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MEMORTA DESCRIPITVA

La presente invencidn se refiere a una nueva enzima pro
teolitica que se designa con el nimero 24 199 RP, también se
refiere a su procedimiento de preparacion y a la aplicacidn
de la misma, més concretamente en Teneria, para depilar las
pieles.

Se puede obtener esta nueva enzima mediante el cultivo,
empleando medios artificiales, de un microorganismo que per-
tenece al género Streptomyces y que se denomina Streptomyces
Caligosus DS 14 486 (NREL 8 195).

El producto 24 199 RP es ung substancia proteica que se
presenta en forma de polvo cuyo color es pardo a negré, bas—
tante soluble en agua, muy poco soluble en solucicnes acuosas
conoeﬁtradas de sales neutras (por ejemplo sulfato aménico)
y en mezclas hidroalcohdélicas o hidroaceténicas, siendo prac
ticamente insolubles en alcoholes y cetonas anhidras. Su pe-
so molecular es 27 000 y su punto isoelétrico 3,7.

La actividad proteolitica de la enzima 24 199 RP é@ ejer
ce sobre gran nimero de substratos de naturaleza proteica, -
como la caseina, hemoglobine, fibrina (lisis de codgulos) o
leche (coagulaciodn).

Se determina la actividad sobre la caseina con una téeni

ca parecidas a la de M. KUNIT%, J. Gen. Physiol., 30, 221 (1947).

Se valoran los péptidos solubles en dcido tricloroacético que
se liberan durante la hidrélisis, mediante una espectrofoto-
netria a 280 nm, expresandose la actividad en unidades Kunitsz
(U.K), o bien se determinan por medio de una colorimetriz se
gin el método de 0.H., LOYRY y col., J. Biol. Chem. 183 , 265
(1961), expresdndose la actividad en mg. de tirosina que se

. . . - . 7
formz cada minuto en les condiciovnes de le valoracion,
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La actividad coagulante sobre la leche se deltermina de

conformidad con una técnica inspirada en la N.J. BERIDGE, -

Biochem. J., 39, 179 (1945) y se puede expresar en unidades

cuajo (U.C.) cuya definicidn es la siguiente

: L unidad cuajo

eg la cantidad de enzima gue coagula 10 cm3 de leche regene

rada en 100 segundog,

Sc determina la actividad fibrinolitica sobre un codgu

lo de fibrina standard producido mediante la accidn de la -

trombina sobre el fibrindgeno y se puede expresar en unida-

des 1liticas cuya definicidn es la siguiente: una solucidn -

tiene un titulo de 100 unidedes liticas por cm3 (100 UL/cm3)

si lisa un coagulo standard de fibrina en 30 minutos,

Evx el cuadro I se agrupan los resultados obtenidos so-

bre distintos substratos con la enzima 24 199 RP de esta in

vencidén. La cnzima purificada ha dado los resultados que se

indicen en ¢l siguiente cuadro como ilustracidn:

CUADRO T

REACCTION

ACTTVIDAD

Fivrindgeno

Proteolisis (a)
Coagulacidn (b)
Lisis de un coagulo

de fibrina (c)

1 470 UE/g
14 500 UC/g- -
4 920 UL/mg -

5 g/1

(¢) reaccidn a pH 7,5 y a 379C.

(a) reaccitn = pH 7,5 ¥ a 379C - Concentracidn de substrato

(b) reaccidn a pH 6,35 y a 329C -~ sobre leche regenerada.
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En el cuadro II se recogen los resultados obtenidos

cuando se hidroliza la casefna en funcidén del pH.

CUADRO IT
pH del medio Actividad proteolitica sobre
reaccional caseina a 379C
mg. de tirosing formada por &
de enzima
345 220
4,0 410
4,5 900
5,0 1 370 -
5,5 1 540 '
6,0 1 510
6,5 1 930
7,0 2 140
T,5 - 2 270
8,0 2 130
8,5 1 990
9,0 560

La especificidad de la enzima frente a las gueraiinas
de los pelos asi comc cueros y a las glicoproteinas de iés
bulbos y pelos animagles, no pucde deducirse de las aciivi-
dades observadas sobre los subsiratos clgsicos que se han
dado, por ejemplo, anteriormente, pudiéndose manifestar so
lamente con ensayos resles de depilacidn, como los que se
descrinirdn después en los ejeaplos 4 ¥ 5.

La actividad de la enzima 24 199 RP se pone de mani -
fiesto entre un intervalo de pH amplio: el valor de pH Op-

. - ‘5 . ’.. o .
timo para’la hidrdlisis de la caseina se halla proximo a -



7,5 ¥ la enzima conservs al menos un 60% de su actividad mg
xima en la zona de pH comprendida cntre 5 y 8,5.
Se agrupan en el cuadro IIT los resulbados obtenidos -

al hnidrolizar la caseina en fundidn de la temperatura.

De
CilADRO IIT
Temperatura el medio Actividad proteolitica sobre la
reaccional en 2C, caseina a pH 7,5
10. mg. de tirosina formada pdr g
de enzima.
25 1 360
30 1 740
15, 40 2 230
45 2 250
50 1770
55 630 ’
50 200
20.
Se pone de mwanifiesto la actividad Optima de la anzima
24 199RP a una femperaturs préxima a 452C, disminuyendo. Ta-
pidamente su actividad cuando la temperatura es superior a
los 5082C.
o5, In el cuadro IV se recogen los resultados relacionadds

con la cinética de la hidrdlisis de la caseina por medio de
la enzima 24 199 RP, a la concentracién de 10 microgramos/cmB,

Se exnresa la sctivided en mg de tirosina formada.
i O

30.
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CUADRO IV

Tiempo de hidrdlisis en mg de tirosina en el me-
minutos. dio reaccional

5 0,100

15 0,300

20 0,370

30 0,380

60 0,850

90 1,130

El organismo productos de la .nzima proteolitica 24

199 RP es una cepa de streptomyces que s¢ ha aislado a par

tir de una muestra de Tierra ¥y a la que se da el nimero de

D3 14 586. Una muestra de csta cepa esta depositada en el

Northern National Research Laboratory del Departamento de

Agricultura U.S.A. en PEORIA, III (Estados Unidos de Amé-

rica) donde s¢ ha registrado con el numero NREL 8 195, Se

puede remitir libremente una mucstra de csta cepa a cual-

quier persona que se refiera ¢

este documento.

