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La presente invencidn se refiere a un procedimiento

para producir un producto detergente u otro agente de lim-
pieza que contiene una proteasa alcalina.

En el curso de sus estudios para obbtener moteasas
alcalinas, los solicitantes de la presente invencidn han
encontrado que ciertos microorganismos pertenecientes al
género Fusarium o al género Gibberella producen una pro-
teasa alcalina, que muestra una potente actividad proteo-
1itica a pH de alrededor de 11,

Adends, se comprobd que la proteasa citada degrada
activamente varias clases de proteinas en un intervalo
muy amplio de pH, incluso en presencia de agentes tensio-
activos y/o agentes formadores de quelatos, lo gque suge-
ria su posibilidad de aplicacidén en el campo de la indus~
tria de detergentes.

Hasta ahora, aunque han sido aplicadas clertas enzi-
mas a los procedimientos de lavado, no se han conseguido
siempre resultados satisfactorios. Una de las posibles cau
sas de ello es gue la disolucién de lavado se encuentra ca
sl siempre a pH superior a 8. Otra causa es que la activi-
dad enzimftica es inhibida a veces por los agentes tensio-
activos y/o los formadores de quelabos contenidos en los
detergeﬁfes.

A este respecto, se han efectuado también estudios am
plios, y se han establecido finalmente un procedimiento
para producir una potente proteasa alcalina a escala co-
mercial, y se han fabricado detergentes y otros agentes de
lavado que contienen la enzima. En adelante, la enzima seré

denominada simplemente "proteasa alcalina'.
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Por lo tanto, el objeto principal de la presente
- invencibn es proporcionar wna proteasa alcalina que mues-—
. tra una potente actividad en el intervalo de pH de 8,0
; a 12,0, y particularmente de 10,0 a 11,5.
' Otro objeto es proporcionar detergentes y otros agen-
. tes limpiadores que contienen la proteassa alcalina.,
| Con el fin de alcanzar los objetos citados de la pre~
3sente invencidn, en un medio de cultivo es cultivada una
. cepa de microorganismos productores de proteasa alcalina,
‘pertenecientes al género Fusarium o al geneio Gibberella.
jAlgunos microorganismos tipicos que producen la proteasa

alcalina son los siguientes:

é Fusarium oxysporum (IFO 5942}
§ Fusarium oxysporum, fam. batatas (IFO 4468)
g Fusarium oxysporum, fam. gladioli (TFO0 5894)
% Fusarium oxysporum, fam. lini (IFO 5880)
| Fusarium oxysporum, fam. neveum (IFO 4471)

Fusarium oxysporum, fam. lini vasinfectum (IF0 4472)

} Fusarium solani (IF0 5232)
| Fusarium, esp. S=19-5 (IFO 8884)
Gibberella fujikuroi (IFO 5268)
Gibberella saubinetii (IFO 6608)

La expresién IFO y los nfimeros, entre paréntesis, son
?los nimeros de registro en el Instituto de Fermentacibn,
;Osaka, Japbn.,

Entre estos microorganismos, el Fusarium s €sp. S-19-5,
Ees una de las cepas més fitiles para la produccién de la
jproteasa alcalina. Esta cepa fué aislada a partir de una |

;muestra de tierra por los solicitantes de la Patente de la

' presente invencibn, y tiene las siguientes caracteristicas

-3 -
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microbiolégicas:

(1) Caracteristicas de cultivo (249G, 7 dias)

l.

2.

4,

m———— e

380768 *

Caldo de maltba:
Buen desarrollo, blanco; se forma pelicula flocu-

lante; reverso rugoso; pigmento escarlata~-pirpura

en el medio,

Agar de malta:

Buen desarrollo, blanco y floculante; hifas aéreas
abundantes; reverso rugoso; un pigmento escarlata
~purpura en el medio,

Disolucidn de Czapek:

Buen desarrollo, blanco; se forma pelicula floculan-
te; reverso rugoso; ninglin pigmento sustancialmente,
Agar de Czapek:

Buen desarrollo, blanco y floculante; reverso ru-
goso; sustancialmente ningin pigmentow

Gelatina:

Buen desarrollo, blanco y floculante; pigmento pﬁr;

bura negruzco oscuro en el reverso; licuefacecidn
débil.

