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Verfahren zur Herstellung von wasserloslichen Elastin-Hydrolysaten.

@ Elastin enthaltende Rohstoffe, z.B. Hautabfille oder

Sehnen, werden zunichst bei erhohter Temperatur
in Gegenwart von Sdure aufgeschlossen. Dann erfolgt ei-
ne Befreiung von Verunreinigungen und Zerkleinerung.
Anschliessend wird das Material in Gegenwart von Harn-
stoff und Alkalien enzymatisch durch alkalische Prote-
inasen hydrolysiert. Nach beendeter Hydrolyse werden
die Enzymreste thermisch inaktiviert und das Material
gereinigt und durch Sprithtrocknen pulverisiert.

Das Verfahren gestattet die Herstellung eines als kos-
metischer Wirkstoff geeigneten Elastinhydrolysates aus
bisher nicht verwertbaren Rohstoffen.
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PATENTANSPRUCHE Kollagen durch Uberfiihren in Gelatine und Auswaschen mit

1.Verfahren zur Herstellung von wasserloslichen Elastin- heissem Wasser von Elastin getrennt, jedoch ist es gerade
hydrolysaten aus Elastin enthaltenden Rohstoffen, dadurch diese Widerstandsfihigkeit, welche die praktische Ausnut-
gekennzeichnet, dass die Rohstoffe zunéchst bei erhdhter zung der an sich bekannten ausgezeichneten Eigenschaften
Temperatur oberhalb 80°C und bei pH-Werten unterhalb 5 von Elastinfasern z.B. in der Hautbehandlung verhindert hat.
von 4 einer Siurebehandlung unterworfen werden, dann zer- Elastinfasern sind genau wie andere z.B. durch Hydrolyse
kleinert und in Gegenwart von Harnstoff und Alkalien bei verarbeitbare Hautabfille Eiweissprodukte, die an sich als
einem pH-Wert von wenigstens 8,5 durch alkalische Protei- brauchbarer kosmetischer Wirkstoff geeignet erscheinen,
nasen mit einem Wirkungsoptimum zwischen pH 9 bis 13 in weil ihre Fahigkeit, die Elastizitit von Haut und Geféssen zu
dem fiir das verwendete Enzym optimalen pH-Bereich 10 steigern ebenfalls an sich bekannt ist. Wahrend jedoch andere
hydrolytisch aufgeschlossen werden, wobei nach beendeter Hautproteine, z.B. kollagener Herkunft, durch chemische,
Hydrolyse die Enzymreste durch Erwdrmen auf eine Tempe-  alkalische oder saure Hydrolyse, gewonnen werden kdnnen,
ratur von etwas 90°C inaktiviert werden. erwiesen sich die Elastine als resistent. Hydrolyseprodukte

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, aus Hautabfillen werden bekanntlich in grossem Umfange in
dass der enzymatische Abbau bei einer Harnstoffkonzentra- 15 der Haut- und Haarkosmetik eingesetzt. Insbesondere in der
tion zwischen 0,01 und 1,0 mol/Liter durchgefiihrt wird. Haarkosmetik ist es aber denkbar, dass die Geschmeidigkeit

3. Verfahren nach Anspruch 1 bis 2, dadurch gekenn- und Festigkeit der Haare durch Elastin gesteigert werden
zeichnet, dass alkalische Proteinasen aus Bazillusstimmen konnten. Vergleichbares gilt fiir die Hautkosmetik, insbeson-
verwendet werden, wie z.B. Bacillus subtilis, Bacillus dere bei der Behandlung von physiologisch dlterer Haut,
mesentericus, Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, 20 deren Elastizitéit nachlisst bzw. verlorengegangen ist, durch
Bacillus alcalofilus und/oder Proteinasen aus Streptomyces Kollagenhydrolysate.
speciae, wie z.B. Streptomycus grisens. Die Wirkung von Kollagenhydrolysaten beruht im wesent-

4. Alskosmetischer Wirkstoff geeignetes Elastinhydro- lichen darauf, dass die Hydrolysate die Hautfeuchtigkeit
lysat, hergestellt nach dem Verfahren geméss Anspruch 1 erhalten helfen bzw. dafiir sorgen, dass trockene Haut auf
oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Elastinhydrolysat 25 natiirliche Weise wieder mit Feuchtigkeit beladen wird. Viel
ein mittleres Molekulargewicht von etwa 2000 aufweist. wichtiger erscheint es aber, dass die Wirkung der Kollagen-