Dicho organismo que prescnta carccteristicas que no hen =

permitido identificarlo con ninguna esbecie deserita, debe

considerarse como una nueva cspecie y sc dencmina Strepto

myces Caligosus, DS 14 486. 3

e he aislado siguiendo el mé

todo general que consiste en suspender una pequena canti-~

dad de tierra en agua destilada

estéril, diluir la suspen

sidn a diferentes concentraciones y exbender un pequeio -

volumen de cada Gilucidn sobre la superficie de placas -

. e - 4
Petri que contienen un medio de agar nutritivo, Despues -
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de incubor alguos diss a 269C, lo cual permite que los mi-
croorganisnos se desarrollen, se separan las colonizs que -
se desean alslar para prosegulir su estudio y se siembran en
agar nutritivo, a fin de obtener cultivos mds abundantes.

El Streptomyces Caligosus DS 14 486 forma esporas ci -
1indricas que miden 0,8 a 1,0 micras/0,6 a 0,8 micras. Pre-
senta copordéforos en racimos, las esporss son generalmente
bastante larzas, pudiendo llegar hasta varias decenas de eg
poras, y se arrollan en espirales apretadas mas o menos alar
gadas que forman en general 2 a 3 vueltas, pcro frecuente -
mente hasta seis u ocho y pudiendo alcanzar diez vueltas. -
El Streptomyces Caligosus DS 14 486 se sitla en la Seccidn
Spira de la clasificacidén de Pridham.

1 Streptomyces Caligosus DS 14 486 se desarrolla bien
a 269C, mal a 37°C y nada a 509C. Presenta un micelio aéreo
esporulado de color gris. La coloracidn de su miceliélfége—
tativo, segin los medice de cultivo, va desde color pardo -
mas o menos intenso a pardo negruzco, Sobre medios orgéﬁicos
y especialmente agar tirosina - cxtracto de IGVadura'dé“Wakg
men ("melanin formaetion medium®), produce en general bastan
te cantidad de pigmento melsnico gue comunica al medio” unm -
natiz obscuro, pudiendo producir un pigmento soluble neéﬁﬁg
co en mayor o menor cantidad, .sobre numerosos mediocs sintéf
ticos,.

In sus cultivos gque se han efectuado a 269C, presenta

los siguientes caracteres bioquimicos:

- produceidn de melanina s positiva
- produccidn de HoS : positiva
-~ tirosinasa ¢ positiva
- licusfaccidn de gelatina ¢ positiva
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- utilizacidén de la celulosa positiva

- produccidn de nitritos a partir
P

de nitratos nuls sobre el

caldo nuiritive
nitrado, positi

va sobre medios

sintéticos,
- hidrélisis del almiddnm : positiva
- cultivo sobre leche desnatada : peptonizacidn

sin coagulacidn
Los detalles sobre el cultivo del Streptomyces Caligo-
sus DS 14 486 estdn rescfindos en el cuadro que sigue. Corres
ponde a los cultivos que se han dessgrrollado bien, es decir,
aproximadamente de 3 semanas a 262C, excepto si se indica lo
contrario. Se han observado estos carscieres sobre ager nu—
tritivo y caldos utilizados habitualmente para determinar -
los caracteres morfoldgicos de tas cepas de Streptomycss, -
habiéndose realizado los cultivos sobre agar inclinado, cuan
do se ha empleado el agar como medio. Se uan preparado Eiqg
0 ndmero de medics de cultivo partiendo de las férmulas in
dicadas en “"The Actinomycetes", S.A. WAKSHAN, p. 193-197; =
Chronica Botanica Compeny, Waltham, Mass., UsA., 1950, es -
$ando sefialados en este caso con la letra v seguida del ﬁﬁ—
nero que se les ha colocado en "ihe Actinomycetes". Las re-
ferencias o comstituciones de los otros medius de cultivo -
gon las que siguen:
- Ref, A - "Hickey and Tresner's Agar" -T.G. PRIIHAIL
¥y col. Antibiotics Annual, 1956-1957, p.950.
- Ref. B - "Bennett's Agar" - S5.4. TALSIAN - "The -

Actinomycetes", vol. 2,p. 331, n2 30 -
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kel

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

Ref.

=

K

"Mhe yillioms and Villkins Comany, Bultimorc,
1961.

»éraula i - 23, o la cual sc aficde un 2% de
LERT.

"Yenct Extract Agar" - T.G. IRlDHAM y col,
tntibiotics Annual, 1956-1957, p. 950.
Tomato Paste "Oatmeal Agar' - T.G. PRIIZHIAL
y col.- Antibiotics Annual, 1956-1957, p. 950
"ielanin Pormetion medium" - 3.A. JAKSUAN -
The ictinomycetes, vol. 2, p. 333 - n2 42 -
The Williams end .ilkins Company, Baltimore
1.961. ’

. E. GRUNDY y col - Antibiotics and Chem. -
2, 401, 1952.

"Inorganic Salts - Strarch Agar' - T.G.. PRL
DHAM y col - Antibiotics Annual, 1956 — 1957
p; 951 :
corresponde 2 la fdérmula W-1 en.la cugl un
1,5% dé glucosa reemplaza a un 3% de s;ca—

rosea. .

L

H

corresponde a la formula W-1 en la que un
1,5% de glicerol reemplaza a un 3% de sé;
carosa. - |
corresponde a la férmula W-18 en la cual
un 1,5% de glucosa reemplaza a un 3% de -
sccarosa.

corresponde a la férmule W-18 en la que -
se suprime la szcarosa y seé reemplaza con
tiras pequeilas de papel de filtro sumergi

des parcialmente en el 1iquido.
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Ref. M

Ref. N

Ref., P

UMznual of Methods for Pure Culture Study
of Bacteria" -~ Society of American Bacte-
riologist Geneva, N.Y. - IT 50-18.

"Plgin Gelatin" - preparada siguiendo las
indicaciones del "Manual of kethods for -
Pure Culture Study of Bacteria® - Society
of American Bacteriologists - Geneva, N.Y.
II 50 - 18.

Leche desnatada comercial en polvo regeners
da de conformided con las indicsciones del
fabricante.

