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El pPesente invento se refiere & un procedimien-

to para la obtencidén de enzimss facilmente hidrosolubles,

- exentes de inhibidores y epropisdes preferentemente para

el wgo en composiciones detergentes, asi como & composi-

ciones detergentes que contengan las mismes, y & un proce-

- dimiento para le obitencidn de diches composiciones deter—

gentes,

Es conocido el emplear detergentes pulverulen-
tos 0 granuladores que contengan enzimas. A este particu-
lar se prefieren por 1o general hidrolasses 6 proteinasas,
tripsina, esterasas, carbohidrssses, lipeses y nucleasas.
En slgunos cesos se emplean también oxidasas, transfers-
ses y transfosforilesas, bien sea solas, 6 bien en combi-
nacién. Estes enzimas se pueden obtener & partir de produc-
tos vegetales O animales, 0 bien se cultiva parcialmente
por vie bacteriana. El empleo de enzimas en detergentes
presenta dificultades considerables, debido a que la ex-
traccién por vias enzimética de la suciedad existente en
las fibres de lsa ropa tiene lugar en condicioﬂes gque son
totalmente distintas a las que corresponden a un efecto
anélogo de slgunas enzimes "in vivo". Este diferencia es
debida al hecho de que las enzimas aisladas se comportan
de manera ebsolutamente distinta que "in vivoY, cuando
Se encuentran en presencis de agentes tensoactivos 6 ten-
sidos & valores de pH modificados o bien en otras condicio-
nes de temperatura y en presencia de otros materiales cua-
lesquiera existentes en las composiciones detergentes. As{
por ejemplo, Se separan ya durante el ajslemiento de las
enzimas sustancias proteinaceas de bsjo peso molecular que,

contienen les coenzimas 4 cofactores precisos para la ac-

e~ 377175
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tivacidn y, que poseen adends un determinado efecto de oo-
loide protector. Ademés las composiciones detergentes secas,
tales como productos de lavado, de limpieza ¢ de remojo y .
lejias de lavado contienen sustenciss que tienen un efecto
perjudicial sobre los productos proteinaceos de alto peso
molecular, de los que estén constituidas las enzimas; estes
sustancias incluyen, por ejemplo las sales de metal alcali-
no existentes en los productos de lavado y que originan

un sumento del vaior pH, asi como sales de metgles pesados
incorporadaes, determinadas sustancies de activided super~
ficial existentes en los productoa de lavado, en particu-
lar detergentes anidnicos asi como también determinados
abrillantadores Jdpticos y sustancies olorosas.

Otros productos de lavado contienen, en caelidad
de sustancia blanqueadora, perborato sddico en cantidades
de, por ejemplo, 10 a 20% en peso, éﬁe a temperaturas de
por encima de 609C, libera ox{geno activo. Con ello se ha-
ce el batio de lavado en fuertemente slcelino, lo qge ori-
gina que las enzimas no adaptadss de procedencia animal,
bacteriana y vegetal, sean modifigadas de tal modo por oxi-
decién y adsorcidn, que se reduce fuertemente la aceidn
enzimdtica, |

Aunque se conocen detergentes que contienen pro-
teinasas bacterianas que parecen ser estables en las lejias
de lavado haste aproximadamente 802C y que, en presencia
de perborato sédico, son todavia hidroliticamente actives
haste un valor pH de 9 a 10, se ha comprobado que estas
composiciones detergentes tienen solamente una pequefia
eficacia enzimadtica y que el efecto apreciable se consi-

gue ten solo debido & la accidn blenqueante del perborato.
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Aparte de éato, los silicatos de magnesio agregados como
estabilizadores del perborato sédico, al iguael que en gene-
ral todos los metasilicatos O trisilicatos tienen cierta
influencia sobre cualquier proteinasa, independientemente

5 de su procedencia animal, vegetal § bacteriana. A este par—
‘ticular las proteinasas purificadas 6 cristalizadas son to-
davia ..has inestables que las enzimas no purificadas, ya
que estas Ultimes contienen sub-productos coloidales, que
ejercen una cierta mocidn protectora al menos durante un

lo corto tiempo.

