——

4—-2-’7{70

P.— 43.786
42206

- 375481"

o

Memoria descriptiva

Feei Mg TR N e A

o e

para solicitar PATENTE DE INVENCION EN ESPAKA  por 20 afios

a nombre de NOVO TERAPEUTISK LABORATORIUM 4/S

entidad /xdexnuztonatidadk danesa

con domicilio en PFuglebakkeve] 115, Copenhague, Dinamarca

‘por: "UN PROCEDIMIENTO EN LA PRODUCCION DE COMPOSICIONWES

~DETERGENTES Y DE LAVADO" (Clase Internacional C11d)

~

BAD ORIGINAL




10

15

20

25

30

4-2~T0

" lavado, incluidas las compogiciones de lavado de platos.

Estas composiciones son bien conocidas en la técnica y
pueden contener jabones solubles en agua, detergentes sin-
téticos anidnicos, tales como sales solubles en agua de
productos orgémicos de reaccibn de 4cido sulflrico, deter-
gentes sintéticos no idnicos, tales como compuestos produ-
cidos por condensacidn de'grupos de 6xido de alcohileno
con compuestos hidrdéfobos orghnicos, detergentes sintéta-
cos anfoliticos y otros detergentes sintéticos. También
pueden estar presentes en las composiciones formadores
alcalinos orginicos y formadores inorganicos, tales COuO
carbonatos, boratos, fosfatos, polifosfatos, silicatos

y sulfatos de metales alcalinos, preferiblenente sodioc.

ElL procedimiento segiin el invento se carac-
teriza principalmente por incorporar en toda clase de com-—
posiciones detergentes y de lavado una o mds enzimas pro-
teoliticas que muestren actividad proteolitica bptima con=-
tra la hemoglobina en presencia de urea a un valor de pl
superior a 9.

Estas enzimas proteoliticas son desconocidas
hasta ghora y su presencia en las composiciones detergen-
tes y de lavado da por resultado varias ventajas que se
explicaran mis adelante, con detalle en la meﬁbria des—
criptiva.

Durante su metabolismo, un gran nimero de
bacterias hasta ahora desconocidas forman enzimas proteo-
1{ticas que pueden ser usadas en el procedimiento del in-

vento.

.-975481
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o agbono animal y cierto nlmerc de otras fuentes naturales,
los inventores han aislado alrededor de un ciento de ce-
pas o géperos de bacterias, han llevado a cabo investiga-
ciones taxondmicas y han encontrado que todas las bacte-
rias hasta ahora desconocidas pertenecen al género Baci-

llus, pero que ninguna de ellas perbenece a ninguna espe-

- cle conocida para lcs inventores, y que, hasta donde lle-

gan los conocimientos de los inventores, no perbenecen a
las mismas especies. Ademds, dentro de las mismas especies
habia en la mayoria de los casos diferentes géneros y di-~
vergag variedades.

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

luestras de tierra, estiércol animal u otras
fuentes naturales han sido diseminadas sobre medios nu-
trientes que tienen un valor de pH elevado (9 a 11) y las

bacterias capaces de crecer bajo ftales condiciones alcali-

nas son luego aisladas y sometidas a posteriores investi-

gaciones como a produccidn de esgpecies y enzimas.
En la mayoria de los casos, se ha hecho uso
también de cierto nimero de diferentgs métodos de enrique-

cimiento.

Ié&todos de enriquecimiento son conocidos en
la técnica. Se puede hacer referencia a Hayaishi, liethods
in Enzymology, Vol. 1, 126~131. Un prinecipio consiste en
dejar una muestra de cultivo natural sobre un medio nu-~
triente que tiene una composicidén especifica y elegida que

favorece el crecimiento de un microorganismo que da produc
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tos metabdlicos que tienen las propiedades ya deseadas. ;
Otro principio consiste en guardar la muestra natural jun-—
tamente con un compuesto, tal como una sal inorgénica, fa—
voreciendo el desarrollo del deseado microorganismo, cfr.
If. A= El-Takeeb y H.A. Lechevalier, Appl. Kierobiol., Vol.
11, 75 (1963), y después de ello diseminar la muestra so-
bre un mediownutriente adecuado ajustado a un valor de pH
dentro del orden de 8 a 12.

Algunos de los miembros hasta ghora descono-
cidos del género Bacillus que han sido aislados y probados
taxonbémicamente y para produccidn de enzimas proteoliticas
han sido recopilados en la Tabla I de abajo, en la cual la
primera columna contlene el nimero de referencia de lus
inventores, la gegunda columna el nlmero bajo el cual la
bacteria ha sido depositada en The National Collection orf
Industrial Bacteria, Torry Research Station, Aberdeer,

Scotland, la tercera columna la fuente de aislamiento, ¥y

la cuarta columna el método de enriguecimiento utilizado.
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Tabla L

¢ 536
{

‘N2 de Nimero de Puente de Método de
refe., NCIB alslamiento: enriquecimiento:
C 300 10144 Pierra d¢ cementerio Medio de caselna -
| de Copenhague almidbén (pH elevado
escalonadamente de
10 a 12)
C 301 10145 Tierra de cementerio ) Diseminacidn de
de Copenhague muestras de tierra
C 302 10146 Tierra de la orilla sobre agar con ses
; del rio de Copenhague) quicarbonato (pH =
:C 30% 10147 Montén de hojas y ) 9,6 - 9,8).
tierra del cemente- E Pruebas de sosas
: rio de Copenhague g de hidrdlisis so-
EC 204 10148 Arena de madera de % bre agar neutro con
% Blokhug, Jutlendis ) leche desnatada.
b 211 10281 Tierra de madera de Azar de perborato
Ascheberg, Holstein
% 523 10282 Tierra de campifia de Agar de perborato
j ciudad danesa
C 325 10284 Infeccidn sobre pla-
t ca con orificios
: con perborato
C 334 10286 Tierra de orilla de
: rio de ciudad danesa Agar de perborato
b 335 10287 Pierra de jardin Agar de perborabto
i de ciudad danesa.
10288 Bstiércol de caballo Agar de perborato