Dextrosa de patata:

Buen desarrollo, blanco y floculante; superficie

desigual, leventada; reverso rugoso, de blanco a

plrpura claro; pigmento plrpura dejado en liber-

tad en el medio.

(2)Caracteristicas microscépicas.

En cada uno de los medios anteriores se desarrollan

conldléforos a partir de las hifas aéreas, no ramificados,

de 10 a 60 micras de longitud y 1,0 a 1,5 micras de anchura,

hlalanS. Se producen conidios en el vértice sobre los conl-

dléforos, J se agrupan en un racimo mucilaginoso, oval o

{
i

t

-4 -



 células, de 5 a 8 por 1 a 2 micras hialinos. No se forma

- estado sexual., Usualmente no hay clamidos-pora, pero a
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veces esté presente.

1.

2.

B

4,

? (3) Caracteristicas fisiolégicas.

Condiciones para el desarrollo,

Concentracidén de iones hidrégeno: se desarrollan
preferiblemente en medios alcalinos, ' éptimamente
a pH entre 8,0 y 9,0. Temperatura: éptima, 249C
aproximadamente. Posible el desarrollo entre 152C
¥ 289C, aunque se observa mejor desarrollo a 15eC
que a 289C. Requerimiento de oxfgeno:aerobios.
Gelatina: licuefaccidn:

Ligera,

Utilizacién de alcohol etilico:

Negativa.

Degradacién de pectina:

Muy ligera,

Degradacidén de tanino:

Negativa.

Degradacién de grasas y aceites:

Positiva

7. Utilizacidn de hidratos de carbono:

Utiliza maltosa, galactosa, melibiosa, sacaro-
sa, trehalosa, fructosa, manosa, rafinosa,

dextrina, almiddn, glucosa y lactosa. Utiliza
ligeramente inulina, xilosa, arabinosea y celu~

losa.

Segln el "Diccionario de los Hongos" (G.C. Ainsworth,

f5§ edicién), las caracteristicas microbianas citadas indi-

-5«
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~can que esta cepa particular pertenece al género Fusarium

familia Tuberculariiceas, orden Moniliales, suclase

* Deutermicetos, clase Fungi Imperfecti.

Segln la clasificacién de Snyder y Hansen, los
%Fusarium estén divididos, como sigue, en las Secciones
Al Yy A2:
Al: se forman microconidios, usualmente de una célu-
la,
; ) A5: no se forman microconidios o se producen rara-

mente, con forma de huso, de coma o de rifién, de

una a varias células.

El organismo, Fusarium, esp. S-19-5, produce predomi-~

‘nantemente microconidios, y puede ser incluido en el grupo
!
'Elegans de la Seccién A. El grupo Elegans estd ilustrado
;por el Fusarium oxysporum, e incluye 36 especies, btodas
1

ilas cuales son plantas patdgenas que producen macroconidios

“en abundancia.
l El organismo Fusarium es, S-19~5, no obstante, produ-
fce sélo microconidios en la mayoria de los casos, y la
ii‘ormaclon de macroconidios es muy rara. Esta caracteristlca
;1nd1ca que el organismo no puede ser incluido en ninguna
:de las. especies hasta ahora conocidas de este gTupo.
g Para cultivar un microorganismo productor de proteasa
éalcalina, pueden utilizarse medios y condiciones de culti-
Vo convencionales per se.

El medio puede emplearse, bien en forma de liguido
o de sdlido. E1 cultivo puede ser efectuado en condiciones
estaclonarlas, sin embargo es mis ventajoso adoptar métodos

de cultivo con agitacidén o medios de cultivo aerobios,

% Siempre que pueda desarrollarse sobre &1 un nicroor~

-6 -



Eganismo productor de proteasa alecalina, el medio puede ser
i’de cualquier tipo. Puede contener, por ejemplo, como fuen-
jtes de carbono, materiales tales como glucosa, sacarosa, |
idextrina, almidén, celulosa, glicerina, sorbitol, y simi-'

‘ '
5 i lares, y, como fuentes de nitrdgeno, materiales tales co-.

i

mo peptona, extracto de carne, extracto de levadura, leva-
dura seca, harina de soja, pan de soja, salvado de trigo,
. salvado de arroz, extracto de patata, casefna, gluten hi-.

