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-aproximadamente 12, Este procedimiento de depilado es per

El presente invento se refiere a wun procedimien
to en la produccién de composiciones depiladoras.

IEn el antiguo procedimiento de depilado se co
locaban los cueros en un bafio que contenfa Hidrdxido de.

calcio y sulfuro de sodio y que tenfa un valor de pH de

Judicial para el pelo que pudiera ser de valor comercial.

Durante los Ultimos afios se ha hecho uso de

composiciones depiladoras que contienen enzimas probeoli-

‘ticas, y el depilado se ha llevado a cabo a wn valor de.-

pH més bajo comprendido entre 7 y 10, 1o cual no afecta
al pelo. Por otra parte no se obtiene hinchemiento del mg
terial de las pieles o cueros como ocurria en el antisuo

procedimiento de depilado, lo que provoca dificultades en

el ulterior trabtamiento de las pieles o cueros.

El procedimiento de acuerdo con el invento se
caracteriza principalmente por incorporar en composicio-
nes depiladoras una o més enzimas proteoliticas que mues-—
tren actividad proteolitica 6ptima contra la hemoglobina
en presencia de urea a wn valor de pH superior a 9.

Estas enzimas proteoliticas son desconocidas

hasta ahora y su presencia en las composiciones depilado-

ras constituye una mejora material de la técnica.

Durante su metabolismo, un gran nimeroc de bac-
Pterias hasta ahora desconocidas forman enzimas proteoliti
¢as que pueden ser usadas en el procedimiento del invento.

A parbtir de muestras de tierra, estiércol o
abono animal y cierto nimero de otras fuentes naburales
?os inventores han aislado alrededor de un ciento de ce-

pas o géneros de bacterias, han llevado a cabo investiga-
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ciones taxondmicas y han encontrado que todas las bacte-
rias hasta ahora desconocidas pertenecen al género Baci-
1llus, pero que ninguna de ellas pertenece a ninguna espe-
clie conocida para los inventores, y que, hasta donde lie-
gan los conocimientos de los inventores, no pertenecen a
las mismas especies. Ademids, dentro de las mismas espe-
cies habla en la mayoria de los casos diferentes géneros:
y diversas variedades.

Con el fin de aislar las bacterias hasta ahora
desconocidas referidas anteriormente, se ha hecho uso de
una nueva técnica.

Muestras de tierra, estiércol animal u otras
fuentes nabturales han sido diseminadas sobre medios nu-
trientes que tienen un valor de pH elevado (9 a 11) ¥ las
bacterias capaces de crecer bajo bales condiciones alcall
nas son luego aisladas y sometidas a posteriores investi-
gaciones como a produccidn de especies y enzimas.

En la mayoria de los casos, Se ha hecho uso
también de cierto nfmero de diferentes métodos de enrique
cimiento.

Métodos de enriquecimiento son conocidos en

la técnica. Se puede hacer referencia a Hayalshi, lMethods

Ain Enzymology, Vol. 1, 125-131. Un principio consiste en

dejar una muestra de cultivo natural sobre un medio nu-
triente que tiene una composicidn especifica y elegida que
favorece el crecimiento de un microcrganismo que da pro-
ductos metabdlicos que tienen las propiedades ya deseadas.
Otro principio consiste en guardar la muestra natural Jjun
tamente con un compuesto, tal como una sal inorgdnica, fa

voreciendo el desarrollo del deseado microorganismo, cir.
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VMQA. El Nakeeb y H.A. Lechevalier, Appl. Microbiole, Vol.

1, 75 (1963), y despuds de ello diseminar la muestra so-
bre un medio nutriente adecuado ajustado a un valor de pH
dentro del orden de 8 a 12.