Les protéinasas obtenidas por los procedimientos
de obtencién conocidos contienen céntidades considerables
de inhibidores de la proteinasa, tales como el inhibidor
de les habas de soja 6 el inhibidor del péncrees de todos

15 los mamifercs. Se ha intentado debilitar la accidn de tales
inhibidores mediante la adicidn de pepsina, lo que presu-
miblemente se basa en que la pepsina degrade determinados
productos proteindceos, tsles como la edestina y la globu—
lina; shora bien, esto es Unicamente satisfactorio en un

2¢ intervelo de pH de 4,0 hesta 7,0, es decir, en un valor
PH que no se puede mantener practicamente siempre composi-
ciones detergentes y, en especial, en composiciones deter-
gentes que Qontienen mejoradores de detergencia alcalinos,

Los -inhibidores contenidos en proteinasas son

?5- compuestos con ceracter de polipeptido, a saber, las que
| tienen un peso molecular de 6.000 hasta 12.000, desde
20.000 ‘hasta 60:000. La separacién de estos inhibidores
ofrece consideraebles dificultades, ya gque los inhibidores
de elevado peso molecular no son dislizables, mientras

30 que los inhibidores de bajo peso molecular son estables

57775
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frente a log dcidos y al calor, (en contraposicion a los
inhibidores de &lto peso molecular). A esto se viene a su-
mar que numerosas clases de sucledad de ropa de casa ensu-
ciada en la forma ususal, actian ya en 81 como inhibidores

para las enzimas. Asi, por ejemplo, la harina de trigo

" tiene una cepacidad considerable de -inhibicidn para la

tripsina y les proteinases vegetales, de modo que la uti-
lizacidn de composiciones detergentes que contienen trip-
sina usualino son efectivos para quitar numerosas manchas

tales como, manchaes de salsas & de flanes,

Otro inconveniente de las enzimass de proceden-
cia bacteriana estriba en que las proteinasas de bacterias
rompen Unicemente determinados enlaces de peptido, mien-
tras que las proteinasas de pancreas del tipo de la trip-
sina disocian los enlaces péptidos de aminodcidos no aro-
méticos y, las del tipo de la quimotripsina rompen los en-
laces de eminodcidos aromiticos.

En les enzimas bacterlanas se ve influlda asi~-
mismo la eficaclia especifica por el medio de cultivo y los
cultivos madres utilizados para la obtencidn de dichas en-
zimag, de modo que se produce un cambio de la especifici~
dad del substrato de generacién a generscidén, y no es posi-
ble obtenerse casi nunca productos enzimaticos de calidad
constante.

El presente invento tiene por objeto proporcio-

nar un procedimiento para la obtencidn de enzimes hidroso-

lubles y exentas de inhibidores, que son especialmente ade-
cuadas para el empleo en composiciones detergentes, siendo
capaces de hidrolizar toda la. materia proteindcea presen—

te en la ropa en calidad de suciedad, incluso en presencia

5. 377175

.



lo

15

20

25

30

5030.70

‘de otres sustencies organices. Es otro objeto del presen-

te invento proponer asimismo composiciones detergentes

-nuevas de gran actividad, gque no ofrezcan los inconcenien-

~tes de las.composiciones detergentes conocidaes que contie~

nen enzimas. Un objeto todavia mds del invento es proporecio-

ner un procedimiento para fabricar estas composiciones de-

tergentes, que consiste en incorporar las enzimes a la
composicidn, detergente sin pérdide de activided.

Para la solucidn de este problema no es, por 1o
tanto, sustancial unicamente el procedimiento.para la obe-
tenocidn de las enzimas aspropiadas, sino que hay que emplear
tenbién ciertes clases de sustancias de actividad super-
ficial para conseguir el efecto deseado. Aparte de ésto es

ventajoso agreger a las composiciones detergentes determi-

nadas sustancias adicionales, con objeto de mejorar la ac-
tividad enzimdtica y, en especisl, la capacided de almace-
neje de las composiciones detergentes que contienen enzi-
mas., Asimismo @ay que cuider de que las otras sustancies
adicionales normalmente usadas en composiciones detergentes,
tales como ebrilliantadores y perfumes, no influyan de ma-
nera perjudicial en la actividad enzimética.

Estos objeto son conseguidos segin el invento,
por medio de un procedimiento para la obtencién de enzimes

facilmente hidrosolubles, exentas de inhibidores, que sean

‘ apropiadas en especial pava el uso en composiciones deter—

gentes, procedimiento que comprende triturar pancress ani-
mael en especiel péncreas de cerdo, eventualmente junto con
otros materisles intestinales que ha sido congelado inme-
diatamente después de sacrificedo extraer el material con
un albohol que contiene 1 - 2 &tomos de carbono, por ejem-

-6 - o R frm»!?“
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14

§P1°a alcohol metilico § etilico, tratar el extracto con i
!
;un disolvente liquido insoluble en agua, tal como alcohol :

butilico tal como slcohol n~butilico, 6 con un éter, tal

como éter dietilico y, precipiter la enzime a partir de ’
l1la capa transparente que se forma, con un disolvente hidro%
goluble, que es un alcohol que.contiene 1 - 2 Atomos de !

carbono tal como alcohol metflico & etilico, o con una

i
cetona hidrosoluble, por ejemplo acetona, a temperaturas }

ginferiores a 102C, y recupersar la enzima.

