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@ Resumen:

Hidrolizado enzimatico de colageno y procedimiento de
obtencién.

La invencién se refiere a un hidrolizado enzimético de co-
lageno con un peso molecular comprendido entre 1.000 y
50.000 Daltons, de baja acidez y con una conductividad
en soluciéon al 1% en peso no superior a 500 microS/cm.
También se refiere a un procedimiento de obtencién de
un hidrolizado de colageno de baja acidez total a partir de
tejido dérmico de origen animal, obtenido en condiciones
higiénicas, de especies animales aptas para el consumo
humano (bovino, porcino, aves y pescado), especialmen-
te apto para la elaboracién de productos lacteos que lo
contengan. El procedimiento comprende, entre otras, las
etapas de: extraccién acuosa del subproducto residual;
filtracion, desmineralizacion y ultrafiltracién de la solucion
filtrada; hidrélisis enzimatica; concentracion de la solucién
de hidrolizado enzimatico de colageno y secado del hidro-
lizado enzimatico de colageno.

La invencion también se refiere a suplementos nutriciona-
les y alimentos funcionales que comprenden el hidroliza-
do enzimatico de colageno de baja acidez.
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DESCRIPCION

Hidrolizado enzimatico de coldgeno y procedimiento de obtencién.
Sector técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a un hidrolizado enzimatico de coldgeno con un peso molecular comprendido entre
1.000 y 50.000 Daltons. Por sus especiales caracteristicas y condiciones de obtencién es especialmente apto para su
utilizacién en la elaboracion de productos lacteos.

También tiene por objeto un procedimiento de obtencién de un hidrolizado de coldgeno a partir de tejido dérmico
de origen animal, obtenido en condiciones higiénicas, de especies animales aptas para el consumo humano (bovi-
no, porcino, aves y pescado), especialmente apto para la elaboracién de productos lacteos que lo contengan. Dichos
tejidos pueden ser procesados en su forma nativa, o proceder, como subproductos, de procesos de elaboracién de
gelatina.

Antecedentes de la invencion

El coldgeno es una molécula de naturaleza proteica, de conformacion fibrilar y presente en cantidad variable en
todos los tipos de tejido conjuntivo, ya sea piel, misculo, tendones, cartilagos, vasos sanguineos, ligamentos u otros.
El coldgeno estd compuesto de aminoécidos unidos mediante el enlace peptidico (HN-C=0) formando secuencias
de los mismos que definen péptidos de distinto peso molecular y con distintas funciones estructurales en el organis-
mo. En estas secuencias se encuentran todos los aminodcidos esenciales, excepto el triptéfano, siendo especialmente
abundantes la glicina, la prolina y la hidroxiprolina.

Durante mucho tiempo el modo habitual de obtencién de coldgeno se ha llevado a cabo por dos vias. La primera via
consiste en la extraccién directa de tejidos ricos en coldgeno, tal como piel, huesos y cartilagos mediante la hidrdlisis
directa con enzimas proteoliticos, seguida de multiples etapas de purificacidn, hasta llegar a un producto final que
se somete a secado. Mediante esta primera via se obtienen productos de color claro y con olor y sabor suaves. Sin
embargo, el coste de obtencién del hidrolizado de coldgeno obtenible por esta via resulta muy elevado, lo que limita
mucho sus aplicaciones.

Segtin otra via alternativa, el hidrolizado de coldgeno se obtiene a partir de métodos de extraccién en ausencia
de enzimas mediante hidrélisis en medios dcido o bésico partiendo de piel, huesos y/o cartilagos de los que previa-
mente ya se han extraido en medio acuoso las gelatinas (productos de valor mds elevado en el mercado, empleados
en alimentacién e industria farmacéutica principalmente). Los hidrolizados de coldgeno asi obtenidos presentan pe-
sos moleculares irregulares, sabor y olor desagradables, color oscuro y niveles apreciables de aminas bidgenas como
cadaverina o putrescina. El coste de obtencion de hidrolizado de coldgeno por esta segunda via es mas bajo, pero la-
mentablemente, debido a las deficientes caracteristicas organolépticas del hidrolizado obtenido, el campo de aplicacién
del mismo es bastante limitado.

