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DESCRIPCION
Método para la produccion de péptidos y aminoacidos a partir de material de origen animal que comprende proteinas

La presente invencion se refiere a aspectos relativos a un método para producir un producto libre de proteinas que
contiene péptidos, aminoacidos libres y minerales a partir de materiales de partida animales o acuéticos, para su uso
como piensos y/o en productos para las industrias biotecnoldgica, farmacéutica y de procesamiento de alimentos.

En la industria, se conoce la produccion de péptidos y aminoacidos mediante hidrélisis acida y mediante el uso de
enzimas concentradas, biotecnolégicas y/o quimicas/técnicas, tanto naturales como sintetizadas. La presente
invencién es un modo de usar las enzimas de descomposicion que se producen de manera natural a partir de
materiales de partida animales o acuéticos en un procedimiento industrial que da lugar a un producto de calidad
farmacéutica, calidad biotecnoldgica, calidad como producto alimenticio o calidad médica veterinaria.

Mediante el término “calidad farmacéutica” se quiere decir productos para uso intravenoso y productos que se
clasifican como medicamentos para seres humanos y animales o medicamentos naturales.

Mediante el término “calidad biotecnoldgica” se quiere decir productos que pueden usarse, por ejemplo, como
medios de cultivo o catalizadores en el cultivo de células, bacterias, hongos y algas.

Mediante el término “calidad como producto alimenticio” se quiere decir productos que se usan para el consumo
humano o bien como aditivo o bien como producto independiente.

Mediante el término “calidad médica veterinaria” se quiere decir productos que se clasifican como medicamentos
para animales.

La invencién también puede usarse opcionalmente para producir productos alimenticios en forma de aditivo o como
productos independientes.

Se conocen bien aminoacidos y péptidos en las industrias farmacéutica, de medicina natural y médica veterinaria
como constituyentes de productos tales como alimentos intravenosos y como alimentos especiales para aliviar
determinados traumatismos. Hasta la fecha, son principalmente extractos de plasma sanguineo e hidrolizado de
proteinas producidos usando enzimas pancreéaticas de cerdos y terneros los que se han usado en esta area. La
invencién proporciona a la industria farmacéutica la posibilidad de obtener un suministro de aminoé&cidos y péptidos
de una calidad hasta ahora desconocida.

También se usan aminoacidos y péptidos ultracortos para procesos biotecnolégicos, por ejemplo, cuando va a
producirse un medio de cultivo sumamente potente. Una limitacion para toda la industria que cultiva organismos
unicelulares o sustratos celulares procedentes de organismos superiores es el suministro de medios de cultivo de
calidad adecuada. Factores limitantes son defectos o un alto precio. Ademas, los aminoacidos o péptidos producidos
mediante métodos biotecnolégicos generalmente contienen sustancias que inhiben el crecimiento que pueden
evitarse usando los productos producidos mediante el método de la invencién. La combinaciéon de espectros de
amino&cidos naturales y micronutrientes/minerales bioldgicos producidos mediante el procedimiento descrito da
lugar a un producto Unico para la preparacion de medios de cultivo para la industria biotecnoldgica. Ademas, la
técnica puede reciclar proteinas procedentes de muchos tipos de cultivos de nuevo a aminoacidos y péptidos que
entonces pueden reutilizarse.

Los péptidos/aminoéacidos se usan en la industria de procesamiento de alimentos como aglutinantes, emulsionantes,
aditivos saborizantes y similares. Los usos son considerables y van en aumento. Los péptidos y aminoacidos mas
usados en la industria de procesamiento de alimentos se derivan de la soja y la leche. Se sabe que los aminoacidos
y péptidos procedentes de la soja y la leche en particular producen reacciones alérgicas que solo pueden evitarse
usando otra composicion de péptidos/aminoacidos que no se derive de estas fuentes, o una composicion de
péptidos/aminoacidos procedentes de soja o leche que se ha modificado suficientemente para no provocar estas
reacciones. Por tanto, hay una gran necesidad de un método que proporcione una composicion de aminoéacidos y
péptidos que también pueda derivarse de soja y/o leche, pero que no produzca reacciones alérgicas. Los productos
procedentes de la mayoria de fuentes animales no han logrado el mismo grado de utilizacion ya que no existen
técnicas de extraccion que mantengan la funcionalidad del producto mientras que eliminen componentes no
deseados que reducen la calidad tales como sal y grasa.

Se usan muchas composiciones diferentes de proteinas, péptidos y aminoacidos que derivan de fuentes diferentes
en la produccion de piensos. La composicion de los péptidos, los aminoacidos y las proteinas también es muy
importante en la produccién de alimentos, ya que el potencial de crecimiento de los animales depende de una
ingesta de alimentos equilibrada. Por tanto, también en esta area, hay una gran necesidad de un método que
produzca cualquier composicion deseada que proporcione condiciones de crecimiento 6ptimas para los animales.

A continuacién, el término enzimas “enddgenas” se usa como término para las enzimas que se originan dentro del
producto proteico, en contraposicion a las enzimas “exégenas” que son enzimas externas afiadidas al material
proteico de partida durante la hidrdlisis tradicional. Un ejemplo de una enzima “exdgena” es la “deterzima APY”, que
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es una proteasa bacteriana (E.C. 3.4.21) preparada mediante fermentacién controlada de Bacillus alcalophilus y que
puede adquirirse de varios proveedores. El término enzimas “enddgenas” también se usa para referirse a enzimas
extraidas de otros materiales de partida o materiales enzimaticos naturales similares, preferiblemente de animales
de sangre fria.