La extraceidn puede llevarse a cabo con el slco-

'hol de 1 - 2 carbonos per se ¢ con elcohol acuoso. E1 di-g

'golvente hidrosoluble empleado pare la precipitacion de la

enzima, puede ser utilizado &l mismo tiempo 6 a continue- |

cidén del tratamiento con el disolvente no soluble en agua.
i
El disolvente de precipitacidn hidrosoluble puede ser emp%qg

do per se, 0 bien en solucidn acucsa, si se utiliza despuds
1

t

del tratamiento con el disolvente no soluble en agus. g
i
La enzime ss{ obtenida, que consiste sustancial-

| mente en tripsina, esté exenta de inhibidores, es fécilmeﬂr
!

|

EL procedimiento preferido comprende las siguieﬁp

te hidrosoluble y apropiads especialmente pare su empleo

en composliclones detergentes.

tes etapas: mezolar el materiel de péncreas, triturado has-

| ta un temafioc de partioula inferior & 4 mm. con wna cantidéd
32,5 e 6 veces mayor de una soluciln acuosa de etanol del g
215 al 35 %, después dejer reposar la mezela durante 10 a i5
ghoras & ‘temperatura ambiente, filtrar, eventualmente des-g
Epués de la adicidn de agentes auxilieres para la filtra-

! 0ién, afladir al filtrado, eventualmente después de afiadir

E més agua, de 10 a 20 partes en peso de alecohol butflico

f

% -7 -
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por cada 100 partes en peso del producto filtrado, después

del f£iltrado dejar reposar durante 10 a 15 horas, separar

la cepa trensperente formada, afiedir aproximadamente las

mismes partes en volumen de etanol, y recuperar mediante
filtracidn la enzima precipitada después de dejar reposar
2 & 8 horas e temperaturas de entre +1 y 102 Cz ¥ que con-
siste sustancielmente en tripsina. '

En este procedimiento es conveniente secar con
acetona el residuo del producto de la extraccidn con alco-
hol etilico que consiste sustanciglmente en pancreatina.
Los sblidos esi obtenidos se pueden agregar asimismo en
pequefias proporciones a composiciones detergentes en cali-
dad de componente enzimaticemente activo.

Es ventajoso asimismo mezelar le enzime § mezcla
de enzimes obtenide de este modo, que consiste sustancial-
mente en tripsina o/y pencreatina, con aproximedamente par-
tes igueles de lactosa. La adicidn de la laotosa mejora efi-
cazmente la capacided enzimética y, sobre todo, la estabi-
lidad de la enzima.

Se ha encontrado asimismo que se obtienen prepe-
redos enzimaticos apropiados'especialmente para su empleo
en composiciones detergentes ocuesndo la enzima o mezecla de
enzimas consistente sustancialmente en tripsina y/o pan-
ereatine, se mezcla con una cantidad 3 & 4 veces mgyor de
une sel inorgénica tal como sulfato sdédico, bicerbonato sd-
dico y/o un fosfato neutro.

Finalmente se ha descubierto que las enzimas o
mezcleas de enzimes obtenides por los procedimientos cita-
dos, Unicemente desarrollaren totalmente su capacidad,

cuando las composiciones detergentes contienen de 5,0 has-

oo 377175
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te 20 % en peso de sustenciss no idnicas de actividad su~-
perficial, y 95 a 80 % en peso de mejoradores de detergen-
cla. De acuerdo con el invento se agregan a estas composi-
ciones detergentes de 0,1 a 0,6 % en peso de las enzimas

é mezclas de enzimas obtenidas por el procedimiento confor-
me al invento.

Mejoradores de detergencie apropiados para un
agente de lavado previo conforme el invento, consisten en
40 a T0 partes en peso de sulfato sddico anhidro, 10 a 30
partes en peso de pirofosfato tetrasdodico, 10 a 15 partes
en peso de perpirofosfato sdédico y 5 a 10 partes en peso
de pirofosfato &cido de sodio.

Mezclas de mejoradores de detergencia adecuades
para composiciones detergentes de lavado principal o acla-
rado, consisten sustancialmente en 10 a 20 partes en peso
de un pirofosfato sddico neutro y 5 a 10 % en peso de un
pirofosfato acido sddico, 10 a 20 partes en peso de poli~
fosfato sbdico, 10 a 20 partes en peso de perpirofosfato
gbédico, 10 a 20 partes en peso de bicarbonato gddico y 30
a 50 partes en peso de sulfato sddico.

Especialmente ventajoso es que las composicio-
nes detergentes conforme sl invento contengan, con rela-
¢ién a las enzimas o mezclas de enzimas agregadss, una
cantidad 5 & 10 veces mayor de carboximetilecelulosa, que
es un conocido agente de suspensidn de la suciedad que man—
tiene la actividad de las enzimes y/o mezclas de enzimas en
la lejia de lavado, y ectla como coloide protector.

