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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PRODUCTOS PROTEINICOS 

CON MEJORADAS PROPIEDADES DE CONSERVACION.

FARBENFABRIKEN BAYER AKTIENGESELLSCHAFT, entidad 

alemana, residente en Leverkusen-Bayeiwerk, 
República Federal Alemana.

En el almacenamiento de órganos y tejidos, par­

ticularmente aquellos que se han de u til iz a r  para trasplan­

tes, frecuentemente, surgen dificultades causadas por el 

hecho de que estos órganos y tejidos son destruidos en ma- 
5 . yor o menor escala por au to lísis poat-morten y oomo conse-
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ouencia aon in ú tiles  para el fin  anteriormente mencionado. 
Las proteasaa que contienen hongos y bacterias pueden tam­
bién tener idéntioo efecto destructor. Condiciones simila­

res predominan en el caso de alimentos que pueden llegar 
igualmente a ser in ú tiles  por la  acción de proteasas.

Es cierto que los efectos indeseables anterior­
mente mencionados pueden evitarse más o menos mediante agen­

tes de conservación conocidos, pero e l inconveniente de es­

tos métodos consiste en que la  mayoría de los agentes de 

conservación normales no son bien tolerados por e l organis­

mo. *
Se ha encontrado ahora que los órganos, tejidos y 

alimentos pueden conservarse mediante inhibidores biológi­

cos de proteasas.
Estos inhibidores biológicos de proteasas poseen 

la  gran ventaja de que son aceptados por el organismo v ir ­
tualmente sin ninguna complicación. Sin embargo, y de for­

ma más importante, los mismos poseen el efecto de conserva­

ción deseado en un grado elevado.
A este respecto, el término "inhibidores biológi­

cos de proteasas" comprende los inhibidores obtenidos de 
órganos animales, particularmente el conocido inhibidor de 

calicreina-tripsina, pero también los inhibidores de pro­
teasas de origen vegetal, por ejemplo, los obtenidos a par­

t i r  de patatas y leguminosas.
Los órganos y tejidos que pueden conservarse de 

acuerdo con la  invención son principalmente e l hígado, r i ­
ñón, corazón, páncreas, pulmón, p ie l y hueso modular.

Los inhibidores anteriormente mencionados se u t i ­
lizan  preferentemente en soluciones acuosas. Los órganos,
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hair de conservar ptejidos y alimentos que se haíT de conservar pueden colo­

carse en estas soluciones acuosas, pero es posible también 

inyectar la s  soluciones aouosas en estos órganos, e tc ., o 

permitir que las mismas fluyan a través de los órganos. Sin 

embargo, también es posible poner los inhibidores en forma 
sólida y cuando sea necesario, con sustancias de vehículo, 
en contacto con los órganos que han de ser conservados.

Cuando las soluciones acuosas se u tilizan  para 

realizar la  conservación según la  invención, incluso son su­
ficientes bajas concentraciones para alcanzar el efecto de­
seado. No obstante, en función de casos especiales, puede 

ser conveniente usar concentraciones más elevadas.
EJEMPLO 1

Se extraen riñones frescos de ratas sanas y se di­

viden en dos partes mediante una sección central. Un grupo 

de las  mitades de riñones se coloca en una soluoión f is io ­
lógica de sal común y la  otra mitad en una solución de sal 

común en mezcla con el inhibidor de calicreina-tripsina 

(KTI) a una concentración de 8 mgyónl. Las mitades de riño­

nes se almacenan en estas soluciones a temperatura ambiente 
en condiciones esté riles , se extraen bajo condiciones esté­

r ile s  en distin tos tiempos después del oomienzo del experi­

mento y se examinan en relación a su estado intacto por me­
dio de métodos histológicos nomales, asi como por métodos 

de histoquímica de fermentos. Las piezas de tejido se oor- 
tan en el criostato para la  histoquimica especial de fe r­
mentos, o se f ijan  con fom alina tamponada neutramente o se­

gún WOLMAN. El material fijado según WOLMAN se embebe en 

parafina sobre benzoato de metilo y se emplea para histo lo­
gía normal. El material fijado en fom alina se corta en con-
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gelación sirviendo para la  preparación de hidrolasas.

