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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se acompafia a la solicitud de une patente de invencién,
por veinte afios, en Espafia, por "Procedimiento pars la obten-
cibn de enzimas proteoliticos con actividaed queratinolf{tice"
a favor de "INSTITUTO DE FARMACOLOGIA ESPANOLA, S.L." (Funde-
c¢ibn Marqués de Urquijo), entidad de nacionalidad eapafiola,
con domicilio en Madrid, calle de Alceléd, n? 95.

Lo Entidad solicitante de la patente de invencidn
a que se refiere la presente Memoria es tituler de una paten-
te de introduccidn, la n? 272.920, por "Procedimiento de ob-
tencibén de productos gqueratol{ticos enziméticos".

| Segin esa patente de introduccibdn n® 272.920, para
la obtencidn del producto queratolitico se parte siempre de
que al caldo de cultivo en que habia de ser inoculado el cor-
respondiente microorganismo se hiclera un aporte de querati-
na, en formg de cualquier material queratinoso.

Eilo presenta grandes inconvenientes précticos. Fn
efecto:

En primer término, los inconvenlentes propismente
cientificos derivados de ¢ue, siendo la de la queratina una
macromolécula, no es posible conseguir en la molienda del mu~
teriel queratinoso una rotura uniforme de dicha macromolécu~
la, lo que se Fraduce en que no sea posible controlar con e-
xactitud la calidad y la uniformidad del alimento que, en el
caldo de cultivo, se da al microorganismo.

Pero ademés hay otros inconvenientes muy importan-—
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tes de tipo préctico. Sucede también que, no habiendo fre-
cuentemente en ciertos mercados material queratinoso tritura-
do en forma de polvo fino, que es lo necesario para su inme-—
diata utilizacién en los medios de cultivo, es preciso prepa-
rarlo por molienda previa, hasta grado finf{eimo, a partir de
las materias primas gueratinosas que en el mercado pueden en-—
contrarse, tales como pezufias o0 cuernos, plumas de ave, lana,
etc.. Ahora bien, la obtencidén, a partir de esas materias pri
mas, del producto molturado de material queratinoso en estado
de fina divisibén es dificil, porque la queratina se sltersa
con facilidad durente los procesos ordinarios de molienda, co
mo lo demuestran los olores sulfhidricos que se producen du-
rante le molturacidén de queratina dura.

Entre las nmateriss primas queratinosas existentes
en el mercado, las mis baratas, como son, por ejemplo, las pe
zufiag o los cuernos, son también las més duras y por ello las
més diffciles de tratar. Las de tipo més blando, que podrien,
quizés, resultar de tretamiento mds fécil y més conveniente,
como son, por ejemplo, el pelo, la lana, son también las més
cares, especlalmente porque vienen siendo ye utilizadas como
materias primas pare otras industriass diferentes.

Todo lo anterior, referido a utilizaciones de peque
fio volumen, aun siendo inconveniente no impedirfa la utiliza-
cién de las referidas materias primas, mas cuando se trata de
utilizaciones de carécter propiamente industrial, es decir,
en gran escala y con mucho volumen, lasg dificultades hacen el
proceso poco fréotico y aconémicemente prohibitivo.

Por ello, se ha tratado de encontrar un procedimien
to mediante el cual se obtuvieran fermentos proteoliticos con
aceibn queratol{tica, en el gue no fuera necesario partir del

aporte de materiel queratinosgo al caldo de cultivo. Los traba
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jos, investigaciones y experimentos que se han hecho en ese
sentido han conducido a la invencién del procedimiento que
constituye el objeto para el que se solicita 1a'presente pae~
tente.

En tales experimentos se han estudiado aportes muy
diversos de productos natursles de origen animal o vegetal ri
cos en protefnas, & caldog de cultivo para producir enzimas
proteoliticos con actividad queratinolitica y se ha encontre~
do que cuando a éstos se aportaban productos naturales con
proteinas completas, es declir, con toda la secuencia de amino
dcidos egenciales, incluyendo los cfclicos, los resultados,
aun con las naturales diferencias cuantitativas, eran siempre
satisfactorios en cuanto a la produccién de caldos ricos en
enzimas con accidén queratolitica; demostrable tanto desde el
punto de vigta de la digestién de la queratina como desde el
punto de viste de la depilacibn de pieles, que fueron las dos
pruebas principsles & que se sometieron.