Medio indiczdo para el examen de la produc
cidn de H S por: H.D TRESKFER y F. GaNGA -~
Journal of Bacteriology, 76, 239 - 244, 1958,
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Medio de
cultivo.

Grado de
desarrollo.

Micelio vegetativo
o revés del cultivo.

Aparato aéreo (compren—
de el conjfunto de mice-
lio aéreo y de esportla
cién). ©

. Pigmento
soluble.

Observaciones y propie-
dades bioquimicas.

Agar de Hickey y
Tresner (Ref. A)

Bueno

Revés pardo negruzco

Blanco grisdceo a gris bien
manifiesto.

Pardo negruz-—
co.

Esporas cilindricas que mi-
den 0,8 a 1,04 micras, 0,6
a 0,8, esporéforos en raci-
mos con cadenas de esporas .
largas que se arrollan en -
espirales apretadas y mds o
menos alargadas.

Agar de Bennett
(Ref. B).

Revés pardo amarillento
intenso.

Gris bastante bien desarro-
1lado.

Gris parduz-
co muy inten
so.

Agar de Emerson
(Ref. C).

Bastante bueno

Micelio vegetativo par-
do amarillo intenso.

Blanquecino y en estado de
trazas.

Pardo negruz-
co

Agar con extracto | Muy bueno Revés pardo negruzco Gris intenso muy bien desa- Negro
de levadura de - rrollado.

Pridham (Ref. D).

Agar con harina -~ | Muy bueno Revés negro Gris intenso muy bien desa- Negro
de avena y extrac rollado.

to de tomate de -

Pridham. (Ref. E).

Agar glucosa con |Bueno

peptona (W-7).

Micelio vegetativo par-
do grisdceo intenso.

Blanco grisaceo. Muy rodera
damente desarrollado.

Pardo negruzco




Agar nutritivo

Moderado

Micelio vegetarivo par-
do amarillento.

Blanquecino y en estado .

de trazas.:

Pardo. grisaceo

Agar tirosina

con extracto de
levadura para la
formacién de la
melanina (Ref.F)

Modexrado

Micelio vegetativo negruz
co

Grisiceo my escasamen-

te desarrollado.

Negro.

Produccién de melanina positiva
(Lecturas efectuadas siguiendo
las recomendaciones de autor)

Agar con maleato
cAlcico de Krains

ke (Ref. G).

Muy modera
do.

Micelio vegetativo gris -
parduzco claro.

Nulo

Gris parduzco
débil.

Solubilizacién del malato posi-
tive.

Agar de ovoalbi-

Muy modera

Revés gris parduzco

Cris muy escasamente de

Gris negruzco

mina. (W-12) do sarrollado.

Agar glucosa-as- |Bueno Revés negro Blanco grisiceo a gris Gris negruzco

parragina (W-2). . bien desarrollado.

Egar glicerina—~ |Bueno Revés negro Blanco grisdceo a gris Oris negruzco

asparragina. bien desarrollado.

(w-3)

Agar almidén-sa |Bastante Revés pardo intenso a ne- | Blanco a gris medianamente Gris pardo Esporas cildndricas que miden

les minerales - |Bueno gruzco desarrollado intenso 0,8 micras; espordforos en ra-
de Pridham. cimos; cadenas de esporas lar—
(Ref. H). gas arrolldndose en espirales

apretadas y mds o menos alarga
das. Hidrélisis del almidén po
sitiva
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Agar almidbn-nitrato
(¥-10)

Mediano

Revés pardo amarillento
claro

Blanquecino a gris, Eo&n&mggdo
desarrollado

Pardo débil

Hidrélisis del almidéns
positiva '

Agar sintético de -~

Czapek con sacarosa
(W-1)

Bueno

Micelio vegetativo entre

gris y pardo, revés par—
do amarillento.

Blanquecino y en estado de tra -
zas.

Pardo grisd
ceo

Agar sintético de Czapek
con glucosa (Ref. I)

.Bastante
bueno

Micelio vegetativo pardo
amarillento, revés tam -
bién pardo amarillento.

Blanquecino y en estado de trazas

Marrén claro

Agar sintético de Czapek
con glicerina (Ref. J)

Bastante
bueno

Micelio vegetativo entre
amarillento pardo y par—
do grisdceo-negruzco, re
ves pardo amarillento a
pardo negruzco.

Blanco grisiceo y en estado de -
trazas

Pardo grisi-
Ceo s

Caldo almidén-~nitriato
(w-19)

Bastante
bueno

velo espeso, revés pardo
claro

Blanco grisiceo moderadamente desa
rollado

Nulo

Produccién de nitritos:
positiva

Caldo de Czapek con glu
cosa (Ref. K)

Moderado

Cultivo en copos y velo
blanco grisdceo

Nulo

Nulo

Produccién de nitritos:
positiva

Caldo de Czapek con celu
losa (Ref. L)

Moderado

Cultivo en copos, blan-
co grisiceo

Grisdceo moderadamente desarrolla-
do sobre papel que sobresale del -
caldo.

Nulo

Utilizacién de la celu~
losa positiva. Produccién
de nitritoss positiva.
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Caldo nutritivo nitrado| Moderado Anillo parduzco Blanquecino y en omdmm.o Pardo muy intenso Produccifn de nitritos:
{Ref. M) de trazas. negativa
Cultivo sobre patata Bueno Micelio vegetati Blanco griséceo a gris Negro P.s. negro que empieza
(w-27) Vo espeso y arru claro. Bastante bien de a difundirse en la pata
gado, pardo muy sarrollado. ta una vez que han trans
intenso currido 24 horas de la
incubacién.
Celatina pura al 12% Bueno Cultivo bien desa | Nulo Pardo intenso Licuefaccién de 1a gela-
(Ref. N) rrollado en la su s tinas positiva
perficie. Micelio
vegetativo pardo
intenso.
Leche desnatada Moderado Anillo gris parduz [ Nulo Pardo muy intemso Peptonizacién sin coagula
(Ref. P) co cién - poca variacién del
pH que pasa de 6,3 a 6,5
en um mes.
Agar de Tresner y Moderado Micelio vegetativo | Nulo Negro Produccién de HpS: positiva

Danga (Ref. Q)

pardo negruzco

(lecturas efectuadas siguién
do las recomeridaciones delos
autores).
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Il Streptomyces Caligesus DS 14 486 presents un conjun
t0 de caracteres que no coinciden exactamente con los de las
cepas de-critas anteriormente y, por esta razén, debe consi
derdrseles como una especie nueva.

