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PATENTE DE INVENCION

que por veinte afios se solicita a favor de SOCIETE RAPIDASE,
S.4., de nacionalidad francesa, con domicilio en SECLIN (Fran-
cia), 7y que ha de recaer sobre " PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARA
CION DE PROTEASA ALCATLINA MICROBIANA POR FERMENTACION CON BACI~
LIUS SUBTILIS VARIEDAD LICHENIFORMIS.
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Memoria descriptiva

El registro de la patente de invencidn que se solicita tie-
ne por objeto garantizar la explotacidn exclusiva en todo el te-
rritorio nacional y sus posesiones de un procedimiento para la
preparacidén de proteasa alcalina microbiana por fermentacion con
bacillus subtilis variedad licheniformis, conforme se describe a

conbinuacidn .
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El término "proteasa alcalina" representa una clase de enzi-
mas proteoliticas que son activas dentro del margen de pH alcalino,
a saber entre aproximadamente pH 8 y 11,5, Estos mabteriales son
grandemente prometedores como agentes de limpieza para eliminar su-
ciedad de ropas.en los casos frecuentes en que las manchas tienen
componentes proteinicos. Una ventaja adicional de estos maberiales
consiste en que pueden ser utilizados generalmente en unibén con de-
tergentes comerciales. Asi, se dispone de formulaciones detergentes
que contilenen proteasa alcalina para mejorar el rendimiento de las
mismas.

Es conocido actualmente en la téonica el producir proteasa

alcalina por culbtivo del organismo Bacillus subtilis. No obstantbe,

muchos organismos de esta especie proporcionan un bajo rendimiento
de proteasa alcalina, y por lo tanto la produccidn del material a
parbtir de estos organismos ew ineficaz y costosa.

Se ha encontrado que la variedad licheniformis del organismo

Bacillus subtilis proporciona rendimientos grandemente mejorados

de proteasa alcalina si se la compara con otras variedades de Baci-

1llus subbtilis y por tal razdn proporciona ventajas sustanciales en

la preparacidn de proteasa alcalina por razdn de las ganancias sus-
tanciales de eficacia de produccidn obtenidas por utilizacidn del
organismo. Algunas aubtoridades consideran que la especlie licheni-
formis es una especie separada de gubtilis. Sin embargo, es nuy si
milar a subtilis, y es considerada como una sub-especie o variedad
de la misma para los fines de esta solicitud.

La proteasa producida a partir de licheniformis es separada

del cultivo, preferiblemente por precipitacidén con metanol u otro
disolvente polar no acuoso.

La proteasa alcalina producida mediante este invento tiene
generalmente mayor actividad a elevadas temperaturas que otras pro-
teagas alcalinas, facilitando su utilizacidn en miquinas lavadoras

automdticas,
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Descripeidbdn del invento.

Se cultivan organismos licheniformis en un medio nutriéhte
con adiciones, a incrementos peribddicos, de carbohidratos solu-
bles durante una porciép principal del periodo de culbivo, para
mantener una concentracidn de azlicares reductores de aproximada-
mente 0,1 a 2% en peso, y preferiblemente de 0,4 a 1% en peso,
dgl medio de cultivo. Preferiblemente, el cultivo se lleva a cabo
bajo condiciones-aerobias a una temperatura de 30 a 409C y a un
pH de 5,0 a 8,0 a lo largo del periodo de cultivo, con el fin de
obtiener wn rendimiento ventajosaﬁente élevado de proteasa alcaling

Una ventaja dé la utilizacidn de licheniformis es que éste

proporciona un bajo rendimiento de subproducto de amilasa, mien-
tras que otros organismos productores de proteasa de elevado Ben-
diniento tienden a producir grandes cantidades de amilasa.

Se prefiere particularmente mantener un pH de 6,0 a 6,6 ¥
una temperabura de 34 a 382C a lo largo de la operacidn de cultiwo

La frepcuente adicidn de carbohidratos solubles durante la
operacibén de cultivo, por pequeflos incrementos, para mantener la
concentracién de azlcares reductores arriba citada, aumenta el
crecimiento del organismo y la produccidn de proteasa alcalina en
un grado inesperado. ‘

Generalmente, se ubtiliza almidbdn degradado como menential
de carbohidratos., Bl almiddn puede ser degradado para dar un peso
moleculer reducido de muchas maneras, poxr ejempio por la utiliza~
cibn de eneimas, por calor, por Acidos, o por cualesquiéra otros
medios deseables.

