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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención 3 e re fie re  a una nueva enzima pro 

teo lít ic a  que se designa con el número 24 199 RP, también se 

re fie re  a su procedimiento de preparación y a la  aplicación 

5 . de la  misma, más concretamente en Tenería, para depilar las 

pieles.

Se puede obtener esta nueva enzima mediante e l cultivo, 

empleando medios a r t if ic ia le s , de un microorganismo que per­

tenece a l género Streptomyces y que se denomina Streptomyces 

10. Caligosus ES 14 486 (IíREL 8 195).

El producto 24 199 RP es una substancia proteica que se 

presenta en forma de polvo cuyo color es pardo a negro, bas­

tante soluble en agua, muy poco soluble en soluciones acuosas 

concentradas de sales neutras (por ejemplo sulfato amónico)

15. y en mezclas hidroalcohólicas o hidroacetónicas, siendo prac 

ticamente insolubles en alcoholes y cetonas anhidras. Su pe­

so molecular es 27 000 y su punto isoelétrico  3,7.

La actividad proteolítica  de la  enzima 24 199 RP se ejer 

ce sobre gran número de substratos de naturaleza proteica, - 

2 0 . como la  caseína, hemoglobina, fibrina ( l is is  de coágulos) o 

leche (coagulación).

Se determina la actividad sobre la caseína con una técni 

ca parecida a la  de M. EUlíITZ-, J. Gen. Physiol., 30, 291 (1947). 

Se valoran los péptidos solubles en ácido tricloroacético que 

2 5 . se liberan durante la  h id ró lis is , mediante una espectrofoto- 

metría a 280 nm, expresándose la actividad en unidades Kunitz 

(U.K), o bien se determinan por medio de una colorimetría s_e 

gún e l método de O.H. L0V7RY y co l., J. B iol. Chem. 193 . 265 

(1961 ) ,  expresándose la  actividad en mg. de tirosina que se 

3 0 . forma cada minuto en las condiciones de le valoración.
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La actividad coagulante sobre la leche se determina de 

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

Biochem. J., _39, 179 (1945) y se puede expresar en unidades 

cuajo (U.C.) cuya definición es la siguiente: 1 unidad cuajo 

5 . es la cantidad de enzima que coagula 10 cm̂  de leche regene

rada en 100 segundos.

Se determina la actividad fib r in o lít ic a  sobre un coágu 

lo de fibrina standard producido mediante la  acción de la - 

trombina sobre e l fibrinógeno y se puede expresar en unida- 

1 0 . des lít ic a s  cuya definición es la siguiente: una solución - 

tiene un títu lo  de 100 unidades l ít ic a s  por cm̂  (100 UL/cm )̂ 

s i lisa  un coágulo standard de fibrina en 30 minutos.

En el cuadro I  se agrupan los resultados obtenidos so­

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

15. vención. La enzima purificada ha dado los resultados que se 

indican en el siguiente cuadro como ilustración:

CUADRO I

20 .

25.

SUBo'íTtASO REACCION ACCIVIDaI!

Cas eína Proteolisis (a) 1 470 UK/g

Leche Coagulación (b) 14 500 UC/g-

Eibrinógeno L isis de un coágulo 

de fibrina (c)

4 920 üb/mg

(a) reacción a pH 7,5 y a 372C -  Concentración de. substrato 

5 g/1

(b) reacción

(c) reacción t

pH 6,35 y a 322C -  sobre leche regenerada. 

pH 7,5 y a 372C.

30
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En e l cuadro I I  se recogen los resultados obtenidos 

cuando se h idroliza la caseína en función del $H.

5..-

1 0 .

15.

2 0. -----------  ----------------------
La especificidad de la  enzima frente a las queratinas 

de los pelos así como cueros y a las glicoproteínas do los 

bulbos y pelos animales, no puede deducirse de las a c t iv i­

dades observadas sobre los substratos clásicos que se han 

25 . dado, por ejemplo, anteriormente, pudiéndose manifestar s_o

lamente con ensayos reales de depilación, como los que se 

describirán después en los ejemplos 4 y 5.

La actividad de la  enzima 24 199 KP se pone de mani - 

fie s to  entre un intervalo de pil amplio: e l valor de pH óp­

timo paradla h id ró lis is  de la  caseína se halla próximo a -

CUADRO I I

pH del medio 

reacciona!

Actividad proteolítica  sobre 

caseína a 372C

mg. de tirosina formada por g 

de enzima

3,5 220

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

7,5 - 2 270

8 ,0 2 180

8,5 1 990

9,0 66 0

30.
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7,5 y la enzima conserva al menos un SOfi de su actividad ma 

xima en la zona de pH comprendida entre 5 y 8,5.

Se agrupan en el cuadro I I I  los resultados obtenidos - 

al iiidrolizar la caseína en fundión de la  temperatura.

5.

1 0 .

15.

20 .
Se pone de manifiesto la actividad óptima de la enzima 

24 199KP a una temperatura próxima a 45 2C, disminuyendo rá­

pidamente su actividad cuando la  temperatura es superior a 

los 502C.

25# Sn el cuadro IV se recogen los resultados relacionados

con la  cinética de la h id ró lis is  de la  caseína por medio de 

la enzima 24 199 EP, a la  concentración de 10 microgramos/cm'3. 

Se expresa la  actividad en mg de tirosina formada.

Cü/.IEO I I I

temperatura ucl medio 

reacciona! en 2(3.

Actividad proteo lítica  sobre la 

caseína a pH 7,5 

mg. de tirosina formada p&r g 

de enzima.

25 1 360

30 1 740

40 2 230

45 2 250

50 1 770

55 680

60 200

30.