Convenientemente las enzimas o mezclas de enzi-
mas useades en las composiciones detergentes conforme al

Invento contienen de 10 a 20 partes en peso de una tripsi-
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na fioilmente hidrosoluble, preparada segin el método del

invento, mezeclada preferentemente con 50 a 60 partes en

peso de lactosa y 5 a 25 partes en peso de pancreatina,
0,05 a 1 partes en peso de ureasa y 70 a 90 partes en pe-
so de una sal inorgénica.

Tal combinacidn de enzimes obtenida por el proce-
dimiento conforme al invento y que consiste sustencialmen-
te en tripsina mezcleda con lectosa, ¥y ademés de ureasa
y/o pancreating, posee una gema de activided suficiente
requerida para composiciones detergentes.

La ureasa empleada en esta composicidn detergen-
te es preferentemente una urease que se precipita con ace-
tone a bajas temperaturas a partir de una solucidn dialize~
da de alcohol etilico acuoso y del extracto de una harina
de soja previamente desengrasada. .

El procedimiento del invento para la febricacidn
de estas coﬁposiciones detergentes comprenden primeramente
preparar une mezcla de los agentes tensicactivos y los me-

joradores de detergencia secar esta mezcla y luego agre~
gar la enzims é la mezcla de enzimas O pulverizarla sobre
la mezcla seca.

A continuacidn serd explicado el invento con més

detalle mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Para la obtencidn de tripsine fécilmente hidro-
soluble, exenta de inhibidores, se congelaron a -152 C
50 kg. de gléndulas de péncress de cerdo recién sacrifi-
cado. AL cabo de un tiempo de congelacidn de 24 hores se

hizo pasar este material, en estado congelado, a través de

377175
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un dispositivoe triturador, por ejemplo, por una méquina de
picar carne con un disco perforado con agujeros de 3 a 5
mm. de didmetro. Al meterial de péncreas triturado se colo-
¢ en un recipiente fueron afiadidos 50 kg. de alcohol eti-
lico al 95 % y 150 litros de agua de la cafleris; la mezcla
se agitd lentamente durente 30 minutos, evitando la forme-
cidén de una emulsidn, y después se dejé reposar en el reci-
piente tapado, durante 12 a 13 horas a femperaturs ambien-
te.

Los ensayos con otros disolventes, tales como

" gleohol isopropilico, proporcionen resultados menos favore-

bles, ya que se veria desfavoreblemente la estructura pro-
teinica de la enzima, as{ como los lugeres de contacto de
le enzima y, con ello se reduce su actividad.

Después de un tiempo de envejecimiento que dura
gl menos 12 horas, se sgregan & la mezcla 5 kg. de ftierra
de distomees y se agita lentamente, con lo que las fibres
de péncreas adopten al cabo de un corto tiempo el aspecto
de cordones. Une vez que he sido elcenzado esta etapa, se
hace pasar toda la carge a traevés de un tamiz fino, para
gseparar el materiel de fibras de pﬁnereas, del jugo tur-—
bio de péncreas. Fl material de fibras de péncreas puede
seguir exprimiendose con un filtro-prensa, reuniendo el
jugo prensado as{ obtenido, con el jugo turbio de pancreas.
Se obtienen aproximademente 130 1litros de jugo de péncresas
¥, calculado como sustancis seca, 20 kg. de material de
fibras de péncrees. El jugo de péncreas.se completa con
agua hasta obtener 200 litros de l{quido, y se mezcla con
15 partes en peso de aleohol butilico por cada 100 partes

en peso de jugo; esta mezcla se agita a fondo durante

R A 175
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gproximademente 5 minutos, y luego se deja reposar 12 ho-
res a temperatura ambiente. Con ello se forma une capa trans
parente y una capa turbia, que contiene sustancialmente re-
siduos de fibres y proteinas extrafias. La capa transparen;
te se separa por succidn cuidadosamente, se mezclae con 1,15

litros de alcohol et{lico por cada litro de solucidn trans-

parente, y luego se envejece g +52 C durante 6 horas, duren-

te cuyo tiempo tiene lugar la preéipitacién de tripsina
exenta de inhibidores de la tripsina. Al cabo de un tlem-
po dée envejecimiento de sproximademente 6 hores, se filtra
la cerge a través de un filtro de vacio & un embudo Buchner,
obteniendose un total de 650 g. (con relacidn &l peso en '
seco) de tripsina purisims, fcilmente hidrosoluble y exen—
te de inhibidores. Un andlisis de esta sustancia demostrd
que esta tripsina contenia aproximaedamente de 450 hasta

500 unidades Wilstatter por cada gremo de sustencia. A
partir del filtradé, consistente sustencialmente en buta~
nol, elcohol etflico y sgua, pueden recuperarse sin dificul-
tades el alcohol butflico y el alcohol etflico.