drolizado de caseina, liquido de maceracién de maiz, urea,

3

10 sales de amonio, nitratos y otrs compuestos -nitrogenados

: orgénicos o inorgénicos. Como sales inorgénicas, pueden
. ser incorporados varios fosfatos, sulfatos y clorhidratos,
! por ejemplo. En ciertas circunstancias pueden ser afiadi-

das, con el fin de estimular el desarrollo de los microor-

15

ganismos, varias vitaminas, aminofcidos, &cidos nucleicos

¥y sus compuestos andlogos, etc. Segin los métodos de cul-.

tivo y las condiciones a emplear, la adicidn de un agente,
antiespumante natural o sintético, por ej. aceite de sojag
0 aceite de silicona, puede ser efectiva para una mayor

20 acunulacidn de la enzima.

! Al culbtivar los microorganismos, es preferible pre-

parar un cultivo previo a menor escala, que, a su vez, esl
inoculado en el medio de cultivo principal.

Las condiciones de cultivo, tales como la tempera-
25 ; tura y tiempo de incubacidn, pH del medio, velocidad de
aireacidén, etc., han de variar con los microorganismos y
~ las composiciones del medio a émplear.
La condicién necesaria es que las condiciones sean
' seleccionadas y controladas de modo que sea méxima la acg;

50 | mulacién de la proteasa alcalina., En muchos casos, las con
i

5.6070 * - ’7 -
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diciones preferidas incluyen una temperatura de incubacién
%de desde 202 a 3020, un tiempo de incubacién de 2 a 7 dfas,
fun pH del medio préximo a 7, y una velocidad de aireacibn
ide 0,5 a 1,5 litros por minuto por litro del medio.

t

Asi pues, el microorganismos acumula gran cantided

?de la proteasa alcalina en el cultivo,

i Cuando se emplea un medio liquido, la enzima objeto
Ede la invencidén aparece en su mayor parte en la fase liqui
gda del cultivo. Por tanto, es preferible seguir las opera-
%ciones de separar los micelios por filtracibén o centrifu-
ggaci6n5 ¥ a continuacidén recuperar y aislar la enzima del
gliquido de filtracibn, o del flfiido que sobrenada, segfn

el caso.

f Cuando se emplea un medio sélido, usualmente es pre=-
iferible somebter a extraccidn el cultivo de antemano con
gagua 0 una disolucidén acuosa de una sal inorgénica, y des—

!pués recuperar la enzima a partir del exbtracto resultante.’

i Para recuperar y aislar la enzima a partir del cul- .
i
I

itivo de filtracibn, del cultivo que sobrenada o del extrac

|
to del cultivo, puede emplearse cualquiera de los medios
i

fde ailslamiento y purificacidén convencionales per se. Estos
iincluyem separar la enzima por salificacién con una sal
Zinorgéniéé, tal como el sulfato de sodio, sulfato de amo-
?nio o cloruro de sodio, precipitacién fraccionada de la en
‘zima afiadiendo un disolvente orgénico hidréfilo adecuado,
?tal como metanol, etanol o acetona. Ademds, una disolucién
Ede enzime puede ser concentrada bajo presibén reducida y/o
idesmineralizada por diélisis. Es posible también emplear
;medios tales como la adsorcidn y desorcién sobre gel de
éfosfato de calcio, allmina, bentonita, resina cambiadora |

>
H
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‘de iones, etc; cromatografia empleando un derivado de ce~ . —

}lulosa, por ej. dietilaminoetil celulosa, filtracidén por
égel, precipitacibn, electrodidlisis, electroforesis, y se-
%paracién de impurezas en forma de un complejo de metales
gpesadoso

§ La proteasa alcalina producida y preparada de la ma—
nera anterior es activa en el amplio intervalo de pH entre
8 0y 12,0, y particularmente en la zona de pH de 10,0 a
:11,5.

t

La temperatura Sptima para la actividad de la enzi-
ma se encuentra mls o menos entre aproximademente 209C y
iaproximadamente 6020, y particularmente entre aproximada-
mente 402C y aproximademente 509C. Estos intervalog de tem
Dperaturas de la actividad de la enzima concuerdan muy bien‘

icon las condiciones reales de lavado mecénico. Ademés, la .