Otro de los inconvenientes de las vias habituales de obtencién de hidrolizado de coldgeno es que, en ambos casos,
la riqueza en coldgeno del producto obtenido es inferior al 98% sobre producto seco, lo que las hace en general poco
rentables. Ademads, tomando en consideracién las fuentes de suministro utilizadas, preferentemente pieles de bévidos
y de pescado, resulta muy habitual que el hidrolizado quede contaminado con impurezas y agentes no convencionales
0 contaminantes.

Sin embargo, los hidrolizados de coldgeno se emplean ampliamente en muchos y variados campos, por ejemplo en
el campo de la cosmética, en la industria del papel, en la industria alimentaria o en la industria farmacéutica. En el caso
de la industria farmacéutica y de la alimentaria se requiere que el hidrolizado de coldgeno sea lo mds puro posible,
lo que, como ya se ha comentado antes, encarece notablemente el proceso de obtencion. En el caso particular de la
utilizacién de hidrolizado de coldgeno en la industria lactea, la situacién es mas desfavorable, debido a la sensibilidad
de la estabilidad de la leche a cambios de salinidad, pH, acidez y otros pardmetros.

Los investigadores han desarrollado con anterioridad un procedimiento segtn el cual, a partir de subproductos de
procesos de obtencién de gelatina, se obtiene un hidrolizado enzimdtico de coldgeno muy puro y aplicable tanto en
la fabricacién de alimentos funcionales como en suplementos nutricionales, permitiendo una mejora de la capacidad
funcional y/o la calidad de vida de un mamifero con dificultades funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos
articulares. Sin embargo, cuando dichos hidrolizados enziméticos de coldgeno deben emplearse en la fabricacion de
productos lacteos (leche, yogures, quesos, etc.), debido a la acidez y/o salinidad de los mismos, aparecen problemas
para obtener productos con la consistencia adecuada, por ejemplo problemas de precipitacién en medio 4cido de las
proteinas de la leche, o problemas de incompatibilidad con los otros ingredientes del suplemento nutricional o alimento
funcional.

Hasta la fecha, si se queria obtener un hidrolizado enzimatico de coldgeno con baja acidez, los mismos queda-
ban supeditados a unos pesos moleculares muy elevados, que no los hacian adecuados para la preparacién de estos
productos lacteos, principalmente debido a su gran viscosidad.
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Concretamente, los hidrolizados de coldgeno habituales, por el propio procedimiento de obtencién de los mismos
en que se van hidrolizando las moléculas proteicas, liberdndose los extremos 4cidos de los aminodcidos que las inte-
gran, presentan niveles de acidez tan altos que resultan incompatibles con la pasteurizaciéon de mezclas de éstos con
leche o derivados lacteos, a las concentraciones que deben emplearse para la fabricacion de dichas mezclas, estan-
do dichas concentraciones comprendidas entre el 2% y el 15% en peso de hidrolizado respecto del peso total de la
mezcla.

En anteriores investigaciones, y de acuerdo con la patente US 6,211,143, ya se habia conseguido demostrar con
hidrolizados de gelatina de menor pureza en coldgeno y con pesos moleculares mayores (hasta 100.0000 daltons)
que la ingesta del mismo por deportistas y personas con un esfuerzo especial en sus actividades normales conseguian
mantener o mejorar la integridad de los cartilagos articulares.

De la patente ES 2087030 se deduce que el hidrolizado de gelatina también es ttil como coadyuvante en los
tratamientos destinados a compensar el déficit de calcio.

También se deduce otra aplicacion de la patente ES 2104507, donde se describen composiciones para la prepara-
cién de medicamentos para el tratamiento y prevencion de la displasia de cadera en perros.

Varios estudios realizados recientemente han demostrado que el hidrolizado enzimatico de coldgeno es bien absor-
bido cuando se administra por via oral y se distribuye con gran afinidad, preferentemente en los tejidos de los cartilagos
articulares (Oesser S, ef al. “Oral administration of '*C Labelled Gelatin hydrolysate leads to an accumulation of ra-
dioactivity in cartilage of mice (C57/BL)”. J Nutr 1999; 129: 1891-1895.). Este espectro de distribucion provoca un
incremento del volumen de la masa cartilaginosa, la cual puede desarrollar su accién, con la consecuente disminucién
del dolor y de la inflamacién y con la mejorfa de la motilidad de las citadas articulaciones. En este aspecto se remite
el lector a las siguientes publicaciones: Adam M. “Therapie der osteoarthrosis. Welche Wirkung haben gelatinepripa-
rate” Therapiewoche 1991, 41: 2458-2461; Arquer A, et al. “Physical exercise in the elderly people”. Seleccion 1996;
5 (3):121-128; Ribas J, ef al. “Effects of gelatine hydrolysatesin the prevention of sportsmen and woman injuries”.
Arch Med Deport 1998; XV n° 66: 277-282; y Trentham et al. “Effects of oral administration of type II collagen on
rheumatoid arthritis”. Science 1993; 261: 1727-1730.