CUADRO IT

liempo de h idró lis is  en 

minutos.

mg de tirosina en e l me­

dio reaecional

5 0 ,100

15 0 ,300

20 0,370

30 0 ,3 8 0

60 0,850

90 1,130

El organismo productos de la mzima proteolítica  24 

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

t i r  de una muestra de tierra  y a la  que se da el número de 

D3 14 5 8 6 . Una muestra de esta cepa está depositada en el 

Northern National Research Daboratory del Departamento de 

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

rica) donde se ha registrado con el número NRRL 8 195. 3e 

puede rem itir libremente una muestra de esta cepa a cual­

quier persona que se re fiera  a este documento.

Dicho organismo que presenta características que no han - 

permitido iden tifica rlo  con ninguna especie descrita, debe 

considerarse como una nueva especie y se denomina Strepto 

myces Caligosus, DS 14 486. Se ha aislado siguiendo el mé 

todo general que consiste en suspender una pequeña canti­

dad de tierra  en agua destilada es té r il, d ilu ir la  suspen 

sión a diferentes concentraciones y extender un pequerio -  

volumen de cada dilución sobre la superficie de placas - 

Petri que contienen un medio de agar nutritivo. Después -
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5.

1 0 .

15.

2 0 .

25.

30.

de incubar algunos días a 26fiC, lo cual permite que los mi­

croorganismos se desarrollen, se separan las colonias que - 

se desean a islar para proseguir su estudio y se siembran en 

agar nutritivo, a fin  de obtener cultivos más abundantes.

El Streptomyces Caligosus DS 14 486 forma esporas c i - 

líndricas que miden 0,8 a 1,0 micras/0,6 a 0,8 mieras. Pre­

senta enporóforos en racimos, las esporas son generalmente 

bastante largas, pudiendo llegar hasta varias decenas de e_s 

poras, y se arrollan en espirales apretadas más o menos alar 

gadas que forman en general 2 a 3 vueltas, pero frecuente - 

mente hasta seis u ocho y pudiendo alcanzar diez vueltas. - 

El Streptomyces Caligosus DS 14 486 se sitúa en la  Sección 

Spira de la  clasificación de Pridham.

SI Streptomyces Caligosus DS 14 486 se desarrolla bien 

a 26 2C, mal a 372C y nada a 502C. Presenta un micelio aéreo 

esporulado de color gris . La coloración de su micelio vege­

tativo, según los medios de cultivo, va desde color pardo - 

más o menos intenso a pardo negruzco. Sobre medios orgánicos 

y especialmente agar tirosina - extracto de levadura de*'¡Yaks 

man ("melanin formation médium” ),  produce en general bastan 

te cantidad de pigmento melánico que comunica a l medio' un - 

matiz obscuro, pudiendo producir un pigmento soluble negruz 

co en mayor o menor cantidad,,sobre numerosos medios sinté­

ticos.

En sus cultivos que se han efectuado a 2620, presenta 

los siguientes caracteres bioquímicos:

-  producción de melanina : positiva

-  producción de H2S : positiva

-  tirosinasa : positiva

-  licuefacción de gelatina : positiva
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5.

1 0.

15.

2 0 .

25>.

30.

-  u tilización  de la celulosa

-  producción de n itr itos  a partir

de nitratos

-  h id ró lis is  del almidón

-  cultivo sobre leche desnatada

Los detalles sobre e l cultivo del Streptomyces Caligo- 

sus LS 14- 486 están reseñados en el cuadro que sigue. Corres 

ponde a los cultivos que se han desarrollado bien, es decir, 

aproximadamente de 3 semanas a 262C, excepto s i se indica lo 

contrario. Se han observado estos caracteres sobre agar nu­

t r it iv o  y caldos utilizados habitualmentc para determinar - 

los caracteres morfo'lógicos de las cepas de Streptomyces, - 

habiéndose realizado los cultivos sobre agar inclinado, ' cuan 

do se ha empleado el agar como medio. Se han preparado cier 

to número de medios de cultivo partiendo de las fórmulas in 

dicadas en "The Actinomycetes", S.A.- V/AKSIIAIT, p. 193-197,. - 

Chronica Botánica Company, V/altham, Mass., USA., 1950, es - 

tando señalados en este caso con la  letra  ’.V seguida del nú­

mero que se les ha colocado en "The Actinomycetes". Las re­

ferencias o constituciones de los otros medio-3 de cultivo -  

son las que siguen:

-  Ref. A -  "Iiickey and Tresner's Agar" -T.G. PRIHIAM

y col. Antibiotics Annual, 1956-1957, p.950.

-  Ref. B -  "Bennett's Agar" - S.A. 7/AISUAR - "The -

Actinomycetes", vo l. 2,p. 331, n2 30 -

positiva

nula sobre e l 

caldo nutritivo 

nitrado, positi 

va sobre medios 

sintéticos. . • 

positiva 

peptonización 

sin coagulación
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5,

1 0 .

15.

20 .

25.

30.

"The .Villiums and Vil kirie Corrían y, Baltimore,

Tj .. n r\— jíüx . \j

1961.

Borra ala V/ -  23, c la  cual so alío de un 2F,'° de

-  Bef. v

- Bef. E

-  Bef. P

-  Bef. G

- Bef. H

-  Bef. I

-  Bef. J

-  Bef. Ií

t-Car.

"Yeact Extraet Asar" -  T.G. iBIIMALÍ y co l. 

Antib iotics Annual, 1956-1357, p. 950.

Tomato Paste "Oatmeal Agar" -  T.G. PBII1IAIV 

y co l.-  Antib iotics Annual, 1956-1957, p. 950 

"ííelanin Pormation médium" -  3. A. 7/AKSI.VAl\T - 

The Actinomycetes, vo l. 2, p. 333 -  n2 42 - 

The '.Villiams and 7,’ilk ins Company, Baltimore 

1.961.