4

act1v1dad no es inhibida por los agentes tensioactivos y/o
‘los agentes formadores de quelatos, que son ingredientes ,
fde los productos detergentes o limpiadores.
: En esta invencibén, la proteasa alcalina puede ser em
ileada, no sélo en forma de una preparacidén altamente pu-
rlficada, sino también en forma de producto crudo de enzi-
ma que es obtenido con la pureza deseada segin el fin per-
seguido; tanto una preparacidén pura como cruda de la enzi-
?a puede ser utilizadas como ingredientes de log productos:
iimpiadores o detergentes.

Como ejemplos de los agentes tensiocactivos contenidos
Pn los productos detergentes pueden indicarse varios com-
?uestos, que incluyen los agentes tensiocactivos anidnicos
Ael tipo de sales de &cidos grasos, del tipo de sulfato o

ﬁel tipo de sulfonato, tales como los jabones naturales de?
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&cidos grasos (NS), aleohilsulfato (DAE), oiefina—sulfato,
n-alfa-olefina sulfonato (AOS), tetrapropilbenceno sulfo-
‘nato (4BS), y n-alcohil benceno sulfonato (LAS); y agentes
itensioactivos no ibnicos bien del tipo de éber o del tipo
5 :de éster, tales como los éteres de polioxietileno y alco=-
Ehilo, los éteres dé'polioxietileno y alcohilfenol, log és-
?teres de alcohol polivalente y alcohilo, los é&steres de
Epolioxietileno alcohilo, ésteres de azlicar, y similares.
' Los productos detergentes o limpiadores-pueden con~—
10 ~tener adifivos mejoradores de la detergencia, tales como
itri-polifosfato, sulfatos, carbonatos, boratos, asi como
écarboximetil celulosa, colorantes fluorescentes, aromas,
Eagentes blangueantes, por ej. perboratos, agentes formado-
%res de quelatos, por ej. N(CHchONa)B, agentes protectores
15 :de la piel, por ej. 6xido de dimetillaurilamina, desinfecf
%tantes, por ej. aminas terciarias, etc.

i
) La proteasa alcalina es mezclada con otros componen—

H

;tes del producto, que pueden encontrarse en forma pulveru-

flenta, granular o liquida, y, cuando la mezcla resultante

20 ‘es un liquido, puede ser secada hasta obtener un producto

;pulverulento 0 granular por procedimientos convencilonales,
?tales-como el secado por pulverizacidn.
j Goﬁb no existe ningln sistema internacionsl de uni-
?dades para esta clase de enzima, es dificil prescribir la
25 iproporcién de enzima en los productos detergentes o limpia
,dores en general,
: En la presente invencién, la actividad de la protea-
‘sa alcalina es determinada por el siguiente método de Ku-
:nitz modificado (J. Gen. Physiol., 30, 291, 1947): 1,0 ml.

30 ‘de una disolucidén acuosa de caseina al 2% (de HammarsteinX

506970 - - 10 -
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;mezclados con 0,5 ml, de una disolucién de enzima, 2,0 ml.

3

;de la mezcka resultante se dejan incubar a 372C durante 20
?minutos, v después la reaccidén es detenida por adicién de
;5,0 nl, de una disolucién acuosa al 5% de &cido tricloroéce
ético. La mezcla se deja reposar & 379C durante otros 30 mi
?nutos, con lo que la caseina no digerida es precipitada
Ecompletamente. La cageina precipitada es separada por fil-
étracién, y el liquido de filtracidn resultante es sometido
ia una determinacién de densidad fptica a 275 milimicras, a
partir de la cual es calculada la proporcién de caseina ai
%gerida, en forma de la proporcidén de tirosina. Una unidad
;de la actividad de proteasa (UP) se define como la cantidad
?de enzima que disuelve la cantidad de caseina equivalente '
ia 1,0 microgramo de tirosina por minuto, en las condicio-
%es de ensayo. La actividad especifica de una muestra de
?nzima es expresada en UP/mg.
‘ La proporcién de proteasa alcalina que ha de ser in-
éorporada en los productos detergentes ha de variar con el
%ipo de producto. En el caso de un detergente para lavar
%elas, la proporcidén preferida puede variar en general en-
%re 5 ¥y 10.000, en unidades por gramo del detergente, y en
ia préctica de 10 a 5,000 unidades por gramo.
‘ Un detergente que contiene proteasa alcalina prepa-
rado de la manera anterior muestra una accién limpiadora no
tablemente intensa frente a las‘manchas proteinicas atri-
buibles al sudor, a sangre, caldo y leche, que son difici-
ies de eliminar por lavado con un detergente convencional.
Ademés, el detergente es empleado en el pre-lavado,

asi como en el lavado principal.
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En el prelavado, los materiales manchados son usual-
"mente empapados en una disolucidén de detergente a tempera-
‘tura ambienté durante varias horas, mientras que el lavado
gprincipal es llevado a cabo preferiblemente a una temperaé
ftura mis elevada, de entre 40°C y 602C, durante una hora
%aproximadamente.

