad de particulas
enzimdticas prepavadas por tratamiento, segin la invencidn,
de uwna enzima proteolitica, para dar a la composicibén de lavado
£inal una actividad proteolitica de 1.000 a 3,000 aproximada-
mente, con preferencia de 1.500 a 2.500 aproximadamente, -
DU/g. La cantidad de detergente usado en la composicidén de
lavado es generalmente de 4 a 20% aproximadamente, con prefe-
rencia de 6 a 12 J% aproximadamente. La cantidad de agente re=
blandecedor de agua es generalmente de 35 a 55 % aproximada-
mente, con preferencia de 40 a 50% aproximadamente. La cantidad
de los restantes componentes es en general de 1 a 20% aproﬁi—
madamente, completando la carga el 100%. La preparacibén de ia
composicidn de lavado se efectua del modo usual: todos los in-
gredientes se pueden mezclar entre si o bien se puede preparar
en primer lugar una mezcla madre conteniendo algunos de los

ingredientes afiadidos en bajos porcentajes.

La presente invencién incluye también dentro
de su alcance composiciones enzimiticas como las anteriormente
descritas, adecuadas para la formacidn de particulas conte-

niendo enzima mediante el proceso de la invencidn.

La invencidn se ilustra por los siguientes ejem
plos.

EJEMPLO 1

(A) Preparacidén de particulas conteniendo Maxatase (marca

. registrada)

Se mezclan entre si los siguientes ingredientes

 mientras se calienta hasta la disolucidn de todos los ingre-

dientes:

1 parte en peso de glicerol,

2 partes en peso de polivinilpirrolidona




10

15

20

30

- 12 -

2 partes en peso de Berol-80 (un condensado de alcohol
graso C18~6xido de polietileno conteniendo aproximada-
mente 80 unidades 6xido de etileno).

Esta mezcla se afiade a 26 partes en peso de un
concentrado de Maxatase de aproximadamente 1,7 MDU/g v a conti-
nuacidn se affaden:

5 partes en peso de didxido de titanio,

15 partes en peso de jarabe de glucosa (hidrolisato de al-
middén de aproximadamente 43 DE),

15 partes en peso de glucosa, o

33 partes en peso de Amylogum CLS-0473 (una amilopeptina
acetilada de Avebe, Holanda), y A

1 parte en peso aproximadamente de agua.

El contenido total en humedad de la mezcla re-
sultante es de 7 % aproximadamente. La mezcla se combina hasta
lograr una pasta homogénea a una temperatura de unos 658C
¥ se alimenta entonces a un extruder dotado de una placa
perforada que tiene orificios de 1 mm.El extruder se propor-
ciona ademés con dos cuchillas de corte rotativas por detrés
de la placa perforada y con una camisa alimentada con agua de
refrigeracidn o calentamiento, seglin se desee. La pasta se ex-
truye a una temperatura de unos 652C y los cordones extruidos
se cortan immediatamente en pequeiias particulas mediante las
cuchillas cortadoras. Las particulas se enfrian en una bandeja.

Las particulas asi obtenidas, que tienen sec-
ciones transversales de aproximadamente 2 mm y exhiben una ac=—
tividad proteolitica {calculada) de 0,43 MLU/g, se revisten
con 1 % en peso de aceite de parafina, seguido de 3 % de almi-
dén de maiz. Las particulas conteniendo enzima asi obtenidas

son deformables bajo presidn mecénica sin desintegracidn, pero
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bajo la presidn normal due se presenta en las partes mis bajas
de las bolsas normalmente utilizadas, las particulas se defor—
man fuertemente en una cantidad superior a unos cuantos por-

centajes. El emsayo de elutriacidn muestra un valor de 18 DU.