El término “hidrolizado” se usa en el texto a continuacion como designacion para los materiales de partida que se
estan procesando, es decir, que la mezcla calentada y con pH ajustado de material de partida y agua constituye el
hidrolizado. Esto se aplica en particular a los aspectos a) y b) de la invencion.

Hay varias patentes en el campo de la invencién, como por ejemplo el documento RU 2103360 que describe un
medio nutriente para cultivar células eucariotas y un método para preparar un hidrolizado de componentes internos
de pescado que se prepara mediante hidrélisis proteolitica. Este procedimiento de hidrdlisis se lleva a cabo a alto pH
ajustado con hidréxido de sodio, usando inactivacion por temperatura, filtracion y secado en el que los despojos de
pescado se mezclan con agua destilada en una razén de 1:1. La hidrdlisis se lleva a cabo a una temperatura de +40°
- + 42°C hasta que se obtiene un porcentaje en peso de nitrégeno del grupo amino del 5,5-6-5% y un porcentaje en
peso de aminoacidos libres del 50-60%.

El documento SU 1755417 también da a conocer un método para la produccion de hidrolizados a partir de material
de partida de pescado en un fermentador al que se afiade una preparacion de fermentacion, seguido por filtracion y
secado del hidrolizado producido, en el que se usa material de partida no triturado que se alimenta de manera
periédica al interior del fermentador.

El documento RU 1559466 describe un método para la produccion de hidrolizados, que requiere triturar productos
de pescado o sobras procedentes del procesamiento de los mismos, mezclar con agua, calentar la mezcla, afiadir
una preparacion de fermentacion proteolitica, fermentar, filtrar y secar, en el que los materiales de partida y el agua
se mezclan en una razén de 2:1-1:1, y se calientan hasta una temperatura de +40°-+45°C, mientras que la
fermentacion se lleva a cabo a lo largo de un periodo de 0,5 — 2,5 horas usando la enzima exdgena protosubtilina
G3x.

También se hace referencia al documento FR 2168259 que describe una hidrdlisis enzimatica de proteinas de
pescado que se lleva a cabo triturando pescado fresco dando lugar a una pasta fina sin afadir agua. Se afiaden
enzimas exdgenas y la pasta se hidroliza durante aproximadamente 15 horas dependiendo de la solubilidad
deseada. El producto se estabiliza durante 5-20 minutos a +90° - +100°C y se filtra, pasteuriza y centrifuga. El
procedimiento da lugar a productos de alto valor nutritivo.

Los documentos SU 1737798 y US 5356637 también dan a conocer procedimientos para la hidrélisis de proteinas.

Tal como se muestra anteriormente, se conocen diferentes técnicas para liberar proteinas, péptidos y aminoacidos
de pescado que son adecuadas para la produccion de alimentos. Ademas, también se conoce preparar aceite/grasa
a partir de materiales de partida de fuentes tanto vegetales como animales.

Segun el aspecto a), el objeto de la presente invencidon es proporcionar un método para producir hidrolizado de
proteinas libre de proteinas basado en el uso de enzimas naturales sin la adicidon de ninguna sustancia no natural.
Esto es en contraposicion a otros métodos que usan enzimas procedentes de muchas fuentes diferentes, tales como
de cultivos bacterianos o similares.

También es un objeto que el procedimiento debe proporcionar un producto que esté completamente libre de
proteinas y ADN vy otras sustancias alérgicas y que esto se realice sin afectar adversamente a la utilizacion de los
materiales de partida. También se desea que el método reduzca la grasa en el producto final hasta un nivel tan bajo
que se eliminen las desventajas de usar materiales de partida de pescado. Se desea producir un producto que
pueda usarse en muchas areas diferentes en las que el uso de productos producidos mediante métodos conocidos
se ha limitado o se ha hecho imposible debido a su contenido en grasa.

También es un objeto utilizar los materiales de partida en su totalidad y garantizar que las tensiones
medioambientales asociadas con la producciéon sean minimas.

Segun la presente invencion, el objeto es proporcionar un método para producir un hidrolizado de proteinas
basandose en el uso de enzimas naturales sin la adicion de ninguna sustancia no natural. Esto es en contraposicion
con otros métodos que usan enzimas procedentes de muchas fuentes diferentes tales como cultivos bacterianos y
similares.

Ademds, es un objeto que el procedimiento segln el aspecto c) debe proporcionar un producto que esté
completamente libre de proteinas y ADN y otras sustancias alérgicas y que esto se realice sin afectar adversamente
a la utilizacion de los materiales de partida. También se desea que el método reduzca la grasa en el producto final
hasta un nivel tan bajo que se eliminen las desventajas de usar materiales de partida de pescado. Se desea producir
un producto que pueda usarse en muchas areas diferentes en las que el uso de productos producidos mediante
métodos conocidos se ha limitado o se ha hecho imposible debido a su contenido en grasa.
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También es un objeto utilizar los materiales de partida en su totalidad y garantizar que las tensiones
medioambientales asociadas con la producciéon sean minimas.