’7.E. GBUIBDY y col -  Antib iotics and Chem. - 

2, 401, 1952.

"Inorganic Salts -  Strarch Agar" -  T.G4- PIT 

IHAM y co l -  Antib iotics Annual, 1956 -  1957 

P, 951

corresponde a la  fórmula V/-1 en la  cua.1 un 

1 ,5?» de glucosa reemplaza a un 3Í° de saca- 

rosa.

corresponde a la  fórmula Y/-1 en la  que un,

1 , 5/« de g lic e ro l reemplaza a un 35° de sa­

carosa.

corresponde a la  fórmula 7,'-l8 en la  cual 

un 1 , 55̂  de glucosa reemplaza a un 3$ de -

sacarosa.

-  Bef. L -  corresponde a la  fórmula ’>V-l8 en la  que - 

se suprime la  sacarosa y se reemplaza con 

tiras pequeñas de papel de f i l t r o  sumergí 

das parcialmente en el líquido.
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-  Ref. M -  "Manual of Methods for Puré Culture Study

of Bacteria" -  Society of American Bacte- 

r io log is t Geneva, N.Y. - I I  50- 1 8 .

-  Ref. N -  "Plain Gelatin" -  preparada siguiendo las

5 . indicaciones del "Manuel of Methods for -

Puré Culture otudy of Bacteria" - Society 

of American Bacteriologists -  Geneva, N.Y.

I I  50 - 18.

-  Ref. P - Leche desnatada comercial en polvo regenera

1 0 . da de conformidad con las indicaciones del

fabricante.

-  Ref. Q -  Medio indicado para e l examen de la  produo

ción de H S por: H.D TRESNER y P. GANGA -  

Journal of Bacteriology, 76, 239 -  244, 1958. 

15.
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El Streptomyces Caligosus DS 14 436 presenta un conjun 

to de caracteres que no coinciden exactamente con los de las 

cepas de neritas anteriormente y, por esta razón, debe consi 

derárseles como una especie nueva.

Entre las especies descritas en el Bergey's Manual of 

Determinative Bacteriology (7- edición, The Williams and - 

Willtins Company, Baltimore, 1957), así como en "The Acti - 

nomycetes" (vo l. 2, S.A. Y/AKSMAIí, The Williams and Wilkins 

Company, Baltimore, 1961), el Streptomyces Hoboritoensis es 

10. la especie que más se parece al Streptomyces Caligosus DS — 

436, efectivamente, produce como aquel pigmentos meláni- 

cos en los medios orgánicos j  desarrolla un micelio vegeta­

tivo pardo más o menos intenso a negro sobre la  mayoría de 

los medios de cultivo, muy especialmente sobre la patata - 

1 5 , donde forma un micelio vegetativo pardo muy intenso y pre - 

senta un micelio aéreo esporulado de color gris . Sin embar­

go, se diferencia porque e l Streptomyces ííoboritoensis no — 

forma cadenas de esporas en espirales regulares ni licúa la 

gelatina o sólo lo  hace en pequeña proporción, no producé -

20. pigmento soluble o produce solamente un pigmento soluble de
¡

color pardo débil sobre e l .agar glucosa-asparragina y produ 

ce un pigmento soluble pardo ro jizo  intenso sobre agar nu­

tr it iv o , mientras que el Streptomyces Caligosus DS 14 486- 

forma cadenas de esporas que se arrollan regularmente en es 

25. pirales apretadas, licúa la  gelatina, produce un pigmento - 

soluble negro con el agar glucosa-asparragina y da un pig - 

mentó soluble pardo grisáceo sobre agar nutritivo. Asimismo 

el Streptomyces Iíoboritoensis forma un micelio vegetativo - 

incoloro con agar sintético nitrado que contiene sacarosa,- 

30. en cambio e l Streptomuces Caligosus D3 14 486 forma sobre -
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-  este medio un micelio vegetativo espeso, entre gris y 

pardo, además el Streptomyces IÑToboritoensis no u tiliza  la  - 

ramnosa ni la  sacarosa y emplea la  arabinosa inosita y x ilo  

sa muy limitadamente, mientras que e l Streptomyces Caligosus 

DS 14 486 u tiliza  muy bien todas estas fuentes de carbono.

la  capacidad del Streptomyces Caligosus DS 14 486 para 

aprovechar distintas fuentes de carbono o nitrógeno a fin  de 

asegurar su desarrollo, se ha determinado según e l método - 

de Pridham y Gottlieb (J. of Bact. 56, 107 -  114, 1948), ha 

biéndose observado el grado de desarrollo sobre e l medio ba 

se indicado por los autores y reemplazando la  glucosa por - 

diversas fuentes de carbono, respectivamente ensayadas, o - 

bien el SÔ  por varias fuentes de nitrógeno.

Los resultados se indican en e l cuadro siguiente:



5.

10

15-

20

25.

30,

17

Fuentes de carbono 

ensayadas

Utilización Fuentes de ázoe 

ensayados

Utilización

D -  Ribosa positiva N03Ua positiva

D -  Zylosa positiva U02Ua positiva

1 - Arabinosa positiva so4(m4)2 positiva

1 - Ehamnosa positiva po4h (hh4) 2 positiva

D -  Glucosa positiva Adenina positiva

D -  Galactosa positiva Adenosina positiva

D -  Fructosa positiva Uracila positiva
pero lenta

D - líanosa positiva Urea positiva

1 -  Sorbosa positiva L-Asparagina positiva

Lactosa positiva Glucosanina positiva

Maltosa positiva Glicocola positiva

Saccharosa positiva Sarcosina positiva

Irehalosa positiva DL-Alanina positiva

Celobiosa positiva DL-Valina positiva

Rafinosa positiva Acide DL posi fciva
Aspartico -

Dextrina positiva Acide L - positiva

Glutamico positiva

Inulina positiva L-Arginina positiva

Almidón positiva LrrLibina positiva

Glicógeno positiva DL-Serina positiva

Glicerol positiva DL-Treonina positiva

E r itr ito l negativa DL-Mgtionina positiva

Adonitol negativa laurina negativa

Dulcitol negativa DL-Femilalamina positiva

D - Manitol positiva L-Tirosina positiva

D - Sorbitol positiva DL-Prolina positiva

Inosito l positiva L-IIistidina positiva

Salicina limitada L-Triptofano positiva

Betaina
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5.