vy elefante
- - ey w2 A i
5 é’g m? F: P Vi -
\C R



N2 de Nimero de Puente de liétodo de

refe, NCIB alslamiento: enriquecimiento

C 339 10291 Tierra de orilla de Agar de perborato
rio de ciudad danesa

5 C 3441 40293 Tierra de campifia de Agar de perborato
é ciudad danesa
C 351 10301 Estiércol de pollos Enriquecimiento con
; sesquicarbonato ter-.
: mofilico (509¢C, pH

40 de 8,8 a 9,7)

C 352 10302 Estiércol de aves- Enriquecimiento con

| truz de Zoo sesquicarbonato sbdi
% co (pH 9,2 - 9,6)

C 354 10%04 Basura de corral Enriquecimiento sobre

15 é de pollos nitrato de glucosa
; bésico a 40¢eC,

? 356 10306 Corteza de jardin Enriquecimiento sobre
nitrato de glucosa
, : bésico a 50°C,

20 C 357  10%07 Basura de corral Enriquecimiento sobre
é de pollos nitrato de glucosa
bésico a 502C.

b 358 10308 Basura de corral Enriguecimiento sobré
de pollos nitrato de glucosa
25 ; bisico a 5020
é 360 10309 Basura de jardin Agar de perborato
: de ciudad danesa |

’16.4-.'70.§
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1?2 de Nitmero de Fuente de Iiétodo de

refe. NCIB alsglamiento: enriguecimiento:

C 364 10310 Raspaduras de cis—- Enriquecimiento con

ternas de H.C. sesquicarbonato ter-
5 mofilico (50¢¢, pH:
8,8 - 9,7)
¢ 365 10311 Liguido de bafio de BEnriquecimiento con
limo de teneria salvadososa
¢ 366 10312 Heces de bebés Enriquecimiento con
10 almidén (pH 11) con’
nitrdgeno inorgénido
C 367 10313 Estiércol de ele- Enriquecimiento con
fante sesquicarbonato ter-
mofilico (500¢, pH:
15 8,8 - 9,7)
C 369 10314 Estiéreol de aves— Proteosa peptona (bo-
truz de Zoo tellas de agitacidn)
pd 9,7.
¢ 370 10315 Raspaduras de depd Enriquecimiento con
20 sitos de bafios de mannitol-i03K alcali-
limo de teneris no.
¢ 371 10316 Estiérool de ele-  Proteosa pepbtona (bo-
fante tellas de agitacidn)
25 PH 9,7,
¢ 372 10317 Arcilla de campifia Epriquecimiento con
de césped de Asche gdetergente de caseina
berg, Holstein de almidén.
¢ 373 10318 Basura de jardin de Agar de perborato
30 ciudad danesa '
e T TIARS
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refe.

e de Namero de

NCIB

Maente de

Hétodo de

aislamiento: enriquecimientos

¢ 374 10319 Arcilla de campifia Enriquecimiento con
de césped de Asche caseina de almiddn
berg, Holstein sal sbdica del &cido

etilendiamintetraacé-
t1ic¢o,

¢ 375 10320 Estiércol de aves- Enriquecimiento con
truz de Zoo sesquicarbonato sddi-

co (pH: 9,2 - 9,6).

C 376 10321 Estiéreol de ele- Enriquecimiento con

fante sesquicarbonato s6di-
co (pH: 9,2 - 9,6)n

C 377 10322 Agua de estanque Enriquecimiento con
de hipopbtamo almiddn de caseina ter

mofilica con HaOH.

¢ 378 10323 Ragpadura de depd- Enriquecimiento con
sitos de bafios de mannitol-HO3K.
limo de teneria

C 410 10324 Estiéreol de tigre) Enriquecimiento con

C 411 10325 Estiércol de palo-§ sesquicarbonato termo-
ma g f{lico (502¢C, pH: 8,8

% ~-9,7).

C 412 10326 Basura de corral Almacenamiento sobre
de pollos de ciudad parina de patata y ses
danesa quicarbonato sddico.

¢ 413 10327 Arcilla de campifia Enriquecimiento con al

de césped de Asche

berg, Holstein

niddn (pH 11) con ni-

trbgeno inorganico.

253

-0 375481
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Las investigaciones taxonbmicas de todos es-
tos miembros del género Bacillus han sido llevadas a cabo

utilizando los métodos descritos por Smith, Gordos & Clark

“en "Aerobio Spore-ferming Bacteris", U.S. Department of

Asr., Mosegraph No. 16 (1952).Estos métodos esbin consi-
ide:c?ados aln ahora como wnos de los mis satisfactorios, pe
:ro hubleron de ser modificados en vista del hecho de que
todos los medios nutrientes tenfan que ser ajustados sobre
- unos valores de pH mucho més altos que los indicados por
Smith, Gordos & Clark porque todas las-especies de Baeci-
1lus enumeradas en la Tabla I crecen a valores de pH ele-
;vados.
Las bacterias pueden ser divididas bastante

%correctamente en grupos morfoldgicos. Estos grupos difie-

ren unos de otros en una magnitud tal que actualmente me-

fpresentan especies separadas.