Entre las especies descritas en el Bergey's lManual of
Determinative Bacteriology (78 edicidn, The Williams and -
Wilking Company, Baltimore, 1957), asi como en "The Acti -
nomycetes" (vol. 2, S.A. WAKSHAN, The Williams and Wilkins
Company, Baltimore, 1961), el Streptomyces Noboritoensis es
1la especie que més ce parece al Stfeptomyoes Caligosus DS -
14 486, efectivemente, produce como aquel pigmentos melani-
cos en los medios organicos y desarrolla un micelio vegeta-—
tivo pardo mas o menos intenso a negro sobre la mayoria de
los medios de cultivo, muy especialmente sobre la patata -
donde forma un micelio vezetativo pardo muy intenso y pre -
sehta un micelio aéreo esporulado de color gris. Sin erhar-

80,

se difersincia porgue el Streptomyces Noboritoensis no -
forma cadenas de esporas en espirales regulares ni 1icﬁa la
. 4 ~ « 2

gelatina o solo lo hace en pequefla proporcion, no produce -
pigmento soluble o produce solamente un pigmento soluble de
color pardo débil sobre el agar glucosa-asparragina y produ
ce un pigmento soluble pardo rojizo intenso sgbre ager nu-
$ritivo, mientras que el Streptomyces Caligosus DS 14 486 -
forms cadenas de esporas que se arrollan regularmente en s
pirales apretadas, licta la gelatina, produce un pigmento -
soluble negro con el ager glucosa-asparragina y da un pig -
mento soluble pardo grisaceo sobre agar nutritivo. Asimismo
el Streptomyces Noboritoensis forma un micelio vegetativo -
. .. & - .

incoloro con azcr sinteético nitrado que contiene sacarosa,=—

en cambio el Streptomuces Caligosus DS 14 486 forma sobre -
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- este medio un micelio vegetativo espeso, entre gris y
pardo, ademds el Streptomyces Hoboritoensis no utiliza la -
ramnosa ni la sacarosa y emplea la arabinoss inosita y xilo
sa muy limitadamente, mientras que el Strebtomyces Caligosus
DS 14 486 utiliza muy bien todas estas fuentes de carbono,
La capacidad del Streptomyces Caligosus DS 14 486 para

aprovechar distintas fuentes de carbono o nitrogéno a fin de

‘asegurar su desarrollo, se ha determinado segin cl método -

de Pridham y Gottlieb (J. of Bact. 56, 107 - 114, 1948), ha
biéndose observado el grado de desarrollo sobre cl medio bg
se indicado por los autores y reemplazando la glucosa por -
diversas fuentes de carbono, respectivamente ensayadas, o -
bien el 30, (NH4)2 por varias fuentes de nitrdgeno.

Los resultados se indican en el cuadro siguiente:
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Puenten de carbono Utilizacién | Fuentes de &zoe Utilizacidn
ensayadas enasayados
D - Ribosa positiva NO ;Na positiva
D - Xylosa positiva NOoNa positiva
I - Arabinosa positiva S04 (NH,) o positiva
L - Rhamnosa positiva PO 4 (NH4)2 positiva
D - Glucossa positiva Adening positiva
D -~ Galactosa positiva Adenosing positiva
D - PFructosa positiva Uracila positiva
D - Hanosa positiva Ures gggztisgﬁa
L - Sorbosa positiva L-Asparagina positiva
Lactosa positiva Glucosanina positiva
Maltosa positiva Glicocola positiva
Saccharosa positiva Sarcosina positiva
Trehalosa positiva |DL-Alanina positiva
Celobiosa positiva |DL-Valina posiﬁiVa
Rafinosa positiva Acide DL positiva
Aspartico .
Dextrina positiva dcide L ~ positiva
Glutamico positiva
Inuling positiva L-Arginina positiva
Almidén positive | L-Libina positiva
Glicdgeno positiva |DL-Serina positifa
Glicerol positiva |DL-Treonina posi%ivé
Eritritol negativa |DL-I&tionina " positiva
Adonitol negativa Taurina negativa
Dulcitol negative |DL-TFemilalamina positiva
D - Hanitol positiva L-Tirosing positiva
D -~ Sorbitol positiva |DL-Prolina positiva
Inositol positiva | plistidina positiva
Salicina limitada | p-Triptofano positiva

Betaina
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El procedimiento de preparacidén de la enzima 24 199 RP
consiste essnciglmcnte en cultivar el Streptomyces Caligosus
DS 14 486 sobre un medio en condiciones adecuadas y en sepa-
rar el producto formado durante el cultivo,

Se puede cultivar el Strevtomyces Caligosus DS 14 486 =
por medio de cualquier método de cultivo aerobio de superfi-
cie o profundidad, pero es preferible este (ltimo gracias a
su comodidad. Con este fin se utilizan las técnicas de siem-
bra y fermentacidn, as? como los diferentes tipos de aparatos
de uso comin en la industria de las fermentaciones.

El medio de fermenta:idn debe contener esencialmente -
fuentes de carbono y nitrdgeno asimilavles, elementos mine-
rales y eventualmente factores de crecimiento, pudiéndose -
aportar todos estos elementos en forma de productos bien defi
fides o de mezZclas complejes, como las que se encuentran en
los productos bioldgicos de diversos origenes.

Se pueden utilizar como fuentes de carbono asimilables

los hidratos de carbono, por ejemplo la glucosa, sacaross, =

maltosa, dextrinas, almiddén u otras substancias carbonszdas -
que pueden ser zalcares alccholes (glicerol) o ciertos &cidos
orgénicos (acido lictico, citrico). Determinados aceites -
gnimeples o végetales, como la grasa de cerdo o el zceite ig
soja, pueden recmplezar con venbtaja estes dintintas fuentes
carbonadas o blen se pueden adjuntar a las mismas.

Son muy variadas las fuentes adecuadss de nitrégeno asi
milable. Pueden ser substancias quimicas muy seicillas, ver-
bigracia, las sales aménicas organicas o minerales, la urea
y ciertos aminodcidos. También pueden aporitarlo las substan-
cias complejas que contienen principalmente nitrdgeno cn for

ma de prétidos: caseina, lectalbumina, gluten y sus hidroli-
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sados, harianss de soja, cacahuete, pescado, extractes de car
ne, lev:durs, destilados solubles y macerados de cereales.