1 0.

15.

• 20 .

25.

30.

El procedimiento de preparación de la  enzima 24 1S9 EP 

consiste esencialmente en cultivar el Streptomyces Caligosus 

DS 14 486 sobre un medio en condiciones adecuadas y en sepa­

rar el producto formado durante e l cultivo.

Se puede cultivar e l Streptomyces Caligosus D3 14 486 -  

por medio de cualquier método de cultivo aerobio de superfi­

cie o profundidad, pero e3 preferib le este último gracias a 

su comodidad. Con este fin  se utilizan las técnicas de siem­

bra y fermentación, así como los diferentes tipos de aparatos 

de uso común en la  industria de las fermentaciones.

El medio de fermentación debe contener esencialmente - 

fuentes de carbono y nitrógeno asimilables, elementos mine­

rales y eventualmente factores de crecimiento, pudiéndose '- 

aportar todos estos elementos en forma de productos bien defi 

ñiddi o de mezclas complejas, como las que se encuentran en 

los productos biológicos de diversos orígenes.

Se pueden u tiliza r  como fuentes de carbono asimilables 

los hidratos de carbono, por ejemplo la  glucosa, sacarosa, - 

maltosa, dextrinas, almidón u otras substancias carbonadas - 

que pueden ser zaúcares alcoholes (g lic e ro l) o ciertos ácidos 

orgánicos (acido láctico, c ít r ic o ). Determinados aceites - 

animales o vegetales, como la  grasa de cerdo o el aceite de 

soja, pueden reemplazar con ventaja estas dintintas fuentes 

carbonadas o bien se pueden adjuntar a las mismas.

Son muy variadas las fuentes adecuadas de nitrógeno as_i 

milable. Pueden ser substancias' químicas muy sencillas, ver­

bigracia, las sales amónicas orgánicas o minerales, la urea 

y ciertos aminoácidos. También pueden aportarlo las substan­

cias complejas que contienen principalmente nitrógeno en fo r 

ma de prótidosj caseína, lactalbúmina, gluten y sus h id ro li-
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sados, harianas de soja, cacahuete, pescado, extractos de car 

ne, lev; dura, destilados solubles y macerados de cereales.

Algunos de los elementos minerales adicionados pueden - 

tener un efecto tampón o neutralizante, como los fosfatos a l- 

5. calinos o alcalinotérreos o bien los carbonatos calcico o -

magnésico. Otros aportan el equilibrio ionico necesario para 

el cremiento del Streptomyces Caligosus DS 14 486 y para la  . 

elaboración de la  enzima 24 199 KP, como, por ejemplo, cloru 

ros y sulfatos de metales alcalinos y alcalinoterreos. Final 

10. mente, algunos actúan más específicamente activando las rea­

ciones metabólicas del Streptomyces Caligosus DS 14 486, -

verbigracia, las sales de zinc, cobalto, hierro, cobre y man 

ganeso.

Los factores de crecimiento son productos de naturaleza 

15. vitamínica como la riboflavina, ácido fó lico  y acido panto -

tánico.

El pH del medio de fermentación, cuando se in ic ia  e l - 

cultivo, debe.estar comprendido entre 5, 8 y 7,8, preferente 

mente entre 6,2 y 7,9. La temperatura óptima para la fermen- 

20. tación.se halla entre 25 y 302C, pero hay una producción sa­

tis factoria  con temperaturas que van desde 23 a 332C. La airea 

ción de la  fermentación puede oscilar entre valores bastante 

amplios. Sin embargo, se ha observado que son muy adecuadas 

aireaciones de 0,3 a 3 litro s  de aire por litro s  de caldo y 

25» por minuto. Se alcanza el máximo rendimiento de la enzima 24

199 RP a los 2 - 8  días de cultivo, dependiendo esencialmente 

dicho tiempo del medio utilizado.

Es posible a islar la enzima 24 199 RP de los mostos de 

fermentación, operando así:

-  se puede f i l t r a r  el mosto de fermentación, eventual - 

30. mente en pr-.-.sencia de un agente de filtra c ión , a un pH que -



generalmente es e l del medio a l fin a l de la  fase de produc - 

cion. Se concentra el filtrad o  obtenido hasta un volumen que 

sea aproximadamente l/5 del volumen in ic ia l, desunes se pre­

cip ita  la  enzima 24 199 R3? mediante la adición dé un disolven 

te en el cual se disuelva poco, como puede ser la  acetona.

- se puede purificar e l producto en bruto por medio de 

una precipitación fraccionada con la  ayuda de sales minera­

les sólidas o soluciones acuosas concentradas, por ejemplo,-  

sulfato amónico y/o malos disolventes de la  enzima 24 199 HP, 

verbigracia, acetona. También se puede purificar el producto 

mediante d iá lis is  a través de una membrana, preferiblemente 

una membrana de celulosa regenerada.

La presente invención so re fiere  asimismo a las aplica - 

ciones de la  enzima 24 199 RP.