Se prepararon los siguientes fermentos: 

NADH-oitocromo-c-redUctasa (NAIH-C-R), lactato dehidrogena- 

sá (LIH), glucosa-6-fosfáto-dehidrogenasa (G6P3H), succino- 
dehidrogenaga (SDH), citocromoxidasa (CO), esterasas sin 

especificar (UE), fosfatasas alcalinas (AP) y fosfatasas 

acidicas (SP). El análisis histoquimico de las hidrolasas 
se lleva a cabo de acuerdo con A.6.E. PEARSE ¿f*"Histoquími- 

ca; Teórica y Aplicada", 3a edioión; J.a.A . Churohlll Ltd. 

(Londres, 1968jy y los de las otras enzimas de acuerdo con 
T. BAHKA y P .J. ANDERSON "Histoquímica; Teoría, Práctica 

y Bibliografía"; Harper y Row, editores, Ino;; New York 
(1963^/. La coloración histológica se realiza por colora­
ción con hematoxilineosina (HE) y la  coloración de GOLDNER.

El plasma se coloreó sustancíalmente en forma más 

suave con HE después de una incubación de 6 horas en una 
solución fisio lógica de sal común; la s  células tubulares 

poseen una apariencia hinchada. Tiene lugar un fuerte aflo­

jamiento por todo e l te jido . La actividad de LDH, NADH-C-R 

y SDH no ha disminuido aún inequívocamente pero existen ya 
irregularidades de forma y densidad de la  gránula. Con 
G6PDH se observan cambios similares, especialmente en la  

zona yuxta-medular. El análisis  de 00 resulta en una colo­
ración llena de manchas. Con UE tienen lugar una distribu­
ción y coagulación irregular de la  materia coloreada en el 

aparato tubular; la  actividad en la  médula ha disminuido.

La coloración de SP conduce a una actividad reducida y a 
una granulación más burda.

Después de un almacenamiento durante 6 horas en 

una solución de KTI, solamente se verifica una pequeña pér-
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dida en capacidad de coloración con HE, poro siempre resul­
ta una preparación clara; difícilmente se observa un hincha 

miento. Las aberturas de las tubulas poseen una linea más 
definida de demarcación. La coloración de las enzimas ante­

riormente mencionadas no se desvia generalmente de la  foto­

grafía nonnal. La actividad es fuerte y uniformemente dis­
tribuida. El granulado de tin te  se conserva bien generaimen 

te.

Después de 24 horas más de progresión de la  auto- 

l i s i s  se encontró sin KTI. El núcleo comenzó a oscurecer y 

la  masa del mismo no pudo colorearse más, particularmente 
en las  secciones internas de las piezas de tejido . Las tu­

bulas exhibían solamente delgadas paredes. La abertura no , 

tenia una apariencia mucho más compacta. El rango to ta l de 

tejido muestra el comienzo de un fenómeno de desintegración; 
igualmente, el tejido in te rs tic ia l de conexión se desintegra- 

sustancialmente. Después de coloración por LDH, NADH-C-R,

SDH y CO, las  partículas de tin te  se aglomeran dando una 
masa homogénea y el núcleo no se encuentra mucho más clara­

mente demarcado. La actividad de G6PDH se reduce sustancial­
mente. Las UE han desaparecido completamente. Las AP se 
enouentran todavía parcialmente presentes con una fuerte 

actividad, pero solamente en la  forma de borrones aglomera­
dos. Las SP tienen una coloración homogénea con una ac tiv i­

dad fuertemente reducida.
Las estructuras nucleares se encuentran casi to­

das e llas bien conservadas aún después de 24 horas bajo la  

acción de KTI. Es exacto que los primeros síntomas de prin­
cipio de au to lisis  comienzan a evidenciarse, pero el tejido 

posee una apariencia compacta y e l in te rs tic io  se encuentra



todavía bien conservado. La distribución del tin te  de las 

enzimas coloreadas es generalmente más uniforme. La activi 

dad es sustancialmente mejor conservada. Sin embargo, pue­

de reconocerse ya una tendencia de disminución de la  G6PBH 

y las  UE no pueden detectarse más. La diferencia en compa­

ración con el control sin KTI es particularmente evidencia 

ble en el caso de las SP cuya actividad y estructura se en 
cuentran todavía bien conservadas.

La descomposición completa se verifica sin KTI 

después de 5 días. La preparación es casi incolora con HE 

y solamente son evidenciables aún núcleos aislados. Los con 
tornos ya no pueden reconocerse. La coloración para LDH y 

NADH-C-R resulta solamente en masas homogéneas. Ya no pueden 

detectarse CO y AP. Las SP muestran todavía una actividad, 
pero sin estructuración.