Algunos de los elementos minerales adiciongdos pueden -
tener un efecto tampon o neutralizante, como los fosfatos al-
calinos o alcalinotérreos o bien los carbonatos calcico o -
magnésico. Otros aportan el eguilibrio idnico necesario para
el cremiento del Streptomyces Caligosus DS 14 486 y para la
elaborecidén de la enzima 24 199 RP, como, por ejemplo, cloru
ros y sulfatos de metales alcalinos y alcalinotérreos. Final
mente, algunos actian mds especificamente activando las rea-
ciones mebabdlicas del Streptomyces Caligosus DS 14 486, -
verbigracia, las sales de zinc, cobalto, hierro, cobre y man
goNneso.

Los factores de crecimiento son productos de naturaleza
vitam{nics como la riboflavins, dcido £8lico y acido panto -
ténico. | o

Tl pH del medio de fermentacidn, cuando se inicia el -
cultivo, debe estar comprendido entre 5, 8y 17,8, prefé}éntg
nente entre 6,2 y 7,9. La temperatura Sptima para la férmen—
tacién se halla entre 25 y 309C, pero hay una produccidn sa-
tisfoctoria con tamperaturas que van desde 23 a 33°C, Ia aireg
cidn de la Ffermentscidn puede oscilar entre valores bastante
amplios. Sin embargo, se ha observado que son muy adecuzdas
airegciones de 0,3 a 3 litros de aire por litros de calldo i
por minuto. Se alcanza el mgximo rendimiento de la enzima 24
199 RP g los 2 - 8 diss de cultivo, dependiendo esencialmente
dicho tiempo del medio utilizado.

Es posible aislar la enzima 24 199 RP de los mostos de
fermentacidn, opersndo asi:

-~ se puede filtrer el mosto de fermentacidn, eventual -

mente en pr-sencia de un sgenie de filtracidn, a un pH que -
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generalmente es el del medio al finagl cde la fase 2e produc -
cién. Se concentra el filtrado obtenido hasta un volumen que
sea aproximadamente 1/5 del volumen inicial, después se pre—
cipita la enzima 24 199 RP medisnte la adicidn dé un disolven
te en el cual se disuelva poco, como puede ser la acetona.

- se puede'burificar el producto en bruto por medio de
una precipitacidn fraccicnada con la ayuda de sgles minera-
les sélidas o soluciones acuosas concentradas, por ejemplo,-
sulfato aménico y/o malos disolveutes de la enzima 24 199 RP,
verbigracia, acetona. Tembién se puede purificar el producto
mediante dialisis a través de una membrens, preferiblemente
una membrana de celulosa regenerada.

La presente invencidn sc reficre asimismo a las aplica -
cilones de la enzima 24 199 RP,

La enzima 24 199 RP es especialmente Util en la indus -
tria de la Teneria donde sz puede emplear para devilar ias -
pieles animales con miras a la preparacidn de cucros.

Se puede utilizar la enzima 24 199 RP en estado pufb'ng
ra esta aplicacidn especial, pero debe tenerss en cucnte due
ge obtienen resuvltados equivalente: empleando una enzima que
se encucntra en forma semipurificada.

Hasta hoy dia se depila siguiendo métodos bien conocidos
los que se ubilizan mas corrienteme: te consisten en trata? las
pieles mediante baliog o pastes aslerlinas roduoforus, gue cg-
tan constituidos perticularmente por cal y sulfuro sddico. -
Este procedimiento de depilacidn no da luger a la separacidn
del pelo por medio de la destruccidn de sus conexiones con
la piel, sino que produce la disolucidn de aguel en el bafio
de tratamiento que debe remover:c despuds de coda operccidn.

Intvonces es preciso elinminar el agua que esta muy cargnda de
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sulfurc y productos organicos y cuyos requerimientos quimicos
y bioldgico de oxigeno (RYO y RBO) son muy elevados. En ls -
actualided sec denacha el agua mencionads haciéndola pasar -
o los gistemas clasicos de vertido y provocando asi una polu
cidén muy importante de rios, riachueios, ete,.. Ciertamente
que mediocs de depuracidn potentes permitirfan disminuir los
RQO Y RBO, sin embargo, el coste de su instalacidén y funcio-
namiento es muy grende, de modo que esta solucidén es eviden-
temente onerosa. Una de las ventajas escnciales de la presen
te invencidén es disminuir hasta aproximademente la mitad, la
polucién debida a la depilacidén cldsica. ol depilado de pie-
les por medio de enzimas que se fijan en la parte epidérmics
que une el pelo con lz piel, permite recueprar dicho pelo me
diante una sencilla filiracidn del bailo de depilacidm, sin -
que se produzca polucidn.

Otra ventazja del procedimiento de conformidad con ia in
vencidn, respecto a los procedimientos cldsicos de depilacidn
enzimatica, es que permite recupersr el pelo intactho sin'detg
riorarse el cuero. Lfectivamente, la depilaciodn enzimétlca;
tal como actualmente se practica, provoca wna importante de—
gradacidn de la epidermis e incluso en la dermis de las pie-
les tratadas que dan posteriormente cueros de mala calidad.
Bllo se debe a que hasta hoy el especialista no disponia'dQ
una enzima cuya accidn fuere especifica sobre la conexidn -
pelo-plel. En cutas condiciones la enzima ejerce también su
accidn sobre las proleinas existentes en las capas profundas
de la piel, pero el cuero que se obtiene en un tratamiento -
posterior precenta una flor alterada, venas y cavidades.

Ezta venbeja es muy interesante en el caso de la depila

cidn de ovinos,
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En relacidn con el procedimiento cldsico para la depila
cidén de pieles de carnmero mediante calentamiento, el depila-
do con la enzima correspondiente a esta invencidn permite -
obtener la lana y la piel intectas.