Algunos de los miembros hasta ahora desconoci
dos del género Bacillus que han sido aislados ¥ probados
taxondmicamente y para produccién de enzimas proteoliticas
han sido recopilados en la Tabla I de abajo, en la cual
la primera columna contiene el nlmero de referencia de
los inventores, la segunda columna el nfmero bajo el cual
la bacteria ha sido depositada en The National Collecbion

of Industrial Bacteria, Torry Research Station, Aberdeei,

Scotland, la tercera columna la fuente de aislamiento, ¥

la cuarta columna el método de enriguecimiento utilizado.
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Las investigaciones taxondmicas de todos es-
tos miembros del género Bacillus han sido llevadas a cabo
utilizando los métodos descritos por Smith, Gordon & Clark
en "Aerobic Spore-forming Bacteria", U.S. Department of
Agr., Monograph No., 16 (1952). Estos métodos estin consi-
derados afin ahora como unos de los mis satisfactorios, pe
ro hubieron de ser modificados en vista del hecho de que
todos los medios nutrientes tenfan que ser ajustados so-
bre unos valores de pH mucho ms altos que los indicadcs
por Smith, Gordon & Clark porque todas las especies dz
Bacillus enumeradas en la Tabla I crecen a valores de pH
elevados.,

Las bacterias pueden ser divididas bastante
correctamente en grupos morfoldgicos. Estos grupos difie-
ren unos de otros en una magnitud tal que actualmente re-
presentan especies separadas.

Entre los grupos morfoldgicos se han encontra
do variaciones en las reacciones biogquimicas. Sobre las
bases de esbas variaciones los grupos se han subdividido

en variedades que son representadas por uno o mis géneros.

Las investigaéiones taxondmicas se describen
con detalle en la memoria de la pabtente espafiola nlmero
358,722,

Sobre las bases de las investigaciones taxond-
micas de los inventores los miembros del género Bacillus
recopilados en la Tabla I serian clasificados como apare-

ce en la tabla IT siguiente.

- 375480
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Tabla IT
Especies Variedad Cepas
a ¢ 300, C 301, C 360
I C 372, C 374
G 302, C 334
c G 323, C 339, C 352,
C 369
a C 303, C 311, C 336
II G 335, C 341 !
a ¢ 203, G 354, C 357,
C %66, C 367, C 371,
G 375, C 378 ;
Iv b G 351, G 356, C 364, |
C 376, G 377, C 441 :
c C 358, G 410
T C 365, C 412
I 2 ¢ 373
b C 325, C 413
VII ¢ 370
|
!
Las enzimas proteoliticas a utilizar en el ;
procedimiento seglin el invento pueden producirse por cul-:
L pivo aerobio de cualguiera de las especies y cepas de las

‘bablas T y II. El cultivo se lleva a cabo de acuerdo con
glos principios conocidos en la técnica, salvo que duran-
"te el cultivo el medio nubtriente que contiene fuentes de
écarbono v nitrdgeno asimilables, se mantiene a un valor

fde pH superior al utilizado hasta ahora, preferiblemente

- 10 -
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dentro del margen de 7,5 a 10,5. Los rendimientos obteni—\
dos se determinan por el bien conocido método de la hemo-
globina de Anson, cfr, Journal of General Physiology, 22,
79-89 (1959). Una unidad de Anson significa durante toda
esta memoria la cantidad de enzima proteolftica que di-
glere hemoglobina a un valor de pH de 10,1 ¥ a una tempe-
ratura de 259C, durante wn tiempo de reaccidn de 40 minu-
tos con una velocidad inicial tal gque por minubto hay for—l
mada una cantidad tal de productos divididos que no puede
ser precipitada con &cido tricloroacético que estos produc
tos divididos dan el mismo color con reactivo de fenol co
mo lo hace un miliequivalente de tirosina,