En cambio, los rendimientos eran nulos o demasiado
bajos cuando se manejabsn proteinas incompletas.

Como ejemplo de productos naturales ricos em protei
na que se han ensayado con resultado satisfactorio puede.ci~
tarset entre los vegetales, le harina y peptone de soja, y
las harinas de sltramuz y de alfelfa; entre los animales, la
harina de escamas de pescado (de natursleze colégena); y en-
tre los derivados de microorgenismos, la levadura de océrvezsa
degecada y sus hidrolizados.

A continuacién va a hacerse una desoripcibn, con re
ferencie & diversos ejemplos presentados sin cardcter limita-
tivo, del procedimiento objeto de la patente y de sus diver—
sas fases, pero respecto a éstas importa advertir de antemano

que la naturaleza y la significacidn de ellas no atenta en mo
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~do alguno a la unidad del procedimiento, por cuanto se trata

de varlantes o complementos accidentales dentro de la esen-
cialidad de dicho procedimiento. ‘

Cuyas fases son:

1) Preparacién de caldos de cultivo adecuados, que
en el caso del invento son oaldeos con proteinas naturales,
pero exentos de substancias queratinosas, con o sin adicién
de hidratos de carbono y sales minerales complementarias a
los naturelmente presentes en los aportes proteicos natura-
les. _

2) Inoculacién, en el caldo de cultivo, de los mi-
croorgenismos productos de los enzimas, que en el caso del in
vento son precisemente microorganismos del género "Streptomy-
ces"y y, méds concretamente, el "Streptomyces fradiae.

3) Fermentacién del caldo inoculado en condiciones
controladas de tiempo, temperatura, agitacién, ajreacibén y pH.

4) Separacibn mecénica, del caldo de cultivo, de
los productos sbélidos subsidiarios a la fermentacién.

' 5,a) Enriquecimiento del caldo enzimétioco.

5 b) Separacibn del sblido enzimdtico activo direc—~
tamente del caldo filtrado, con 0 sin una previa purificacién
del mismo.

6) Purificacibn, bien del caldo enzimético enrigue-
cido (5 a), bien del sbélido activo separado (5 b), mediante
t8cnicas adecuadas y ya conocidas en la quimica preparativa.

7) Desecacibn final de los s6lidos activos.

8) Correccibn de los liguidos o sbélidos amctivos pu~
rificados o no, mediante la adiciébén de los adecuados coadyu~
vantes, para la mejor comservacién o pare le aplicacidén direc
ta, sbgin aconsejen o exijan el uso a que se destina y las ne

cegidades précticas en cade caso.
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Ees claro, como se desprende de la simple enumersa—
cién de dichas fases, algunas de las cuales son alternativas
de otras, que no todas son indispensables péra congeguir pro
ductog activos sino convenientes para obtener los productos
con un determinado grado de purezae o diluciébn. Asf, v.gr.,
terminade la fermentacién (3), puede procederse & la separe~
cién directa de los sblidos (5 b) y emplearlos asi, sin nece
gidad de la especial purificacién o de la correccién de las
fases 6 y 8; o, tembién por ejemplo, puede emplearse como di
gestor de queratins directamente el caldo filtrado, (de 4)
sin mds menipuleciones.

La néds fécil compresidén resultard de los siguien~
tes ejemplos de realizacibn ofrecidos, como se ha dicho, sin
caracter limitativo.

EJEMPLO 19.
A) PREPARACION DEL INOCULO

Se seguirdn los sucesivos pasos para lograr un vo-
lumen conveniente de inégulo a sembrar en el fermentador fi-
nal de produccidn.

Se obtiene primero un cultivo de "Streptqmyces Fra
diae" en frasco Roux, desarrollado durante 12 dfas a 282C en
el siguiente medio:

Medio de siembra.

