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La presente invenocidn se relaciona con un proceso de hidrolisis |

do matoriales proteinicos y con el resultgnte producto. Mis particu-
larmente, la invencion se refiere a un prooeso de hidrolisis de pro-
teinas por mezcla de material proteinico con el fermento Saccharomy~
ces platensis proteolytica, n. sp., y fermentacidn de le mezcla hasta
que las proteinas sean hidrolizadas.

Se ha descubierto que cuando se mezclan materiales proteinicos
o se inoculan con un culiivo de Saccharomyces platensis proteolytica,
la proteina es hidrolizada en polipéptidos y dcidos aminos, tras lo -
cual termina la accion proteolitica del fermento. Esto prodgoe una -
pasta gque contiens polipéptidos y dcidos aminos, manteniendo dicha
pasta sus caracteristicas fisicas en almacenamiento durante un tiempo
considerable sin reguerir ningin agregado o rellenador. Esta pasta pue
de usarse como forraje para alimentacidn de animales o como fertili-.
zante, Bl forraje o producto hidrolizado tiene otros usos que se des—
cribirén mas adelante.

Como fuente de proteina puede usarse cualguier material protei
nico tal como pescado en su totalidad o partes del mismo, organos in-
tornos de animales, embriones enimales, productos de animales como -
huevos o carne, sangre, etc.

Es un objeto de la presente invencidn proporcionar un proceso
de hidrolizacién de material proteinice.

Otro objeto es la provisidn de un proceso para hidrolizer mate-
rial proteinico por fermentacién de una mezcla del material proteini-
co y el fermento Saccharomyces platensis proteclytica.

Otro oﬁjeto es el de proparcionar un preducte gue compronds ma
terial proteinico hidrolizado.

. Estos y otros objetos de la presente invencién resultarin fécil
ment; evidentes mediante la siguiente descripcidn.

Se ba descubierto y aislado un nuevo fermento proteolitico que
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| ba recibido el nombre de Saccharomyces platensis yroteclytica. Este
ferﬁ:ento fué aiglado de la superficie del higado de la "Corvina roncs .
dora" {Micropogon opercularis), un pez doméstico comin en el Rioc de la
Plata. Este fermento fué aislado por métodos ordinarios de aislamien= -
to de fermentos.

Se ha realizado un depdsito de un cultivo de. este fermento en
la Bscuela de Veterinaria de Montevideo, Universidad de la Repiblica

de Uruguay, y se le ha asignado el nlmero L. 1.040.

Propiedades morfologicas del Saccharomyces platensis proteolytica.
(1) Caracteristices de reproduccidn vegetativa.

a) En agar de patata a 259C: Buen desarrollo y eficaz reproduc=
cién al cabo de 48 horas. Tipico conglomerado de fermento de un tamafio
varisble. Después de 72 horas, vacuolas cenirales o polares, predomi-
nando la forma esférica. Germinacidn por gemacidn que nace en cual-
guier parte de la oélula, pero preferiblemente en los polos. |

b) En agar de harina de maiz a 25%C: Gemacion similar.

o) En caldo de dextrosa y sacarosa (caldo nutritive Difco 0,8 %,
sacarosa y dextrosa 1 ¢, agua destilada 100 ml): Brotes poleres, en
su mayoria en forma de un boton, que estan unidos a la c¢élula por un
pedinculo tefiido en gramnegativo.

(2) Forma y temafio de las células,

En medios de extracto de malta, agar de patata y harina de nsz
a 259C: Tamafio medio, 9 x 6 micras, siendo la célule mas pequefia de

5 x 3 mioras y ls mayor de 15 x 8 micras.

(3) Formacidn de ascosporas.

Agar CGorodkova, blogues de yeso ¥y trozos de patata o zanahoria
fueron los materiales usados. Los trozos de patata y zanahoria fueron
rechz_;zad‘os debido a un des{u-rollo demasiado vigoroso, con escasa pro-
duccidn de esporas sl cabo de 8 dias. Se usd la téonica de tefiido de

Kufferath. Nimero de ascosporas por célula: 2-3, muy frecuente; 1, muy
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- frecuente; 4, muy rarc. Emplazamiento: cuando hay $6lo una, es polar

o central; cuando dos, simétricas y polares; cuando tres, en un tridn
gulo; y cuando cuatro, en un rombo.

(4) Propiedades de las ascosporas

Forma: "In vivo", muy esférica y tefiidas, algo alargads o re-
donda.