Fl material de fibras de péncreas obtenido des-
pués de la extraceidn con alcohol etflico ¥ exprimido en el
Piltro-prensa, se agita con acetona en una proporeidn en
peso de 1 ¢ 5, ¥ se deja reposar aproximadamente durante
10 minutos. Al cabo de este tiempo la mezcla se hace paser
& través de un £iltro o de un tamiz y el residuo se seca
al aire y se muele, Con ello se obtienen aproximadamente
6 kg. de pancreatina pura que, por cada gramo de sustan-
c¢ia, contiene 20 unidades de lipasa, 40 unidades de trip~
sina y 60 unidades de quimotripsina (medidas por el método

de Wilstatter). 3
| &by, (ﬁ? 6&
e 947



Ejemplo 2

La tripsins seca, hidrosoluble y exenta de inhi-

bidores, obtenida conforme el ejemplo 1, se estabilizd mez-
5 clandola con lactosa en una proporeidn en peso de 45 : 55;

a continuacidn se mezcld este mezcla con una sel inorgeni-
ca en una proporeidn en peso de 15 : 85. Esta mezcla o pre~
paracidn facilita el menejo de la tripsina activa muy concen~
trada, lo que representa unae ventaja especial en la mezcle

10 ulterior con otros componentes del detergente.

Como sal inorgénica se puede emplesr sulfato sd-
dico exento de hierro, fosfatos neutros, tal como, por
ejemplo, pirofosfato sddico, o bicarbonato sddico. La mez-
cle asi obtenide puede ser agregeda en centidades de 0,1

15 hasta 0,5 % en peso a las composiciones detergentes, que
preferiblemente contienen de 5 a 20 % en peso de detergen-
tes no iénicos, y 95 a 80 % en peso de mejoradores de deter—
gencia.

Ejemplo 3
20

Un preperado enzimético que es especialmente
aproplado para composiciones detergentes que, a causa de
su contenido en tripsina, elimina manchas a base de protei-

ne y que a efectos de eliminar manchas que contengan urea,

25 contiene ademds ureasa y, asimismo lipasa, para eliminer
‘manehas basades en grasa, se prepara de la manera siguien—
te:
A) Para la ohtencidn de la ureesa se muelen a
le forma de harina habas de soje o habas de soja grosera~

30 mente molides en un molino de crucetas de percusién, harina

5.10.70 - 13 - 377 175
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que se desengrasa mediante percolacidn con una cantidad
aproximademente diez veces mayor de tricloroetileno. 10
kg. de esta harina de soja, desengresada, secada al aire

y vuelta a moler, se agiten durante una hora con 40 litros
de una solucién acuosa de alcohol etflico al 27 %. Después
de un tiempo de envejeoimiento de 12 horas, se filtra el
meterial obteniendose aproximadamente 17 litros de produc-
to filtrado. El residuo se vuelve a agitar nuevamente con
25 litros de alcohol etflico al 27 #, durante una hora,

¥ seguidemente se filtra. Este segundo producto de filtra~-
¢idn, obtenido en una cantidad de 19 litros, y el primer
producto filtrado, de 17 litros, se juntan se dializen en
una menguera de dializacidén de aproximaedamente 20 cm. de
diametro, en porciones de 2 litros y cada una de ellas du-
rante 2 4 hores, en contracorriente con el 2gua de la ca-
fleria. Da solucidn dislizeda se enfrie hasta 02 C y se pre-
cipita con partes del mismo volumen de &cetona a =52 C.

41 oabo de 2 a 3 hores se decanta el liguido transparente
y el precipitado se separa en una centrifuga de vesos y

Se seca lavado con acetona de =52 C.

Tombien se puede, una vez separado el 1{quido
transparente, pulverizar el liquido residual, con el pre-
cipitado, sobre una sal portedors, por ejemplo, sobre un
sulfato sédico exento de hierro.

Por el procedimiento anterior se obtuvieron en
total 350 g. de ureasa totelmente exenta de inhibidores
de tripsina, con aproximadamente 250 unidades por cada
gramo de sustancig.