5. Elastinhydrolysat nach Anspruch 4, hergestellt nach hydrolysate nicht nur auf die Oberfliche der Haut begrenzt
dem Verfahren geméss Anspruch 3. wird. Es ist denkbar, dass bestimmte Molekularfraktionen

von Eiweisshydrolysaten die Oberschicht der Haut durch-
30 dringen und somit eine Verbesserung des Hautzustandes
durch vermehrten Kollagengehalt bewirken.
Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde, ein Auf-

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von schlussverfahren fiir Elastinfasern zu entwickeln, wobei die
wasserlgslichen Elastin-Hydrolysaten aus Elastin enthal- Herstellung von wasserldslichen Hydrolysaten angestrebt
tenden Rohstoffen. Die Erfindung bezieht sich weiterhin auf 35 wird.
ein als kosmetischer Wirkstoff geeignetes Elastin-Hydro- Das Verfahren soll auch die Hydrolyse von bisher nicht
lysat, welches nach dem beanspruchten Verfahren hergestellt ~ verwertbaren Rohstoffen, wie z.B. den Nackenbéndern und
ist und Eiweissstoffe mit einem bestimmten mittleren Mole- Sehnen von Schlachtvieh, ermdglichen. Eine weitere Aufgabe
kulargewicht enthlt. der Erfindung liegt darin, ein fiir die kosmetische Industrie

Elastin ist in Rohstoffen wie beispielsweise Hautabféllen 40 als Wirkstoff besonders geeignetes Hydrolysat aus Elastin zu
und Sehnen enthalten. Insbesondere die Nackenbédnder entwickeln, das im Gegensatz zu den bisher bekannten
(Ligamentum nuchae) von Schlachtvieh, wie Rindern oder Hydrolyseprodukten eine verbesserte Durchdringung und
Schweinen, enthalten hohe Elastin-Anteile. Diese Schlacht- ein verbessertes Geschmeidigmachen der Haut gewéhrleistet.
abfille fallen bei der fleischverarbeitenden Industrie und in Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung von
Schlachthdfen und Metzgereien an und mussten bisherals 45 wasserloslichen Elastinhydrolysaten aus Elastin enthal-
lastiger, schnellverderblicher Abfall beseitigt werden, tenden Rohstoffen ist dadurch gekenzeichnet, dass die Roh-
nachdem keine Mdglichkeit der Aufarbeitung bzw. Verwen- stoffe zunichst bei erhdhter Temperatur oberhalb 80°C und
dung, auch nicht als Tierfutter, bekannt war. bei pH-Werten unterhalb von 4 einer Sdurebehandlung

Elastin befindet sich grundsitzlich in Bindegewebsteilen unterworfen werden, dann zerkleinert und in Gegenwart von
neben Kollagen. Die elastischen Fasern erhielten ihren so Harnstoff und Alkalien bei einem pH-Wert von wenigstens
Namen wegen der Gummielastizitit, einer Eigenschaft, die 8,5 durch alkalische Proteinasen mit einem Wirkungsop-
den Kollagenfasern vollstindig fehlt. Elastinfasern sindvon  timum zwischen pH 9 und 13 in dem fiir das verwendete
entscheidender Bedeutung fiir die Elastizitdt von Gefiss- Enzym optimalen pH-Bereich hydrolytisch aufgeschlossen

winden und Sehnen. Der Elastinzustand z.B. der Gefasse ist werden, wobei nach beendeter Hydrolyse die Enzymreste
deshalb mitbestimmend z.B. bei Arteriosklerose, einer der s5s durch Erwirmen auf eine Temperatur von etwa 90°C inakti-
gefihrlichsten Gefisskrankheiten. In der Haut spielen Ela- viert werden.

stinfasern eine grosse Rolle. Sie durchziehen spinngewebartig Die enzymatische Reaktion findet vorzugsweise bei einer
die Papillar- und den oberen Rand der Retikularschichtund ~ Harnstoffkonzentration zwischen 0,01 und 1,0 mol/Liter
obgleich ihre Menge nur etwa Yo der Kollagenfasern betrdgt, ~statt. Als alkalische Proteinasen kommen solche aus Bacillus-

sind sie fiir die Elastitzitit der Haut voll verantwortlich. 60 stimmen, wie z.B. Bacillus subtilis, Bacillus mesentericus,
Im Gegensatz zu Kollagen sind Elastinfasern sehr wider- Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, Bacillus alcalofilus,

standsfihig und konnten bisher nicht abgebaut werden. Bei und die aus Streptomyces speciae, wie z.B. Streptomycus gri-

der Aufarbeitung von Haut und Hautabféllen fielen die Ela-  sens, in Betracht.