El medio nutriente estd compuesto en conformi
dad con los principios del arte conocidos. Fuentes conve-
nientes de carbdn asimilables son hidratos de carbono, ta
les como sacarosa, glucosa, almiddén, harina de granos ce-
reales, malta, arroz, sorgo, etc. La concentracidn de car
bohidratos puede variar entre limites bastante grandes,
por ejemplo, por encima del 25% y por debajo del 1 - 5 %,
pero generalmente seria adecuado del 8 - 10%, estando cal
culado el porcentaje como dextrosa. Se ha encontrado que
la presencia en el medio nutriente de carbohidratos dari
lugar a la formacidén de componentes acidicos, resultando
un decrecimiento del valor de pH durante el cultivo. Como
es esencial mantener el valor del pH del medio nubtriente
entre el orden de 7 a 12 durante el cultivo, deben ser to
madas medidas que no dejen caer el valor del pH por deba-
jo de 7 en un periodo esencial durante el cultivo., A fin
de mantener el valor de pE entre el margen requerido, pue

de ser usada una cantidad limitada de carbohidratos junta

375480
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mente con una sustancisg reguladora que sea capaz de man-

tener el requerido valor de pH. Se ha encontrado que car-

bonatos, particularmente sesquicarbonatos, utilizados en
una concentracién de hasta 0,2 M en el medio, es capaz de
crear un valor de pH de aproximadamente 10,5 v 9,3, res-

pectivamente,

Tembién pueden utilizarse otros Ssistemas resu

‘ladores o tamponadores, tales como reguladores de fosfa~

S

GO,

Es teambién posible iniciar el cultivo con un

‘bajo contenido de carbohidratos y afiadir pequeflas cantida

des de carbohidratos sucesivamente durante el cultivoe,

Una tercera posibilidad es hacer uso del con-

trol de pH aubomitico por adicidn de varias sustancias de

reaccidn bésica utilizadas en esta técnica.
El uso de carbonatos y sexquicarbonatos como

sustanclas controladoras de pH es muy Gtil y es sorpren-

dente que es posible durante el-culbivo utilizar estos

5com;puestos en las concentraciones ya referidas.

La fuente de nitrdgeno en el medio nutriente
buede ser de naturaleza inorgénica y/u orgénica. Fuentes
inorgénicas de nitrégeno adecuadas son algunos nibtratos v
:sales de amonio, y entre las fuentes de nitrdgeno orgini-
Ecas hay todo un nfmero conocido para uso en procedimien-
tos de fermentacién y en los cultivos de bacterias. Ejem-
plos que llustran son harina de soja, harina de semilla
ﬁe algoddén, harina de cacahuet, caseina, licor de macera-
?ién de malz, extractos de levaduras, urea, alblmina, ete.
é Ademés, el medio nutriente contendrfa natural-

mente las sustancias traza habituales.
¥

3
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La temperatura a la que tiene lugar el cﬁlti
vo estd normalmente en el miscmo margen que la del culbivo
conocido de las especies conocidas del género Bacillus,
Generalmente e¢s conveniente una bemperatura entre 25 ¥
552C, Lo temperatura es preferiblemente 50 a 402G,

Como los cultivos se han de llevar a cabo ba-
Jo condiciones aerobias, es decir, cuando se usan tanques
de fermentacidn, se hace necesario el uso de aireacidn ar
tificial. La cantidad de aire es semejante a la que se
usa en procedimientos de culbtivo conocidos.

En general los rendimientos mixinos de engi-
nas proteoliticas serdm obbtenidos despubs de wn tiempo de
cultivo de 1 a 5 dias.

Ejenplos ilustrativos de medios de culbivo
adecuados son:

1) Medio BPFA con la siguiente composicidn:

Narina de patata 50 g por litro de agua corrientd
Sacarosa 50 g " noon " "
Harina de cebada 50 g " " " n "
Harina de soja 20" nooon " "
Caseinato sbddico 10 g " nooon " 1

L 5 " f i} " "
NaQHPO4.42H20 9 g
Pluronic 0,1 gV nooom 1 "

2) Medio BSX con la siguiente composicidn:
Harina de cebada 100 g por litro de agua corrients
Harina de soja 30 g " oo " n
Pluronic 0,1pg 1t i " 1