Por tanto, segun la invencién se proporciona un método para recuperar péptidos/aminoacidos y aceite/grasa a partir
de un material de partida que contiene proteinas, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a. moler los materiales de partida;

b. calentar los materiales de partida molidos hasta temperaturas en el intervalo de 40-62°C, preferiblemente 45-
58°C;

c. opcionalmente antes y/o después, separar el aceite/grasa del material de partida para obtener un primer producto
de aceite;

d. afiadir agua que tiene aproximadamente la misma o la misma temperatura que el material de partida, y en el que
se ajusta el pH del agua afiadiendo calcio;

e. hidrolizar los materiales de partida con enzimas enddgenas o enzimas procedentes de materiales de partida
similares, preferiblemente de especies de sangre fria, para preparar un hidrolizado;

f. opcionalmente durante la etapa de hidrdlisis, afiadir un regulador de pH para mantener el valor de pH deseado del
hidrolizado;

g. eliminar las particulas sélidas y proteinas no hidrolizadas que pueden devolverse a la hidrélisis del hidrolizado;
h. separar de manera periédica o continua grasa/aceite para obtener un segundo producto de aceite;
i. opcionalmente tratar el hidrolizado contra el crecimiento de microorganismos, preferiblemente con tratamiento UV;

j. separar la fraccion de peso molecular de péptidos/aminoacidos deseada mediante filtracion de membrana,
preferiblemente de tipo de flujo cruzado;

k. enviar las porciones del hidrolizado que no penetran en el filtro de membrana en el punto j de nuevo a la hidrélisis
en la etapa e;

I. concentrar y opcionalmente secar el permeado para obtener péptidos/aminoacidos;

m. devolver completa o parcialmente el destilado procedente de la etapa de concentracion al lado del permeado del
filtro de membrana.

Las realizaciones preferidas del método segun la invencién se exponen en las reivindicaciones dependientes 2-7
adjuntas.

El término “filtro de membrana” se usa en este contexto para referirse a filtros de tipo membrana, tales como filtros
de membrana, filtros osméticos, ultrafiltros, filtros electrostaticos, filtros de flujo cruzado y similares. Estos deben
caracterizarse preferiblemente por un valor de punto de corte inferior o igual a 10.000 daltons.

Ademas, se proporciona un método, tal como se da a conocer en la reivindicacion 8, para la hidrélisis de uno mas
materiales de partida que contienen proteinas y la separacion de aminoacidos/péptidos, que se caracteriza porque la
hidrélisis se lleva a cabo usando las enzimas enddgenas del material o materiales de partida que contiene(n)
proteinas y porque el hidrolizado se hace pasar a través de un filtro de membrana, en el que los
péptidos/aminoacidos siguen una corriente de permeado, mientras que las enzimas activas descomponen de
manera continua cualquier residuo de proteinas que se deposite sobre la superficie de la membrana y las enzimas
se hacen pasar junto con el material retenido de nuevo a la hidrdlisis.

El aceite producido mediante el método segun la invencion se caracteriza porque no contiene alérgenos ni trazas de
ADN.

Finalmente, la hidroxiapatita producida mediante el método segun la invencion se caracteriza porque no contiene
alérgenos ni trazas de ADN.

Por una parte, la presente invencién resuelve el problema de proporcionar productos que tienen un amplio espectro
de calidad que varia desde su uso para la produccion de alimentos hasta su uso en productos que van a satisfacer
los requisitos para productos farmacéuticos y similares, por ejemplo.

Por otra parte, la presente invencion resuelve este problema mediante el uso de las enzimas enddgenas de los
materiales de partida y adaptando las condiciones de produccion a estas enzimas.

Esta invencién combina el uso de enzimas enddgenas con una técnica para recuperar moléculas de tamafio
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determinado especificas desde aminoacidos sencillos hasta péptidos grandes ligeramente inferiores a 10.000
daltons.

La invencion implica retener las enzimas en el proceso de fermentacion mientras que los aminoacidos y péptidos
liberados se separan.

La invencion también se refiere a que el procedimiento de hidrdlisis puede realizarse de manera continua con la
adicion de mas materiales de partida durante el procedimiento.

El procedimiento difiere esencialmente de procedimientos de tratamiento con enzimas de la técnica anterior en que
se lleva a cabo o puede llevarse a cabo:

- sin aditivos, tales como cloroformo para evitar el crecimiento bacteriano no deseado;
- sin la adicion de hidréxido de sodio;
- con la posibilidad de recuperacion en caliente y en frio de aceite marino/grasa marina estéril y libre de proteinas;

- con la posibilidad de controlar el espectro de aminoéacidos libres y péptidos en el producto final en la seleccion de
materiales de partida para el procedimiento eligiendo materiales de partida especificos;

- con la posibilidad de controlar el resultado del procedimiento, en lo que se refiere a la composicion de aminoacidos
y péptidos, por medio de los parametros del procedimiento aplicados tales como temperatura y pH;

- sin la adicién de acido;

- con una combinacion flexible de materiales de partida diferentes;

- mediante el uso de una etapa adaptada de concentracion para separar fracciones de producto;
- mediante el uso de un procedimiento de degradacion enzimatica continuo;

- sin coagulacion de proteinas y/o péptidos cuando se usa un acido o una base; y

- mediante la clasificacion por tamafios de los péptidos producidos;

se da lugar a un producto que contiene minerales y micronutrientes de origen biolégico.

Por tanto, se proporciona un método para recuperar péptidos/aminoacidos, minerales y aceite o grasa a partir de
materiales proteicos preferiblemente de origen acuatico.