(B) Formulacibn en una composicidn de lavado

Las particulas asi obtenidas se utilizan péra
la formulacidn de una composicidn de lavado. Se mezclan entre
si los siguientes ingredientes:

54 partes en peso de sulfato sbdico,
24 partes en peso de tripolifosfato sddico, :

6 partes en peso de pirofosfato sbdico -

10 partes en peso de bicarbonato sédico A

2 partes en peso de carboximetilcelulosa sédicaj? 

4 partes en peso de dialquilfenoxi'poli(etilenoﬁijeta—

nol.

Después de mezclar intimamente los ingredientes
en una composicidn de lavado, se afiaden 0,5 partes en peso
de las particulas conteniendo enzimé (preparadas come se ha
indicado en (A)) v se mezcla intimamente en toda la composicidn
de lavado. La composicidn de lavado asi obtenida tiene la mis-
ma actividad de lavado que una composicidn de lavado similar
en donde las particulas conteniendo enzima fueron sustituidas
por una cantidad de las particulas enzimiticas obtenidas segin
el proceso indicado en la Patente briténica No. 1.324.116,
que tienen la misma actividad enzimltica en la composicidn de

lavado final (aproximadameate 2,000 DU/Qg).

EJEMPLO 2

Preparacidén de particulas conteniendo enzima en diversas

cantidades de carga y diversos revestimientos

A partir de la receta indicada en el ejemplo 1
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siguientes cargas y revestimientos en las cantidades indicadas:
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Carga | Revestimiento 1 Revestimiento 2 Ensayo de
elutriacidn
(Du)
5%C 0,5% B % G 45
2 %A 2,5 % E+2,5%F 2% A 32
2 %A | 2,5%E+2,5%F %G 18
24 A 0,5 %“E+0,5%F % A 10
1% A —— 1% A 80
A = Aerosil 972 (uma silice hidrbfoba adsorbente)
C = Arbocel €250 (un serrin fino)
D = Bentonita
E = Aceite de parafina
F = Monoestearato de glicerol
G = Almiddn de maiz

radas conteniendo enzima, muestran valores de elutriacién bas-
tante bajos, siendo las mds preferidas las particulas de la
cuarta muestra., Las particulas enzimlticas se formulan en las
composiciones de lavado en la forma indicada en el ejemplo 1(B)
Las composiciones de lavado tienen la misma actividad de lava-
do que una composicidn de lavado similar conteniendo las par-

ticulas enzimdticas de acuerdo con la Patente briténica No.

1¢324,116.

El ensayo de elutriacidn mencionado anteriormente se

La Tabla demuestra que todas las particulas prepa=-

efectua como sigue:

Un lecho de particulas enzimiticas se expone a una co-

-
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rriente de aire de manera que las particulas que tienen wna
velocidad final predeterminada o mis baja sean arrastradas

con la corriente de aire, Bl método es una modificacidn del
ensayo de elutriacidn normalizado descrito en BS 3406, volimen
3, 1963, y se efectua en un tubo de elutriacidn verticalmente
dispuesto conteniendo un f£iltro de polvo. Las particu1a§ tiaqg
portadas por la corriente de aire se recogen en el filtrézy

se pesan, determinandose su actividad enzimitica (expresada en
unidades de glicina o unidades Amylogum CLS-0473. La velgcidad
media de la corriente de aire es de 0,8 metros/seguﬁdo. o

-

EJEMPLO 3 .

Preparacidn de particulas conteniendo enzima con diversas can~

tidades de otras cargas

A partir de la receta indicada en el ejemplo 1(5)'§ara
las particulas conteniendo enzima, se utilizan las siguientés
cargas: 2 % de Aerosil 972; 5 % y 10 % de bentonita; 5 %'ge
micelio de penicilina (obtenido del caldo de fermentacibén re-
sultante de Permentaciones de penicilina G). Las particulas se
revisten con 1 % de aceite de parafina, seguido por 1 % de
Aerosil 972.

. Todas las cargas indicadas resultaron. ser’ de utili-
dad, aunque las particulas conteniendo 10% de bentonita tendie-

ron a ser un poco frégiles.