Anbos medios son ajusbados al valor de pH de-
seado por adlcidn de sesquicarbonato o sosa bajo condicig
nes ostériles. El almiddn comtenido en los medios fue 1li-

cuado por medio de alfa-amilasa antes de la esterilizacidn

- 375480
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| Valor de pH antes de la

Los dos medios de cultivo BPFA ¥y BSX, cuaﬁdo
se usan para cultivoe en'tanqﬁes de acero inoxidable de
550 litros bajo condiciones sumergidas y aireacidn artifi
cial, darfn los resulbtados compilados en la siguiente Ta-
bla ITT que da tembién informacidn de los géneros utiliza,

dos y de las condiciones de cultivo.

Tabla ITI
Cepas , G 3351 C 329 C 351
Medio BPFA | BPFA BSX

inoculacidn 10,2 10,5 10,2

Temperatura de culbivo -
en grados Celsius 4 1 3 “54

3

1 dire, m” por minubto 0,25 | 0,25 0,3

Tiempo de cultivo en
| horas 84 o7 ' 83

1 Valor de pH final 9,2 9,1 9,35

Actividad proteolitica
final expresada en uni
| dades Anson por kg de

substrato 40 29 33

Con el género ¢ 303 en cuatro series bajo di-
‘ferentes condiciones se obbienen los resultados compila-

fdos en la sigulente Tabla IV.




Tabla IV
Cultivo ng, 1 2 3 4
Harina de cebada 100 100 150 200
g/1itro
Harina de soja
g/1litro 30 30 45 60
Pluronic ml/litro | 0,03 0,03 0,03 0,03
NaZCOB(adicién es-
téril antes de la
inoculacidn) 0,2 M 0,2M | 0,2M | 0,4 M
pH antes de la
inoculacién 10,1 10,1 10,35 | 10,1
Temperatura de
| cultivo oC 34 34 34 34
| Aire m?/minuto 0,3 0,3 0,3 0,3
| Tiempo de culti- ;
vo en horas 125 104 113 126 :
pH méximo 9+3 9,3 9,6 93 .
Miximo de unida- f
des Anson por kg | 67 80 77 66
, |
Las enzimas proteoliticas pueden ser recupera-;
das a partir del caldo de cultivo por centrifugacidn, pre-!
%ipitando la enzima a partir del liquido asi obtenido por ;

ladicidn de Na,80, o etanol, separando el precipitado del

i
5 iliquido por filtracién con kieselgur como auxiliar de f£il %
%racién Y secando el precipitado para formar un polvo que g
ﬁontiene las enzimas proteoliticas activas. |
| En la memoria de la Patente espafiola no,
?358.722 se encuentra mis informacidn detallada sobre la

10 broduccién Y separacidn de las enzimas proteolfticas a
1.4,70.
- 15 -
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utilizar en el procedimiento del presente invento.

Pruebas de las enzimas proteoliticas obbeni-

‘das por los géneros enumerados en la Tabla II han mostra—~

do que hay diferencias materiales entre las encimas con

respecto a sus propiedades,

Con respecto a la actividad proteolitica pa-

.rece que las enzimas pueden dividirse en dos grupos o ti-

pos cuendo la actividad proteolitica se mide a pH 12 por
el método de Anson y se expresa en porcentaje de activi-

dad mixima, a saber:

Tipo 1: 100 a 80 %
Tipo 2: 80 a 50 %

En el procedimiento del presente invento se

prefiere incorporar en las composiclones depiladoras una

‘0 més de las enzimas proteoliticas de tipo 4, pero tam-

bién pueden ubilizarse las enzimas de tipo 2.