La técnica anterior difiere de la presente invencidbn en que es un método basicamente diferente para preparar
proteinas de pescado, que también se encuentran en diferentes fracciones que contienen péptidos y aminoacidos.
Las condiciones de produccion también difieren esencialmente de esta técnica y con la presente invencién se evita
el uso de enzimas exégenas. Ademas, como también se ensefia en el material citado mencionado anteriormente, se
producen aceites marinos/grasas marinas de alta calidad mediante la presente invencion desarrollando un método
especifico diferente que no se describe en la técnica anterior.

El método descrito en un tratamiento con enzimas natural de proteinas con el objeto de obtener productos finales
secos 0 productos liquidos que contienen diferentes composiciones de péptidos y aminoacidos libres. El
procedimiento da lugar a productos terminados que contienen opcionalmente desde el 5% hasta el 100% de
aminoécidos libres. El producto no contiene alérgenos ni trazas de ADN. Sélo hay cantidades muy pequefias de
grasa, normalmente inferiores al 0,1% y micronutrientes biolégicos. El método segun la invencién proporciona un
producto que es completamente (til como medio de cultivo para todos los tipos de cultivo, incluyendo células
procedentes de organismos superiores.

La presente invencion permite un método sin el uso de hidréxido de sodio que puede dar como resultado problemas
en la produccion de aminoacidos y péptidos a escala industrial. Ademas, la razén de agua puede variarse hasta un
grado superior que en la técnica anterior y el porcentaje en peso de aminoacidos libres también esta en un intervalo
mayor.

En comparacion con esta técnica, se usa tanto material de partida triturado como no triturado en la presente
invencioén, y no hay adicién de una preparacién de fermentacion, sino que se usan enzimas naturales que ya estan
presentes en el material de partida. Por tanto, se usan las enzimas endégenas del material proteico de partida y esto
da como resultado una forma mas sencilla, mas estable y menos cara de llevar a cabo la hidrélisis. Ademas, las
condiciones deben adaptarse directamente a las condiciones de actividad de las enzimas enddgenas que también
son diferentes de las de la técnica anterior.

Otro problema encontrado en esta industria es que las enzimas exdgenas son caras y pueden ser de calidad
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variable. La presente invencioén evita este problema mediante un reciclado de las enzimas enddgenas.

Ademas, las enzimas activas tienen una funcion de limpieza especifica. Puesto que quedan retenidas en el filtro,
estas enzimas actlan sobre proteinas y péptidos no filtrados. Las enzimas producen la descomposiciéon de estos
materiales y por tanto el filtro tiene una vida més larga en comparacion con los procesos de filtracion tradicionales
usados en los procedimientos de hidrdlisis conocidos hasta ahora. Esto es una gran ventaja en lo que se refiere a
los costes, el tiempo de vida y la eficacia de los filtros, la calidad de los productos y el nivel de utilizacion del sistema
0 procedimiento.

Ademas, el método describe la recuperaciéon de aceites/grasa y soélidos. Uno de los sélidos que pueden obtenerse
mediante el método segun la invencion es la hidroxiapatita. La hidroxiapatita se usa, por ejemplo, en
biocromatografia y otros procedimientos de separacion bioldgica, en RMN y otros procedimientos de deteccion, y es
por tanto un subproducto comercialmente interesante del procedimiento.

La eleccién de la técnica y los parametros del procedimiento determinara qué producto final se obtiene. De esta
forma, sera posible adaptar productos a los requisitos del consumidor.

La figura 1 muestra una planta en la que se usa el procedimiento de hidrélisis segin la invencion.
Ahora se describird en més detalle la realizacion de la invencion.

Los nameros de referencia en la figura 1 representan las siguientes partes de la planta:
301 = Fermentador

302 = Unidad de separacion para la eliminacion de particulas sélidas, preferiblemente un tamiz
303 = Unidad de separacion, preferiblemente una centrifuga del tipo decantador

304 = Tanque de flotacion para separar proteinas e hidroxiapatita

305 = Unidad de separacion para separar aceite, preferiblemente una centrifuga

306 = Unidad de filtro para filtracion estéril

307 = Tanque para aceite/grasa

308 = Unidad de reduccién de microorganismos

309 = Unidad de filtro de membrana

310 = Unidad de concentracion

311 = Unidad de secado

312 = Equipo de molienda

313 = Centrifuga, preferiblemente del tipo decantador

314 = Filtro de aceite

315 = Tanque para aceite recuperado antes de la etapa de hidr6lisis

316 = Intercambiador de calor para calentar materiales de partida

317 = Unidad de dosificacion de calcio

318 = Intercambiador de calor para calentar el agua

319 = Dispositivo para suministrar harina de huesos

320 = Dispositivo para afadir nitrégeno

321 = Recipiente para fraccion 6sea recuperada.

Ademas, la figura 1 muestra, junto con la descripcion de la planta, una realizacion del procedimiento de la invencion,
en la que las designaciones representan las siguientes corrientes:

A3 = Corriente que incluye proteinas, enzimas, aceite/grasa, péptidos y aminodacidos libres. Tras la unidad de
reduccion de microorganismos 308, la corriente no contiene ninguna particula sélida y tiene una proporcion
considerablemente reducida de proteinas no hidrolizadas y grasa si se han usado las unidades de separacion 302 y
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302;

A31 = Corriente si se usa la unidad de separacion 302; tras la unidad 302, la corriente ya no contiene particulas
sélidas;

A32 = Corriente si no se usa la unidad de separacion 303;

B31 = Corriente que incluye sélidos eliminados usando un tamiz;

B32 = Corriente que incluye sélidos separados usando una centrifuga;

C3 = Corriente que incluye aceite/grasa;

D3 = Corriente de destilado o similar para liberar el permeado del filtro de membrana 309;

E3 = Corriente de disolucion de péptido-aminoacido concentrada a la unidad de secado;

E31 = Corriente de disolucién de péptido-aminoacido concentrada para envasarse como producto liquido;
F3 = Corriente de materiales de partida al fermentador 301;

F31 = Corriente de materiales de partida cuando la separacién de aceite no tiene lugar antes de la hidrdlisis;
G3 = Corriente de proteinas no hidrolizadas que vuelven a la corriente A3;

H3 = Corriente de agua afiadida;

I3 = Corriente de aceite recuperado antes de la etapa de hidrdlisis.