Las particulas enzimdticas se formularon en composi-
ciones de lavado en la forma indicada en el ejemplo ﬁ(B). Las
composiciones de lavado muestran la misma actividad de lavado
que una composicidn de lavado similar conteniendo las particu-

las enzimiticas segln la Patente briténica No., 1,324.116.

EJEMPLC 4

Variacidn de la receta del ejemplo 1 para la preparacidn de par




10

15

20

25

30

- 16 -

ticulas conteniendo enzima.

ejemplo, resultaron ser muy (tiles y las formulaciones de com~

Se repite la preparacidén de las particulas segln el
ejemplo 1 (A) con la diferencia de que Amylogum CLS-0473 se
sustituye por una cantidad igual de Paselli MD-30 (un hidroli-
sato de almiddn que tiene un DE de aproximadamente 30, suminis
trado por Avebe, Holanda). Las particulas se revisten con 1%
de aceite de parafina, seguido por 1 % de Aerosil 972,

Segln otro experimento, se repite la preparacidn de
las particulas seglin el ejemplo 1(A) éxcepto que se excluven
el Berol-80, la polivinilpirrolidona y la glucosa y en su lugay
se utilizan 10 partes en peso de bentonita., Todos los componen

tes se mezclan entre si a una temperatura de unos 652C y la

pasta resultante se extruye y corta en particulas. Las particu
las se revisten del mismo modo que las particulas conteniendo

Paselli MD-30.

Las particulas de ambas preparaciones segln este

posicibén de lavado (preparadas del mismo modo que en el ejem~
plo 1 (B)) mostraron sustancialmente la misma actividad de la-
vado que una composicidn de lavado similar conteniendo parti-

culas enzimdticas segin la Patente briténica No. 1.324.116.

EJEMPLO 5

Preparacidn de particulas conteniendo enzima para uso farma-

céutico

Se utiliza la siguiente receta para la preparacidn
de wn granulado segin la invencidn:
25% de glucoamilasa (aprox. 25.000 U/g),
6,25% de invertasa (aprox. 325.000 SU/g),
45% de Amylogum CLS-0473,
20% de jarabe de glucosa (hidrolisato de almiddn de

ap»oX. 43 DE),
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3,75% de glicerol.

El polvo se extruye directamente a través de -

orificios de 1 mm de difmetro y el extruldo se corta para for-

mar grénulos. Los grénulos se revisten en la Porma descrita

en el ejemplo 3. Este tipo dé'preparacién es de utilidad para
su administracidn oral a pacientes que sufren un metabolismo

anormal de carbohidratos causado por una deficiencia de inver-—
tasa, glucoamilasa o isomaltasa.

BJEMPLO 6

Otra preparacibdn de particulas conteniendo Maxatasa

50%
35%

15%

Para esta finalidad se emplea la siguiente receta:
de Maxatase (2,3 millones DU/9),
de Amylogum CLS-0473

de jarabe de glucosa (hidrolisato de almiddn,

aproxX. 43 DE).

Esta receta se forma en granulos en la forma indi-

‘cada en el ejemplo 5. Después de la granulacibn, las particulas
se revisten con 5 % de dibdxido de titanio.

EJEMPLO 7

Otra preparacibn de particulas conteniendo Maxatasa

45%
20%

103%

o/
/o
55
2%

1%

de
de
de
43
de
de
de
de

Para esta finalidad se emplea la siguiente receta:
metilcelulosa

Maxatase (2,4 millones DU/g),

jarabe de glucosa (hidrolisato de almidbn, aprox.
DE),

cera de parafina

didxido de titanio

glicerol

glucosa.

Se prepara un granulado de acuerdo con el método
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descrito en el ejemplo 5, encontréndose que tiene propiedades
similares. (El revestimiento del granulado se efectua en la

forma descrita en el ejemploc 3).