. Entre los grupos morfoldgicos se han encon-
étrado variaciones en las reacciones bioquimicas. Scbre las
ébases de esbas variaciones los grupos se han subdividido
ien variedades que son representadas por una o0 mis cepas.
Las investigaciones taxondmicas se describen

¥

‘con detalle en la memoria de la Patente espaiiola n2.
358,722,

' Sobre las bases de las investigaciones taxo-
fnémicas de los inventores los miembros del género Bacil-

:1lus recopilados en la Tabla I serian clasificados como

‘aparece en la Tabla II siguiente.

¥
H

LE A o E‘ﬂ "
- 9 - 34 P4 1

L7 . N

W o

)
&

Hoa
it
o

3



Tabla II

’Especies: Variedad: Cepasg:

: : & : ¢ 300, C 301, C 360 :
: : € 372, C 374 3
:I b : ¢ 302, G 334 :
: o : ¢ 323, © 339, C 352,
: : ¢ 369 :
: : 4 : ¢ 304, C 311, C 336 1
D oIx ; . C 335, C 341 :
a . © 303, C 354, C 357,
. C 366, C 367, C 371,
. C 375, C 378
IV . ¢ 351, C 356, C 364,
- € 376, C 377, C 411
¢ ¢ 358, C 410
v : C 365, C 412
‘a : ¢ 373
H VI . :
: b : C 325, C 413
VIiI : . ¥ 370

- 10 - o 4



5

10

20

50
16.4.70,

Las enzimas proteoliticas a utilizar en el pro
‘cedimiento segin el invento pueden producirse por cultivo
: aerobio @e cualquiera de las especies y cepas de las Ta~
%blas Iy II, El cultivo se lleva a cabo de acuerdo con
%los principios conocidos en la técnica, salvo que durante
rel cultivo el medio nutriente que conbtlene fuentes de car
"bono v nitrdgeno asimilables, se mantiene a un valor de
‘pH superior al utilizado hasta ahora, preferiblemente
'dentro del margen de 7,5 a 10,5. Los rendimientos obteni-
%dos se determinan por el bien conocido método de la hemo-
églobina de Ansoh, cfr, Journal of General Fhysiology, 22,
-79-89 (1959). Una unidad de Anson significa durante toda
_esta Memoria la cantidad de enzima proteclitica que digie
fre hemoglobina a un valor de pH de 10,1 ¥y a una tempera-
étura de 2520 durante un tiempo de reaccidn de 10 minubos
icon una velocidad inicial tal que por minuto hay formeda
Euna cantidad tal de productos divididos gque no puede ser
gprecipitada con Acido tricloroacético que estos productos
édivididos dan el mismo color con reactivo de fenol como
i o
;1o hace un miliequivalente de tirosina.
% El medio nutriente estd compuesto en confor-—
%midad con los principios del arte conocidos. Fuentes con-
fvenientes de carbén asimilables son hidratos de carbono,
‘tales como sacarosa, glucosa, almidén, harina de granos
‘cereales, malta, arroz, sorgo etc. La concentracidn de
anrbohidratos 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

jculado el porcentaje como dextrosa. Se ha encontrado que

i H
‘la presencia en el medio nubtriente de carbohidratos dard

i}

t
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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 nutriente
entre el orden de 7 a 12 durante el cultivo, deben ser to-

madas medidas que no dejen caer el valor del pH por debajo

‘de 7 en un periodo esencial durante el cultivo. 4 fin de

mantener el valor de pH entre el margen requerido, puede

ser usada una cantidad limitada de carbohidratos juntamen-—

te con uha sustancia reguladora que sea capaz de mantener

el requerido valor de pH. Se ha encontrado que carbonatos,
particularmepnte sesquicarbonatos, utilizados en una concen
tracién de hasta 0,2 M en el medio, es capaz de crear un
valor de pH de aproximadamente 10,5 y 9,3, respectivaren~
te,

También pueden utilizarse otros sistemas re-—
guladores o tamponadores, tales como reguladores de fosfa-
t0o.

Es también posible iniciar el cultivo con
un bajo contenido de carbohidratos y afladir pequefias can-
tidades de carbohidratos sucesivamente durante el cultivo:

Una tercera posibilidad es hacer uso del con
trol de pH automitico por adicidn de varias sustancias de
reaccidn basica utilizadas en esgta técnica.

El uso de carbonatog y sesquicarbonatos co-

mo sustancias controladoras de pH es muy -Gtil y es sorpren

dente que es pogible durante el cultivo ubtilizar estos com
puestos en las concentraciones ya referidas.

Le fuente de nitrdgeno en el medio nutriente
pucde ser de naturaleza inorgénica y/u organica. Fuentes

inorgédnicas de nitrdgeno adecuadas son algunos nitratos
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nicas hay todo un n@mero conocide para uso en procedimien-

tos de fermentacidn y en los cultivos de bacterias. Ejem~
plos que ilustran son harina de soja, harina de semilla

de algodén, harina de cacahuet, caseina, licor de macera-
cibén de maiz, extractos de levaduras, urea, alblmina, etc.

‘ . Ademds, el medio nutriente contendria natu-

ralmente las sustancias traza habituales.

La temperatura a la que tiene lugar el cul--
tivo esti normalmente en el mismo margen que la del culti-
vo conocido de las especies conocidas del género Bacillus.
Generalmente eg conveniente una temperatura entre 25 y
55¢C, La temperatura es preferiblemente 30 a 402C.

. Como log cultivos se han de llevaé a cako
bajo condiciones aerobias, es decir, cuando se usan tan-
ques de fermentacidn, se hace necesario el uso de aires-
cidn -artificial. La cantidad de aire es semejante a la
que se usa en proéedimientos de cultivo conocidos.

En general los rendimientos néximos de enzi-
mas proteoliticas serén obtenidos después de un tiempo de
cultivo de 1 a 5 dias.