stinfasern stets als nicht verwertbarer Riickstand an. Die Das erfindungsgemisse Verfahren kann zu Elastin-Hydro-

Fasern sind hoch resistent selbst gegen heisse Sauren, Alka- s lysaten fiihren, welche bei Verwendung als kosmetischer
lien und sogar gegen Enzyme. Thre grosse Widerstandsfahig- ~ Wirkstoff insbesondere die an sich bekannten giinstigen
keit kann zwar zur Isolierung des Elastins von anderen Eigenschaften der Kollagenhydrolyste ergéinzen. Dies riihrt
Eiweissstoffen der Bindegewebe dienen, und so wird z.B. daher, dass die Aminosdure-Zusammensetzung des Pro-
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duktes in der Regel genau der Zusammensetzung der elasti- alcalofilus, Bacillus subtilis oder Bacillus mesentericus. Gut
schen Hautfasern entspricht. Auch die elastintypischen Ami-  geeignet sind auch Streptomyces speciae, wie z.B. Strepto-
nosduren Desmosin und Iso-Desmosin sind in aller Regel in mycus grisens.

dem erfindungsgemiss hergestellten Hydrolyseprodukt vor- Im sauren Bereich spaitende Enzyme, sowie tierische und
handen. Das Produkt enthilt weiterhin Lipoproteine, Proteo- 5 pflanzliche Proteinasen sind fiir das erfindungsgemasse Ver-
glycane, Glycosaminoglycane und andere in natiirlichem fahren nicht so geeignet, weil sie selbst im alkalischen Bereich
Elastin vorhandene Stoffe. Diese Zusammensetzung bewirkt  zu langsam aufspalten.
die guten Eigenschaften des Produktes als Néhrstoff fiir die Bei der Durchfiithrung des erfindungsgemaéssen Verfahrens
Haut, deren Elastizitit durch eine infolge der Hydrolysepro-  konnen an sich bekannte Zusétze fiir enzymatische Reak-
dukte beschleunigte Elastinsynthese noch wesentlich verbes- 1o tionen, wie z.B. Aktivatoren, Stabilisatoren oder dergleichen,
sert werden kann. verwendet werden. Die proteolytische Wirksamkeit von
Durch die Kombination der sauren Behandlung mit der Enzymen kann nach der Anson-Hamoglobin-Methode (M.L.
alkalischen Hydrolyse in Gegenwart spezieller Enzymeistes  Anson: «Journal of General Physiologie, 22, 79 [1939]) bzw.
mdglich, niedrige und bei jedem Ansatz reproduzierbare nach der Lohnlein-Volhard-Methode («Die Lohnlein-Vol-

Molekulargewichte der Eiweissfraktionen zu erreichen. Die 15 hard’sche Methode zur Bestimmung der proteolytischen
Hydrolysate sind in der Regel bis zu hohen Konzentrationen  Aktivitit: «Gerbereichemisches Taschenbuch», Dresden

wasserldslich. Hierdurch ist eine besonders gute Einarbei- Leipzig, 1955) als « LVE» (Léhnlein-Volhard-Einheit)

tung in Kosmetikprodukte gewihrleistet. Durch geeignete bestimmt werden. Unter der LVE-Einheit ist diejenige
Reaktionsfiihrung bzw. die Auswahl der Enzyme bzw. Enzymmenge zu verstehen, welche unter den spezifischen
Enzymmischungen ist es mdglich, die Molekulargewichte 20 Bedingungen der Methode 1,725 mg Casein verdaut.
jeweils dem Verwendungszweck entsprechend einzustellen. Die Art des Enzyms, die Konzentration, die Einwirkzeit
Als kosmetischer Wirkstoff wurde hierbei ein besonders ge- und Temperatur beeinflussen den Abbau des Produktes. Es
eignetes Elastinhydrolysat gefunden, welches nach dem ist deshalb in vielen Fillen erforderlich, durch geeignete Vor-
erfindungsgemissen Verfahren hergestellt ist und ein mitt- versuche unter Zugrundelegung der erfindungsgemassen
leres Molekulargewicht von etwa 2000 aufweist. Dieses 25 Lehre die optimalen Verfahrensbedingungen zu ermitteln.
Hydrolysat ist in ganz besonderem Masse als Wirkstoff fiir Bei der Durchfithrung des Verfahrens ist die saure Vorbe-
Hautpflegemittel geeignet. handlung sehr wesentlich, denn der enzymatische Abbau in