EJEMPLO &

Otra preparacibn de particulas conteniendo Maxatase

Para esta finalidad se usa la siguiente receta{
45% de goma arfbiga
207 de Maxatase (2,4 millones DU/g),
10% de jarabe de glucosa (hidrolisato de almidém,
aprox. 43 DE),
4% de cera de parafina
5% de didxido de titanio
% de glicerol
1454 de glucosa.
Se prepara un granulado de acuerdo con el método
descrito en el ejemplo 5, reéﬁlténdo tener propiedades simila~-
res. (Bl revestimiento de los grinulos se efectua en la forma

descrita en el ejemplo 3).

EJEMPLO 9

Preparacidn conteniendo amilasa

Para esta finalidad se emplea la siguiente receta:

25% de amilasa (16.400 BAU/g),

37% de Amylogum CLS~0473.

16% de glucosa syrup (hidrolisato de almiddn, aprox. 43
16% de glucosa

5% de didxido de titanio

1% de glicerol
Otra receta también usada fue:
505 de amilasa (16.000 BAU/g),
35% de Amylogum CLS-0473,

15% de jarabe de glucosa (hidrolisato de almiddn, aprox.

43 DE).

DE)
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A partir de cada una de las recetas se prepara un
granulado de acuerdo con el método descrito en el ejemplo 5,
resultando ambos granuvlados con propiedades similares. El re-

vestimiento de los grénulos se efectua en la forma descrita

en el ejemplo 3).

EJEMPLO 10

Varias formulacilones conteniendo Maxatase

- 19 -

Muestra No. 1 2 3 4 5 ) 7
Amylogum CLS=-0473 (%) | 40 40 40 40 | 40 |40 40
Maxatase (%) (1) 20 20 20 20 | 20 |20 20
Sorbitol (% - 2 - - - ~ -
Glicerol (%) 2 - 2 2 2 2 2
Cera de parafina (% - - 4 - 2 | 4| a4
“Aerosil 972 (%) - - - 2 1 - -
Berol 80 (%) 1- =1 1 1 1 - -
Didxido de titanio (%) 5 5 5 5 5 5 5
Glucosa (%) . 22 22 18 20 19 119] 14

Jarabe de glucosa (%)
' (2) | 10 10 . 10 10 10 | 10| 10

Ensayo de elutriacién
(3) | 29 20 14 10 | 20 |32] 1

(1) 2,18 millones DU/g

{2) hidrolisato de almiddn, aproximadamente 43 DE

(3) para 60 gramos de muestra.

Bl revestimiento de las particulas se efectua en
la forma descrita en el ejemplo 3.
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EJEMPLO 11

Preparacidn conteniendo una proteasa alcalina

~descrito en el ejemplo 5, resultando tener propiedades simila-—

Para esta finalidad se emplea la siguiente receta:
34% Amylogum CLS~0473
17% de glucosa
17% de jarabe de glucosa (hidrolisato de almidba,
aprox. 43 DE).
7% de &cido estelrico
20% de PB 92 (1,7 millones ADU/g) (1), -
5% de dibxido de titanio.

(1) PB 92 es wna enzima proteolitica alcalina descrita en la

Patente USA No. 4.002.572.

Se prepara un granulado de acuerdo con el método

res; inter alia el ensayo de elutriacidn aplicado sobre wna
muestra de 60 g, muestra un valor de 55 ADU/g. (ELl revestimien—
to del granulado se efectua en la forma descrita en el ejemplo
3).

ETEMPLO 12

Bstabilidad en almacenamiento de un gramulado segin la invencidi,

conteniendo Maxatase

Se utiliza un polvo de lavado disponible en el
comercio (400 g), conteniendo perborato sbddico. Se afiade una
cantidad de granulado enzimbtico del ejemplo 10 (muestra 5),
previamente revestido con1 1 ¥ de una mezcla 1:% de monoesteara-

to de glicerol y aceite de parafina, para obtener una activida

de 6,000 DU/gramo, y la composicidn se mezcla totalmente de nue

VO.