Color: "In vivo", esferas refringentes y limpidas o con grénu-
los grisaceos en su interior. Con Kurferath, se tifien en un rojo bri-
llante. '

Divisions No.

Arrugamiento de peredes: No. Arrugamiento de ﬁordess Ne.

Presencia de gotas de grasa: No.

Tamafio: "In vivo', 4 x 4Amioras. Hediante Kufferath, 3 x 3 mi-
eras.

(5) Caracteristicas macro-morfoldgicas de 1los cultivos

Bxtracto de malta, 259C: Deposito formando ebundante sedimento
en el fondo del tubo y 1iquido sobrenadante limpido y translicido.

En medio de Raulin, 25¢C: Buen desarrollo, formando un depdsito
blanco grisdceo gque asciende en forma de nube al agitar el tubo.

En un medio de caldo nutritive de sacarosa y lactosa a 258(;
Abundante sedimento, color blanco grisaceo al cabo de 24 horas, aumen
tando hasta el cuarto o quinto dia, estacionandose entonces la repro-
duccidne.

Se producen colonias en agar de malta, agar de malta mds un 2 €
de carbonato cdlcico y en malia de gelatina, produciendo éste dltima
colonias gigéntes.

Coloniass 8 dias, lisas, levantadas, blancas vigorosass 30 dfas,

lisas, blancas, cremosas, lisas, mates y secas, barde festoneado.

Propiedades fisioldgicas

(1) Formacidn de la pelicula en un medio liquido.
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No forma una peliculs en extracto de égata a 259C y 17%C.

(2) Fermentacién de azicares.

Ensayos realizados en tubos de Durbam y por el Eiétodo de Guerra
a 250C. Observaciones después de 24-48 haras y diez dias. Fermenta lg
glucosa, galactosa, sacaross y maltosa. No fermenta & le lactosa. En-
un fermentdmetro de Binhorm, fermenta dos tercios de rafinosa en 48 ho
ras.

(3) Asimilacién de aziicares

En un medio liguido a 25%C y un medio auxanografico & 25¢Cs En
el primero, al cabo de 30 dias asimila a la glucosa, galactosa, saca-
rosa y maltosa. No asimila a la lactosa. En el segundo, al cabo de treq
dias, lo mismo.

(4) Asimilacidn de nitratos

Medio 1iguido: sulfato amonico, positiva,

Por auxanografia:

8) Nﬁtrégeno mineral, nitrato potdsico y salfato amdnico: positi
va,

b) Peptonass Bacto triptoné Difco y Peptone Meat Bowder, de la
Pine Chemical Company de Canadd: positiva.

c) Urea: positiva.

4) Acidos aminos (acrilicos), Asparazina y glicocols positiva.

e) Acidos aminos {ciclicos), Histidina y triptofan: positiva.

(5) Btanol como unica fuente de carbono

Negativa después de treinta dias a 259C.

(6) Particion de arbutina y esculina

Positiva después de 24 hoaras. Muy positiva después de 48 horas.
Cultivo a 25%8C,

(7) Produccion de pigmentos carotenocides

Por observacidn visuﬁl, negativa.

(8) Produccion de compusstos similares al almiddn
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Hegativa,

{9) Produccidn de ésteres
Negativa.

(10) Reaccidn en leche de litmus

Empieza después de 24 horas y se complete al cabo de cuatre dias,
reptonizando el medio, que se coagula pasados diez ‘diase.

(11) Divisidn de las grasas

Negativa.

(12) Produccidn de &cido

18 dias, positiva.

(13) Proteslisis

a) Hedio alcalino de huevos: Huevo (ianuel of MicrobiclOgical Me
thods, pps 55-56, de la Society of American Bacteriologists., HoGraw~ |
Hill Book Co.) con un 1 % de sacarosa: Un cuarto después de 24 horas;
completa al cabo de 48 horas.

b) Hidrolisis de gelatines 12 ¢ de gelatina con 1 ¢ de sacarosaj
la hidrolisis empieza después de 48 horas y se completa al cabo de 19

diaﬂu

(14) Variacidn del pH en el medio de caldo de sacarosa nutritivo

pH inicials 6,78; pH al cabo de 24 haras: 5,003 pH después de
48 horas: 4,25: pH después de 72 horas: 4,20; pH después de 4 afass
4,303 pH después de 7 dias: 4,50; pH después de 18 d{ass 5,18.

(15) Peder alcoholégeno

Permentacidn de un liguido conteniendo un 0,8 % de caldo Difco
nutritive, 10 £ de sacarosa y 100 ml de agua destilada & 259C,

Azicar restante (evaluada como azioar invertida): 24 horas, 7,68
g; 48 horas, 4,76 g3 72 horas, 370 g; 7 dias, 0,125 g.