La enzima 24 199 RP es especialmente ú t il  en la  indus - 

tr ia  de la Tenería donde se puede emplear para depilar las - 

pieles animales con miras a la  preparación de cueros.

Se puede u tiliza r  la  enzima 24 199 RP en estado puro' pa 

ra esta aplicación especial, pero debe tenerse en cuenta que 

se obtienen resultados equivalentes empleando una enzima que 

se encuentra en forma semipurificada.

Hasta hoy día se depila siguiendo métodos bien conocidos, 

los que se u tilizan  más corrientemente consisten en tratar las 

pieles mediante baííos o pastos olee linas roductoraa, que es­

tán constituidos particularmente por cal y sulfuro sódico. - 

Este procedimiento de depilación no da lugar a la  separación 

del pelo por medio de la  destrucción de sus conexiones con 

la  p ie l, sino que produce la disolución de aquel en el bailo 

de tratamiento que debe renovar :c después do coda operación. 

Entonces es preciso eliminar el agua que está muy cargada de
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sulfuro y productos orgánicos y cuyos requerimientos químicos 

y biológico de oxígeno (RQO y RBO) son muy elevados. En la  - 

actualidad se desecha el agua mencionada haciéndola pasar - 

a los sistemas clásicos de vertido y provocando así una pola 

5. ción muy importante de ríos, riachuelos, e tc ... Ciertamente 

que medios de depuración potentes permitirían disminuir los 

RQO Y RBO, sin embargo, el coste de su instalación y funcio­

namiento es muy grande, de modo que esta solución es eviden­

temente onerosa. Una de las ventajas esenciales de la presen 

10. te invención es disminuir hasta aproximadamente la mitad, la 

polución debida a la depilación clásica. El depilado de pie­

les por medio de enzimas que se fijan  en la parte epidérmica 

que une el pelo con la  p ie l, permite recueprar dicho pelo me 

diante una sencilla filtra c ión  del bailo de depilación, sin - 

15. que se produzca polución.

Otra ventaja del procedimiento de conformidad con la in 

vención, respecto a los procedimientos clásicos de depilación 

enzimática, es que permite recuperar el pelo intacto sin dete 

riorarse el cuero. Efectivamente, la depilación enzimática,

20. ta l como actualmente se practica, provoca una importante de­

gradación de la epidermis e incluso en la dermis de las pie­

les tratadas que dan posteriormente cueros de mala calidad. 

Ello se debe a que hasta hoy ejl especialista no disponía do 

una enzima cuya acción fuere específica sohre la conexión - 

25. pelo-piel. En catas condiciones la enzima ejerce también su 

acción sobre las proteínas existentes en las capas ¡profundas 

de la p ie l, pero el cuero que se obtiene en un tratamiento - 

posterior presenta una f lo r  alterada, venas y cavidades.

Esta ventaja es muy interesante en el caso de la depila 

30 . ción de ovinos.
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En relación con el procedimiento clásico para la depila 

ción de pieles de carnero mediante calentamiento, el depila­

do con la  enzima correspondiente a esta invención permite - 

obtener la  lana y la p ie l intactas.

5. . Segán una preparación general, cuando se tratan las pie

les de bovinos, él procedimiento de depilado enzimático de - 

la  invención consiste en poner en contacto la  p ie l que se - 

trata con la  enzima, dentro de un recipiente de depilación - 

donde é l porcentaje de agua respecto a p ie l, se halla entre 

10. 10 y 45Í° en volumen y, preferentemente, entre e l 20 y 25$. -

la  operación dura aproximadamente 3 a 24 horas, la temperatu 

ra del baño debe estar comprendida entre 24 y 302C, preferi­

blemente, y el pH del baño ha de corresponder a la  actividad 

proteo lítica  máxima de la  enzima, es decir, tiene que encon- 

15. trarse entre 7 y 8,5 aproximadamente, debiéndose mantener el 

pH constante en el transcurso de la  operación con la a3ruda 

de una solución tampón obtenida habitualmente adicionando fosfato 

trisódico o bórax. Por otra parte, se puede considerar que -  

las condiciones de eficacia y coste son óptimas, cuando se - 

20. u tiliza  un serie de relaciones ponderales que oscilan entre 

0,3 a 1 parte de enzima correspondiente a la  invención, para 

100 partes de pieles.

Generalmente se procede, en la  práctica, a tratar las -  

pieles sumegiéndolas en una solución que contiene de 10 a 30- 

25. g/l de la  enzima 24 199 RP cuyo títu lo  os de unos 290 Ulí/g, 

o bien aplicando a pistola una solución que contiene 1 a 10 

g/ litro  de la  mencionada enzima 24 199 RP cuyo títu lo  esté - 

alrededor de 290 UK/g, en el caso de las pieles de ovinos, 

la  actividad de la  enzima empleada es óptima cuando su 

3 0 . concentración y títu lo  corresponden a las proporiciones indi
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cadas anteriormente, en ambos casos de bovinos y ovinos.

3e puede emplear como recipiente para la  depilación 

cualquier tina o bombo, como los que se utilizan en las te_c 

nicas conocidas. Puede estar dotado ventajosamente con un -  

5. dispositivo de agitación intermitente capaz de mejorar e l - 

reparto de los reactivos sobre la  p ie l. Se han conseguido -  

resultados muy satisfactorios con velocidades de agitación 

del orden de 3/4 de revolución por minuto.

A fin  de que la eliminación del pelo de la  p ie l sea - 

10. completa, se realiza un arranque mecánico del pelo, por

cualquier medio adecuado, que acompaña o sigue a la  acción 

de la  enzima. Puede consistir, sencillamente, en e l roce de 

las pieles entre s í cuando se agitan durante el proceso, c- 

completado eventualmente con un raspado que se consigue du- 

15. rante un corto período de agitación más intenso. Asimismo - 

pueden pasarse las pieles tratadas con este procedimiento a 

través de una máquina raspadora que permite recuperar les - 

pieles intactas y sin ve llo .