A partir de la nuestra se toman muestras pesadas

de 20 g aproximadamente para llevar a cabo el ensayo de estabi-
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lidad en almacenamiento, justamente después del mezclado y
después de 0,5, 1, 2 ¥ 3 meses de almacenamiento a 372C., Las
muestras se ensayan después de la disolucibdn de las mismas en
agua corriente sintética (conteniendo 111 mg/litro de cao,
27,5 mg/litro de Mg0 y 210 mg/litro de NaHCO3 dureza alemana
152), conteniendo suficiente ditionito sédico para neutralizar
la accién del perborato y diluyendo con agua corriente hasta
una concentracidn adecuada para el ensayo de la actividad

en unidades Delft (véase la patente briténica No. 1.353.317)

(serie A en la siguiente tabla).

- Se lleva a cabo un ensayo simialr con un granu-
lado disponible en el comercio de la misma enzima (Maxatase P,
de Gist-Brocades N.V. Holanda; preparada de acuerdo con el ,
método descrito en la patente britinica No. 1.324.116) (serie B)

Se obtienen los siguientes resultados:

Tiempo de almacenamiento(en moldes) 0,5 1 2 3
Serie A . ' 100 99 89 91
Serie B 94 92 82 75

La tabla demuestra que la estabilidad en alma-
cenamiento de la serie A, segln la imvencidn, es buena e in-
cluso es mejor que aquella de la serie comparativa B la cual

tenia también una estabilidad evidentemente buena.

STEMPLO 13

Preparacidén conteniendo lactasa

Para esta finalidad se emplea la siguiente rece~
tas

45 % de Amylogum CLS=-0473.
30 % de lactasa (precipitada)

25 % de jarabe de glucosa (hidrolisato de almiddn, aprox. 43 DE)
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Se prepara wn granulado de acuerdo con el método
descrito en el ejemplo 5 y se reviste en la forma descrita en
el ejemplo 3. Cuando la temperatura se mantiene a 502C o0 menos
durante la preparacidn de los grinulos, la actividad del gra-
nulado es del 95 % de la actividad de partida, mientras que
cuando la temperatura se deja subir a 50-702C, la actividad
restante es considerablemente mis baja, es decir 55 % de 12
actividad original. Este ejemplo demuestra que la temperatura

a utilizar depende grandemente de la enzima,

EJEMPLO 14

Se emplea la siguiente receta para la prepara-
cibn de particulas por el procedimiento descrito en el ejemplo
(H
1 parte en peso de glicerol
2 partes en peso de Berol 80
1 parte en peso de Maxatase,

5 partes en peso de dibxido de titanio

22 partes en peso de jarabe de glucosa (hidrolisato de almiddn
de aprox. 43 DE)

21 partes en peso de glucosa -y

46 partes en peso de Amylogum CL5-0473.

Las particulas se revisten en la forma descrita

en el ejemplo 1.

Descrita suficientemente la naturaleza del in-
vento, asi como la mamera de realizarse en la practica, debe
hacerse constar que las disposiciones anteriormente indicadas
son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no al-

teren su principio fundamental.

| m—-
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REIVINDICACIONES

1l.- Procedimiento para preparar particulas contenien-
do enzimas que no forman o pricticamente no forman polvo cuasndo
ge aplica a las mismas una presibn mecénica externa, caracteri-
zado porque comprende mezcler homogeneamente une cantidad de un
enzime en forms seca o sustancialmente seca para dar ls activi-
dad enzindtice deseada en las particulés una vez formadas; con
20 a 60% sproximadamente de un agente cohesivo orgdnico hidroe-
filo, compatible con el ehzima; con 10 o 60% sproximedamsrie
de un agenive de carga adecuado para usarse en composiclonzs
enzimiticas; y con una pequefia cantidad de agua, si es necesa-
rio; suficiente para dar un contenido en humedad en las varti-
culag, une vez formadas, de 5 & 15%; dividir le mezcla ohtenids,
mecanicamente en particulas del tamsfio deseado; y revestir las
partfoulas al objeto de evitar la pérdide’ de humedad.