Peptona de S0jacssesossssssss 10,000 grs.
Extracto de carne ceessecsons 5,000 "
GlUCOSE eovveseasrssocsnsncses 5,000 "
Cloruro de S0CGi0 sevssssseess 5,000 *
Sulfato de zinc heptahidratado 10 partes por millén
Agar Bacto-DifCO eeeeeeen.ens 20,000 grs.
Agug hasta ceceseeececorecseaes 1 litro

pH despuds de la esterilizacibn enmtre 7,2-7,4



Para la segunda fase de crecimiento se inoculan
tres asas del anterior cultivo en matraces Erlenmeyer de 1
litro, en cada uno da los cuales, se habran®preparado 300 c.

c. del siguiente medio:

5 Medio de crecimiento
Peptona de soja ....-......... 10,000 grs.
GluCOSa i e 5,000
Cloruro s6dico -....._._.._..._... 5,000
Fosfato monopotasico ......... 5,000
10 AgUa C.S.P- teceiiii e aaaaaan 1 litfo

Se ajusta el pH entre 7,0-8,0 y se esteriliza 30
minutos a 1212C.
Después de la inoculacidén, los matraoes se incuban
en una mesa de agitacién de movimiento rotatorio de 220 r.p.
15 m. a 289C durante 48 horas.
B) FERMENTACION FINAL
Preparaciéon del medio de cultivo.-Se prepara un

caldo de cultivo con la siguiente composicion:

Harina de soja ................. 30,000 grs.
20 Fosfato dipotasico ............ 1,500 "
Cloruro calcico anhidro ....... 0,050 "
Sulfato ferroso cristalizado.... 0,015
Glucosa .. ... .. 30,000 "
Agua hasta ....._.._ ... .. ._...... 1 litro
25 Se ajusta el pH para que después de esterilizar que
de a 7,0-8,0.

Se prepara un fermentador de 8 litros, provisto da
turbinas de agitacidon, sistema de aireacidon y agitaciéon meca
nica y las demas condiciones conocidas para efectuar una fer

30 mentacidén sumergida estéril, con 5 litros del caldo referido y

se esteriliza durante 30 minutos a 121S C.
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El medio de cultivo estéril contemnido en cada fer-

mentador, se inocula con los 300 c.c. del cultivo de "Strep-
tomyces fradiae" del correspondiente matrasz Erlenmeyer.

Una vez inoculado el fermentador se incuba a 352C
con aireacién estéril, y una agitacidn de 600 r.p.m.

En estas condiciones la fermentacidén transcurre
con una primera fase de crecimiento rédpido del micelio en 1la
que bajan los valores del pH a 6,5 y hay un consumo répido
del azucar entre las 12 y las 48 horas primeras de fermenta-
cibn. A partir de las 48 horas comienza a subir nuevamente el
pH, sigue el consumo lento del agzucar y hay una fase més o
menos estacionaria de la cantidad de micelio que comienza a
disminuir a partir de las 72-84 horas, a la vez que sube més
répidamente el pH hasta llegar awlores de 8,5-8,8 a las 96—
120 horas en que finaliza la fermentacibn, coincidiendo con
una lisis del micelio y un agotamiento del azucar.

La actividad queratinol{tice del caldo, se empieza
a menifestar cuando los valores del pH llegan aproximadamen—
te a 7,0 para ir aumentando & sus valores méximos hacia el
final de la fermentacidn.

Terminada la fermentacibén se filtra el caldo fer-
mentado, eliminando los s6lidos retenidos sobre el soporte
filtrante.

El caldo filtrado demostré tener actividad digesto
ra de queratina de polvo de pezuila de bovinos.

La prueba de actividad se realizb mezclando 5 c.c.
del caldo filtrado con 370 mg. de polvo de pezufia finamente
molida (a 200-325 mallas ASA), incubande la mezcla sobre me-
sas de agitacibn rotatoria a 352C, durante 16 horas, y midien
do volumétricamente por centrifugacién el polvo de pezufia di

gerido, frente a un testigo de la misma cantidad de polvo de
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pezufia incubado en las mismas condiciones con 5 ml de un cal
do anélogo que no habfe sido inoculado de "Streptomyces fra-
dige".

| El resultado del ensayo demostré que el 50% del vo
lumen aparente de la queratina habia sido digerido por el en
zima obtenido y presente en el caldo fermentado activo.