El medio nubriente inicial en el que se introduce Bacillus

subtilisg, variedad licheniformis, tiene generalmente un conteni_

do de carbohidratos de aproximadamente 10 a 20% en peso. Después
de que la concentracidn de azlicares reductores del medio nutrien-

te ha sido reducida a menos de aproximadamente 2% en peso por ac-
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cibn metabdlica del microorganismo, se afiade generalmente més can-
tidad de carbohidratos por inoremehﬁos frecuentes, tal como se des-
cribe anteriormente,

La concentracidén de azlicares reductores puede ser determinada
colorimébtricamente mediante un colorimetro de Klett, utilizando un
filtro 54 (550 mp). La reduccibdn de &cido dinitrosalicilico en el
medio a ensayar es medida y comparada con un patrbén de glucosa en
agua destilada. La conce-ntracidn de azlcares reductores es calcu-
lada a continuvacidén sobre una base de glucosa, es decir partiente
del supuesto de que el tnico agente reductor. presenta es glucosa,
¥y calculando la concenbracibén de glucosa supuesta como la concen-
tracidén de azficares reductores.

Después que se ha desarrollado el cultivo, generalmente du-
rante un periodo de tiempo que produzca un rendimiento méaximo de
proteasa alcalina, la proteasa es separada de modo conocido del reg
to del medio. Esto se puede efectuar filtrando el medio para elimi-
nar sdlidos extrafios, lavando los sblidos y precipitando luego pro-
teasa alcalina a partir del filtrado.

Disolventes polares que tienen un bajo contenido de agua son
generalmente Utiles para precipitar la proteasa alcalina desde un
filtrado de cultivo. Disolventes tipicos que se pueden utilizar son
acetona, éter dietilico y alcoholes de no més de aproximadamente 3
atomos de carbono, tales como metanol, etanol e isopropanol. Se
pueden utilizar también mezclas de disolventes polares. Obtra clase
de maberiales para precipibtar proteasa alcalina desde un filbrado
de cultivo son las sales solubles, por ejemplo sulfato de amonio,
sulfato de sodio, nitrato de potasio y cloruro de sodio.

Antes de la precipitacidn de proteasa alcalina a partir del
filtrado del cultivo, es deseable evaporar éste y la solucibn del

lavado afiadlda hasta sproximadamente 30 a 40% de su peso inicial,
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Iuego la proteasa alcalina es precipitada a partir del producto
evaporado, preferiblemente con un alcohol que no tenga més de
3 atomos de carbono, tal como metanol.

La proteasa asl producida tiene generalmente una actividad
proteolitica méxima en un margen de temperaturas de aproximada-
mente 57 a 679C, a aproximadamente pH 8,5.

Tos sigulentes ejemplos se dan solo con fines ilustrativos
¥ no han de ser considerados como limitativos del invenbto objeto

de esta memoria.

Ejemplo 1,

(A) Se hizo crecer un cultivo de Bacillus subtilis, varie-

dad licheniformis, bajo condiciones aerobias, en un medio de cul-

tivo con un pH de 6,0 a 6,7 a una temperatura de 35 hasta 379C,

El medio de cultivo contenia los siguientes constituyentes:

Pécula de maiz degradada con amilasa

Levadura comprimida

Iiquido de maceracién de maiz

Lactosa

Acido fosfbrico
Carbonato de calcio
Sulfato de magneslo
Sulfato de manganesé
Sulfato de zinc
Sulfato de cobre
Carbonato de hierro

Agua

30% en peso

0,1 hasta 0,8%en pex
0,9 hasta 2,5%en peso
0,1 hasta I,5%en peo
0,5 hasta 1,8%en peso
1% en peso

vosbiglos

vestigios

vestigios

vestiglos

vestiglos

el resto

Cuando el crecimiento del organismo hizo que la concentra-

cidén de azficares reductores disminuyese por debajo de 1%, se afia-

dib6 més cantidad de almiddn degradsdo con amilasa, por incremen-
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tos frencuentes, para mantener el nivel de azlcares reductores en-
tre aproximadamente 0,1 y 2% en peso.

Después de fermentacidn durante 50 hasta 60 horas, se encon-
traron en la papilla de cultivo aproximadamente 29.000 unidades de

actividad de proteasa por ml. La proteasa fué precipitada con meta

nol y filtrada.