En los ejemplos siguientes se muestran realizacio-
énes preferidas de la invencidn, pero no han de ser consi-
;derados como limitativos de la presente invencién.

A lo largo de toda la memoria descriptiva, las abre-

i

- viaturas "ml", "mg","Mg" "/u" "mu" y "oC" significan mi-

ililitro(s), miligramo(s), microgramo(s), micra(s), milimi-
%cra(s) ¥y grados centigrados, respectivamente. Los tantos
;po:-ciento estén calculados en peso por volumen. En los
gEjemplos que siguen, las parbtes en peso estén relacionadas
icon las partes en volumen de igual manera que los gramos
écon los mililitros. En los dibujos, E representa energia,
% ‘T‘longitud de onda, N mimero de onda, T transmitancia, Ar
iactividad relativa, t temperatura y Ad actividad residual.
i

Ejemplo 1

! .500 partes en volumen de un medio liquido, compues-
zto de 5% de harina de soja desgrasada, 5% de glucosa, 2%
ide fosfato de dihidrégeno y sodio, y con pH ajustado a 7,
fson introducidas en un fermentador (cuya capacidad es de
§2000 partes en volumen esterilizadas, indculadas con Fu-
 sarium, eps S-19-5 (IFO 8884) e incubadas a 282C durante .
25 dias, bajo aireacién y agitacién, para preparar un cul-

tivo de siembra.

El cultivo de siembra es inoculado a un fermentador'
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(cuya capacidad cs do 50.000 paﬁtes en volumen) qué Gonw i

" ficne 50.000 partes en volumen del nismo nadio 1iquido an-

erior, y ¢l fermentador ca sometide a incubacifn a 2590

gurante 14!4- horas, con una velocidad de alrageiln &6 45,000

5 parbes en volumen por minute, con azitaciln a 500 reve/mi- r
puto. Durante la ineubacifén, la formacién de espuma es in-

hibida por adicién de utna proporcién adecunda de acoite de

) soda de wTes en cuando. ‘
' La variscién en el valor del pH y en la actJ vidad
“’10 de protecsa en el curso del cultive son lad aff.guienﬁes. *
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Ejemplo 2

‘ El cultivo obtenido despuds de 144 horas, segfin el
;Ejemplo 1, es enfriado hasta aproximedamente 52C, y des-
fpués es heche pasar a través de un filtroprensa con el auxi
‘liar de filtracién Hyflo Super-Cel (Johns-Menille Products
§Corp., EE.UU.), con lo gue los micelios son separados. A
glas 20,000 partes en volumen de filtrado resultantes se
;aﬁade sulfato de amonio 0,6-saturado, y el precipitado se-
%parado por salificacién es recogido por filtracién con el;
gauxiliar de filtracidén. El precipitado resultante de sulfa
%to de amonio que contiene el auxilisr de filtracidn es di-
%suelto en aproximadamente 6.000 partes en volumen de agua
éi‘ria, Y los materiales insolubles son separados por filtra
icién. Después es afladido al filtrado sulfato de amonio -
%O,6-saturado, para precipitar la enzima de nuevo, y ésta,
%a su vez, es recogida por centrifugacibén, disuelta en.IJOOQ
gpartes en volumen de agua fria, dializada frente a agua |
ifria por medio de un diagrama de piel de pez durante 4 dids,
?y liofilizada, dando un polvo de enzima cruda. Por el pro-
%cedimiento anterior se obtienen 30 partes en pesoc de pol—ﬂ
?vo de ia enzima cruda, con un color parduzco. La actividad

fespecifica de esta muestra es de aproximadamente 980 UP/mg.
P Ejemplo 3

En 3,000 partes en volumen de agua fria son disuel-
tas 30 parteé en peso del polvo de enzima cruda preparado
;én el Ejemplo 2, y los materiales insolubles de la disolu{
Ecién de enzima son separados por filtracidén con el auxiliar

de filtracién, obteniéndose una disolucién transparente.