Es sabido en la téenica que los iones calein
estabilizan la actividad de la mayoria de las enzimas »ro
teoliticas, Las nuevas enzimas producidas por las bacte-
rias enumeradas en la Tabla I y divididas en especies ¥
;§ariedades en la Tabla II han sido probadas con respecto
Ea_los efectos estabilizadores de los iones calcio en una
Econcentracién de 0,011 a pH 10,5 v 11, y la estabiliza-
cibén ha sido seflalada en porcentaje de actividad residual
después de dejar estar 30 minubos a 502C. Los resulbados
de los tipos de enzima probados y el efecto de esbabliliza
cidén de los iones calcio son recopilados en la Tabla V en
‘la que'mas" da a entender que la actividad proteolitica xme
Esidual en ausencia de iones calcio estd por debajo del

580 % de la correspondiente actividad del control en presen

g - 16 L 7 =g OO 7 ».‘ ,
375480
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cia derionés calcio, y "menos" significa que la actividad
proteolitica residual en ausencia de iones calcio esté
por encima del 80% de la actividad correspondiente del

control en presencia de iones calcio.

Tabla V
Especies | Var. Cepas géggmge ?ﬁ::gign
ot
- a ¢ 300, C 301, C 360, 1 +++4t
¢ 372, C 374
I b ¢ 302, C 334 1 ++
¢ C 323, C 3329, C 352, 2 244+
C %69
a | ¢ 304, C 311, C 336 1 it
I C 335, C 341 2 ++
a | 0303, O 354 C357,)] 1 |--mmm- ?.
C 366, C 367, C 371,) '~
C 375, C 378 ) )
| b | €351, C 356, C 364,)| S Jo—
C 376, C 377, C 411
' c C 358, C 410 1 -+
v ¢ 365, C 412 1 -2
VI a | ¢ 373 1 -
b C 325, C 413 1 ??
VII ¢ 370 1 -

!
)
'

;ducidas por las cepas enumeradas en la Tabla V ha sido
gprobada no solamente a pH 12, sino también a valores de
%pH inferiores para dar una impresidn més detallada de la
;actividad proteolitica a diferentes valores de pH y mis

‘informacién de la actividad de los tres tipos de enzimas.

-7 - 37%!&%0
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,Con propdsito de ilustracidn se hace referencia a los dai-:

buaos en los que :

; Fig. 1 muestra la actividad proteolitica de la enzina
producida por la cepa C 511, pertenecciendo di-
cha enzima al tipo 1, ¥

Fig. 2 muestra de la misms meners la actividad de la

enzima producida por la cepa C 335, pertene-
ciendo dicha enzima sl tipo 2.

Deberia entenderse que el propdsito de mos-
trar las curvas de actividad en los dibujos es para ilus-
‘trar en principio la diferencia de actividad de los tres
tipos de enzimas proteoliticos al variar log Valores de
PH y que la curva de actividad bara cada tipo puede variar
algo sin pérdida de su apariencia caracteristica. En es-
;tas curvas se ha llevado sobre el eje de abscisas el pH
Ty sobre el de ordenadas, la actividad en porcentajes.

' La utilidad de las enzimas Para su incorpora-
cibn en composiciones depiladoras se desprenderd de las
5siguientes bruebas:

a) Estabilidad contra surfactantes o_agentes

%ensoactivos.
: La estabilidad de soluciones que contienen la |
pnz1ma Yy diferentes surfactantes fue determinada utillzan-,
do tres surfactantes tipicos en concentraciones correspon-
dientes a las empleadas en la solucin de lavado: '
' 1. Jabbn 0,25 g por litro

2. DBS -un slcohil-aril-sul-
fonato (50%) 2,5 g por litro

3. TAS sulfato de alcohol
i de sebo (25%) 5,0 g por litro

- 18 -
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La concentracién de enzima fue 0,1 wnidad Anson por‘
litro. Los condiciones de prueba fueron 30 minutos a 502C
a pH 10, y el método de andlisis fue el método de la ni-
tro-caseina, ¢fr, E.v. Pechmann, Biochemische Zeitschrift,
Bd., 321, 248-260 (1950).

Los resultados se compilan en la Tabla VI, en la

que las cifras han de entenderse como sipue:

Las cifras situadas antes de la barra mues-

tran el porcentaje de la actividad residual, cuando se rea

liza el andlisis inmediatamente despuds de la adicidn del
surfactante, es declr, estas cifras dam une indicacidn
del grado inicial de inactivacidn.