A menos que se indique otra cosa, todas descripciones en porcentaje se facilitan como porcentajes en peso.
A continuacién se describe el procedimiento en méas detalle:

1) Materiales de partida:

Los materiales de partida para el procedimiento pueden consistir en materiales proteicos, preferiblemente pescado,
productos de pescado, marisco, crustaceos, moluscos y subproductos de pescado o de la industria pesquera, por
ejemplo, despojos de pescado y otros organismos marinos procedentes de agua dulce y agua salada. Los diversos
materiales de partida pueden usarse individualmente o en una combinacion de productos que contienen “material
enzimatico” y “material proteico”. El “material enzimatico” es el material de partida que contiene las enzimas
enddgenas en cantidad satisfactoria y de calidad satisfactoria. El “material proteico” describe materiales de partida
gue no contienen las enzimas enddgenas en cantidad satisfactoria y de calidad satisfactoria, y que por tanto deben
complementarse con el material enzimatico para poder llevar a cabo el tratamiento enzimatico. En algunos casos, el
material enzimatico puede ser idéntico al material proteico. Los procedimientos de la técnica anterior describen una
combinacién de despojos y material proteico en la razén 1:1. El método descrito en esta solicitud posibilita variar la
razon para obtener el resultado deseado en el producto final.

Los materiales de partida cumplen los requisitos legales para los productos de partida para la produccion de
alimentos. Anteriormente, los materiales de partida se han clasificado como sobras por la legislacion y las
definiciones. A través de buenas rutinas logisticas y de procedimiento, serd posible en este caso obtener la
aprobacién del material de partida como producto alimenticio. Esto facilita la produccion a escala industrial y el uso
del producto en el procesamiento de alimentos y/o la industria farmacéutica.

2) Procesamiento previo de los materiales de partida:

Los materiales de partida se bombean desde un tanque, a través de un sistema de molienda 312 que produce la
trituracion deseada de los materiales. La molienda produce una superficie de trabajo mayor para las enzimas y libera
las enzimas de los materiales de partida.

Un primer aceite/una primera grasa procedente de los materiales de partida puede recuperarse antes de iniciar el
proceso enzimatico. Aqui, por ejemplo, podria usarse una recuperacion en frio del aceite.

La recuperacion en frio de aceite puede llevarse a cabo:
1. centrifugando 313 los materiales de partida y separando particulas liquidas y sdlidas en dos fracciones diferentes;
2. separando el aceite de la fase liquida, véanse 314 y 315;

3. mezclando la fase sélida y la fase pesada procedentes de la etapa de separacion y bombeéandolas al fermentador
301,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2444215713

4. procesando adicionalmente la fase de aceite procedente de la etapa de separacion para dar un producto
especifico del cliente terminado que no requiere refinado adicional para lograr calidad como producto alimenticio.

Los materiales de partida que se afiaden al fermentador 301 pueden almacenarse en uno 0 mas tanques
intermedios después de la molienda. Pueden usarse tanques diferentes para el material proteico y el material
enzimatico.

Los materiales pueden bombearse a través del intercambiador de calor 316 hasta el tanque de fermentacién 301. El
tanque de fermentacion 301 también puede usarse para calentar si esto no se realiza en un intercambiador de calor
antes de bombearse los materiales a su interior.

La monitorizacién de las condiciones en el fermentador 301 se realiza de manera continua, o bien automaticamente
0 bien mediante toma de muestras manual. Se realiza la adicion de diversos aditivos de modo que se mantengan las
condiciones para el tratamiento con enzimas lo mas constantes posible dentro del intervalo que es éptimo para el
producto que va a producirse.

3) Proceso de tratamiento con enzimas:

Se bombean materiales de partida calentados o materiales de partida no calentados en forma de materiales
proteicos y materiales enzimaticos al interior de uno o mas tanques de tratamiento con enzimas. Se afiade a esta
mezcla agua calentada y con pH ajustado que tiene aproximadamente la temperatura a la que tendra lugar la
fermentacion. La cantidad de agua puede variarse segun el material de partida y el resultado deseado, dependiendo
de la optimizacion de material enzimatico y proteico disponible. El pH se ajusta mediante la adicion de, por ejemplo,
gas nitrégeno o harina de huesos.

La mezcla calentada y con pH ajustado de material de partida F3 y agua H3 se denominara a continuacion en el
presente documento “hidrolizado”. El hidrolizado se mantiene en el tanque fermentador 301, opcionalmente bajo
agitacion constante y vigorosa. El objetivo de esto es potenciar el procedimiento de tratamiento con enzimas. El
hidrolizado se bombea de manera continua a través del sistema para eliminar aminoacidos y péptidos.