Seglin una preparacidén general, cuando se tratan las pie
les de bovinos, él procedimiento de depilado engimatico de -
la invencion consiste en poner en contacto la piel que se -
trata con la enzims, dertro de un recipiente de depilacidn -
donde el porcentaje de agua respecto g piel, se halla entre
10 y 45% en volumen y, preferentemente, entre el 20 y 25%. -
Ia operacidn dura aproximadamente 3 a 24 horas, la temperatu
ra del bafio debe estar comprendida entre 24 y 302C, preferi-
blemente, ¥y el pH del bafio ha de corresponder a la actividad
proteolitica maxima de lg enzima, es decir, tiene que encon-—
trarse entre 7'y 8,5 aproximadamente, debiéndose mantener el

pH constante en el transcurso de la ovcracidn con la ayuda

de una solucidn tampén obtenids habitvalnente alicionando -fosfato

trisdédico o bérax. Por otra parte, se puede considerar que -
las condiciones de eficacia y cosbe son Optimas, cuando se -
utiliza un serie de relaciones ponderales que oscilan entre
0,3 a 1 parte de enzima correspondiente a la invencién, para
100 partes de pieles. '
Generalmente se procede, en la praclica, a tretar las =
vieles sumegiéndolas en una solucidn que contiene de 10 a 30.
g/1 de la enzima 24 199 RP cuyo titulo occ de unos 290 UK/g,
o bien aplicando a pistola vna solucibn que contiene 1 a 10

’

. . '
g/litro de la mencicnada enzims 24 199 RP cuyo titulo este -
alrededor de 290 UK/g, en el caso de las pleles de ovinos,
Ta activicad de la enzima empleacda es Sptima cuando su

concentracidn y titulo corresponden a las proporicicnes indi
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cadas anteriormente, en ambos casos de bovinos y ovinos.

Je puede emplear como recipiente para la depilacidn
cualquier tina o bombo, como los que se ubilizan en las tée
nicas conocidas. Puede estar dotade ventajosamente con un -
dispositivo de agitacidn intermitente capaz de mejorar el -
reparto de los reactivos sobre la piel. Se han conseguido -
resultados muy satisfactorios con velocidades de agitacidn
del orden de 3/4 de revolucidn por minuto.

A fin de gue la eliminacidn del pelo de la piel sea -
completa, se realiza un arranque mecanico del pelo, por -
cualquier medio adecundo, que acompaila 0 sigue a la accidn
de la enzima. Puede consistir, sencillamente, en el roce de
las pieles entre si cuando se agitan durante el proceso, t-
completado eventualmente con un raspado que se consigue du-
rante un corto periodo de asgitacidn mas intenso. Asimismo -
pueden pasarsc las pieles tratadas con este procedimierto a
través de una magquina raspadora que permite recuperar las -
pieles intactas y sin vello. N

Gran ndmero de opersciones anexas pueden preoeder'&/b
segulr al procedimienvo de la invencidn., Es conveniente la
limpieza de las pieles antes del depilado. Puede consistir
en un lavedo con agzia en el bombo o en la coudruse, desting
do esencislmente a eliminar la sal gue impregna la plel pa-
ra su conservacidn. Puede seguir al lavado un deseﬁgrasado '
con la ayude de disolventes cldsicos, aromiticos o clorados,
o con deterzentes en solucidn acuosa. Dicha operscidn permi
te eliminar gran numero de impurzas organicas, como las gra
sas, y minerales que manchan la piel y obstruyen los folicu
los pilosos. Es convenlente que siga al desengrasado un nue

vo lavado con agua, a fin de obtener una piel lo mgs limpia
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que se pueda, exenta de impureza:s y productos de limpieza.

Después de estas operaciones de preparaciln de las pie
les, puede ser Util efectuar un precurtido gque rerfuerza la
proteccidn de la dermis contra la accidén de las enzimas en
profundidad. Dicho precurtido debe ser muy.débil, de maners
que el pelo no quede fijo. Son muy convenientes para este -
fin los mono o dialdehidos, por ejemplo, el Fformol.

‘Una vez depiladas las pieles, se lavan y escurren, Les
aguas del lavado contienen los pelos intactos y la enzina,
que pueden scpararse con la ayuda de cualquier medio conoci
do, como decantacidén y Filtracidn.

Luego se introducen las pieles generzlmente en un haiio
depilatorio de cal pura que las hidroliza. Este baiio puede
volver a utilizarse varias veces, ya que las pieles que se
colocen en el mismo estan casi limpias y lo ensucian muy Do
co,

Después del tratamiento en este bailo depilatorio, se -
observa que la flor de las picles no estd altersda y se ad—
hiere perfectamente a la dermis, mientras que una piel deri
lada mediante cnzimas libre prescnta. su flor deteriorada,
su tacto es gelatinoso y estd despegada de la dermis en al-
gunas zonas, halldndose esta Utlima también atacsde.

Durante la operccidn de depilacidn propiamentc dicha,-
se reducen considersblemente los desechos de productos con-

hnl

taminantes. Esto s¢ observa especialuente en el caso de los

sulfuros de los que no se encuentran trazas, nl de los pelos di

sueltos en las aguas de lavado, que buidan sin czburzo, wn
los residuovs procedentes de los procedimientos depilatorios
por disolucidn del pelo. Ademgs la enzima, recupcrable fzcil

mente por filtracidn, no e: eliminads con los liquidos gue
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salen.

Después de tratar las pieles por el procedimiento de
conformided con la invencidn, se pueden realizar todas las
operaciones clisicas de “eneria como, por ejemplo, el proce
so de desencalado, piclado, curticidén al cromo, serrado y -
surcado, encurtido, alimentacidn, desecado, sobado y acaba-
do.

Los cueros obtenidos presentan entonces un grano muy -
fino, su calidad egs superior a la que se consigue mediante
el método cal-sulfuro, ausencia de venas, lograndose final-
mente una buena adherencia de la flor hasta en las piezas
obtenidas de los costados de animales.

Seguidamente se expone un cuadro comparativo de log re
sultados obtenidos en el depilado de pieles de Dbovinos, se
gin los itres procedimientos que se sefialan a continuaciéni,
- A) Procedimiento de conformidad con la inVenciénﬁJl'

se emplea la enzima 24 199 RP, segim el ejemplo 4 que se =i

—

4

tars después.

Ey

- B) Procedimiento que ubiliza enzimas libres.