Las cifras situadas después de la barra indi-
can la diferencia entre esta actividad residual inicial N

el porcentaje de actividad residual después de 30 minu-

Vtos.

b) Tipo de enzima

Se ha encontrado que todas las preparaciones
de enzimas son inhibidas momentineesmente y completamentie
por el fluoruro de fenilmetilsulfonilo, lo cual significa
que todas las enzimas tienen serina en el centro activo.

¢) Estabilidad de pH

En conexidn con las cinco preparaciones de en
zima ha sido determinada la estabilidad a diferentes valo
res de pH bajo las siguientes condiciones:

- Duracidn: 24 horas a 25 oC
Valores de pH 5-7-8-10 - 12

Concentracién de enzima 0,2 unidades Anson por

litro.

En la Tabla VI se indica el margen de pH den-

- 375480



Etro del cual se hubo encontrado una actividad residual de;

.80 & 100%.

' Pruebas de las preparaciones de enzimas producidas

Epor la cepa C 303 contra sulfito sddico han demostrado qué
5 ;la enzima no es sensible a este agente reductor, lo cual

épuede indicar que los puentes S-8 no son esenciales para

1

- la estructura terciaria de la enzima.

1.4.90, |
- 20 -
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A partir de la Tabla VI se verd que cierto nd
mero de preparacilones de enzimas muestran propiedades de

estabilidad asombrosas.

En general, las enzimas proteoliticas se in-
corporan en las composiciones depiladoras en forms de una:
mezcla sélida o liquida de las enzimas proteoliticas y
otros componentes que actfian como vehiculos, Cuando las

pPreparaciones o composiciones de enzimas estin en forma

. s61ida, pueden consistir en grénulos en los que estin in-

corporadas las enzimas, por ejemplo Jjuntamente con obras
enzimas o susbancias que tlenen otra actividad que la en-
zimdtica Gtiles para la utilidad de las composiciones de-
piiadoras. Cuando las enhzimas no son utilizadas en Torma
cristalina, pueden ir acompafiadas por impurezas de nabu- _
. i
raleza orsinica, tales como proteinas y carbohidratos del:
nedio de cultivo,
' Las composiciones enzimébicas en forma liqui-:

da pueden consistir en soluciones o sugpensiones que con-:

tienen, si es necesario, agentes estabilizadores.

¥ R
Generalmente las nuevas enzimas del invento

se 1lncorporan en DPequeilas cantidades. En vista de ello

4las preparaciones o composiciones de enzimas normalmente

muestran un contenido en enzima que no excede de alrede-

dor de 10% en peso. »

Los siguientes experimentos ilustran el efec-f

Go de incorporar algunas de las nuevas enzimas proteoli@i%

cas en composiciones depiladoras.
Ejemplo 1

Un cuero de vaca- salado (el exbtremo) es cortgi

f
i
1
i

do en trozos que miden aproximadamente 20 x4 cm. Ios tro

zos son macerados 24 horas vy son separadas por raspado la

[ty .
— 22 - e‘«' c:'f [y
P B
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grasa y la carne. Las piezas de cuero son entonces colo-
cadas en 400 ml de soluciones de enzima diferentes conteni
das en vasos de 500 ml de capacidad. Los vasos son incuba
dos a 302C durante 24 horas. Los trozos son entonces saca
5 dos de las soluciones y los pelos son raspados con un trg

z0 de plexiglas. El efecto depilante es valorado de acuer
"do con la siguiente escalas

1. Facilidad vy coﬁpleta separacidn de los pelos.

2. Pacilidad de separacidn de los pelos, pero per

10 manecen ronchas de pelo en el cuero.