B) Pere la obtencién del ouerpo enzimatico mix-

to apropiado se mezelaron 100 g. de la ureesa asi obtenida

377175
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con 10,000 g. de pancreatina obtenida de acuerdo con el
ejemplo 1 a partir del residuo de extraccidn etérea, y

5.000 g. de tripsine aislada conforme al ejemplo 1 y mez-
clada con aproximadamente partes iguales en peso de lacto-
sa, y 67.900 g. de sal inorgénica neutra, en el presente
ceso con sulfato sdédico exento de hierro. Este cuerpo en-
zimdtico resultd especialmente apropiado en celidad de adi-
tivo pera composiciones detergentes y puede sgregerse en can-

tidades de 0,1 hasta 1,0% en peso.
Ejemplo 4

Para la obtencidn de una tripsina esteble, exen-

ta de inhibidores e hidrosoluble, se mezclaron durante 40
minutos 10 kg. de glandulss de pencreas triturado con 7,5
litros de alcohol metilico, hasta que se obtiene una mez~
cla homogénes. Se agregaron sproximadamente 7,5 litros de
agua 2 la mezecla; la mezcla fué agitada lentamente durante
un periodo de aeproximedamente 10 minutos y seguidamente se
dejo reposar durante un periodo de aproxiﬁadamente 24 horeas
temperatura ambiente de 25¢C. Después de esta extraceidn
se £iltro la mezcla, obteniendose 16,5 litros de extracto
trensparente. Este extracto se enfrio haste una tamperatu-
ra de aproximadamente 02C. y & continuacidn se afiadié una
mezcla de 8 litros de aéetona y 8 1itroa de 8ter etflico.
Al cabo de 15 horas se decantd el 1{quido sobrenadante,
despues de lo cuel el precipitado residual de la enzima,

de aspecto de jarabe se mezold con aproximadsmente 2 litros
de aloohol etflico. Con ello se formo unprecipitado blanco
lechoso, que fue filtredo con suceidn ¥ se lavé con 800 ml
de acetona. El precipitedo lavado se secd al aire sobre un

filtro a temperatura ambiente con lo que se obtuvieron 680 g.
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de tripsina hidrosiluble purs. Un snélisis mostrd una ac-
tividad de 440 8460 unidades Willstétter.
Ejemplo 5

Se repitié el método del ejemplo 4, con la excep-
¢ibén de que se empled péncreas de bovino como materisl de
partida., Se obtuvieron sproximedamente 590 g. de tripsina
con una actividad de 220 unidades Willst@tter.

Ejemplo 6

Se repitid el método del ejemplo 4, con la excep-
¢ién de que se precipité la enzime con una mezcla 1:1 de
glcohol n-butilico y elcohol metflico. Se obtuvieron apro-
ximademente 540 g. de tripsina con una actividad de 520
a 530 unidades Willstatter.

Ejemplo 7 ) |
Se greparé un egente de lavado previo mezclando
con agitacidén lenta
25 kg. de poliglicoléter de emide de Acido graso
75 ke de poliglicoléter de elcohilfenol
50 kg. de agua
1,0 kg. de ebrillantador dptico
para formar une suspensién; el abrillantador éptico fué
afladido el final del procedimiento de mezclado.

El poliglicoléter de amida de écido graso ("Dio-
nil W 100", tenia una viscosidad de 15 a 202E, § respecti-
vemente de 120 & 160 op a 502¢; el poliglicoléter de alco-
hilfenol ("Marlophen 8/49 tenfa una tensoactivided de 36,3
41,5 dyn/em a 229C, 1 g/1, medida por el método de presidn
de burbuje. Como sbrillantador se empled una mezcla de “"Ti-

nopel CH 3584" y "Tinopel RB § 200" a partes iguales en pe-

3‘7717‘3
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Ia solucidn asi obtenida se pulverizd en un tam-
bor mezclador sobre una mezcla de mejoradores de detergen-
cia que tenian la composicidn siguiente:

200 kg. de pirofosfato tetrasddico neutro

50 kg. de pirofosfato &cido de sodio

100 kg. de perpirofosfato sédieco con un contenido
de 10% de Hy0,

20 kg, de carboximetilcelulosa

480 kg. de sulfato sédico aenhidro.

Después de terminada de pulverizar la solucidn
de sustancies tensioactivas sobre los mejoradores de deter-
gencia y después de que la mezcla eataba totaslmente seca,
se sgregeron de 1 a 3 kg. del cuerpo enzimatico preparado
conforme al ejemplo 3.

Las sustanciss aromaticas pueden sgregarse bien
& la solucidn 6 bien por separado al final del proceso de
mezclado, adecuamente las sustanciss olorosas de fijan pri-
mero a cera de éxido de etileno hidrosoluble. Las sustan—
cias olorosas preferidas son productos que no contienen
terpenos ni hidrocarburos de cadena ramificeada.

Con respecto a los fosfatos empleados, es reco-
mendeble emplear fosfatos pulverizados, ya que éstos presen—
tan una capacidad de absorcidén especislmente buena pera los
detergentes no idénicos en el procedimiento de nebulizacidn
proporcionando un polvo seco susceptible de fluir. Debe
entenderse que también pueden agregarse.cualeSquiera otros
aditivos usuales para laes coumposiciones detergentes.