EJEMPLO 22,

Se realizen las mismas técnices de menipulacién
descritas en el ejemplo 12, empleendo un medio igual al des-
erito en dicho ejemplo 12 para la primera fase de siembra.

Para la segunde fase de crecimiento se prepara el
mnedio siguiente: |

Medio de crecimiento.

Harine de 80Ja ssrecesssseccssssses 30,000 grs.
Fosfato dipotdsicO seeeereensseacss 1,000 ¥
Cloruro s6dico seveeesescevessnnasa 0,500 "
Sulfato £erro80 cvesesssecscesseees 0,010 *
Cloruro cAlciCO eveveesscesnsceesss 0,050 O
Sulfato magnésico R AR 0,050
AZUS CoeBuDv esecssstcnecsassssscasnes 1 litro
Con el que se opera segin el ejemplo 129,
El caldo de cultivo en el fermentador de 8 litros
se prepara de acuerdo con la siguiente composiciébn:
Harina de S0J&8 seeeveercevnecassnee '30,000 ars.
Fosfato Aipotdsico eevececenacsess 1,500 #
Sulfato magnésico seeeccesensesses 0,050 "
Cloruro cAlciCO eceeececsvnsosssss 0,050 *
Sulfato £ferroso eveceesccsveensace 0,015
Sulfato de ZiNC seecesvvecsccscnss 0,005
GlucoSa. esvsscsecsssossssesssesses 30,000 "

Carbonato c4leicO cecesceaveseaase 10,000
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pH después de esterilizar .......... 7;0-8,0

La preparacion del termentador de 8 litros y la fer
mentacidén transcurren igual que en el ejemplo 13.

El caldo fermentado filtrado, que mostré analoga ac_
tividad queratolitica valorado segun se ha dicho en el ejem-
plo 13, se adicioné de dos volumenes de acetona anhidra, afa
dida lentamente y con agitaciéon constante al caldo, que pre-
viamente habia sido adicionado de 20 gr.de supercel por li-
tro de caldo, para precipitar el producto activo,

Terminada la adicidén de la acetona, se dejé repo-
sar en frio, se decanté la porcidén acetona-agua sobrenadante,
y Finalmente se filtr6o la porcidon remanente, quedando retefii
do el enzima-supercel sobre el Filtro.

La torta filtrada y agotada a vacio se desecd a
temperatura ambiente resultando, después de la molturacién,
un polvo suelto y cémodamente.manipulable de color pardo,
con un rendimiento de 32,6-gramos de producto sé6lido por li-
tro de caldo.

Para demostrar la actividad queratinolitica del
producto, el polvo seco se suspendié en el mismo volumen del
caldo original de un buffer de fosfatos 0,02 M a pH = 8,3.

Se agita durante 15 minutos para asegurar la disolucion del
enzima activo y se filtra para eliminar el supercel, que que

da en el filtro.

El liquido Ffiltrado se valora en su actividad que-
ratinolitica igualmente que se valoro el caldo filtrado, dan

do una capacidad digestora de queratina del 85% de la del
caldo original.
EJEMPLO 33.
Medio de siembra: Igual al del ejemplo 13.

Medio de crecimiento: Igual al del ejemplo 23 pero
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sustituyendo la harina de soja por:

Harina de escamas de pescado ....... 30,000 grs.

Medio de cultivo: Igual al del ejemplo 23, sustitu
yendo la harina de soja por:

Harina de escamas de pescado ........ 30,000 grs.

Métodos operatorios: Se procede a lo largo de to-
da la manipulacion de la misma forma que en el ejemplo 13 y
con una porcion del caldo filtrado, se obtiene por precipita
cion el producto sélido activo, como se indica en el ejemplo
2N,

Valoracion de la actividad: Se procede con los cal
dos filtrados para su valoracién de la misma forma que se iIn
dica en el ejemplo 13 y una porcion de los caldos precipita-
dos al estado s6lido se valora la actividad queratolitica se
gdn se indica en el ejemplo 23.

EJEMPLO 45.

Medio de siembra: Idéntico al del ejemplo 23.

Medio de crecimiento: Idéntico al del ejemplo 23,
pero sustituyendo la expresada cantidad de harina de soja
por igual cantidad de harina de altramuces.