Der technische Aufwand des erfindungsgeméssen Verfah- alkalischem Milieu ist ohne diese saure Behandlung nicht
rens ist gering. So kann eine Zerkieinerung des Ausgangsma-  mdoglich.
terials in {iblicher Weise mit Hilfe einer fleischwolfartigen =~ 30  Nach beendetem Aufschluss wird die Hydrolysatlosung
Vorrichtung erfolgen, wobei das Material gleichzeitig homo-  durch kurzfristiges Erwdrmen auf Temperaturen von etwa
genisiert werden kann. In dieser Weise homogenisierte Haut-  90°C behandelt, wobei die noch wirksamen Enzyme inakti-

abfille und aus Schlachtabféllen, z.B. von Rindern oder viert werden. Die Mischung kann dann durch Filtration
Schweinen, gewonnene Nackenbénder (Ligamentum gereinigt und auf die gewiinschte Konzentration eingeengt
nuchae) werden, vorzugsweise nach mechanischer Reinigung 35 oder aber zu einem Pulver getrocknet werden. Das Hydro-
und Zerkleinerung, zunéchst bei erhohter Temperatur ober- lysat findet Anwendung nicht nur in der Kosmetik, sondern
halb 80°C mit Sduren behandelt. Hierzu eignen sich anorga- auch auf weiteren an sich bekannten Einsatzgebieten fiir
nische Sduren, wie Salzsdure, Schwefelsdure oder Phosphor- Eiweissstoffe.

sdure. In diesem Falle sollte der pH-Wert vorzugsweise unter Die folgenden Beispiele dienen zur Erlduterung des erfin-

2 liegen. Es ist jedoch ebenfalls moglich, das Material mit 40 dungsgemadssen Verfahrens, ohne dass die Erfindung auf
organischen Sduren, wie z.B. Essigsdure oder Ameisenséure,  diese Beispiele beschrinkt sein soll.

zu behandeln, wobei der pH-Wert unter 4 liegen muss. Die

Temperatur liegt oberhalb 80°C, zweckmadssig im Bereich Beispiel 1

zwischen 80 und 100°C. Eine bevorzugte Ausfiihrung liegt 100 kg gefrorene Rindernackenbinder werden zusammen
darin, das angesiuerte Material mehrere Stunden zu kochen, 45 mit 200 kg Brunnenwasser in einen beheizbaren Behilter
wobei im allgemeinen die Behandlungsdauer 3 Stunden nicht  gefiillt. Der pH-Wert der Mischung wird durch verdiinnte
unterschreiten sollte. In den Hautabfillen bzw. Sehnen oder Schwefelsdure auf 1,8 eingestellt und die Mischung eine

Nackenbéndern vorhandenes begleitendes Kollagen wird Stunde gekocht. Nach dem Kochen wird die Fliissigkeit abge-

hierbei in Gelatine iiberfiihrt, welche durch Auswaschen gossen, 200 Liter Brunnenwasser zugegeben und der

beseitigt werden kann. Verunreinigungen und Nebenpro- 50 pH-Wert mit Schwefelsdure wieder auf 1,8 eingestellt. Nach

dukte kénnen durch Schichtenfiltration entfernt werden. einer weiteren Stunde Kochen wird die Fliissigkeit abge-
Nach der Sdurebehandlung ist das Material fiir den enzy- gossen und der Kochvorgang nochmals mit angesduertem

matischen Abbau zugédnglich. Fleisch- und Fettreste werden Wasser in genau der gleichen Weise durchgefiihrt. Der Koch-
gegebenenfalls entfernt und das zerkleinerte, sdurevorbehan-  vorgang ist somit insgesamt dreimal wiederholt worden.
delte Material in dem Hydrolysemedium suspendiert. Hierzu 55  Das Material wird nun mehrmals mit destilliertem Wasser
ist die Zugabe von geniigend Wasser und soviel Alkalien, z.B.  ausgewaschen, von Fett- und Fleischresten gereinigt und fein
KOH, NaOH, Ca(OH): oder dergleichen, erforderlich, dass =~ gemahlen. Das Trockengewicht des Materials betrégt etwa

der pH-Wert wenigstens etwa 8,5 betrigt. Zweckmdssiger 30%.