Es afladido sulfato de amonio 0,6-saturado al liguido de fil

- 15 =~
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tracién transparente, dando un precipitado de la enzima, °
, Que después es disuelto de nuevo en 1.500 partes en volu-
~men de agua fria, decolorado con carbdn vegetal, dializa-

do frente a agua fria a 420-59C durante 4 dfas, y liofili-

{ zado formando un polvo. Por el procedimiento anterior se
:obtienen 4,5 parteé en peso de un polvo de enzima parcial-
:mente purificado, con una actividad especifica de 1580

: UP/mg.

4,5 partes en peso del polvo de enzima, disueltas en

450 partes en volumen de tampdén de Tris-ClE 0,01 M, de pH
9,0, son dializadas frente a tampbén de Tris-ClH 0,001 M,
durante 3 dias, colocadas en una columna de dietilaminocetil
celulosa equilibrada previamente con el tampén de Tris-ClH,
¥ eluidas con el mismo tampén. Son recogidas aproximada- 7
mente 675 partes en volumen de la fraccidn rica en enzima,
son dializadas frente a agus fria durante 3 dfas, y liofi-
lizadas hasta formar un polvo. Por el procedimiento ante-.
i rior se obtienen 0,35 partes de enzima purificada en esta;

do pulverulento, con una actividad especifica de 5,400
UP/mg.

0,35 partes en peso del polvo de enzima purificada, .
'disueltas en 535 partes en volumen de tampén de Tris-ClH
10,01 M, de pH 8,0, son cromatografiadas a través de una

icolumna de Sephadex G-100, lavado previamente con el tam—

ipén de Tris~ClH. Son recogidas 62 pértes en volumen de la
%fraccién activa, dializadas frente a agua fria durante 3
%dias, ¥ liofilizadas, con lo que se obtienen 0,15 partes
%en peso de un polvo de enzima altamente purificada. Ia ac—

;tividad especifica de esta muestra es de 6.500 UP/mg.
5 Lag caracteristicas enzimoldégicas de esta muestra
i

| |
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las siguientes:

Color y forma:
Polvo blanco.
Andlisis elemental tipico (%):
C, 46,72; H, 6,59; N, 15,03,
Constante de sedimentacidn (Seow):
aproximadamente -3,19 x lO"13
Peso molecular (por el método de Archibald):
2,65 x 10% (+ 5%) “
Espectro de absorcién ultravioleta (véase Fig. 1):
Absorcidn méxima a 275-280 milimicras; Eé?o mili

micras, = 7,0
1 cm.

Espectro de absorcibén infrarroja (véase Fige. 2): .
Bandas de absorcién significativa a 3,38, 6,05,

6,55, 6,88, 7,15, 8,12, 9,30 micras.

Punto isoeléctrico (por electroferesis de papel):

A pH aproximadamente 11

Solubilidad:

Soluble en agua y disoluciones acuosas de sales
minerales con una intensidad ibnica de 0,01 a 0,1
micras. Insoluble en metanol, etanol, acetona y éter
etilico,

Avtividad de pH (véase Fig. 3):

pH 6ptimo a aproximadamente 11,

(10) Actividad de temperatura (véase Fig. 4):

Temperatura bptima, 4 aproximadamente 502C.

(11) Estabilidad segfin pH (véase Fig. 5):

No hay desactivacidén en el intervalo de pH a 5 f
a 8; 10% de desactivacién a pH 11,5 (1 hora de in-
cubacién a 3720) "
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. (12) Estabilidad en funcién de temperatura (véase Fig. 6):
No hay desactivacién por debajo de 559C; 20% de de-
sactivacién a 652C, y 80% a 702C (10 minutos de in-

; cub acidén a pH 5).