Para mantener constantes las condiciones para el tratamiento con enzimas en el tanque de fermentacion 301, se
comprueban regularmente el contenido en nitrégeno asociado al grupo amino, proteinas totales y el pH.

El material proteico y el material enzimatico se afiaden segun se requiere a lo largo de la duracion deseada del
procedimiento.

Un prerrequisito del procedimiento es que las enzimas alcalinas estén en funcionamiento. Por tanto, es esencial que
el pH > 7,00 durante el tratamiento con enzimas. El intervalo de pH estara entre 7,00 y 8,50. Un procedimiento de
tratamiento con enzimas Optimo se obtiene a un pH de 7,60 a 8,20. Si el pH > 8,1, pero < 8,4 durante la totalidad del
procedimiento, el triptéfano libre se excluye del espectro de aminoacidos. A la inversa, si el pH< 7,6, pero > 7,4
durante la totalidad del procedimiento, el triptéfano se maximiza hasta el total que es posible recuperar, que se
determina por el material de partida. Si la temperatura es < 46°C pero > 44°C y el pH es < 7,8 pero >7,7 durante la
totalidad del proceso, el colageno no se disuelve en gran medida, sino que se obtiene en forma de particulas soélidas.

Pueden usarse diferente bases, tales como harina de huesos procedente de produccién anterior, calcio y nitrégeno,
véanse 319 y 320, para el ajuste del pH del hidrolizado.

Por medio de la presente invencidon segun el aspecto c) de la misma, es posible controlar continuamente el
procedimiento de tratamiento con enzimas usando diferentes parametros para mantener las condiciones a nivel
optimo.

Al final del procedimiento, debe terminarse la actividad enzimatica mediante la inactivacién por temperatura o de
algun otro modo para evitar la amonificacion.

4) Control de crecimiento de microorganismos:

La técnica anterior describe el cloroformo como aditivo para evitar el crecimiento de microorganismos, pero
preferiblemente no se usa en este procedimiento. En el método segun la invencion, se usa UV u otro método
adecuado que no coagula las enzimas para destruir bacterias y hongos. Esto se realiza para evitar que un
crecimiento sustancial de microorganismos consuma los aminodcidos libres y los péptidos cortos liberados en la
formacion de nuevas proteinas. Ademas, no se prefiere el cloroformo a escala industrial.

5) Eliminacion de particulas solidas:

La invencién implica que pueden eliminarse particulas soélidas, por encima de un determinado tamafio, a partir del
hidrolizado o bien de manera continua o bien de manera periddica por medio un sistema de tamiz/filtro. El sistema
de tamiz 302 puede omitirse o evitarse del sistema si el sistema de decantador 303 en la siguiente fase de
produccién se encarga de toda la eliminacién de fase sélida, o si el producto A3 que se esta procesando en la
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presente situacion, no contiene particulas sélidas que son adecuadas para su tamizado.

Entonces pueden separarse las particulas eliminadas B32 segun la densidad a través de un proceso de flotacion
304 de modo que pueden alimentarse los residuos de proteinas G3 de nuevo al tanque de fermentacién 301. Las
proteinas salen a flote y pueden retirarse o bien de manera mecénica o bien de manera manual. El material mas
pesado acaba en el fondo del tanque de flotacion.

6) Decantacion del hidrolizado:

Puede usarse un decantador 303 en el sistema antes del separador de aceite 305 y el filtro de membrana 309. Esto
se realiza para simplificar la separacion de grasa del hidrolizado en, por ejemplo, un separador de tres fases y
reducir de ese modo la tensién en el filtro de membrana posterior.

Un separador no funciona de manera optima si el contenido en particulas sélidas es demasiado alto, lo que significa
que la fase de sedimento es grande. El decantador es una maquina construida para separar particulas sélidas de
una densidad mayor que el liquido del que forman parte. En la invencion, son principalmente proteinas que se
separan y por tanto es deseable hacerlas pasar de nuevo al tanque de fermentacion para el tratamiento con enzimas
adicional. El material solido separado puede hacerse flotar segin el mismo principio que se uso en el sistema de
tamizado. Puede usarse el mismo dispositivo de flotacién, si se desea. El decantador 303 puede omitirse o
desconectarse del sistema si el dispositivo de tamiz que ya se ha mencionado se encarga de la separacion deseada
0 si los productos que estan tratandose no producen residuos de proteinas que puedan eliminarse usando un
decantador.

7) Separacion:

El hidrolizado se separa usando un separador de tres fases 305 u otro método de centrifugacion adecuado que es
adecuado para separar la fraccion de grasa mas ligera del hidrolizado. La separacion de grasa tiene lugar o bien de
manera continua o bien de manera periddica dependiendo de la cantidad de grasa en los materiales de partida que
se estan procesando. Una caracteristica particularmente importante de la presente invencion es que puede
recuperarse una fraccion de grasa muy pura y de alta calidad porque la separacion puede realizarse de manera
continua a lo largo del procedimiento, de modo que la grasa liberada no se somete a oxidacién mas tiempo del
necesario cuando las lipoproteinas se descomponen por la hidrélisis. Que la hidrélisis tenga lugar en condiciones
alcalinas también ayuda a mantener alta la calidad de la grasa, especialmente cuando se usa nitrégeno para el
ajuste del pH.