(B) La repeticidn del experimento anterior sin la adicidn de
almiddn degradado por incrementos frecuentes did como resultado un
rendimiento méximo de aproximadamente 20.000 unidades de actividad
de proteasa por ml después de aproximadamente 40 horas de fermenta-
cibn,

Las unidades de actividad de proteasa fueron calculadas del
siguiente modo:

Una solucién tampdn de 3,0 g de tris-(hidroximetil)-aminome-
tano (conocido como "tris"), mezclada con 400 ml de agua destilada
fué preparada y valorada con &cido clorhidrico 1 N a pH 8,5, mien-
tras se agitaba se afiadid luego agua desfilada para constituir un
volumen de 500 ml.

Se prepard una solucidn de substrato afladiendo 1,3 g de ca-
seina a 80 ml de un tempbn "tris" 0,05 M a pH 7,6 y se agitd con
calentamiento para disolver la caseina. Después de enfriamiento,
ge afiadid solucidn tampdn adicional para constituir un volumen de
100 ml.

En una serie de tubos de ensayo se prepard una mezcla, a la
que se afiadieron los productos que conbtienen enzimas preparados en
la fermentacidn arriba descrita;'fué preparada en una serie de tu-
bos de ensayo, mezclando en cada tubo 3 ml de la solucidn de subs-
trato anterior, 3 ml de solucidén de hidrdxido de sodio 0,02 N, y
%3 ml de solucibdn de tripolifosfato de sodio 0,014 M, llevada a pH

8,5 con HOl., Los tubos se cerraron con tapones y fueron llevados a
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una temperatura de 379C. Se cuidd que el pH fuera 8,56 superior.

Con la otra mano se consultd un reloj, y en un momento dado
se afiadieron a cada tubo de ensayo 3 ml de una solucidn de enzims
conteniendo la proteasa alcalina que habia de ser analizada, excep
to un "substrato patrdn" testigo que en lugar de ello recibid 3 ml
de la solucidn tempdn arriba preparada. Los tubos fueron mezclados
o removidos durante al menos 30 segundos golpeando ligeramente lgs
paredes de los tubos e incubando luego a 372C. Exactamente 15 minu
tos después de haber afiadido la solucidn de enzimas, se afladieron
a cada tubo 10 g de solucibén de 4cido tricloroacético, preparada
afiadiendo 18 g de &cido tricloroacético, 19 g de acetato de sodio
v 18,9 ml de Acido acético glacial a un recipiente, y después se
diluyd hasta 1 litro con agua destilada. Esta mezcla destruye la
enzima y evita una hidrolizacidn adicional por la enzima de la ca-
seina presente. Los contenidos de cada tuho fueron filtrados a con-
tinuacidn a través de papel Whatman N2 42 de 11 cm. siendo refiltra
da a través del papel la primera porcién-del producto filtrados

Simultineamen-te, se prepard una "enzima patrdn" incubando 5
ml de la solucibén de enzima durante 15 minutos a 372C. La solucidn
fué afiadida & continuacibén a una mezcla de 3 ml de solucién de subs-
trato, % ml de hidrbxido de sodio 0,2 N y 3 ml de tripolifosfato de
sodio 0,044 M, después que la mezcla habla sido incubada durante
15 minutos a 372C, y se afladieron 10 ml de la solucidn de &cido tri
cloroacético antes citada. Después de afiadir la solucidén de enzimas
la mezcla fué incubada nuevamente a 372C con agitacidn 6casional
dwante media hora y filtrada.

Las densidades dpticas de cada uno de los anteriores produc-
tos filtrados se determinaron a continuacién a 275 mp, utilizando
una celda de 10mm y un espectrofotbdmetro ajustado con un punbo de

transmisidén de cien por cien, que es la lectura del "substrato pa-
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trbén" arriba preparado. Las lecturas fueron corregidas
cibén restando la densidad dptica de la "enzima pabtrdén" arriba pre-
parada de las densidades bpticas de las otras soluciones de ensayo.