sind pH-Werte iiber 9,5. Das Hydrolysemedium enthilt Zu dem nun folgenden enzymatischen Abbau werden
zuziiglich Harnstoff, zweckmadssig in einer Konzentration 60 100 kg der vorstehend beschriebenen Mischung zusammen
von 0,01 bis 1,0 mol/Liter. Der eigentliche Abbau wird vor- mit 200 kg destilliertem Wasser in einen Heizkessel gefiillt.

zugsweise bei erh6hten Temperaturen zwischen etwa 30 und Der pH-Wert wird mit Natronlauge auf 10,1 eingestellt. Die
70°C durchgefiihrt, zweckméssig zwischen etwa 40 und 65°C.  Mischung wird bei 55°C mit 30 g alkalischer Bakterienprotei-

Optimale Ergebnisse erhilt man bei Temperaturen iiber nase aus Bacillus alcalofilus mit 9000 LVE, 100 g Harnstoff

55°C. 6s und 125 g (NHa4)2 SOs versetzt. Der Abbau erfolgt bei 55°C
Fiir den enzymatischen Abbau werden alkalische Protei- innerhalb von sechs Stunden, wobei die Mischung stark

nasen aus Bacillusstimmen bevorzugt, insbesondere Protei- geriihrt wird. Wihrend dieser Zeit 16st sich das Elastin voll-

nasen aus Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, Bacillus stdndig auf. Nach dem Abbau wird das Material auf 95°C
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erhitzt um restliche Enzyme zu zerstéren und anschliessend Nach dem Kochen erfolgt die mechanische Reinigung wie
abgekiihlt. im vorstehenden Beispiel beschrieben. Fiir den enzymati-
Das Hydrolysat wird nun durch Schichtenfiltration gerei- schen Abbau wird das Material zusammen mit 180 kg destil-

nigt. Die Ausbeute nach dem Filtrieren besteht in 270 kg einer  liertem Wasser in einem Heizkessel behandelt und mit
schwach triiben, opalisierenden Fliissigkeit mit einem Trok- 5 Ammoniak auf einen pH-Wert von 9,4 eingestellt. Die

kengewicht von 10,8% und einem pH-Wert von 8,2. Mischung wird auf 55°C erwdrmt und mit 240 g alkalischer
Der pH-Wert der Fliissigkeit wird auf 7,0 eingestelit und Bakterienproteinase aus Bacillus firmus mit 9000 LVE,
die Fliissigkeit auf 30% eingeengt. Sie ist fiir kosmetische 1200 g Ammoniumsulfat und 960 g Harnstoff versetzt. Zum
Zwecke in diesem Zustand geeignet und wird gegebenenfalls  enzymatischen Abbau wird acht Stunden auf 55°C erwirmt
mit p-Hydroxylbenzosiureester konserviert. 10 und stark gerithrt. Das Elastin ist jetzt vollsténdig gelost und
die restlichen Enzyme werden durch Erhitzen der Mischung
Beispiel 2 auf 95°C inaktiviert. Anschliessend wird auf etwa 60°C abge-
60 kg Schweinenackenbénder mit einem Trockengewicht kiihlt.
von etwa 40% werden in einem Kochbehélter mit 120 kg Die Reinigung erfolgt wie in Beispiel | angegeben durch
destilliertem Wasser versetzt. Die Mischung wird mit konzen- 15 Schichtenfiltration. Man erhélt 220 kg schwach gelbliche
trierter Essigsdure auf 3,4 angesduert. Anschliessend folgt trilbe opalisierende Fliissigkeit mit einem Trockengewicht
eine Bearbeitung des Materials wie im vorstehenden Beispiel ~ von 9,8% und einem pH-Wert von 7,9. Der pH-Wert wird
beschrieben. Die Mischung wird insgesamt fiinf Stunden nun auf 7,0 eingestelit und die Fliissigkeit durch Spriih-
gekocht, wobei nach jeder Stunde die Fliissigkeit ausge- trocknen pulverisiert.
tauscht wird.
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