Alcohol formados: 24 horas, 0,993 g3 48 horas, 2,840 g; 72 horas,
3,726 g3 7 dias, 4,968 g.

Ejemplo.- El fermento o levadura anteriormente degcrita estad ad
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- mirablemente adecuada para la hidrolizacion de material yroteinico.

4 titulo de ejemplo, pueden usarse ocomo materiales proteinicos pesca-
do entero, restos de éste, Organos animales internos o embriones ani-
males. Bstos materiales se muelen finamente para hacer una pasia homg
génee, También puede usarse sangre sin desfibrinar o huevos enteros
como material proteinico.

Con 1.000 kg de cuaslquiers de los materiales anteriormente des
critos o mezclas de ellos, se mezclan intimamente 200 kg de aztcar y
melazas de remolacha. A 100 kg de esta mezcla se agrega 1 litro de un
cultivo del fermento o levadura Saccharomyces platensis proteolytica.
Este cultivo tiene uns concentracidn de un millén de oSlulas de leva-
dura por ml. Sin embarlo, la concentracidn de las células de levadura
en 8l cultivo es variable y puede incrementarse sin limite, si se de-
Sea.

la mezcla del materiasl proteinico, szicar y levadura se mantie-
ne a una temperatura de 22 a 259C. En ccasiones se agita la mezcla,por
ejemplo tres veces al dia, durante 8 dias. Entre el tercer y el cuar-
to dia, el volumen de la mezcla sumentara a mas del doble y casi el
triple del volumen original. Durante este periodo, el pH inicial, que
es vaiiable de.acuerdo con el material proteinico iniecial, disminuira
lentamente. Entre el cuarto y el quinto dfa, el pH sera sproximadamen
te de 5,00=-4,80 y empezara lusgo a ascender, estabilizdndose entre el
octavo y el décimo dia entre 5,75 y 5,85 aproximadamente, en cuyo un
to termina la fermentacién.

E1l producto al final de la fermentacidon es una pasta que tiene
pardo més o ménos cgcuro, dependiendo el color del materisl proteini-
co inicizl. Bl olor de la masa en fermentacidon durante las primeras
fases es el de fruta madura (manzaena), asemejéndose el olor final al
de h;gos 8eC08.,

BEl producto final de la fermentacion, si se mantiene frio y cu-
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Tbierto, conservara sus propiedades en almacenamiento ;;rante un periglw
do indefinido. .

Aungue la fermentacidn anteriormente descrita se efectia prefe=
riblemente a una temperatura de 22 & 259C, la temperatura puede ser
cualquiera a la que se desarrolle la lovadura. En gentide lato, el or—
den de temperatura de fermentacion estd comprendido entre 8 y 379C
aproximadamente. Sin embargo, en la practica, lae temperaturas inferio
reg pueden no s;r tan deseables porque la hidrolisis de la proteina es
menos completa. La temperatura ideal para almacenar el productc final
es de 12 a 189%C aproximadsmente, si bien puede ser tan elevada como de
25%8C o incluso algo mayor.

Durante la fermentacidn, la presencia o ausencia de oxigeno ca-
rece de importancia, ya gue el fermento es anserobico. En el anteriar
ajenplo, la fermentacidn se 1levd a cabo abierts a la atmosfers. Andlo
gamente, la presencia o ausencia de oxigeno durante el almacenamiento
carece de importancias

En lugar de afiadir aszlcar o melsza de remolachsa, puede hallarse
presente cualquier azucar fermentable durante la fermengacién. Por -
¢jemplo, puede usarse maltosa, glucose, gelactosa, saocarosa o cualguier
otro agicar fermentable.

Bl producto final de la fermentacion puede usarse como forraje
para alimento de animales o como fertilizante. Ademés, el materisl pro
teinico hidrolizado puede usarse como alimento de consumo humano o de
suplemento alimenticio y como medicina, particularmente en casos geris
tricos y pedidtricos. En tales casos, es frecuentemente necesario pres
cridir proteinas especificas o preparados concentrados de &rganos in-
ternos, por ejemplo concentrados de higado.

Como alimento animal, el producto final puede comprender del 30
al 40 % de un alimento equilibrado pare pollos, cerdos, etc.

Los productos de pescado hidrolizados pueden usarse como base pa
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r'ra insecticidas o agenteé para combatir plagas en los que la bas? fqg-
cionara para atraer a los insectos.