8) Filtracion de membrana:

La invencion implica que el hidrolizado se bombea a través de un dispositivo equipado preferiblemente con un filtro
de membrana 309 que funciona de manera que permite que las moléculas de un determinado tamafio penetren en
las membranas, preferiblemente inferiores a 10.000 daltons. La filtracién se realiza de modo que el hidrolizado o bien
se bombea a través de una pluralidad de membranas tubulares o bien se hace pasar a una pluralidad de
membranas planas.

Se usa el principio de ésmosis para transportar a través de las membranas. La concentracion de los aminoacidos
libres y péptidos no filtrados produce agua destilada como subproducto y una parte de esto se alimenta de nuevo al
filtro aproximadamente a la misma presion que el hidrolizado en el otro lado de la membrana. Manteniendo la
concentracion de aminoacidos y péptidos inferior en el lado de permeado de las membranas, se mantendra una
penetracion conducida por dsmosis a través de ellas. El flujo de hidrolizado a lo largo de las membranas las limpia
mecanicamente de depdsitos de residuos de proteinas y péptidos que son mayores que los que pueden penetrar en
las membranas.

9) Concentracion:

El filtrado de hidrolizado terminado debe concentrarse entonces. Esto se realiza para eliminar agua antes del
proceso de secado de modo que se utiliza la capacidad de la etapa de secado en su totalidad, o de modo que se
obtiene el nivel de concentracion de aminoacidos y péptidos entrantes deseados en un producto liquido.

Un proceso de destilacion del tipo de evaporacion a vacio es muy adecuado para este fin, pero puede usarse
cualquier otra forma de dispositivos de concentracion para eliminar los péptidos y aminoacidos deseados del liquido
en que estan disueltos durante la filtracion de membrana. El evaporador de vacio 310 concentra el liquido a baja
temperatura, de modo que los péptidos/aminoacidos no resultan dafiados. Un prerrequisito para que la funcion de la
filtracibn de membrana en fases anteriores sea 6ptima es que el dispositivo de concentracion 310 pueda devolver un
destilado que sea lo mas puro posible. Por tanto, la 6smosis a través de las membranas seré 6ptima. La evaporacion
puede tener lugar en el intervalo de temperatura de +50 - +85°C. De manera Optima, este intervalo sera de +65 -
+70°C. Puede haber un riesgo de que el condensado tenga una temperatura que sea demasiado alta para hacerse
pasar de nuevo de nuevo al filtro o al tanque de fermentacion. Si este es el caso, debe usarse un intercambiador de
calor que reduzca la temperatura hasta el nivel deseado.
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10) Secado:

Tras la concentracion, el producto puede secarse si asi se desea, pero también puede estar en forma de un
producto liquido o en cualquier forma entremedias. El secado, véase 311, hace que el producto sea mas estable en
almacenamiento y simplifica la logistica y el manejo. La forma en que se seca el producto es importante para el
resultado final. Un producto de péptido/aminoéacido preparado podria ser altamente higroscépico y por tanto supone
un reto en lo que se refiere a este procedimiento. Una alta temperatura en el proceso de secado también dara lugar
a que el producto sea de caracter mas higroscépico.

El secado/granulacién tendra lugar en dos fases. En primer lugar, el producto se seca hasta un polvo en un
pulverizador o similar, con una etapa de enfriamiento y luego el producto se granula. La granulacién se efectia
porque los granulados se “construyen” manteniendo el polvo/producto en movimiento vigoroso por medio de
fluidizacidon mecanica. Entonces, el material concentrado/hidrolizado se pulveriza dando lugar a esta masa y el
granulado se acumula gradualmente. Todo esto tiene lugar en un proceso continuo. Al final del proceso de
granulacion, se sopla aire frio seco a través/por el granulado. Esto da como resultado que se endurezca y sea mas
facilmente soluble. Entonces se tamiza el granulado y se extrae la fraccion deseada. Las particulas que son
demasiado pequefias (finos) se hacen pasar de nuevo para granulacion adicional, mientras que las particulas “con
tamafio excesivo” se muelen y se tamizan de nuevo. Cualquier fino recién formado pasa de nuevo para una nueva
granulacion.

También podria usarse secado por pulverizacién convencional ordinario, pero esto da lugar a un polvo fino con una
gran superficie. Esto significa que el producto se comporta de manera altamente higroscopica y por tanto resulta
dificil de manejar en envases grandes, almacenamiento, etc.

Pueden afadirse diversos aditivos al producto durante el proceso de granulacion. También pueden producirse
productos que no se granulan, como pueden ser productos que no se secan sino que simplemente se concentran
hasta el nivel deseado.

Descripcion detallada de la funcion del filtro de membrana:

El filtro 309 puede estar constituido de elementos de filtro planos o tubulares. El sistema de filtro esté constituido de
modo que el filtrado, que consiste en hidrolizado de proteinas procedente del fermentador del que se han eliminado
las particulas soélidas y la grasa, pero que incluye un complejo enzimatico, puede circular libremente hasta pasar el
lado de material retenido de las membranas (filtracién de flujo cruzado). Por tanto, se genera un flujo a lo largo de la
superficie de las membranas lo que minimiza mecanicamente el riesgo de formacion de una torta de filtro bloqueante
del material retenido depositado sobre las membranas. El filtrado que circula sobre el lado de material retenido de
las membranas de filtro contiene enzimas que descomponen las proteinas y los péptidos grandes que llegan a
depositarse sobre y en las membranas, pero que son demasiado grandes para penetrar en las membranas al lado
del permeado. Se evita que las enzimas penetren en las membranas si la eleccion de membrana se realiza de modo
que el tamafio de molécula méaximo del permeado sea de 9.800 daltons. Por tanto, se bloquean las proteinas no
descompuestas y se obtiene un producto estéril libre de proteinas.