3. Ninguna o diffcil separacidn de los pelos.

Las soluciones de enzima proteoliticas usadas
contienen 1 g de hidrdxido célcico por 130 g de agua. Ia
cantidad de enzimas se manifiesta en la Tabla inferior

15 VII, que también indica los valores de pH al principio y
al final del procedimiento de depilado Jjuntamente con los

resultados del mismo.

3.2.70,
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| volumen, dando el intervalo de nimero total de unidades

Ejemplos 2 a 4

Se dejaron en reposo piezas de piel de vaca
de 10 cm x 10 cm a la temperatura ambiente sin agitacién 5
alguna en solucidn saturada de cal que contenia diversas
cantidades de la enzima. A intervalos adecuados se efec— 2
tuaron estimaciones del grado de desprendimiento del pelo,
utilizando una técnica de rascador simple y una evalua-
cibn de acuerdo con una escala arbitraria como sigue:

1. Desprendimiento completo

2. Se mantiene con slguna fuerza en ciertos sitios |

3. Ligero desprendimiento

4, No se produce desprendimiento alguno.

Las condiciones del experimento fueron:

Temgeratufa: Entre 16 y 252C (fluctuacidn normal
dia-noche).

DH: La solucién saturada de cal dio inicialmente ung
valor de pH de 12,3, el cual descendid durante el trans— ;
curso del experimento a 11,7.

DPiempo: Ias evaluaciones se hicieron a intervalos :
de 24 horas y el-desprendimiento fue completo dentro del g
perfodo de 48-65 horas, Log experimentos se interrumpie- f
ron a las 65 horas. :

Duplicacidn: Todos los experimentos se efectuaron
por duplicado. ;

Bactericida afiadido: En los ejemplos 2 a 4 se afia- :

did como bactericida 0,002% de sal sédica del Acido etil-
-nercurio-sulfuro-benzoico.

Concentraciones de Enzima: 0,02%, 0,1% y 1,0% peso/?

|
Anson en las soluciones como sigue:

- 25 -
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ATCATASE

Enzima de la cepa C 303
Enzima de la cepa C 367
Enzima de la cepa C 372

0,27-13,56
0,26 - 12,96
0,42-20,80
0,28-13,92

ATCATASE es la marca comercial y el nombre co
merclal Para una enzima proteolitica producida por culbi-

vo de cepas de Bacillus subtilis.

i Ejemplo 2
3’Piel de Vaca: JERSEY Evaluacidn del Des-
Prendimiento del Pelo

Enzima 0,02% 0,1% 1,0%
ATCATASE 2 5 5
Enzima de la cepa C 303 2 1 1
Enzima de la cepa C 367 1 1 1
Enzima de la cepa C 372 1 1 1
Controles de cal 4

2
Intervalo de unidades Anson/g de piel de vaca (x 107):

ATCATASE 1,9 - 9
Enzima de la cepa C 303 148 = 81
Enzima de la cepa C 367 3y hem 117
Enzima de la cepa C 372 243-~"110
Ejémglo 3
Piel de Vaca: DANESA BLANCA Y NEGRA ("Danish Blaék and
White")

Evaluacidén del Desprendi-
miento del Pelo

1,0%

Enzina 0,02% 0,1%

i ALCATASE 4 4 4.

i Enzima de la Cepa C 30% 3 2 1 ;
Eazima de 1a Cepa C 367 2 1 1
Enzima de la Cepa C 372 2 1 1 g
Controles de cal 4 %

- 26 - éi;;?'fg )
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' Intervalo de wnidades Anson/g de piel de vaca (x 107);
ALCATASE 1,4 - 69
7 Enzima de la Cepa C 303 145-- 74
‘ Enzima de la Cepa C 367 3,0 - 150
5 % Inzima de la Cepa C 372 1,6 - 79
f Ejemplo 4
%Piel de Vaca: DANESA ROJA ("Danish Red") ;
§ Evaluacidn del Desprendi—:
|
;

miento del Felo

10 Enzina 0,02% 0,1% 1,0%
ATCATASE 3 5 5
f Enzima de la Cepa C 303 3 2 1
Enzima de la Cepa C 367 2 1 1
Enzima de la Cepa C 372 3 2 1