Después de almacenar durante 5 días con KTI, son 
todavía reconocidas estructuras claras del tejido de corte­
za; la s  tubulas han mantenido sustancialmente su forma. La 

coloración para LDH y NADH-C-R muestra todavía una granula­

ción clara. En el caso de la  coloración de LIH, las  glomu- 

relas se encuentran aún demarcadas por su negatividad. La 
CO es todavía claramente detestable. La actividad de las SP 

es más fuerte y mejor distribuida que la  de los controles.

EJEMPLO 2
Un tejido de hígado de ratas sanas se corta en cu­

bos de 5 mm de longitud de lado y se almacena como en el 
ejemplo 1 en una solución de sal común con y sin  la  adición 

de KTI. El procesamiento y examen u lterio res se llevan a 

cabo como se ha descrito en el ejemplo 1.
Las reducciones de actividad desiguales se encon-
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traron después de 6 horas con LDH, NADH-C-R y Sm. En la 
mayoría de las células la  G6PIH está sustanoialmente redu­

cida; sin embargo, la  estructuración y negatividad de los 
nádeos se encuentran aán conservadas. En el caso de las UE 

se verifican unos precipitados llenos de manchas. En el ca­

so de las SP la  demarcación de los capilares es confusa y 

la  actividad aparece estar heterogéneamente distribuida. 

Después de almacenar durante 6 horas en una solución que 
contiene KTI, no exhiben todavía ningdn cambio las LDH, 
NADH-C-R, SIH y G6PDH. Las UE han precipitado menos. Las SP 

están más profundamente demarcadas y más uniformemente dis­

tribuidas que las de los controles.
La descomposición de la  estructura tiene lugar 

después de 24 horas sin KTI. Los lóbulos no se encuentran 

ya tan distintamente demarcados; el seno tiene una demar­
cación irregular y exhibe profundas indentaciones. La ac ti­
vidad de LDH, NADH-C-R, SIH y especialmente G6PDH se ha re­

ducido. En la  coloraoión para SP, comienza, a ser evidente 
un principio de descomposición del sistema canalicular, 

junto con una fuerte reducción en actividad. Después de un 
almacenamiento de 24 horas en una solución de KTI, la  de­

marcación de los lóbulos y seno es más regular. La ac tiv i­
dad de LDH, NADH-C-R, SDK y G6PDH es, en general, compara­

tivamente fuerte todavía. También después de la  coloración 

para SP, la  actividad es aán sustancialmente más fuerte y ' 
e l sistema canalioular aparece estar mejor conservado.

Después de 5 días, sin KTI, se encuentra en el 
caso de LIH, NADH-C-R y SDH una actividad de mínima homo­
geneidad o apariencia llena de manchas. Solamente las  SP 
exhiben todavía una carga moderada de tin te . Una cierta des
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composición de estructura se ha mostrado ahora oa tan mio­

mas, incluso ouando se almacena en una solución de KTI. No 

obstante, la s  LBH, NADH-C-R y SDH muestran todavía una mar 

cada actividad. La actividad de SP es sustancialmente más 

fuerte que la  de los controles.

EJEMPLO 3

Se extraen del esternón humano 2 a 4 mi de médula 

por medio de una cánula de punción. La médula se suspende 

en el doble de su volumen de una solución tiródica a la  

cual, por mi, se han añadido 15 mg de inhibidor de calicre i 
na/tripsina. La suspensión se almacena a -203 C aproximadas- 

mente. Cuando transcurrido un año la  suspensión se compara 

con una suspensión correspondiente de células de médula*"** 
la s  cuales fueron preparadas sin  la  adioión de un inhibi­
dor, pero por otra parte en idéntica forma, se encontró en 

esta suspensión, después de coloración con azul tripano o 
cosina, más células muertas que en aquella correspondiente 

a la  invención.

EJEMPLO 4

Un hígado humano destinado a u tiliza rse  como 

transplante es rociado a través de la  vena porta-y a rte ria  
hepátioa con una solución tiródica a la  cual, por mi, se 

habían añadido 10 mg de inhibidor de patata. El tejido de 

hígado pe imaneoió en mejor estado que aquél de otro hígado 
que no fué tratado. Los cambios au to líticos histológica­
mente visib les se mantienen claramente otra vez.