La composicidn detergente se ajuste adecuadamente

e un pH no superior a 8,4, medido en una solucién de deter-

gente &l 1% a 602C. _
. 377179
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Le composicidn detergente preparada conforme a
este ejemplo es eficaz en un intervalo de temperaturas de
entre 30 y 65¢C, siendo la actividad enzimédtice indepen-
diente de la éureza del ggua.

Ejenplo 8

Para preparar une composicidn detergente para utili-
zar como agente de lavado principal o aclarador, se prepa—
ré una mezela a partir de 100 kg. de poliglicoléter alco-
hilfenilico ("Merlophen 820") y 20 kg. de pologlicoléster
de 4cido graso ("Marlipal SU"), por adicidn de estos compo-
nentes & 100 litros de agua caliente, agitando continuamen—
te hasta disolverlos totalmente. La solucidn resultante se
pulverizd en un tambor mezclador sobre una meéela de mejo-
radores de detergencia que tenfa la composicidn siguiente:

100 kg. de pirofosfato tetrasddico neutro
60 kg. de pirofosfato écido de sodio
100 kg. de tripolifosfato
100 kg. de perpirofosfato sddico {contenido de
1{202 = 10%)
100 kg. de hidrogeno carbonato sddico
20 kg. de carboximetilcelulosa
400 kg. de sulfato sédico

Los restante aditivos, a saber, 1 kg. de abri-
llantador dptico y 300 g. de perfume fijado en 2 kg de
cera de 6xido de etileno hidrosoluble, se agregaron a la
solucidn de agentes activos de lavado poco antes de la
pulverizacidn. El perfume fijado en cera de oxido de eti-
leno hidrosoluble, puede ser egregado a la carga también
por separado.

Una vez que el producto mezclado estéd totalmente

w. 377175



10

15

5.10.70

seco, Se agregen, aproximadamente 1 a 3 kg. del cuerpo
enzimatico conforme al ejemplo 4, dependiendo la cantidad
de enzima del uso previsto para la composicidn detergente.
EL velor del pH de una solucidn de detergente al
1 % no debe, a 602 C, sobrepasar un valor de 8,8. Eventual-
mente se puede correr el velor pH en direccidn al interva-
lo écido, mediente la edicidn de pirofosfato sddico, y en
direccidn al intervalo neutro, por adicién de Acido lécti~

¢co comercial.

Ensayos comparativos

Ensayos de lavado con las composiciones detergen—
tes obtenidos conforme sl invento, utilizando un tiempo de
lavado reducido y a temperatures de lavado de hasta 602 C,
se comprobd una eliminacidén mucho mejor de las manchas que
la obtenida con composiciones detergentes enzimaticas hasta
ghora conocidas. Especialmente ventajoso resultd el efecto
de las composiciones detergentes conforme al invento sobre

las propiedades mecénices de los tejidos tratados.
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Producto N2 de ope- Pérdida Pérdida de Contenido
raciones de resig resisten- de ceni-
de lavado tencia cle a la zas %

al desgg traccion
rramien- en %

to en %
Producto com- 5 3,28 6,67 1,2
parativo co- 10 6,67 14,9 1,8
mercial 1 20 11,85 25,3 2,4
Producto com- 5 3,58 5,25 0,7
parativo co- 10 5,95 13,2 1,6
mercial 2 20 11,78 26,2 2,6
Producto con- 5 2,65 4,2 0,1
forme al 10 3,28 5,15 0,25
Ejemplo 5 20 7,98 14,25 0,40

En gegeral se ha encontrado que, cuando se em-
plean los productos conforme el invento, se consigue un
efecto de lavedo total a temperaturas sustancialmente més
bajas, ¥y con mucha menos sustancia de lavado. Asimismo se

provoca un abrillantado uniforme de la colada, a ssgber,
independientemente de los tejidos que es independiente del
respectivo material textil tal como celulosa, algoddn, la-
ne, seda 6 fibras de poliamida. Aparte de esto el tejido

.es mucho menos atacado como lo que demuestran los .valores

mejores de resistencia al desgerremiento y resistencia a
la traccidén. Tambien el contenido de cenizas fué mucho me-
nor, lo que demuestra que la composicidn detergente del
invento puede ser elimineda del tejido mucho mds fécilmen=
te mediante el aclarado , no permitiendo se formen depdsi-

tos responsables de que el tejido adquiera un color smeri-

= 37717%



10

15

20

25

30

5010.70

LRI A L 2T

llento.

En contraposicidn a los productos obtenidos por
los procedimientos de fabricecidn conocidos, las enzimes
obtenidas de aocuerdo con el invento, en especial la trip-
g8ina y la uressa, son sustanclalmente hidrosolubles, con
lo que se alcanza una distribucion uniforme de las mismas
en la composicidn detergente, as{ como en la solucidn de
lavado.