S

- () Procedimiento de disolucidn del pelo en un bafio

que contiene cal y sulfuro sddico,

o
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[
+

s

Depilado por
medio de cal-

Froceqimlerto
de confoimidead

Depilado por
medio de enzime

sulfuro. con la invencidn |libre.
mzimg 24 199 RP?

Aspecto de la flox:

~foliculos pilosos definidos muy definidos poco definidos
-superficie nivelada redondesda muy nivelada
Tacto suave algo firme algo firme
Flexibilidad bueng buensg buena
Revestimientos en gscaso bueno resular

1

0os costados

Adherencia de

1a flor mela enn log Ay buesa on to- mala en los
costados das las partes costados

Registencia a,la trac

cidén en Kg/mm 1,4 1,5 1,5

Alarganmiento de roturs .59 55 65

%

Plecha de agrietamien-— :

$0 en mm 7,2 Ty T45
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Ta felcha de agricbamiento, medida con un Lastdmero, ca
racteriza la aptitud de un cuero pora resistir plegamientos,
cuando estan sometidos a una bensidn.

Los ejemplos isugientes, no limitativos, muestren el
modo de 1levar a csbo la invencidn en la préctica. La activi
dad de los productos se expresa en unidades Kunitz (U.K) que
ya se han definido. Dicha actividad s¢ expresa en U.K./cm3 -
cugndo se trata de un producto disuelto y en U.K./g 51 se -~
trata de un producto sélido. '

RIBMPLO 1  — FERILETTACTION:

Fn un fermentador de 170 litros se cargas

- peptona : 1 200 g
- cxtracto de levadurag 600 g
- agar 240 g
- ogua Cc.S.D. 105 li%fos.

1 pH del medio es 6,55. Se esteriliza -
haciendo pasar vepor a 1229C durante 40 minubos. Después de
entrier, devido a la condensacidén del vapor durante la estg
rilizacidn, el volumén del caldo es de 115 litros, completéﬁ
dose el mismo hesta 120 litros mediente la adicidn de 5 1i-’
tros de wna solucidn acuosa estéril que contiene:

- glucosa-monihidrato : 1200 g

1 pH del medio es 6,.0. Se siembra con
200 om> de wm cultivo de Stfeptomyces Caligosus DS 14 486 en
matraz enlenmeyer agitado. EL cultivo se desarrolla a 27¢C -
dursnte 23 horas, agitando y alrsando con sire esteéril, en -
ostas condicicnes es apbo para la siembra del cultivo produc

tor.
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Bl cultivo producsor se realizg on un fermentador de 800

litros, cargado con las gigulentes substancias:

- destilados solubles : 16 Kg
- Ssacarosa : 6 Kg
- aceite de soja : 4 litros
- sulfato de manganeso : 0,08 Kg
- agua . 1370 litros

Se ajusta el pH a 7,3 adicionando 850 cm3 de sosa 10 N,
después se esteriliza el medio haciendo pasar vapor a 122°C
durante 40 minutos; Una vez frio y debido a la condsnsacidn
del vapor durante la esterilizacidn, el volumén del caldo -
es de 400 litros,siendo el pH 6,60,

Seguidamente se siembra con 40 litros del cultivo ind-
culo en el fermentador de 170 litros ¢ue sc ha descrito an-
tess EL cultivo se desarrolla a 272C durante 94 horas, mien
tras se agita con la ayuda de una turbina gue gira a 205 re
voluciones por minuto y se alrea con un volumen de aire e;té
ril de 20 m3/h, entonces el pH del cultivo es 7,30 y el vo-
lumen del mosto 400 litros. La actividad proteolitica del -
nosto a pH 7 y a 37°C es de 3,7 UK/cmB.

FJEMPLO 2 = EXTRACCION:

Se filtrzn 11 litros del mosto ovblenido en el ejemplo -
1 v se lava la torta de filtrscidn con 4 litros de agua des—
tilada. Se retne ¢l filtrado con los liquidos del lavado y -
se concentran haasta 2 litro§ a preoion reducida (5 mm de mer
curio) sin sobrepasar los 309C., Se aliaden rapideumente con =
agitecidn 2,4 litros de acetona, enfriads previamente a-102C
al concentrado aue se ha enfriado a 4 42C. Se gigue agitando
durante 2 minutos y después sc senara vor centrifuracidn el

producto insoluble formado, a++8C y a 5 000 g durante 10 mi
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nutos. Se extrae ¢l residuo obtenido sucesivamente con 450 cm

3 p
¥ 150 cm” de agua a 48¢ durante 2 horas, separandose cada Vez
la parte insoluble por cenbrifugacion as 42C y 5 000 g duran-

3

te 10 minutos. 5S¢ obtiene un total de 800 cm” Je extracto -~

acuos0 cuyo pH estd comprendido entre 7 ¥ 7,5.

Se mantienc cote extracto a 48C y se adicionan agitando
344 g de sulfato a ménico cristalizado, sc agita también 15
ninutos, después de terminar la adicién, se deja en reposo -
dursnte wna hora y sc¢ aisla la poreidn insoluble activa'mediqg
te centrifugscidn a 10 000 g durants 10 minutos y a+42C. Se
disuelve el residuo agitandolo durante una hora con 500 cm3de
agua, ajustando el pH alrededor de 7 - 7,5 y dializando la s0
lucidén obtenida a4 42C, durante 17 horas, frente a agua desti
lada.

Se obtiene 920 cm’ ge oxtracto dializado en el que sél—
viérte 1,1 litro de acetona, enfriada a —71090, rapidamentp v
agitando. Se sepsra la enzima insolubilizada por medio d@,cbg
trifugacién a 5 000 g, durante 10 minutos a 442C, se secé a
presidn reducida y a +42C en presencia de un agente deshidra~-
tante (P205)°

Se comsiguen finalmente'9,5 g de enzima 24 199 RP qué"u

presenta las siguientes actividades enzimaticas:

- actividad protedsica : 1 470 UK/g

- actividad coagulante :14 500 UP/g

- actividad fibrinolitica : 4 920 UL/g
EJ EMPLO

Se Filtran sobre filtro prensa y en presencia de 25 Kg -
de coadjuvente de filtracidn, 360 litros del mosto obtenido -
en el ejemplo 1. Se afiaden 400 litros de metanol, enfriado a

- 109C, a 200 litrog de filtrado. Despuds de enfriar la mez-
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a unos - 102C, se separa cl precipitado obtenido uediante cen
trifugacién en frioc y se seca bajo presidn reducida a 359C.