Ejemplos ilustrativos de medios de cultivo
adecuados son:

1) Kedio BPFA con la siguiente composicidn:
Harina de pataté 50 g por litro de agua corriente

Sacarosa 50 1 nooon " i

g
Harina de cebada 50 g : " " u 1
Haring de soja 20 g
Caseinato sbédico 10 g

NazHP04.12H20 g g M nooon n n

1
1
ol
%}}
e
i
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Pluronic 0,1 g por litro de aguas corriente :

2) lMedio BSX con la siguiente composicidn:|

Harina de cebada 100 g por litro de agua corriente

Harina de soja 30 g " o weoow " :
;Pluronic O,’l g tt 1t t1 1 1 !

Ambos medios son ajustados al valor de pi
deseado por adicidn de sesquicarbonato o sosa bajo condi-:

'

ciones estériles. El almiddn contenido en los medios fue

licuado por medio de alfa-amilasa anbtes de la esteriliza-:
- f
cion. i

Los dos medios de cultivo BPFA y BSX cuan—i

|
do se usan para cultivo en tanques de acero inoxidable de;

i
550 litros bajo condiciones sumergidas y aireacidn artiﬁii
cial, darén los resultados compilados en la siguiente Ta-}
bla ITI que da tembién informacidn de las cepas utiliza-—

das y de las condiciones de cultivo.

i
i
i
H
i
i
i
¥
[
t
i

|




Tebla ITT

Cepa C 335 G 339 C 351

| Medio BPFA BFFA BSX

j Valor de.pH antes de
la inoculacién 10,2 - 10,5 10,2

: Temperatura de cultivo

| en grados Celsius 34 34 3

| kire, n’ por minuto 0,25 0,25 0,3

{ Tiempo de cultivo en

horas 84 o7 83

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

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

_ sustrato 40 29 33

Con la cepa C 303 en cuatbro series bajo dife-
rentes condiciones se obtienen los resultados compilados

en la siguiente Tabla IV.

16.4.70.
- 15 -
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Tabla IV

:Cultivo W@ :
-;Harina de cebada :
+2/litro :
‘Harina de soja g/litro

“Pluronic ml/1
‘NapC03 (adicidn estéril |

tantes de la inoculacibn)’®

;pH antes de la inocula- °*
cibn :
;Temperatura de culdivo :

[}
<

¥

ire m3/minuto

B

iTiempo de cultivo en

‘horas

s @5 84 48 69 06 e8 ss o0 s e

*pH méximo

‘Maximo de unidades :

‘Anson por kg

100

30

H 0103

0,2 M

10,0

34

C,3

125

f 9,3

o7

es e ae 99 40 se S ©5 es o e

®e 68 s @0 4n 48 6o aw

ee o3 we ae

os oo

68 6% @6 68 €5 60 68 93 0% NS 08 e Wb

100

30

0,03

0’2 M

10,0

34

0,3

104

9,3

80

e 9% W0 46 ae B° 08 6% e sE U ww e Ge es oo

150
45

0,03

0,2 ¥

10, 35

34

0,3

113

9,6

T

ve ose s e

e 98 @8 84 48 ¢e 8% 40 20 30 s en

45 S8 86 8% BE e B S8 we S8 ee % ds se

200

60

0,03

0,4 ¥

10, 1

34

0,3

126

9,3

66

Se 56 86 @9 09 SV 65 U8 Se EF S8 wv r
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Las enzimas proteoliticas pueden ser recupe-—

radag a partir del caldo de cultivo por centrifugacién,)'
precipitando la enzima a partir del liquido asi obtenido
por adic?én de Na2804 6 etanol, separando el precipitado - 74
5 del liquido por filtracidn con kieselgur como auxiliar
de filtracidn y secando el precipitado para formar un pol-
vo que contiene las enzimas proteoliticas activas.
En la memoria de la Patente espafiola n®
358.722 se encuentra més informacidén detallada sobre la
10 produccibén y separacibn de las enzimas proteoliticas a
ubilizar en el procedimiento del presente invento.
Pruebas de las enzimas proteoliticas obte-
nidas por los géneros enumerados en la Tabla II han mos-
trado que hay difercncias materiales entre las enzimas
15 con respecto a sus propiedades.
Con respecto a la actividad proteoclitica na-
rece que las enzimas pueden dividirse en dos grupos o ti-
pos cuando la actividad proteolitica se mide a pH 12 por

el método de Anson y se expresa en porcentaje de actividad

20 mixima, a sagber:
Tipo 1 100 a 80 %
Tipo 2: 80 a 50 %

En el procedimiento del presente invento se

prefiere incorporar en las composiciones detergentes y de
25 lavado una o més de las enzimas proteoliticas de tipo 1,
pero también son Gtiles las enzimas de tipo 2.

Es sabido en la técnica que los lones calclo
estabilizan la actividad de la mayoria de las enzimas pro-
teoliticas. Las nuevas enzimas producidas por las bacterias

30 enumeradas en la Tabla I y divididas en especies y varie-

375481
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10

15

efectos estabilizadores de los iones caleio en una concen—

tracibén de 0,07 a pH 10,5 u 11, y la estabilizacibn ha
sido seflalada en porcentaje de actividad residual después
de dejar estar 30 minutos a 50¢C. Los resultados de los
tipos de enzima probados y el efecto de estabilizacidn de
los iones calcio son recouyilados en la Tabla V en la que
umastda a entender que la actividad proteolitica residual

en ausencia de iones calcio estd por debajo del 80 % de

la correspondiente actividad de€l control en presencia de

iones calcio, y "menos" significa que la actividad probeo-
litica residual en ausencia de iones calecio estd por enci-
ma del 80% de la actividad correspondiente del control en

presencia de iones caleio.