Las enzimes obtenidas conforme el invento estén
exentas agsimismo de inhibidores naturales de las enzimas,
cuya eliminacidn no se consigue totelmente por los proce-
dimientos conocidos.

Por el procedimiento del invento resulta posible
eliminar el inhibidor de la tripsina a base de haﬁas de so-
Ja, de modo que shora ya se puede emplear la tripsina Jjun-
to con la usesasa, sin reducir con ello la actividad de la
tripsina. '

Le influencis de inhibidores natureles de las en-
zimasg, que pueden estar presentés en la suciédad de la ro-
pe, se compensa por la alta inmunidad y actividad, respec-
tivamente, de las enzimes obtenidas de acuerdo con el in-
vento.

El nfmero de bacteriss de las enzimas obtenidas
conforme al invento es del orden de aproximedamente 101
el nimero de bacterias de las proteinesas bacterienes es,
por el contrario, de 1020 hasts 1040. Una enzime obtenida
conforme el invento no representa, por comsiguiente nin-
gﬁn peligro de infeceidn originado mediante el proceso de
lavado.

En resumen, la Patente de Invencidn que se soli-
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cita deberd recaer sobre las siguientes.

La presente sollicitud que corresponde a la
presentada en la Repfiblica Federal Alemana el 19 de
Marzo ‘de 1.969 con el nimero 19 13 869.3 (parcial),

. 5 se acoge & los beneficios del articulo 51 del vigente

Egtatuto sobre Propiedad Industrial,

10 REIVINDICACIONES

Los puntos de invencibn propia y nueva que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud
15 de Patente de Invencidn en Espafla, por VEINTE aiios,
son los siguientes:

g l.- Un procedimiento para la obtencidn de

. enzimas ficilmente hidrosolubles y exentas de inhibi-
dores, que comprende briturar pincreas animal que ha
20 sido congelado inmediatamente después de sacrificadas
las reses, extraer dicho material con un alcohol que
contiene 1l-2 &tomos de carbond, tratar dicho extracfo
i

con un disolvente liquido insoluble en agua seleccio-i

nado del grupo que consiste en un alcohol butilico y

un é&ter, hacer que precipite dicha enzima desde la ca;
pa transparente resultante con un disolvente hidroso-
luble seleccionado del grupo que consiste en un alcohdl
que contiene 1-2 Atomos de carbono y una cetona a una

temperatura inferior a 102C, y recuperar la enzima.

2.~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-

27.7.72 | - 223.?7 ??6}
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vindicacibn 1, caracterizado porque el disolvente hidﬁg
soluble empleado para precipitar la enzima, se utiliza
junto con & al mismo tiempo que el disolvente no solu-
ble en agua.

3.~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindieacibn 1, caracterizado porque comprende mezclar
el material de pincreas triturado a un tamafio de parti-
cula inferior a 4 mm. con una cantidad 2,5 a 6 veces
mayor de una solucidén acuosa de alcchol etilico del
15 al 35 % y, después dejar reposar la mezcla durante
10 a 15 horas a temperatura ambiente pasarla a través
de un filtro, eventualmente después de la adicidn de
un agente auxiliar de filtracidn, afiadir al filtrado,
eventualmente después de afladir més agua, de 10 a 20
partes en peso de alcohol butilico por cada 100 partes

en peso de jugo, dejar reposar el filtrado durante 10

t a 15 horas, separar la capa transparente formada, aiia-
; dir aproximadamente partes iguales en volumen de eta-
| nol, y recuperar mediante filtracibén la enzima preci-
pitada después de 2 a 8 horas a temperaturas de entre
v+l y 102 C, y que contiene sustancialmente tripsina.
4,- Un procedimiento de acuerdo con las reiT
vindicaciones 1 y 3, caracterizado porque comprende

extraer con acebona el residuo de la extraccidn con
'

alcohol etilico y secar el producto que, sustancialmen
te, consiste en pancreatina.

5.~ Un procedimiento de acuerdo con las rei-
vindicaciones 1 y 4, caracterizado porque comprende
mezclar la enzima que consiste esencialmente en tripsina

con cantidades aproximadamente iguales de lactosa,

il R R
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6.~ Un procedimiento de acuerdo con las rei=-
vindicaciones 1 a 4, caracterizado porque la mezcla dd
enzima, consistente sustancialmente en tripsina y lac-
tosa sé mezcla con una cantidad tres o cuabro veces
5 mayor de una sal inorglnica, tal como sulfabto sbdico,
hidrogeno carbonato sbédico y/o un fosfato neutro.

7.= Un procedimiento para la obtencién de i
enzimas,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
10 antecede y para fines que se han especificado.
Esta liemoria consta de veinticuatro hojas

escritas a miquina por una sola cara.

Madrid, - 1 A6y, 1972

P.A.
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