La eleccién de una membrana con bloqueo de moléculas mas pequefias dara como resultado un producto que tiene
péptidos mas pequefios y un porcentaje superior de aminoacidos libres.

En el lado del permeado, se hace pasar una corriente de agua preferiblemente a lo largo de las membranas,
correspondiente a la de en el lado del permeado. La presién puede ser igual en ambos lados de las membranas,
dirigiendo la 6smosis el permeado a través de las membranas. La disolucion tiene lugar en el liquido que circula en
el lado del permeado.

El requisito para que la ésmosis funcione es que la concentracion de aminoacidos y péptidos sea superior en el lado
de material retenido de las membranas. Esto se logra haciendo que el destilado procedente de la planta de
concentracion sea el liquido que se hace circular en el lado del permeado de la membrana. En principio, esto puede
describirse como diafiltracién inversa que se realiza en el lado del permeado en que se usa aditivo de agua pura.

La concentraciéon del permeado puede realizarse usando otro filtro de membrana dispuesto para ésmosis inversa
(RO). La funcién del filtro de membrana sera la misma.

Pueden usarse una serie de filtros para separar las diferentes fracciones, con respecto al tamafio de péptido
maximo, pero en los filtros subsiguientes no hay ayuda del complejo enzimatico para mantener las membranas de
filtro libres de torta de filtro en el lado de material retenido. Puede resultar ventajoso filtrar en una fase para evitar el
bloqueo.

Valores que se han obtenido en pruebas de laboratorio usando una membrana de dialisis de tipo de manguito
convencional usada en area de hospital producida por el fabricante Spectrum Laboratories:

En las pruebas, se us6 celulosa regenerada (RC) Spectra/Por 1 con punto de corte de peso molecular (MWCO) de
6.000 a 8.000 Daltons (de 6k a 8k MWCO). El flujo a través de estas membranas con un total de DM (materia seca)
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sobre el lado de material retenido del 14,7% a una temperatura de 48,7°C y un pH de 7,85 fue de 3,7 ml/cm?/h al
inicio. Tras 12 horas, fue de 3,8 ml/cm?/h y tras 24 horas fue de 3,8 ml/cm?/h. No pudo registrarse bloqueo ni siguiera
a las 60 horas de tiempo de funcionamiento. No pudieron identificarse moléculas de mas de 9.000 daltons en el
permeado, con analisis del tamafio de péptidos antes y después de la concentracion del total de 23 litros de liquido
produciéndose un 36% de DM durante el total de 60 horas. El pico mas grande en el espectrograma fue de 410-
1350 daltons que sin correccion dio un 42% del area del espectrograma.
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REIVINDICACIONES

Método para recuperar péptidos/aminoacidos y aceite/grasa a partir de un material de partida que contiene
proteinas, caracterizado por que comprende las siguientes etapas:

a. moler los materiales de partida;

b. calentar los materiales de partida molidos hasta temperaturas en el intervalo de 40-62°C, preferiblemente
45-58°C;

d. afadir agua que tiene aproximadamente la misma o la misma temperatura que los materiales de partida,
y en el que se ajusta el pH del agua afiadiendo calcio;

e. hidrolizar los materiales de partida con enzimas enddgenas para preparar un hidrolizado;

g. eliminar las particulas sélidas y proteinas no hidrolizadas que pueden devolverse a la hidrdlisis del
hidrolizado;

h. separar de manera periédica o continua grasa/aceite para obtener un segundo producto de aceite;

j. separar la fraccion de peso molecular de péptidos/aminoacidos deseada mediante filtracion de membrana,
preferiblemente de tipo de flujo cruzado;

k. enviar las porciones del hidrolizado que no penetran en el filtro de membrana en el punto j de nuevo a la
hidrolisis en la etapa €;

I. concentrar y opcionalmente secar el permeado para obtener péptidos/aminoacidos; y

m. devolver completa o parcialmente el destilado procedente de la concentracion al lado del permeado del
filtro de membrana.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que se afiade un regulador de pH durante la hidrdlisis
en la etapa e para mantener el valor de pH deseado del hidrolizado.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el hidrolizado se trata contra el crecimiento de
microorganismos, preferiblemente con tratamiento UV.

Método segun la reivindicacién 1, caracterizado por que se separa aceite/grasa de los materiales de partida
antes y/o después de la etapa b para obtener un primer producto de aceite.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que tiene lugar como un procedimiento cerrado.

Método segun la reivindicacion 2, caracterizado por que el regulador de pH es gas nitrégeno o harina de
huesos.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado por que comprende ademas dividir las particulas solidas
procedentes de la etapa g en hidroxiapatita, residuos de proteinas y otras particulas soélidas.

Método para la hidrélisis de uno o mas materiales de partida que contienen proteinas y la separacion de
aminoacidos/péptidos, caracterizado por que la hidrdlisis se lleva a cabo usando las enzimas endégenas
del material o0 materiales que contienen proteinas; y porque el hidrolizado se hace pasar a través de un filtro
de tipo membrana, en el que los péptidos/aminoacidos siguen una corriente de permeado, mientras que las
enzimas activas descomponen de manera continua cualquier residuo de proteinas que se deposite sobre la
superficie de la membrana y las enzimas se hacen pasar junto con el material retenido de nuevo a la
hidrolisis.
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