La cantidad @e proteasa alcalina presente es expresada luego

en unidades de actividad que son calculadas por la siguiente fbér-

mula:
La densidad Optica corregida
: a 275 mp de la mezcla hidro- Volumen (a suber, 22mJ
Unidades lizada en el tubo de ensayo
actividad = K
de proteasa La densidad &ptica a 275 mp tiempo (a saber 15 mi-

de 1,5 mg de tirosina nutos).

x nl (a saber 0,0114)

Dicho brevemente, una unidad de actividad es la cantidad de
enzima que en un minubo, bajo las condiciones del emnsayo anterior,
produce suficlente cantidad de tirosina y de otros mabteriales por
hidrdlisis de caseina para proporcionar una densidad dptica a 275
mp gue es la misma de la de una solucidn de tirosina que'contiene
1,5 mg de tirosina por ml.

Ejemplo 2.~ Se obtienen resultados generalmente equivalentes
cuando se repiten los experimentos de los ejemplos 1(A) y 1(B) uti-
lizando un medio de cultivo que conbiene sdlo 5;5% en peso de la fé
cula de maiz degradada c-on amilasa, siendo reemplazado el resto de
la fécula de maiz por agus, y llevindose a cabo la fermentacidn a
una btemperabura de 37 a 429C durante 70 'a 80 horas.

Ejemplo 3: ' ' .

(A) Un cultivo de Bacillus subbtilis, variedad licheniformig

fué calentado a 602C durante 20 minutos en una solucidn de cloruro
de sodio al 0,85%, inoculada sobre un taco de patata, dejéndola cre
cer durante 24 horas a 372C. Después de esto, porciones del taco de
patata fueron ailadidas a 1000 ml de una mezcla que contenia 4 g de

dextrosa, 5 g de cloruro de sodio, 10 g de triptona, 3 g de extrac-



10

15

20

25

30

38751

to de levadura, y el resto agua. Esta mezcla fué incubéda durénte
18 horas a 372C sobre un agitador rotatorio para formar un indeulo
bacteriano.

Se prepar6 una composicidén de papilla que contenia los siguien

tes ingredientesi

Ingrediente Partes en peso de ingrediente
Solucidn de almidén degradado con amilasa 124,0

(45% en peso de almiddn)

Lactosa 4,3
KH PO, 4y3
Liquido de maceracidén de maiz , : 26,0
Acido fosfbérico (al 75%) 12,9
Levadurs de cerveza 742
Proteina de soja (Kaysoy) 5465
Carbonato de Calcio 2,88
Sulfato de magnesio hidrabado 1,25
Cloruro de sodio : 0,72

Una mezcla de 5 partes en peso de salvado y 4

partes en peso de aceite de TLocino 9,0

Sulfato ferroso hidratado ) vestiglos
Sulfato de manganeso hidratado vestigios
Sulfato de zine hidratado vestigios

Agua : sufilciente para constituir

un peso total de 1000 par-~
tes en peso.

La papilla anterior fud esterilizada de modo discontinuo duran
te 45 minubtos a una temperatura de 125 hasta 13020, y enfriada a 35
hasta 372C. Se afdadid amoniaco estéril para proporcionar un pH de
6,3 hasta 6,6. Aproximadamente 0,3% en peso del indculo bacteriano
anteriormente preparado se afiadid a la papilla, y se dejd proseguir

la fermen-tacidm durante aproximadamente 20 horas con aireacidn y
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agitacidn, Durante este periodo la temperatura se mantuvo a 35
hasta 3790, y el pH entre 6,1 y 6,5 por adicidn periddica de amo-
niaco.

Después de esto, se prepard obtra composicidn de papilla si-
milar a la papilla an terior, excepto gue se ailadieron 372 partes
en peso de la solucidn de almiddén degradado con amilasa al 45%,
aﬁadiéndose correspondientemente menos cantidad de agua. La papi-
1lla fué esterilizada de modo discontinuo bajo las condiciones an-
tes descritas, fué enfriada a 35 hasta 372C, y se afiadid amomniaco
para proporcionar un pH de 6,4 hasta 6,6,

Aproximadamente 80 partes en peso de la papilla fermentada
anteriormente se afiadieron a la nueva composicidn de papilla, ¥
se dejd proseguir la fermentacidén durante 58 horas, bajo las con-
diciones de fermentacidn anteriores. El contenido de carbohidratos
de la mezcla de fermentacidn se analizd periédicamente, y se rea-
lizaron adiclones periddicas de aproximad@mente 17 partes en peso
de la anterior solucidn de almiddén degradado con amilasa, para man
tener la concentracidén de azficares reductores entre 0,4 y 1% en
peso. Tipicamente, se efectuaron adiciones de carbohldratos a in-
tervalos de tres horas.