H

%
g

b



Iabla V

‘Dopecies,Var. |  Cepas iipo de:Estabiliza’
: *Enzima scibn CA™F
;8 - 300, G 301, ¢ 360, ¢ 1, +hbEL :
: f ;¢ 372, C 374 : ; :
: I b i G302, C334 T ! )
fe o, €323, €339, €352, . 2 o :
: : . C 369 ) :
; fd4 . 0304 0311, €336 G 1 e ;
Porro: P 0335, ¢ 341 P2 i ;
; fa ! 0303, G354 G357, )¢ 1 i mmmm—- ? i
f ; 3 c 3661 C 3677 C 371, % : H

: ;% €375, 378 ) : :

P oIV b P U351, 0356 364 ) S T

: i C 376, C 377, G 411 ) :

: Sc : C 358, C 410 L1

:ov 1 0365, C 4w SR L

: fa Pooam I

Povr o oc325, 0413 SRR

S s F¢ 370 P -

€8

Seaf]
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De acuerdo con el invento, se prefiere incor
porar enzimas que muestren su actividad proteolitica &pti
ma en ausencia de iones calcio, La actividad proteolitica

de las enzimas producidas por los géneros enumerados en la

Tabla V ha sido probada no solamente a pH 42, sino también

a valores de pH inferiores para dar una impresién mis de-

. tallada de la actividad proteolitica a diferentes valores

de pH y mis informacidn de la actividad de los tres tipos

. de enzimas. Con propdsito de ilustracién se hace referen—

; cia a los dibujos en los que

L rtan 1 e ety ¥

Fig. 1 muestra la actividad proteolitica de
la enzima producida por la cepa C 311,
perteneciendo dicha enzima al tipo
1, 7

Fig. 2 muestra de la misma manera la actividad
de la enzima producida por la cepa
C 335, perbteneciendo dicha enzima al
tipo 2.

Deberia entenderse que el propdsito de mos-

trar las curvas de actividad en los dibujos es para ilus

brar en principio la diferencia de actividad de los tres

tipos de enzimas proteoliticos al variar los valores de oH

© ¥ que la curva de actividad para cada tipo puede variar

alzo sin pérdida de su apariencia caracteristica. En esbas

- curvas se ha llevado sobre el eje de abscisas ¢l pH 7 so-

bre el de ordenadas, la actividad en porcentajes.

La utilidad de las nuevas enzimas para su

- incorporacién en composiciones detergentes y de lavado se’

: desprenderi de las siguientes pruebas: !

i

- 20 -
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£) Esbabilidad de pH

En conexidén con las cinco preparaciones de
~enzima ha sido determinada la estabilidad a diferentes va -
‘lores de pH bajo las sigulentes condiciones:

Duracidn: 24 horas a 2520

; N . Valores de pH 5 -7 -8 - 10 - 12

| Concentracidn de enzima 0,2 unidades Anson
por litro.

En la Tabla VI se indica el margen de pH
;dentro del cual se hubo encontrado una actividad residual -
?de 80 a 100%.

% Pruebas de la preparacidn de enzima produci-
édas por la cepa O 303 contra sulfito sddico han demostra- .
do que la enzima no es sensible a este agente reductor, lo
cual puede indicar que los puentes S-S no son esenciales

‘para la estructura terciaria de la enzima.

! - 23 -
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, o vi 3l
A partir de la tabla VI se vera que cieééz;;i_

/ . - .
“numero de preparaciones de enzimas muestran propiedades de

egbtabilidad asombrosas.

En general, las enzimas proteoliticas se in-

corporan-en las composiciones detergentes y de lgvado en
‘forma de una mezcla sblida o liquida de las enzimas pro-

‘teol{ticas y otros componentes, que actlan como vehiculos.

Cuando las preparaciones o composiciones d& enzimas estan

en forma sb6lida, pueden consistir en grénulos en los que

R [ 4 . . . .
‘estan incorporadas las enzimas, por ejemplo juntamente con

otras enzimas o sustancias que tienen otra actividad que

1la enzimdtica Gtiles para la utilidad de lag composiciones
detergentes y de lavado. Cuando las enzimas no son utiliza-
das en forma cristalina, pueden ir acompafladas por impure--
zas de naturaleza orginica, tales como proteinas y carbohi-
dratos del medio de cultivo.

Las composiciones enzindticas en forma liqui-
da pueden consistir en soluclones 0 suspensiones que con-
tienen, si es necesario, agentes estabilizadores.

Generalmente las nuevas enzimas se incorpo-
ran en pequefias cantidades. En vista de ello las prepara-
ciones o composiciones de enzimas normalmente muestran un
contenido en enzima que no excede de alrededor de 10 % en
peso.

Los siguientes experimentos de lavado mues-—
tran los resultaods que se pueden obtener incorporando las
nuevas enzimas en compogiciones detergentes y de lavado.

Los experimentos de lavado fueron llevados
a cabo usando ias bandas o vendas de prueba ENPA 116 y 112,

respectivamente. En otras palabras, en los experimentos de

-=- 375481
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sangre, leche y negro de humo (M2 116) o con cacao, leche

vy azfcar (W2 112). Los experimen%os fueron llevados a cabo
con los dos‘tipoé de bandas de prueba separadamente y ca-
da experimento fué repetido tres veces a 502C y a 602C. La
concentracidn de las enzimas en la solucidn de lavadé era

de 0,048 unidades Anson por litro.
El detergente, que ha de ser un detergente
enérgico, tenia la siguiente compdsieién:
Nansa S (40 % alquilarilsulfonato
sbdico, 60 % sulfato sb-

dico) 250

g
Honilfenol, 10 EO 30 g
Jabbén (80 %) 30 g
Pripolifosfato sbdico 300 g
cHc (60 %) 16 g
Carbonato_sédico, anhidro 80 g
Sulfato sbdico, anhidro T4 2

Perborato sbdico, (NaBO3.4H2O) 220 g
Potal o ' 1000 g
Las otras condiciones fueron como sigue:
Dureza del agua en grados ale—

manes 108

Proporeidn de tejido a agua 1:40

Tiempo de experimento . 30 minutos
Valor de pH alrededor de 10
Concentracién de detergente 4,0 g por li-

tro de solucibn
de lavado.