Medio de cultivo: Igual al descrito en el ejemplo
23 pero sustituyendo la cantidad expresada de harina de soja
por igual cantidad de harina de altramuces.

Métodos operatorios y valoracién de la actividad:
Idénticos a los del ejemplo 13.

EJEMPLDO 53

Medio de siembra: Idéntico al del ejemplo 23.

Medio de crecimiento: Idéntico al del ejemplo 23,
pero sustituyendo la expresada cqntidad de harina de soja por
igual cantidad de levadura de cerveza integra desecada.

Medio de cultivo:lgual al descrito en el ejemplo 23
pero sustituyendo la cantidad expresada de harina da soja por

igual cantidad de levadura de cerveza integra, desecada.



]l

Idénticos a los del ejemplo 19,
EJEMPLO 62

Idéntico en cuanto a métodos operatorios y composi-
5 c¢ién de los medios al ejemplo 52 precedente, sustituyendo en

el Medio de Cultivo el 50% de le glucosa por almiddén de maiz.

La fermentacién en este caso transcurre en 1los mis-
mos términos aproximadamente, que en el ejemplo precedente sin
mis diferencias que la elevacibén de pH es mds lenta y la dura

10 cién del proceso de fermentacidn es mayor (unes 24-28 horas més).

Aunque en 1o0s ejemplos anteriores no se describe en
cada caso la separacibén del producto sflido y solo se incluye
en el ejemplo 22 en forma de precipitacibn acetbnica directa
del caldo fermentado es comin a todos los ejemplos descritos

15 que una vez terminada la fermentacibén, pueden separarse los cal
dog de cultivo, ya con actividad proteoclitica y conqretamsnte»
gqueratolitica, por filitracibn o centrifugacidn y emplearse di-
rectamente en los diversos usos a gue ge destinen. Pero también
pﬁeden geparerse log enzimae activos por las téenicas ordina-

20 rias conocidas. Es decir:

Por precipitaecibn medlente adicidn al medio acuoso
del caldo, de disolventes hidrosolubles (alcohol, acetona,
etc.), de tal forma que se llegue a una concentracibn en que
el enzims sea insoluble y cuiddndose de hacer la adicibn de

25 manera que el enzima no résulte desnaturalizado; por salado ’
(*salting-out"), con las precauciones técnicas habituales; por
desecacibn, que puede hacerse, bien directamente del caldo,
bien de sus concentrados, y a temperatura suficientemente baja
para que el producto activo no resulte inactivado durante el

30. proceso de desecacién (evaporacibn, liofilizacibn, etc.).

Cualesquiera de los anteriores procedimientos, cono-

cidog por la gquimice preparativa, que conducen & la obtencién
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12) De concentracidn a pH y tempersturas tales que,
jugando con los dos factores, no resulte inactivado el enzima
(ordinariemente, entre 6 y 8,5 de pH y tempemtura inferior a
708C).

22) De adicibn de moportes s6lidos inertes, que pue—
den ser, por ejemplo, arena neutra, tierra de infusorlos, ase—
rrin, etc., en los que el sélido obtenido me deposite recubrien
do la superficie del soporte inerte, cuendo por cualesquiera de
los procedimientos de separacién a sélido sea el producto acti-
vo separsdo al estado s6lido, con 1o que se facilitard la dese-
cacién y manipulacién del producto sélido obtenidoj con este
mismo objeto pueden adicionarse compuestos qufmicos (por ejem—
plo: sal comin, fosfatos neutros, etc.) que se separen conjun—
tamente con los enzimas activos en el proceso de precipitacién
y sirvan de soportes a aquellos.

Es claro que a los caldos 0 & los sblidos obtenidos
de ellos, pueden anadirse los correctores, conservadores tam-—
ponantes, activadores de la accidn enzimética, etc., para su
empleo conjunto segin 1los fines a que los enzimas se dediquen
eln cada caso,

NOTA

Descrito suficientemente el bojeto de la patente de

invencidén que se solicita, se declara que lo que constituye la

esencia del mismo, nuevo y no conocido (en Espefia), es lo que
se concreta en las siguilentes reivindicaciones:

12) Procedimiento de obtencéibn de productos proteoli
ticos enzimdticos con actividad queratinolitica, caracterizado
por que se provoca una fermentacibén bioldgica mediante la ino-
culaciédn de microorganismoé del género "Streptomyces" en medios
de cultivo proteicos exentos de queratina o no queratinosos.