EJEMPLO 5

Conservación de carne con inhibidor de patata (El)
1500 g de carne de vaca se mezclan después de mol 

tu rar con la  máquina de picar oame con 30 oo de cultivo de
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caldo de una cepa psicrofila de Pseudomonas putrefaciono 

que contiene 2 x 10 gérmenes/oc. En cada caso 30 g do es­

te homogene izado se mezclan con 70 g de agua esterilizada 

(como control) o bien con una solución del inhibidor de pa 
ta ta  (al 2 %) y bajo condiciones estériles  se homogeniza 

con e l Ultra-Turrax. Los preparados se almacenaron a 3a du 
rante periodos de tiempo diferentes y a continuación se 

comprobó el ere cimiento de los gérmenes.
Se comprobaron tanto los gérmenes aeróbicos como 

también anaeróbicos ya que la  carne como flo ra  original 

contiene bacterias de d istin tas especies.
Los resultados reflejados en la  tabla muestran 

como el crecimiento de las bacterias anaeróbicas oomo 
aeróbicas se inhiben claramente por la  influencia del in­
hibidor de patata.

Gérmenes /  co x 106

Comienzo del 
ensayo 3 dias 8 días 10 días

aeróbicos 0,0  % KI 5,0 20,0 3.000 20.000

gérmenes 2,0 % KI 5,0 4,5 4,0 5,0

anaeróbicos 0,0 % KI 0,02 0,18 34,6 158,0

gérmenes 2,0 % KI 0,01 0,02 0,05 0,3

NOT A

Descrita suficientemente la  naturaleza del in­

vento, asi como la  manera de realizarse en la  práctica, de- 

20. be hacerse constar que las  disposiciones anteriormente indi

cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en cuan 

to no alteren su principio fundamental. También se hace cons
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ta r  que el invento corresponde a una solicitud de patente 

presentada en Alamania con el nS P 19 09 965.1 de 27 do fe 
brero de 1969, acogiéndose por lo tanto a los beneficios 

que conceden los Convenios Internacionales en vigor, sien­
do lo que constituye la  esencia del referido invento por lo 

que se so lic ita  Patente de Invención por 20 años en España, 

sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PRODUCTOS PROTEI 

NICOS CON MEJORADAS PROPIEDADES DE CONSERVACION; caracteri­

zándose por lo siguiente:
1. -  Procedimiento para la  producción de productos 

proteinicos con mejoradas propiedades de conservación, ca­
racterizado porque en una primera etapa, se ponen en ccntac 

to, bajo condiciones es té riles , dichos productos protcíni- 
cos con un inhibidor biológico de proteasas; y en una según 
da etapa, se hacen reaccionar las enzimas existentes en di­

chos productos proteinicos con e l citado inhibidor biológi­
co, bajo condiciones normales de temperatura y pH, para lie, 

var a cabo la  descomposición de dichas enzimas.

2 . -  Procedimiento según la  reivindicación 1, ca­
racterizado porque e l inhibidor biológico de proteasas se 
encuentra en una solución acuosa.

3 . -  Procedimiento segdn la s  reivindicaciones 1 y 

2, caracterizado porque la  solución acuosa del inhibidor 

biológico de proteasas se inyecta en los citados órganos.

4 . -  Procedimiento según la s  reivindicaciones 1 y 
2, caracterizado porque la  citada solución acuosa del inhi­
bidor biológico de proteasas se hace f lu i r  a través de los 

órganos.
5. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, ca­

racterizado porque dichos órganos se tratan  con los citados
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inhibidores en forma sólida y, si so desea, non sus bañ­
ólas vehículo.

6 . -  Procedimiento según las reivindicaciones 1 a 
5, caracterizado porque como inhibidor biológico de preten­

sas se hace reaccionar un inhibidor de calicreina-tripsina.

7 . -  Procedimiento según la s  reivindicaciones 1 a 
5, caracterizado porque como inhibidor biológico de protea- 

sas se hace reaccionar un inhibidor de patata.

8 . -  Procedimiento según las reivindicaciones an­
teriores, caracterizado porque como producto proteinico se 

hace reaccionar hígado humano.
9 . -  Procedimiento para la  producción de productos 

proteinicos con mejoradas propiedades de conservación, ta l 
y como queda sustancialmente descrito en la  presente Memo­
r ia .

Esta Memoria consta de 11 hojas escritas a máqui­

na por una sola cara.

Madrid, *7 ACO. Í972
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