La froteasa alcalina pregente fué analizada por el método

arriba descrito para proporcionar 1los siguientes resulbados:

Horas de fermentacitdn Unidades de actividad de proteasa porml
34, ' ' 2,784
42 ? 23.865
46 24,166
50 24,682
58 25,693

Ta papilla resultante fué filtrada a continuacidn y el re~
glduo de filtracidn fué lavado con agua corriente.
El producto filtrado fué evaporado hasta una concentracidn

de aproximadamente 182 Bé y luego fué enfriado a 39C y ajustado a
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un pH ligeramente acido. Se afiadid metanol para proporcionar una
concentracidén de metanol de aproximadamente 80% para precipitar
la proteasa, la cual fué separada luego por filtracidn desde la
fase liquida.

La proteasa alcalina producida por el anterior procedimien~
to exhibe una actividad proteolitica mixima = aproiimadamente_GO
hasta 652C, medido por su hiddlisis de caseina durante 10 minu-
tos a pH 8,5° La proteasa alcalina exhibe actividad proteolitica
mixima a aproximadamente pH 10 a una temperautra de 372C y a a-
proximedamente pH 9,6 a 612C.,

(B) Se repitid el experimento anterior excepto que no se
afiadieron increm—entos de solucidn de almiddén degradado con enzi-
mas durante el periodo de tiempo de fermenbacidn. Se obtuvieron
los siguientes resultados:

Horas de fermentacidn Unidades de actividad de proteasa por ml.

30 13,118
34 15,930
42 10,395

Las unidades de actividad de proteasa de este ejemplo son

las que se definen en el Ejemplo l.
Los términos en que se ha redactado esta memoria deberén

ser siempre tomados en sentido amplio, no limitativo.

NOTA DE REIVINDICACTONES

Se reivindica como de propia y nueva invencidén a favor de
SOCIETE RAPIDASE, B.A., con domicilio en SECLIN (Francia), lo es-
pecificado en las siguientes reivindicaciones:

PRIMERA.~ Procedimiento para la preparacidn de proteasa alcalina

microbiana por fermentacidén con Bacillus subtilis variedad liche-
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niformis, caracterizado en que se cultiva un microorganismo de

la especie Bacillus subbtilis, variedad licheniformis, aerdbicamen-

te, en un medio mutriente a un pH de 5,0 hasta 8,0 afladiendo duran
te una porcidn principal del periodo de cultivo del microorganismo
de modo frecuente y por incrementos, carbohidrato soluble en mgus,
para mantener una concentracidén de azlicares reductores en dicho me~
dio entré aproximadamente 0,1 y 2% en pesol

SEGUNDA.~ Un procedimiento seghn la reivindicacidén primera, carac=-
terizado en que dicho carbohidrato es un almiddén degradado.
TERCERA.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn segunda, carac-
terizado en que la Lemperabtura es 30 a 40¢C,

CUARTA,~ Un procedimiento segln la reivindicacidn primera, carac-
terizado en que dicha temperabura es 34 a 382C y dicho pH es 6,8 a
6,6,

QUINTA,- Unlprocedimiento seglin 1a‘reiyindibacién earta, caracteri-
zado en que dicha concentracidén de azlcares reductores es mantenida
entre O,4 y 1% en peso.

SEXTA,~ Un procedimiento seghn la reivindicacidn cuarta, caracteri-

. zado en que dicho microorganismo es cultivado colocindold en un me-

dio nutriente que btiene de aproximademente 10 a 20% en peso de car-
bohidrato en la forma de almidbén degradado, basado en el peso del
m edio nutriente, y en el que, después de que dicho carbohidrato se
haya reducido a menos de aproximadamente 2% en peso por accidén me-
tébdlica de microorganismos, se afiade carbohidraté, por incrementos
frecuentes, para mantener la concentracidén de azlicares reductores
en dicho medio enbre aproximadamente 0,4 y 1% en peso.

SEPTIMA.~ PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE PROTEASA ALCALINA

MICROBIANA POR FERMENTACION CON BACILLUS SUBTILIS VARIEDAD LICHEKRIT
FORMIS.
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Tal y como se deja descrito en la memoria precedente que

consta de trece hojas foliadas y mecanografiadas por una sola

de sus caras.

Madrid, 21 de Enero de 1.971
P.A. de SOCIETE RAPIDASE, S.A,
Vietor Gil.Vega.
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