Gran número de operaciones anexas pueden preceder y/o 

20. seguir al procedimiento de la  invención. Es conveniente la 

limpieza de las pieles antes del depilado. Puede consistir 

en un lavado con agua en el bombo o en la  coudruse, destina 

do esencialmente a eliminar la  sal que impregna la  p ie l pa­

ra su conservación. Puede seguir a l lavado un desengrasado 

25. con la ayuda de disolventes clásicos, aromáticos o clorados, 

o con detergentes en solución acuosa. Dicha operación permi 

te eliminar gran número de impurzas orgánicas, como las gra 

sas, y minerales que manchan la p ie l y obstruyen los fo lícu  

los pilosos. Es conveniente que siga a l desengrasado un nue 

30 . vo lavado con agua, a fin  do obtener una p ie l lo más limpia



que se pueda, exenta de impurezas y productos de limpieza.

Después de estas operaciones de preparación de las pie 

les, puede ser ú t il efectuar un precurtido que refuerza la  

protección de la  dermis contra la acción de las enzimas en 

profundidad. Dicho precurtido debe ser muy.débil, de manera 

que e l pelo no quede f i j o .  Son muy convenientes para este - 

f in  los mono o dialdehidos, por ejemplo, e l formol.

Una vez depiladas las pieles, se lavan y escurren, las 

aguas del lavado contienen los pelos intactos y la  enzima, 

que pueden separarse con la  ayuda de cualquier medio conocí 

do, como decantación y filtra c ión .

Luego se introducen las pieles generalmente en un baño 

depilatorio de cal pura que las hidroliza. Este babo puede 

volver a u tilizarse varias veces, ya que las páeles que se 

colocan en el mismo están casi limpias y lo ensucian muy p_o 

co.

Después del tratamiento en este bailo depilatorio, se - 

observa que la f lo r  de las pieles no está alterada y se ad­

hiere perfectamente a la  dermis, mientras que una p ie l ¿era 

lada mediante enzimas lib re  presenta, su f lo r  deteriorada, 

su tacto es gelatinoso y está despegada de la  dermis en a l­

gunas zonas, hallándose esta útlima también atacada.

Durante la operación de depilación propiamente dicha,- 

se reducen considerablemente los desechos de productos con­

taminantes. Esto se observa especialmente en e l caso de los 

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

sueltos en las aguas de lavado, que abundan sin embargo, an 

los residuos procedentes de 103 procedimientos depilatorios 

por disolución del pelo. Además la  enzima, recuperable fá c il 

mente por filtra c ión , no es eliminada con los líquidos que
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salen.

Después de tratar las pieles por el procedimiento de 

conformidad con la invención, se pueden rea lizar todas las 

operaciones clásicas de üenería como, por ejemplo, e l proeje 

5. so de desencalado, piolado, curtición al cromo, serrado y - 

surcado, encurtido, alimentación, desecado, solado y acaba­

do.

Los cueros obtenidos presentan entonces un grano muy - 

fino, su calidad es superior a la  que se consigue mediante 

10. el método cal-sulfuro, ausencia de venas, lográndose fin a l­

mente una buena adherencia de la  f lo r  hasta en las piezas 

obtenidas de los costados de animales.

Seguidamente se expone un cuadro comparativo de los re 

sultados obtenidos en el depilado de pieles de bovinos, ŝe 

15. gún los tres procedimientos que se señalan a continuación:,
. • o -» "

- A) Procedimiento de conformidad con la invención:

se emplea la  enzima 24 199 KP, según el ejemplo 4 que se ci 

tara después.

- B) Procedimiento que u tiliza  enzimas libres.

20. - C) Procedimiento de disolución del pelo en un baño _

que contiene cal y sulfuro sódico.

25

30.
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C r. 3

Depilado por 
medio de ca l- 
sulfuro.

Froc edimi ent o 
ue conformidad 
con la  invención 
Enzima 24 199 Fu?

Depilado por 
medio de enzima 
lib re . ~

Aspecto de la  f lo r :

5..' - fo lícu los pilosos 
-superficie

definidos
nivelada

muy definidos 
redondeada

poco definidos 
muy nivelada

Tacto suave algo firme algo firme

Flexib ilidad buena buena buena
10.

Revestimientos en 
los costados

escaso bueno regular

Adherencia de

la  f lo r mala en los 
costados

muy buena en to­
das las partes

mala en los 
costados

15.

Resistencia a£la trac, 
ción en Kg/mm 1,4 1,5 1,5

-

Alargamiento de rotura 
# -

-59 65 66

20.

-
Flecha de agrietamien­
to en mm 7,2 7,4 7,5

25

30
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la  felcha de agrietamiento, medida con un Lastómei-o, ca 

racteriza la aptitud de un cuero.para re s is t ir  plegamientos, 

cuando están sometidos a una tensión.

los ejemplos isugientes, no lim itativos, muestran el 

5. modo de llevar a cabo la  invención en la  práctica. La a c iiv i 

dad de los productos se expresa en unidades Kunitz (U.K) que 

ya se han definido. Dicha actividad se expresa en U.K./cm - 

cuando se trata de un producto disuelto y en U.IÍ./g s i se - 

trata de mi producto sólido.

10. EJEMPLO 1 - FEISiENSACION:

15.

20.

25.

En un Termentador de 170 litro s  se carga:

-  peptona : 1 200 g

-  extracto de levadura 600 g

-  agar 240 g ' ,

-  agua c.s.p. 105 litro s .