2,= Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque comprende mezelar homogeneamente hasta 50% de
un enzims en forma seca o sustancizlmente seca; 20 & 60% de un
agente cohesivo orgdnico hidrofilo; compatible con el enzims;
20 a 60% de un egente de carga adecuado para usarss en composi-
ciones enziméficas; opcionamente una pequefia cantidad de agua;
¥ una cantidad de egente regulador de humedad suficiente para
mentener un contenido en humedad en las varticulas, uns vez '
formadas, de 5 a 15%, a temperaturas normales y bajo humedades
relativas también normales; dividir la mezscla obienida mecanica
mente en paertfculas del tameflo deseado; y revestir las perticu-
las pera evitar la pérdidad del contenido en humedad.

3.~ Procedimiento segtn la reivindicacién 1 6 2,

caracterizado porque el agente cohesivo hidrofilo se elige entr
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almidén y derivados de celulosa.

4.~ Procedimiento segdn le reivindicacién 1, 2 ¢ 3,
caracterizado porque el agente cohesivo hidrofilo se elige
entre emilopectina acetilada, goma arabige, gome de karaya,
dextrina, metilcelulosa, tragacanto, metilemilopectina e hidro-
lisatos de almidén que tienen propiedades cohesivas,

5e~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindica~
ciones 1 & 4, caracterizado porgque el cohesivo hidrofilo es
amilopectina acetilada con un grado de acetilacién de 5 & 30%
aproximademente.

6o~ Procedimiento segin cualquiers de las reivindica-
clones 1 a 5, caracterizado porque la cantidad de cohesivo
hidrofilo usado es de 30 a 50% aproximadamente,

é.- Procedimiento segin cualqgiera de las reiviandica-
ciones 1 & 6, carscterizado porque el sgente dé carga se clige
entre carbohidratos solubles en agua conteniendo de 5 a 12 dto-
mos de oarbono.

8¢= Procedimiento segiin cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a T, caracterizado porque el sgente de carga se elige
entre glucosa, suorosa e hidrolisato de almiddn,

9e~ Procedimiento segin cualquisra de las reivindica-
ciones 1 a 8, caracterizado porque el agente de carga es uma
mezcla de glucosa ¥ 40~70% dé hidroiisato de almiddén que tiene
un Equivalente Dextrose de 20 a 70 aproximedemente.

10,~Procedimiento segin la reivindicacién 9, carac.
Yerizado porque el equivaleﬁie dextrosa del hidrolisato de al-
midén eg de 30 2 60 aproximadamente.,

11.= Procedimienﬂo.segﬁn cualquiera de las reivindi-
caclones 1 a 10, caracterizade porgue le cantidad de egente

de carga usado es de 20 a 45% aproximadamente.
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12.~ Procedimiento segtin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 11, caracterizado porque se afiade un asgente regu-
lador de la humedad, slegido entre poliolss que tiepen de 2 a
6 4dtomos de carbono y 2 & 4 grupos hidroxi unidos a diferentes
dtomos de carbono,

13.~ Procedimiento segén la reivinﬁicaciénilz, carac-
terizado porque el agente regulador de humedad se elige enire
glicexrol y sorbitol.

14+~ Procedimiento segin la reivindicacién 12 & 13,
caracterizado porque la cantidad de agente regulador de hrnedad
og de 0,5 a 5% aproximadamente.

15.= Procedimiento segtn le reivindicacidén 14, carac-
terizado porgue la cantidaed de agente regulador de humedsd os
de 1 & 3% aproximadamente.