Ejemplo 4
Se examind la influencia de varios agentes tensioac-

tivos sobre la proteasa alcalina, con los siguientes re-

sultados:

Segln la férmula dada en la Tabla 1 se preparan cinco

detergentes diferentes, en los que se utilizan como ten-~

. sioactivos la sal de sodio de 4cidos grasos naturales de
nr615_18 (¥s), n-C, ;-alcohilsulfato de sodio (DAs),
n-alfa-olefina de 015-18 sulfonato de sodio (40S), tetra~
propilbencenosulfonato de sodio (ABS) y n-Clé—alcohilben-'
cenosulfonato de sodio, y estos detergentes resultantes

son denominados NS~, DAS-, AOC-, ABS- y LAS-, respectiva—5

mente,
: Tabla 1
g Componente Tanto por ciento
Z Agente tensiocactivo 25
é Trifosfato de sodio 40
. Sulfato de sodio 29
i _
i Silicato de sodio
Carboximetilcelulosa 1

5 mg. de cada uno de los detergentes respectivos son:
disueltos en 2 ml. de una disolucidén de enzima preparsda

disolviendo 2 mg. del polvo de enzima cruda obtenido en !

- 18 -
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Tabla 3

Tela manchada (5 cm. x 10 cm.) : Preparada por el método
de la Japan 0il and Fat
Chemical Association,
empleando una mezcla
1:1 de polvo de un fil-
tro de aire y caseina,

en lugar de negro de hu-

mo.
Disolucidn limpisdora : 600 ml.
Concentracién de detergente ¢ 0,2%
Temperatura de lavado :408¢

Tiempo de lavado : 30 minutos
Tiempo de enjuagado (aclarado) : 10 minutos.

La actividad limpiadora es evaluada por medio de un
contraste o comprobacidn por Jjurado. Al ensayo de cada
uno de los debergentes se destinan cinco muestras de la
tela manchada, y, después de la serie de operaciones de
lavado, adarado y secado en las condiciones especificadas
en el ensayo de lavado mecénico, las telas lavadas resul-
tantes son punbuadas por cinco jueces, segin los siguien-
tes patrones de puntuacidn:

+2 : Dba limpieza de la tela lavada con un detergente

que contiene enzima es claramente superior &
la lavada con el correspondiente detergente des—
provisto de enzima,

+1 : La limpieza de la tela lavada con un detergente

que contiene enzima es ligeramente superior a

- 20 -
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la lavada con el detergente correspondiente des—
provisto de enzima:

0 : No se observa ninguna diferencia significativa

de limpieza entre las dos telas comparadas.

Los resultados de la puntuacién se muestran en la
Tabla 4, en la que se presentan los efectos limpiadores
relativos de los detergentes que contienen enzima frente
a los detergentes correspondientes desprovistos de enzima

en lo que se refiere a los tipos respectivos de detergen-

tes.
Tabla 4
Tipo de deter- Puntuacidn de los jueces Puntuac. Totales
gente A B ¢ D E
NS +2 +2 42 42 42 +10
DAS +2 +1 +2 +2 42 +9
408 +1 +1 41 42 4l +6
ABS +2 +2 +1  +2 42 +9
LAS +2 +1  +1  +2 42 +8
Ejemplo 6

De la misma manera que en el Ejemplo 1, son cultivados
durante 6 dias varios microorganismos pertenecientes al
género Fusarium y al género Gibberella.

Los cultives son después centrifugados, dando 1i-
quidos que sobrenadan que son empleados como disoluciones
de enzimas. A 2,000 partes en volumen de cada una de las
disoluciones de enzimas son afiadidas 5 partes en peso de
detergente LAS, descrito en el Ejemplo 4, y es determinada

la actividad de proteasa de la disolucién resultante, por

- 21
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el método de ensayo especificado. Los resultados se ex-

ponen en la Tabla 5, e indican que el debtergente LAS
no inhibe actividad alguna de las enzimas producidas por

los microorganismos productores de proteasa alcalina.

Tabla 5
Microorganismo Actividad de enzima (UP/ml)
Con detergente Sin detergente
Fusarium oxysporum (IFO 5942) 200,8 199,2
Fusarium oxysporum,fam.lini 550,5 553%,8
(IF0 5880)
Fusarium oxysporum, fam. niveum 315,8 307,2
(IFO 4471)
Fusarium solani (IFO 5232) 230,2 235,0
Gibberella fujikuroi (IFO 5268 73,2 75,6
Gibberella saubinetti (IFO 6608) 5%0,2 523,4
Ejemplo 7