EL procedimiento de lavado llevado a cabo
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a 50¢C fué como sigue:
” Por medio de una pipeta fueron afladidos 20 (¥

ml de la solucidn de enzimas con una actividad de 0,288

unidades Anson por litro, a un vaso de precipitados de

150 nl. be antemano, se habia ajustado el valor de pH a

10,0 ¥ lé temperatura a 202C. En el tiempo cero fueron

afiadidos 100 ml de soluciéﬁ detergente ajusbtada a pH 10,3

y a 562C. La concenttacidn del detergente era 4,8 g por

litro.hEl vaso fud colocado inmediatamente en un termosta-

toc de agua a SOQC y fueron afiadidas 6 muestras circulares

de prueba ENPA con un peso total de 3,0 g. Se efectud agi-

tacidn con una espitula de vidrio durante 10 segundos y

el vaso se dejd en el termostato 30 minutos en total, siem~

do efectuada agitacidén durante 10 segundos cada 4 minubns.

Acto seguido fué separada la solucidn de lavado, ¥ después

del enfriamiento fud medido el valor de pH. Las vendas de

prueba fueron aclaradas en agua corriente durante 10 minu~

tos vy acto seguido secadas entre dos toallas ¥y planchédas.

Cada venda de prueba fué sometida a medidas de remisidn

en un espectrofotdmetro de Beckman a 460 mr.

Ademis de estos experimentos fueron lleva-
dos a cabo experimentos de control en los que la. solucidn
de enzimas fué sustituida por agua.

En los experimentos llevados a cabo a 602C
la temperatura de la solucidén de detergente fué ajustada

a 68QC0

Los resultados de estos experimentos son re-

copilados en la siguiente Tabla Vil.

- O7HART
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Tabla VII

IEnzima Remisidn de las vendas de ensayo EIMPA .
|de 1a 716 12,
{cepa no tra | Despues de empa |no tra |Despues de empa
tado par y aclarar tado par ¥y aclarar
5020 6020 502C 60eC
[oiead | qq,9 | 44,6 | 47,8 | 34,0 | #1,1 | 40,3
10 303 32,6 | 33,4 41,5 | 43,9
l¢ 339 27,0 | 23,0 39,5 | 39,7
1C 351 30,0 27,7 40,5 40,2
1C 367 54,0 33,0 39,7 41,3
10 377 34,0 | 33,2 41,7 | 43,8
C 364 33,6 31,0 41,9 43,5
C 372 38,1 29,7 43,6 42,5
C 376 32,7 32,7 42,4 43,2
C %66 35,8 33,5 41,2 41,5

Los valores de remisibn son cifras promedio de
medidas de cada una de las seils vendas de prueba en cada
uno de los experimentos.

Otras series de experimentos de lavado han
sido llevados a cabo con vendas de prueba EMPA No 415 pre
§iamente tratadas con una solucidn que contiene un surfac
#ante anidnico y perborato sbddico a temperatura de 4020
aurante 20 minutos. Después del tratamiento las vendas de
érueba fueron aclaradas y secadas. El tratémiento con per-
borato resulta en una fijacidén grave de la suciedad, que

seria luego ms dificil de sacar.

-=- 37548
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cidn:
Honilfenol, 10 IO 80 gz
Tripolifosfato sbdico 400 &
CHC (45 5) 20 g
- Carbonato sbdico, anhidro 150 &
Sulfato sbdico, anhidro 350 g
Total 1000 g

Restantes condicioneg:
Agua 102 alemanes de du-
reza

Proporcidn de tejido

a agua 1:40

Tiempo 30 minutos
Temperatura 458G

Pil alfededor de 10

Concentracibn de deter-—
gente 4,0 g por litro de
solucidn de lavado.

El procedimiento Tué como se indied en los
experimentos de lavado arriba mencionados, excepto que la
solucidn de lavado tenia una temperatura de 500C antes de
ser mezclada con la solucidn de euzimas.

Se habian llevado a cabo tres experimentos
con cada una de las enzimas, ¥y los resultados aparccen en

v

la siguiente Tabla VIII.
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Tabla VIII

T3

Enzimgs de la Remisidn de la venda de prueba EHPA N° 116

cepa 0 género

no tratado: después de empapar y aclarar

s ®% B 66 ea GF 46 w0 64 S8 Us 66 GF 04 OV 4 RS 5P D AP e 0% $5 s0 3 s oo

se s os aa erfee ae es

Hinguna : 16, 4 18,7
¢ 303 ; 36,8
¢ 339 ; ; 32,3
¢ 351 31,0
¢ 367 34,3
¢ 377 ; : 37,6
¢ 364 : , 3446
¢ 372 ; ) 43,2
¢ 376 ; : 36,8
C 366 X : 37,3

Los valores de remisidn son cifras promedio
de medidas de cada una de las seis vendas de prueba en-Ca—
da uno de los experimentos, excepto que los valores en re—
lacibn con los experimentos con enzimas del género C 339
¥ C 351 estén basados sobre una medida.