15 Controles de cal 4
Tntervalo de unidades Anson/g de piel de vaca (x 105): @

{ |
i

ATCATASE 2,3 - 120

Enzima de la cepa C 303 1,6 - 80

Enzima de la Cepa C 367 2,7 - 140 -
20 | Fnzima de la Cepa G 372 2,2 - 410 |

]

| De los resultados se deducen con toda claridaa

dos puntos:
i 1. Las enzimas contenidas en los agentes de | -
desprendimiento del pelo de acuerdo con la invenciln son

esencialmente mis estables que la proteasa alcalina (ppgi

25 |
i teasa del tipo Bacillus subtilis) a los valores de pH ‘
i realmente altos que se utilizan, es decir, de aproximadaé
{ mente 12,3. ?
2. Tas enzimas conbenidas en los agentes de ;
30 é desprendimiento del pelo de acuerdo con la invencidn song
22.6.70.
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excelentes como agentes de desprendimiento del pelo para

. las pieles en combinacién con el procedimiento de trabo—

: miento con cal.

La relacidén liquido/piel es considerablemente

. mas alta de la que se utilizarfa en cualquier momento en

L la préactica, pero esto fue requerido por el tipo de equi-

" Do que se precisd utilizar en los ejemplos.

i
i
i

Ia caida de pH es mayor de lo que podria es-
Dberarse, y probablemente en la prictica el pH permancce—
ria por encima de 12,

En wvna escala industrial se hard uso de con-
trol de la temperatura y agitacidn de la piel durante el
tratamiento de desprendimiento del pelo, lo cual mejora—
rh los resulbados obbenidos en los experimentos arriba

indicados,

REIVINDICACTIONES

Tos puntos de invencidn propia y nueva que se
Presentan Para que seall objeto de esta solicitud de Pabten
te de Invencidn en Espafla, por VEINTE afios, son los si-
entes:

1.~ Un procedimiento en la produccidn de com-

i posiciones depiladoras, caracterizado por incorporar en

las composiciones wna o més enzimas proteoliticas que

. muestran actividad proteolitica dptima contra la hemoglo :

bina en presencia de urea & un valor de pH superior a 9.



2.- Un procedimiento segfn la reivindicacidn
.1, caracterizado vor incorporar una o mis enzimas que
. muestran una actividad proteolitica que es de 80 a 100%
~de la actividad mixima cuando se mide por el mébodo de
5 5 Anson a un valor de pH de 12.

3= Un procedimiento segin la reivindicacidn

1, caracterizado por incorporar una o mas enzimas que
nuestran una actividad proteolitica que es de 50 a 80% de
lo actividad mixima cuando se mide por el mébodo de Anson.
10 a un valor de PH de 12.

4,- Un procedimiento segin cualquiera de las
§reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por incorporar una
go mis enzimas producidas por cultivo de especies del géqg
' ro Bacillus capaces de crecer y producir las enzimas a un

15 | valor de pH del medio nutriente dentro del margen de 9 a
1.
i 5.- Un procedimiento segln cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por incorporar una
‘0 mis enzimas producidas por culfivo de una o mis de las
20 fespecies I, II y IV a VII definidas en la nmemoria descr@gi
biva. '
6.~ Un procedimiento sezin cualgquiera de las
éreivindicaciones 1 a 4, caracterizado por incorporar una
o mds de las enzimas producidas por las bacterias recogi-

en la Tabla I de la memoria descriptiva.

25

7.- Un procedimiento en la produccidén de com~-
posiciones depiladoras.
Tal v como se ha descrito en la Memoria gque

?antecede, representado en el dibujo que se acompafla y pam§

' ra los fines que se han especificado.

o 375480



Esta Memoria consta de treinta hojas escritas

. a mAquina por una sola cara.

2.0 i 1970

Madrid,
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