La sangre hidrolizada puede usarse industrialmente para la pre-
paracidn de sustancias espumentes tales como las gue se emplean en los
extintores de incendios. |

Durante la hidrolisis, la cantidad de vitamina B1 ¥ By, que se
encuentra naturalmente en el maferial proteinico, tal como en el pes~=
cado, results incrementads. Como el proceso de fermentacion se lleva
a cabo a una temperatura relativamente baje y puede efectuarse en un
recipiente cerrado, no se pierden proteinss, vitaminas ni sales ﬁine:g
les, Por el contrario, se sfiaden al material proteinico, los minerales
e ingredientes de melszas y aguellos que la propia levadura produce.

La cantidad de azucar afiadide al material proteinico no es ori-
tica. La cantidad preferida de asucar puede variar entre el 18 y el
20 % aproximadamente en peso del material proteinico,

Hemos decuplicado el poder proteolitico de la levadura Saccharo
myces Platensis Proteolytica, desde el momento que en la actualidad
s0lo se necesita un litro de culiivo, con un milldn de odlulas viables
pars una tonelada de pescado molido, en vez de 100 kilos de pescado
molido.

La temperatura de incubacidn ha sido nodificada parque sncontra
mos que trabaja mejor entre 35-379C en vez de 22-25¢C,

" Al aumentar el poder poteolitico, ya no son necesarios 8—10'd{as,
gino que el procesc se deserrolla entre 48-72 horas.

En vez de obtener una pasta, ahara por la actual hirolisis ob-
tenemos un liguido espeso.

Podemos usar cualquier azicar fermentable excepto la lactosa que
ni fermente nissimila la levadura.

le mejor proteolisis determina que el producto sea mejor aprove

chado por el animal, lo que permite bajar el porcentaje de forraje &

"
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~ la proporcidn del 10 al 12 .
' En‘base al mejor poder proteolitico, tawbién he sido posible ba=
jar la cantidad de fuente energética, que siendo del 18 al 2 ¢, ahora
puede utilizarse entres e1 7 y el 10 %. Cualquier azucar es utilizable,
excepto la lactosa.
REIVINDICACIONES

En resumen, la Patente de Introduccion que se solicita, recaera
sobre las reivindicaciones siguientess ‘

{8,- Proceso para hidrolizar proteinas, que comprende la inocu-
lacidn .de materisl proteinico con Saccharomyces platensis proteolytica
en presencia de un asucer fermentable a excepcion de la lactosa, y la
fermentacidn de la meszocla.

28,~ Procesc pars hidrolizar proteinas, gque comprends la inocu-
lacidn de material proteinico con Saccharomyces platensis proteolyti-
ca en presencia de un azucar fermentable, exceptec la lactbea, ¥y la fer
mentacion de la mezcle & una temperatura comprendida entre 35 y 379C.

3e,~ Proceso pera hidrolizar proteinas, que comprende la inocu~
lacion de materiel proteinico con Saccharomyces platensis proteolyti-
ca en presencia de un agticar Pfermentable, excepto la lactosa, y la fer
mentecion de la mezcla a una temperatura comprendida entre 35 y 379C =
aproximadamente, hasta que se estabiliza el pH entre 5,2 y 5,4.

48,~ Proceso pars hidrolizar protveinas, que comprende la inocu~
lacién de materisl proteinico seleccionado de la clase de pescado, ani
mal, sangre, huevos y mezclas de ellos, con Sacchasromyces platensis
proteolytica en presencis de un aszicar seleccionado del grupo consis~
tente en maltésa, glucosa, galactosa y sacarosa, y la fermentacion de
la mezcla a una temperatura comprendida enire 35 y 37#C aproximadamen
te, hasta que se estabiliza el pH entre 5,2 y 5,4, siendo el porcenta
je d; hidrolisis como minimo del 60 % en relacidn con el material pro

teinico tratado.
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5¢,- Proceso para hidrolizar proteinas, que comprende la inoo_gq
lacion de material proteinico com Saccharomyces platensis proteolyti-
ca en presencia de melazas, y la fermentacion de la mezcla.
. 68,- Se reivindica por ultimo como objeto sobre el gue ha de
recaer la Patente de Introduocién que se solicitas "PROCESO Pm HI-
DRCOLIZAR FROTEINAS".

Todo tal y como se describe y reivindica en la presente Memoria,
que consts de once paginas escritas a méquina.

Madrid, 28 Noviembre 1962
ALFONSO UNGRIA

.
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