Se han llevado a cabo experimentos también
usando diferentes concentraciones de enzimas en la solu-
cidén de lavado, a saber, en los intervalos entre 0,02 ¥
0, 16 unidades Anson por litro de solucidn de lavado. Para
los experimentos fueron usadas vendas de prueba EIPA K2
116 ¥ el detergente era el mismo que el utilizado en réla—
cibén con los primeros experimentos de lavédo mencionados,

a saber

. T
¥ e

...:r
L
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ansa S (40 % alkilarilsulfonato
‘sbdico, 60 % swlfato
sbdico)
Nonilfenol, 10 EO
5 - Jabbén (80 %

Tripolifosfato sbddico

e (60 $)

Carbonato'sédico, anhidro 80 g
Sulfato sddico, anhidro T4 g
10 Perborato sédico (iaB03.4Hs0) 220 g
Total 1000 ¢

Tas condiciones de prueba fueron como sigue:

Agua 102 alemanes de du-
reéa
15 Provorcidn de tejido
a agusa 1¢40
Tiempo 30 minutos
Temperatura 452C y 602C
pE aléededor de 10
20 Concentracidn de de-
tergente 4,0 g por litro de

solucidn de lavado.

El procedimiento es el mismo que se divulgd

en los primerog experimentos mencionados, excepto que la
25 concentracidén de la solucidn de enzimas fué variada de

tal manera que la actividad en la solueibn de lavado al-
canzara los sigulentes valores:

0,02 - 0,04 - 0,08 - 0,16 unidades Anson por

litro.

30 Antes de que la solucibén del detergente fue-

4-2~-T70 - 31 - R g} i3



di- suzers o

ra mezclada con la solucidn de enzimas fue ajustada a
;5OQC y 682C, respectivamente, correspondiendo a una tempe,
 ratura de 459C y 602C, respectivamente, en la solucidn de
-lavado dispuesta para el uso.

5 ' Cada preparacidn de enzimas fue probada a am-
"bas temperaturas. los resulbtados de las medidas de remi-

. si6n son recogidos en la siguiente Tabla IX.

-
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Dabla IX

4 116

>

je las vendage prueba ELE

’

epision 4

R

s ss er e

c, 16
36,8

de lavado
c,C8

33,5

solueibn

r
’
28,8

por
:

T
0,02

25,8

Jnidades Anscn

15,0

e g

45

euperabtura

m
-

. o

de la cepa
¢ 303
c 339
¢ 351

Inzin

60 80 4o se 4s 02 sn we

36,0

32,5

29,7

25,8

37,3

34,2

30,8

26,0
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31,7

28,3

25,2

41,7

36,8

32,2
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46,1
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e las vendade prueba EIPA 116

Py

Unidades Anson por litro de

solucibn de lavado

. :

0,02 0,04 0,08 0,16
0 i' 25,8 28,8 % 33,5 ¢ 36,8 :
,02 25,8 29,’} 32,5 36,0
1 : 26,0 30,6 ¢ 34,2 i 37,3 ;
[0 4 25,2 28,3 ; 31,7+ 36,3 ;
.5 ks 29,2 32,2+ 36,8 1 41,7 :
'3 : 27,2 29,3 : 33,7 i 367 ,
2 3 33,0 36,6 + 42,0 . 46,1 s
5 ¥ 30,0 33,7 & 363 . 39,8 :
T %' 31,8 34,0 . 38,3 46,7 :
2 29,8 32,0 3,1 5 36,1
,9 20,9 21,7 25,4 1 28,8
4 L 27,0 28,8 32,4 % 34,4 :
3 . 28,8 30,3 32,6 1 34,1 :
4 i 27,0 28,8 32,4 5 34,4 :
8 gl " 23,7 29,8 33,0+ 33,5 ;
0 H 21,3 23,7 25,7 1 29,1 :
0 : 28,4 31,4 33,6 & 35,5 ;
0 %f 32,0 32,5 35,0 ;38,9 ;
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~de seis medidas,. Finalmente fueron llevados a cabo los

Los valores de remisidn son cifras promedé.

" glgulentes

EXPERTMENTOS DE ESTABILIDAD DE AI&ACENAMIEK¥

;TO (DURACION EN’AIMACE 7)

Cada preparaclon de enzima fué mezclada en

-una ‘mezcladora Turbola con el detergente mencionado en la
. pag. 26. Experimentos correspondientes fueron llevados a

%oabo con el mismo detergente, excepto que el perborato

fué sustituido por sulfato sddico anhidro. EL contenido

-de agua en el detergente que no contiene perborato era

2,7 %. El contenido de agua en el detergente que contenia
perborato era naturalmenie corresgpondientemente més alto
porgue el perborato contiene aproximadamente un 47 % de
agua de cristalizacidn. |

Todas las mezclas fueron analizadas en cuan-
t0 a su actividad proteolitica inmediatamente después de
preparadas y acto seguldo fueron colocadas en recipientgs
de vidrio herméticamente cerrados, a 402C. Los anilisis

de actividad proteolitica fueron repetidos con ciertos

intervalos. Los anilisis fueron llevados a cabo como gi-

-gues

Se tomd una muestra de doce lugares diferen-—
tes de los recipientes de vidrio, gue pesaba 12,5 g ¥ que
fué transferida a un matraz volumétrico de un litro. Res-
pecto a la mezcla que contenia perborato se hablan afiadido
4,4 g de sulfito sbdico a fin de meutralizar el perborato.
Se afiadib agua desionizada hasta la sefial de aforo, y la
solucidn fué acto seguido gﬁardada durante 30 minutos a

0500 mientras se agitaba mecinicamente. Luego fué determi-

- 34 - 375’%%@



‘nada la actividad proteolitica en unidades Anson.

R, siezeis

Las mezclas probadas y la actividad proteo—:
1{tica residual medida a los varios periodos de almacena—

miento han sido recopiladas en la siguiente Tabla X.