16,.- Procedimiento segin cvalquiera de las reivindi-
caciones 1 a 15, caracterizado porgue el enzima se elige enhtre
proteasas, amilasas, lipasas, lactasas, invertasa y glucoamilas

17.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 16, carac-
terizado porqae las proteasas se eligen entre las producidas
por cepas de Bagillus.

18.= Procedimiento segun la reivindicacidn l%,
caracterizado porque la cepa de Bacillus es gubtilis, Bacillus

licheniformis 4 Bacillus glcalophilug.,

19.~ Rocedimiento segin la reivindicacién 16, carao-
terizado porque la amilasa se elige entre aguellas yroducidas
por Bagcillus subtillis.

20.~- Procedimiento segiin la reivindicacién 16, carac-
terizado porque la lipasa se elige entre las producidas por ce-

pas de Candida.

21l.- Procedimiento segin la rzivindicacién 20, carac—




10

15

20

25

30

terigzado porque el apasrato formador de fibras comprende un plaw-

- 26 =

terizado porque la cepa de Cendids es Candida cylindracegs.

224- Procedimiento segin cualgquiera de les reivindi-
caciones anteriores, carascterizado porque la cantidad de enzimg
usada es de hagte 50 % aproximadamente.

23+= Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriorszs, caracterizado porque se afiade adicironslmen
te un agente lubricante.

24 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 23, carac-
tzrizado porque el agente lubricante se ellge entre aceite o ce
ra de parafina, 4cido estedrico, slcohol polivinflico, polivi~
nil pirrolidona y glicerol.

25.- Procedimiento segiin la reivindicacidn 23 § 24,
caracterizado porque la cantidad de agente lubricante usado es

de 2 a T % aproximadamente.

26 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 25, garac=|

terizado porque la cantidad de agente lubricante es de 325 ¢
aproxinmgdamente.

2%.~ Procedimiento segtin cualquiera de las reivindi-
caciones anteriores, caracterizado porque la divisién de la meg
cle se efectla por medio de una bomba y a@érato formador de fi-
bras.

28+~ Procedimiento segin la reivindicacidn 27, carac-

to de boquilla con un solo sgujero o con miltiples agujeros, ted
niendo orificios con seceiones transversales de 0,5 a 3 mm aproj
nadamente. '

29.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 28, carac-
terizado porgue los orificios tienen secciones sransversales de

0,7 a 1,5 mm aproximadamente,

{

R -

30e= Procedimiento segin cualqulers de las reivindi-
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qacidnes anteriores, caracterizado porque las partfculas se rad
vigten con 0,5 a 5 % sproximedamente de un agente repeledor de
agus.

31l.~ Procedimiento segtn la reivindicacidn 30, carac-
terizado porque el agente repeledor de agua ze selige entre acei
te de par.afina, aceite de linaza , cexra de nafta, grasa de caceo
cera de candelilla, cera de carnauba, cers de pardfina, cera de
gbe jas, cera de ceresina y lanolina y mezclas de las anterioresi

32.~ Procedimiento segin la reivindicscién 30 4 31,
caracterizado porque las partfculas se revisten adicionalmente
con un agente antiapelmazante.

33¢= Procedimiento seg¥n la reivindicacidn 32, carac-|
terizado porque el égen‘be antiapelmazante se elige entre -alai-
dén de mefz y otros dmidones, s{lice absorbente y polvo ds Hal-
co.

34.~ Procedimiento segfin cualquiera de las reivinidi-

caciones anteriores, caracterizado porque la divisién de la mez;
ds en pertfculas se efectda a wne bemperatura de 40 a 70°C
aproximadementa,

35+~ Procediniento para preparar particulaes contenien
do enzimas, tal y como queda sustancialmenie descrilto en la
presente Memoria. '

Esta Memoria consta de 27-hojas escritas a méquina
por una sola cara.

Madrid s 25 SETe 978
GIST BROCADES NeV.
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