Se aislan 229 g de 24 199 RP en bruto de titulo 290 UK/g.
EJEMPLO 4 - APLICACION AL DEPILADO DE PIELES DE BOVIKOS:

Se separa la sal de las pieles sgladas recientes de los
bévidos (100 kg), agitando 2 voces durante 30 minutos con un
200% de agua pura (Los porcentajes estan expresados respecto
al peso de pieles saladés) vy después Se ponen en remojo.

Se agitan las pieles separadas de su sal durante 20 ho-
ras a una temperztura comprendida entre los 20 y 252C con un
200% de agus a la cual se ha afledido el 0,2% de sosa en len-
tejuelas y 0,05% de protegsa alcalina 3 1 200, Luego se des=—
carnan las pieles y se procede al depilado.

Se colocan las pieles descarnadas en un bombo que gira
a la velocidad de 3 a 4 revoluciones por minuto durante 1 Lo
ra. Se adiciona un 20 a2 25 % de agua y 300 a 400 g de enzimg
24 199 RP de titulo 290 UK/g. 3e ajuste la temperctura dentro
del bombo a 302C, Se agita, de la manera que se describid
antes, durante 1 hora y después intermitentemente durante £ a
9 horas. Entonces se elimina sl pelo a la perfeccidn frotin-
dolo con el revés de Ima hoja.

Seguidamente se procede sl raspado por cualguier medio
adecuado propic de la industria de la Teneria.

Se depila la tripa asi obtenida de un modo practicamen-
te total con la excepciodn de algunos pelitos demasiado cor -
tos que escepan al trabajo mecanico de la hoja.

Se tratan ahora las pieles de modo conocido con un 200%
de un bafio depilatoric obtenido a partir de un 3% de cal ¥ -
1,5% de sulfuro sédico. Este tratamieato viene por objeto -

obtener pieles perfectamente depiladas que pueden sufrir las
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operaciones posteriores del proceso de teneria.

Se puede reciclar el bafio depilatorio el cual esta po=-
co cargado. Lo pleles obtenidas después del encurtido, zu-
rrado y acabado, tienen el aspecto muy hermoso y la flor fi
ne, entera y brillante, asi como muy adherente, al revés de
lo que sucede con las pieles tratadas ordinariamente con -
las proteasas.

EJEMPLO 5 — APLICACION A LA SEPARACION DD LA LANA DE CARNEROS

Después del reverdecido de las pieles de carnero, ecra-
minado v secado, se aplican a pistola, sobre el lado carmne -
de cada piel, 150 cm3 de uns solucidén acuosa que contlene de
5 a 6 g/litro de enzima 24 19¢ RP de titulo 290 UX/g, tampo-
neds con fosfato disédico a pH 8,5. Se apilan las pieles de
manera que el lado carne quede junto a lado carne en un recin
%o donde la humeded relativa no exceda del 85 % y la tempgpg
turs se mantenga entre 24 y 262C, A las 16 a 20 horas se efeg
tus facilmente la sepacidén de la lana empleando los medios -
corrientes. '

Ta lana obtenida es de calidnd excelente 1o mismo que -
la piel restante gque no ha perdido su flor, a diferencia- Ge-
las pieles conscguidas seg&n el procedimiento de "calenta _4
miento". Seguidamente se puede pelar-la piel ¥y posteriormente
se curte ésta y se acaba, de cgnformidad con los procedimien

tos corrientes.
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Hecha la descripoidn del presente invenmto se
hace constar que esta solioitud se acoge a la prioridad
de la solioituq alemana ng 76/25631, depositada el 24 de
Agosto de 1936, ¥ que se deolaran como mievas y de pro-—
pia invenoidén las siguienbes reivindieaciones:

l:-AProoedimienﬁo para la preparacién de una
nieva enzima proteolitica, destinada esenoialmente al
depilado enzingtico de pleles animsles y desigmada por .
el numerc 24 199 RP constituida por una substancia pro-
fcieca gue se pgesenﬁa bajo la forma de polyo de oolor
marrén a negroy Qg masa moleoular igual 2}:009 y de pun;
tb isoelec%riod 3,;; bastante soluble en agua, nuy poobm
soluble en soluclones concentradas de sales neutras y en
mezolas hidroalochélicas o hidroaoetdnicas y précticamen—
te insoluble en alooholes y en octonas anhidras; que pre-
senta sobre la cageina a pH 7,5 un méximo de actividad
a 45%0; que ejerce una actividad ocoagulanmte sobre la Le-
che y aotividad fibrinolitica sobre un codgulo de Ffibrina;
ejerciendo una partioular actividad frenmte a las querafi-
nas de chos ¥y oueros y a las glicoprotenias de hulbos

y pelos, garacterizado en que se oultiva gerdbicamente

en lag oondiclones habituales sobre un mdgio adecuado
que gonﬁiene fuentes de oarbono y de nitrdgeno asimila—~
bles, el Streptomices Caligosus DS 14 486 agequible. baé
Jo la referencia NRRL 8 195 y quec sg_le separa (e la che
zima formada on cl ourso del ouliivo.

’

2.~ Procodimiento, segtn la reivindicacidn 1,
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ocaraoterizado en que el medlo dh oultzvo tlene un.pH inie-
oial oompx-endido entre 5,9 ¥y 7 ,8.

3.~ Procediniento segin la relvindica016n 2,
caracteorizado en que el medio de oultivo ﬁiene prefercnr

-t

temente un pH inioclal entre 6 2y 7,4-
4.— Procediniento segin una de las reivindican

oiones 1 a 3, caractcrizado en que el Oul’liiVO sc G.LGO"
tua a una ’ggmperatura comprendida entre 232 y 33—C. .
5';- Procedimiento segih la reivindicacién 4,
caracterizado en que el oultivo se efeotda preferen£g~
mente 8 una_tomperatura ocomprendida emtre 25°°y 30—0.
6.-— Proccdimiento para la preparacidén de una
nueva enzima proteolitloa.
Segin se desoribe ¥y reiyip;lica— en la presentc
memoria desoriptiva que oconsta do 33 pdginag £oliadaé

y esoritas a mdquina por una gola de sus caras.

Madrid, a 23 de Agosto 1977
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