4=-2-"70 - 35 -
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Tabla X

2,84 100

';: B H
‘Detergente Ferbo’ Tienpos
‘nas ensima irato | Unidades Anson por gramo de engima y porcentaje de acti-
‘g partir de; : T : , : ) —
: : : 0 glas 1 dia :3 alas  : 5 adlas : 8 adfas
‘la cepa : : : : : I
: : : UA/g 4ct.:UA/g Act.:UA/g Act.: UA/g Act. :  UA/g Aci
: : : % e ¢ : 2 : » : &~
: 0303 .- 12,90 100 :2,94 101 ;2,85 100 ; . 3,00 10:
: ‘4 ;2,90 100 ;2,78 96 2,90 100 | S 2,50 8¢
¢367 '~ 4,20 100 ;4,00 95 13,60 86 ! 3,72 8e
P4} 4,20 100 14,20 100 4,30 80 * F2,30 58
¢ 377 ‘- |2,65100 ‘2,50 94 2,38 90 i Sosli 2,40 9C
: 1+ %2,65 100 2,65 100 2,30 86 : Lt 1,62 61
¢C 364 ¢ - 0,70 100 $0,70 100 : 0,72 103.. : ©C,72 103
+ 0,70 100 30,70 100 : 0,72 1031,*22 0,57 81
: 2,57 90 2,16 .74 " 2,10 74
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UA/g = Unidades Anson por gramo
Act. ¢ = Porcentaje de actividad

proteolitica residual.
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:ntaje de actividad después de alimacenamiento a 4C2C en ;

'8 dafas f14 afas :21 dfas :28 dias ;

i' Ui/g Act.:Ui/g Act.iUA/g,Acy.;UA/g Ach. :

2 o : o : o : cl :

" 3,00 103 :2,95 101 2,80 97 .3,00 103 | :

86 :2,50 86 .1,86 67 | : :

88 :3,80 90 :3,95 94 ' ; :

55 12,00 47 1,90 45 ° : ,
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61 :0,37 52 1,44 54 : ;
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3,00 100 $2,94 100 :3,00 100 : : :

74 11,40 49 ;1,03 36 | : :
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~presencia de perborato es consgiderable.

Las preparaciones de emzimas para su incor=—

époracién.en composicliones detergentes y de lavado son ge-
;neralmente puestas al mercado en forma de polvo, del cual
fla enzima 0 enzimas activas consgtituyen la menor cantidad,
el festo del polvo consiste en sales inorgénicas, tales
' como sulfato sddico, fosfato céleico y cloruro sédico, a

" veces juntamente con otras sustancias que forman los consé

'tituyentes de los detergentes finales.

Como lag enzimas proteoliticas han encontra-
do ya uso como constituyentes de composiciones detergen—'
tes, todas las personas capacitadas en la técnica sabran
cémo incorporar las preparaciones de enzima © composicio-
nes en las composiciones detergentes y de lavado.

Es una mejora esenclal que muchas de las
enzimas muestren dptima actividad proteolitica a elevados
valores de pH y estabilidad mejorada en presencia de per-

boratos.

La presente solicitud, que corresponde a la
presentada en Gran Bretafia, el 3 de Octubre de 1.967, ba-
jo el IR 45046/67 prov., el 26 de Julio de 1.968, bajo el
ie 35921/68 prov., y el 3 de Octubre de 1.968 Completa,
sé acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Esg-

tatuto sobre Propiedad Industrial.

P
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RELVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los
sigulentes:

10 1.— Un procedimiento en la produccidn de
composiciones detergentes y de lavado, caracterizado por
incorporar en las composiciones una o nas enzimas proteo-
1iticas que muestran actividad proteolitieca dptima contra
la hemoglobina en presencia de urea a un valor de pH supe-

15 rior a 9.

2.- Un procedimiento segiin la reivindicacidn
1, caracterizado por Lncorporar una o nis enzimas que nues—
tran una actividad proteolitica que es de 80 a 1005 de la
actividad mixima cuando se mide por el método de Anson a

20 un valor de pH de 12.

3.— Un procedimiento seginla reivindicacidn
1, caracterizado por incorporar una o més enzimas que nues-
$ran una actividad proteolitica que es de 50 a 80% de la
actividad méxima cuando se mide por el método de Anson a

25 alor de pH de 12.

i

/ 4.- Un procedimiento segin cualquiera de

//1as reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por incorporar

« ' . . i Lo
una o mAs enzimas que muestran su actividad proteolitica
bptima en ausencia de iones calcio.

5.— Un procedimiento seglin cualquiera de
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las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por incorporar ;V
una o mis enzimas producidas por cultivo de especies del
género Bacillus capaces de crecer y producir las enzimas
a un va%or de pH del medio nubriente deniro del margen de
9 a 11.

6e= Un procedimiento segiin cualquiera de
las reivindicaciones 1 & 5, caracterizado por incorporar
una o mis enzimas producidas por cultivo de una o nés de
las especies I, II y IV a VII definidas en la memoria des-—
criptiva.

7o~ Un procedimiento segﬁn cualquiera de
las reivindicaclones 1 a 5, caracbterizado por incorporar
una o0 mas de las enzimas producidas por las bacterias re-
cogidas en la Tabla I de la memoria descriptiva.

8.~ Un procedimiento en la produccidn de

composiciones detergentes y de lavado.

Tgl y como se ha descrito en la memoria que
antecede, representado en el dibujo que se acompaifla y para
los fines que se han especificado.

Ta presente Kemoria consta de treinta y nue-

ve hojas escriftas a mAquina por una sola cara.

uadria, 11 FEB 1970

P.Ao
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