282) Procedimiento de obtencibén de productos proteoli
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ticos enzimgticos con actividad queratinolitica, segin la rei~
vindicacién snterior, caracterizado, ademds, por que como mi-

croorganismo del género "Streptomyces" se emplea el "Strepto-

. myces fradiae'.

38) Procedimiento de obtencidn de productos proteoli
ticos enzimdticos con aetividad queratinolitica, segin las rei
vindicaciones enteriores, caracterizado, ademds, por que el mi
croorganismo crece y se cultiva en caldos cuyo aporte proteico
consiste en productos naturales vegetales 0 animales, ricos en
proteinas completas no queratinicas, con toda la secuencia de
aminodeidos esenciales, incluyendo los ciclicos.

48) Procedimiento de obtencién de productos proteoli
ticos enzimficos con actividad queratinolfitica, segin las rei--
vindicaciones anteriores, caracterizado, por que los aportes
proteicos naturales ne queratinosos pueden ser harinas o hidro
lizados, en meyor o menor grado de hidrélisis, de elfalta, al-~
tramuz, escamas de pescado y levadura de cerveza.

58) frocedimiento de obtencidén de productos proteoli
ticos enzimdticos con actividad queratinolitica, segin las rei
vindicaciones eanieriores, ceracterizado, ademAs, por que los me
dios de cultivo proteicos no queratinosos pueden ser adiciona~
dos 0 no de hidratos de carbono y sales minerales, ajenos a los
naturelmente presentes en el aporte proteico natural,

68) Procedimiento de obtencién de productos proteocli-
ticos enzimdticos con actividad queratinolitica, segin las rei—
vindicaciones anteriores, caracterizado, ademds, por que, provo
cados los pasog sucesivos de crecimiento del microorganismo ha-
cia mayor volumen, el medio de cultivo se incoula con la suspen
8ibn acuose del inbculo del ¥ltimo estadio, conduciendo la fer-
rentacién entre 252 y 362, con agitacibn de entre 100 y 800 re~
voluciones por minuto, y alreando por medio can aire estéril a

razén de entre 0,5 y 2,00 litros de aire por litro de 1fquido y
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minuto, hasta que los valores de pH lleguen aproximadamente

14 -

a 8,0-8,8.

7-) Procedimiento de obtencidén de productos proteoli
ticos enzimaticos con actividad queratinolitica, segun las rei
vindicaciones anteriores, caracterizado ademas por que los cal
dos resultantes de la fermentacidén se pueden purificar o con-
centrar por desproteinizaciéon, salificacion, ('salting-out'™)
evaporacién o concentracién en vacio.

83) Procedimiento de obtencién de productos proteoli
ticos enzimaticos con actividad queratinolitica, segun las rei
vindicaciones anteriores, caracterizado, ademas por la posibi-
lidad de utilizacién directa de la actividad enzimatica quera-
tolitica del caldo de fermentacién, con o sin la purificaciodn
0 concentracion complementaria a que se refiere la reivindica-
cidon anterior.

93) Procedimiento de obtencidén de productos proteoli
ticos enzimaticos con actividad queratinolitica, segun las sie
te primeras reivindicaciones, caracterizado, ademas, por que
de los caldos resultantes de la fermentacidén se puede separar
la fraccion enzimatica activa en estado so6lido, por salifica-
cion ('salting-out'), insolubilizacioén por adicidon ¢e disolven
tes organicos hidromiscibles o liofilizaciéon con o sin adicion
de soportes inertes adecuados.

103) Procedimiento de obtencién de productos proteolj[

ticos enzimdticos con actividad queratinolitica.

Todo seglin, queda descrito y reivindicado en la presen
te Memoria que consta de catorce hojas foliadas y escritas a

maquina por una de sus caras.

Madrid, 2 de Noviembre de 1.962.



	Bibliographic data
	Description
	Claims