Detergente liquido para uso en cocinas: En 55 partes
en volumen de agua caliente a 60-65°C son disuelbas 18 par-
tes en peso de betrapropilbencenosulfonato de sodio, 12 paxr
tes en peso de nrclzalcohilfenolétersulfato de sodio, 5 par
tes en feso de laurildietanolamida, y 10 partes en peso de
Xilenosulfonato de sodio. Una vez dejada enfriar, la diso-
luciéﬁ es suplementada con 0,5 partes en peso del polvo de
enzima cruda preparado en el Ejemplo 2, ¥ una pequefia can~
tidad de un aroma, dando un detergente liquido para uso en

cocinas.
Ejemplo 8

Champl para el cabello: En 64 partes en peso de agua
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f caliente & 60-~652C son disueltas 5 partes en peso de '

~ lanolins acetilada, 6 partes en peso de Alkylolamine

(American Alcolac Corp.) y 25 partes en peso de Dupo

' nol X (E.I. DuPont de Nemours Company). Despuds de

dejarla enfriar, la disolucidén es suplementada con

; 052 partes en peso de polvo de enzima cruda prepara- f

do en el Ejemplo 2 y une pequefia cantidad de un aro- ;

ma, para obtener un champd para el cabello.

Bsta solicitud que corresponde a las pre-
sentadas en Japbén el 8 de Febrero de 1968, bajo el
nimero T7863/1968 y 15 de Marzo de 1968, bajo el nd-
mero 16970/1968; reivindicaciones 1-5, se acoge a los
beneficlos del articulo 51 del vigente Estatuto so-
bre Propiedad Industrial.

REIVINDICACICNES

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

12,~ Un método para preparar un agente
de limpieza que contiene una proteassa alcalina, que
comprende: afladir a un detergente o limpiador de ba
se que incluye, al menos, un egente tensioactivo,
una proteass alcalina producida por microorganis—
mos productores de dicha proteasa alcalina, perte-
necientes al género Fusarium o al género Gibberella,

- 23 -
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en uns cantidad de desde aproximsdemente 5 a aproxi- §
madamente 5.000 UP por gramo del producto final, por
el método de Kunitz modificado.

22.,~ Un método segin la reivindicacién 1,
on el cusl dicho agente tensioactivo incluye wn ten- f
sioactivo anidnico y un temsioactivo no idnico. '

32,~ Un método segin la reivindicacién 2, §
en el que dicho tensioactivo aniénico incluye una %
sal de dcido graso, alcohil sulfato, olefinsulfato,
alcohil sulfonato, olefin-sulfonato y alcohilaril :
sulfonato. i

42, Un método segin la reivindicacién 2, |
en el que dicho tensiosctivo no iénico inmcluye éter |
de polioxistileno y alcohilo, éter de polioxietile~ %
no y alcohil fenol, éster de polioxietileno y alco-
hilo, éster de alcohol polivalente y alcohilo y éster%

;

de azdcar. y

52,- Un método segin la reivindicacién 1,
en el que dicha proteasa alcalina resultante se ca-
racteriza por las siguientes propiedades: (1) una coné
tante de sedimentaciébn (s2ow) de aproximadamente 3,192
x 10-13; (2) un peso molecular de aproximadamente i
2;65.x 104 (por el método de Archibeld); (3) un anéd~ .
lisis elemental ds aproximadamenteA46,72%en peso de §

5
i
i
!
t

‘carbono, aproximadamente 6,59% en peso de hidrdgeno
¥ 15,3% en peso de nitrégeno; (4) una absorcién méxi- |
me, on su espectro de absorcidén ultravioleta es a la ;
longitud de onda de 275 a 280 /g (5) un espectro de!
absorcién infrarrojo en el que las bandas importan-

tes de absorcidén, en micronss, son las giguientes:

- 24 -
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3,0 (intensa); 3,38 (media); 6,05 (intensa); 6,55
(intensa); 6,88 (débil); 7,15 (media); 8,12 (media);

de 8 a 12 y & una temperatura de desde aproximsdamen-
te 402C 8 aproximademente 502C; (8) ser estable en 01
intervalo de pH de entre 5 y 8, en 1 hors de incubs-
eién a 379C; (9) tener wna pérdida de activided de 20
2 80% &l ser calentada & 65 y T0C, ;espectivamento,
en la incubacién de 10 minutos & ?H 5,0,

62.~ Un método pars preparar un agente de
limpleza que contiene una protesss alcaling.

Tel y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de veinticinco hojas

escritas a mdquins por una sola cara.

Medrid, 9% SET, 1972

P.A.

e Elzabury
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