El pH del medio es 6,55. Se es teriliza

haciendo pasar vapor a 1222C durante 40 minutos. Después ue 

entriar, debido a la condensación del vapor durante la  este 

rilización , e l volumen del caldo es de 115 litro s , completan 

dose e l mismo hasta 120 litro s  mediante la  adición de 5 l i ­

tros de una solución acuosa es té r il que contiene:

- glucosa'monihidrato : 1 200 g

El pH del medio es 6,^0. Se siembra con 

200 cm5 de un cultivo de Streptomyces Caligosus 16 14 436 en 

matraz; enlenmeyer agitado. El cultivo se desarrolla a 272C 

durante 23 horas, agitando y aireando con aire es té r il, en - 

estas condiciones es apto para la  siembra del cultivo produc

30.
tor.
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SI cultivo productor se realiza on un fermentador de 800 

litro s , cargado con las siguientes substancias:

- destilados solubles : 16 Kg

-  sacarosa : 6 E>

-  aceite de soja : 4 litro s

- sulfato de manganeso : 0,08 Ifg

-  agua :370 litro s

Se ajusta e l pH a 7,3 adicionando 850 cm̂  de sosa 10 11, 

después se es te r iliza  el medio haciendo pasar vapor a 1222C 

10. durante 40 minutos. TJna vez fr ío  y debido a la  condensación 

del vapor durante la  esterilización , e l volumen del caldo - 

es de 400 litros,siendo el pH 6,60.

Seguidamente se siembra con 40 litro s  del cultivo ino­

culo en e l fermentador de 170 litro s  que se ha descrito an- 

1 5 , tes» El cultivo se desarrolla a 27-C durante 94 horas, mien 

tras se agita con la  ayuda de una turbina que gira a 205 re 

voluciones por minuto y se airea con un volumen de aire esté 

r i l  de 20 rn̂ /h, entonces e l pH del cultivo es 7,30 y el vo­

lumen del mosto 400 lit ro s . La actividad proteolítica  del - 

20. mosto a pH 7 y a 372C es de 3,7 TJK/cm̂ .

EJEMPLO 2 -  KCTRACCIOU:

Se filt ra n  11 litro s  del mosto obtenido en el ejemplo - 

1 y se lava la torta de filtra c ión  con 4 litro s  de agua des­

tilada. Se reúne e l filtrado  con los líquidos del lavado y - 

25. se concentran hasta 2 litro s  a presión reducida (5 mm de mor 

curio) sin sobrepasar los 302C. be añaden rápidamente con - 

agitación 2,4 litro s  de acetona, enfriada previamente a-102C 

a l concentrado que se ha enfriado a +  42C. Se sigue agitando 

durante 2 minutos y después se separa por centrifugación el 

30. producto insoluble formado, a + 42C y a 5 000 g durante 10 mi
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ñutos. Se extrae el residuo obtenido sucesivamente con 450 cm 

y 150 cm̂  de agua a 4̂ 0 durante 2 horas, separándose cada vez 

la parte insoluble por centrifugación a+4-2C y 5 000 g duran­

te 10 minutos. Se obtiene un to ta l de 8Q0 oro? de extracto 

5 . acuoso cuyo pH está comprendido entre 7 y 7,5.

Se mantiene este extracto a 4SC y se adicionan agitando 

344 g de sulfato a mónico cristalizado, so agita, también 15 

minutos, después de terminar la: adición, se deja en reposo - 

durante una hora y se a isla  la porción insoluble activa median 

10. te centrifugación a 10 000 g durante 10 minutos y a +  ̂ C . Se 

disuelve el residuo agitándolo durante una hora con 500 cm̂ de 

agua, ajustando el pH alrededor de 7 - 7,5 y dializando la s_o 

lución obtenida a+42C, durante 17 horas, frente a agua desti 

lada.

15. Se obtiene 920 cm̂  de extracto dializado en el que se -

v ierte  1,1 l i t r o  de acetona, enfriada a - 102C, rápidamente y 

agitando. Se separa la enzima insolubilizada por medio de ,'cen 

trifugación a 5 000 g, durante 10 minutos a + 420 , se seca a 

presión reducida y a + 4 2C en presencia de un agente deshidra- 

20. tante (P2° 5 ) .

Se consiguen finalmente 9,5 g de enzima 24 199 RP que ~ 

presenta las siguientes actividades enzimáticas:

-  actividad proteásica í 1 4-70 TJIf/g

-  actividad coagulante :1.4 500 ÜP/g

25. -  actividad fib r in o lít ic a  : 4 920 UL/g

EJEMPLO 3

Se filtra n  sobre f i l t r o  prensa y en presencia de 25 Kg - 

de coadyuvante de filtrac ión , 36O litro s  del mosto obtenido - 

en el ejemplo 1. Se añaden 400 litro s  de metanol, enfriado a 

-  102C, a 200 litro s  de filtrad o . Después de enfriar la mez-30



a unos -  102C, se separa el precipitado obtenido mediante cen 

trifligación en fr ío  y se seca bajo presión reducida a 35 2C.

Se aislan 229 g de 24 139 KP en bruto de títu lo  290 UK/g. 

EJEMPLO 4 - APLICACION AL LEPILALO SE PIELES SE BOVINOS;

Se separa la  sal de las pieles saladas recientes de los 

bóvirlos (100 kg ), agitando 2 voces durante 30 minutos con un 

200$ de agua pura (los porcentajes están expresados respecto 

a l peso de pieles saladas) y después se ponen en remojo.

Se agitan las pieles separadas de su sal durante 20 ho­

ras a una temperatura comprendida entre los 20 y 25 2C con un 

200$ de agua a la  cual se ha añadido el 0,2$ de sosa en len­

tejuelas y 0,05$ de' proteasa alcalina S 1 200. Luego se des­

caman las pieles y se procede a l depilado.

Se colocan las pieles descamadas en un bombo que gira 

a la  velocidad de 3 a 4 revoluciones por minuto durante 1 Lo 

ra. Se adiciona un 20 a 25 $ de agua y 300 a 400 g de enzima 

24 199 EP de títu lo  290 UK/g. Se ajusta la  temperatura dentro 

del bombo a 3020. Se agita, de la  manera que se describió 

antes, durante 1 hora y después intermitentemente durante S a 

9 horas. Entonces se elimina el pelo a la perfección frotán­

dolo con el revés de úna hoja.

Seguidamente se procede a l raspado por cualquier medio 

adecuado propio de la  industria de la  Tenería.

Se depila la  tripa así obtenida de un modo prácticamen­

te to ta l con la  excepción de algunos pelitos demasiado cor - 

tos que escapan a l trabajo mecánico de la hoja.

Se tratan ahora las pieles de modo conocido con un 200$ 

de un baño depilatorio obtenido a partir de un 3$ de cal y - 

1,5$ de sulfuro sódico. Este tratamiento tiene por objeto -

obtener pieles perfectamente depiladas que pueden su frir las
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5.

10.

15.

20.

25.

operaciones posteriores del proceso de tenería.

Se puede reciclar el baño depilatorio el cual esta po­

co cargado. Las pieles obtenidas después del encurtido, zu­

rrado y acabado, tienen el aspecto muy hermoso y la f lo r  f i  

na, entera y brillante, así como muy adherente, al revés de 

lo que sucede con las pieles tratadas ordinariamente >-.on —

las proteasas.

EJEMPLO 5 -  APLICACION A LA SEPARACION LD LA LANA LE CAMEROS

Después del reverdecido de las pieles de carnero, ecra- 

minado y secado, se aplican a pistola, sobre e l lado carne — 

de cada p ie l, 150 cm3 de una solución acuosa que contiene de 

5 a 6 g/ litro  de enzima 24 19S KP de títu lo  290 TSK/g, tampo- 

nada con fosfato disódico a pH 8,5. Se apilan las pieles de 

manera que el lado carne quede junto a lado carne en un recin 

to donde la humedad relativa  no exceda del 85 i> y la  tempera 

tura se mantenga entre 24 y 262C. A las 16 a 20 horas se -efec, 

tua fácilmente la sepación de la lana empleando los medios 

corrientes.

La lana obtenida es de calidad excelente lo  mismo que 

la  p ie l restante que no ha perdido su f lo r , a diferencia- dé­

las pieles conseguidas según e l procedimiento de 'icalenta - 

miento". Seguidamente se puede pelar-la p ie l y posteriormente 

se curte ésta y se acaba, de conformidad con los procedimran.

tos corrientes.

30.
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N O T A

Hecha la  descfipoión del presente invento se 

haoe Constar que esta solioitud se aooge a la  prioridad
. . 4

5« de la solioitud alemana ns 76/25631, depositada el 24 de ♦ / *
Agosto de 1976, y que se dealaran oomo nuevas_y de pro­

pia invenoión las siguientes reivindicaciones.

Procedimiento para la preparación de una 

nueva enzima proteolitioa, destinada esencialmente al

10. depilado enzimátioo de pieles animales y designada por
/

el número 24 199 RP constituida por una substanoia pro-

teioa que se presenta bajo la  forma de polvo de oolor• 4 ■ '
marrón a negro, de masa moleoular igual 27.000 y de pun­

to isoeléctrico 3,7} bastante soluble en agua, muy pooo 

15. soluble en soluciones concentradas de sales neutras y en 

mezolas hidroaloohólicas o hidroaoetónioas y prácticamen­

te insoluble en alcoholes y en octonas anhidras} que pre­

senta sobre la  oasoina a pH 7,5 un máximo de actividad 

a 4520j qhe ejerce una actividad coagulante sobre la le -  

20. ohe y aotividad fibrinolitica sobre un ooágulo de fibrina 

ejerciendo una particular aotividad frente a las querafi- 

nas de pelos y oueros y a las gliooprotenias de bulbos 

y pelos, caracterizado en que se oultiva áeróbioamente 

en las oondioiones habituales sobre un mc/dio adeouado 

25» que oontiene fuentes de oarbono y do nitrógeno asimila­

bles, el Stroptomioes Oaligosus DS 14 486 asequible. ba­

jo la  referencia NF.KD 8 195 y que se_le separa de la  en­

zima formada en el curso del cultivo.
.r .

2 .- Procedimiento, según la reivindicación 1,
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oaraoterizado en que el medio d©„ oultivo tiene un. pH ini—
t . *

oial comprendido entro 5,9 y 7 ,8.
3. -  Procedimiento según la  reivindicación 2, 

oaraoterizado en que el medio de oultivo tiene preferen- 

5. temento un pE inioial entre 6,2 y 7,4*
.r

4»~ Procedimiento según una de las reivindica*-* 

oiones 1 a 3j oaraoterizado en que el oultivo se efec­

túa a una temperatura comprendida entre 232 y 332̂ *

5.  -  Procedimiento según la  reivindicación 4,

10» oaraoterizado en que el Oultivo se efeotúa preferente-
' .s* .»•

mente a una_temperatura comprendida entre 25a 'y 3 0 - 0 .

6.  -  Procedimiento para la  preparación de una 

nueva enzima proteolítica.

Según se desoribe y reivindica en la  presento 

15. memoria descriptiva que oonsta do 33 páginas foliadas

y esoritas a máquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 23 de Agosto 1977 

p.a.
>P-

ÍÍJOSE h NtETO
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