Los investigadores de la presente invencién han desarrollado un procedimiento de obtencién de un hidrolizado de
coldgeno con elevadas ventajas respecto a los procedimientos actuales, a la vez que resulta mds econdémico, y han
descubierto una aplicacién del hidrolizado obtenido que resulta también altamente beneficiosa para la poblacién.

Cada vez mads, la poblacién se preocupa por la dietética y la nutricion, tanto animal como humana. Con ello han
aparecido en el mercado multiples preparados conocidos como suplementos nutricionales, que aportan a los animales
o las personas la cantidad necesaria de vitaminas, sales minerales o aminoacidos esenciales. También en el campo de
los suplementos nutricionales se ha empleado el coldgeno para obtener preparaciones que favorezcan la recuperacién
de los cartilagos en animales que sufren enfermedades vinculadas a este tipo de tejido.

Como suplemento nutricional debe entenderse todo aquel aporte adicional dietético que se consume por via oral y
que contiene un “ingrediente alimenticio” destinado a complementar la alimentacién. Algunos ejemplos de suplemen-
tos dietéticos o nutricionales son las vitaminas, los minerales, los productos vegetales (una sola especie o una mezcla
de varias), otros productos botanicos, aminodcidos y componentes de los alimentos, como las enzimas. Generalmen-
te, los suplementos nutricionales se distribuyen en forma de diferentes presentaciones, como comprimidos, cdpsulas,
cépsulas blandas, liquidos y polvos.

También en el campo de la nutricién se estdn dando a conocer ultimamente los denominados alimentos funcio-
nales. Los alimentos funcionales se considera que son aquellos alimentos que se consumen como parte de una dieta
normal y contienen componentes biologicamente activos, que ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo de
sufrir enfermedades. Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales destacan los alimentos que contienen deter-
minados minerales, vitaminas, dcidos grasos o fibra alimenticia, los alimentos a los que se han afiadido sustancias
biolégicamente activas, como los fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probidticos, que tienen cultivos vivos de
microorganismos beneficiosos. Son ejemplos de alimentos funcionales algunos yogures con probidticos, algunas mar-
garinas enriquecidas con ésteres de esteroles y los huevos ricos en dcidos grasos del tipo omega-3.

Tanto los alimentos funcionales como los suplementos nutricionales se asocian cientificamente a la mejora de la
calidad de vida de las personas o animales que los ingieren. También se han asociado a la sensacién de bienestar
general que provocan, tomados solos o como complemento a determinados tratamientos terapéuticos.

Aunque resulta un término dificil de definir, por calidad de vida se entiende toda aquella evaluacién de la expe-
riencia que de su propia vida tienen los sujetos. Asi, la mayoria de autores conciben la calidad de vida como una
construccién compleja y multifactorial, sobre la que pueden desarrollarse algunas formas de medida objetiva a través
de una serie de indicadores, pero donde tiene un importante peso especifico la vivencia que el sujeto pueda tener de si
mismo. Algunos de los indicadores para determinar o valorar la calida de vida de un sujeto son la funcién y rol fisicos,
el dolor corporal, la salud en general, la vitalidad, etc.
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Breve descripcion de los dibujos
A modo de ejemplo y para ilustrar mejor el objeto de la presente invencidn, se adjuntan dos figuras, en las que:

La Fig. 1 muestra el grafico de un cromatograma correspondiente a la distribucién de los pesos moleculares de un
hidrolizado de coldgeno segtin el estado de la técnica; y

La Fig. 2 representa un cromatograma correspondiente a la distribucion de los pesos moleculares de un hidrolizado
de coldgeno segtin la invencidn y obtenible por el procedimiento descrito.

Explicacion de la invencion

El hidrolizado de coldgeno objeto de la presente invencion, con una acidez total muy baja y con un perfil de pesos
moleculares adecuado, comprendidos entre los 1.000 Daltons y los 50.000 Daltons, en su esencia se caracteriza porque
tiene una acidez total, expresada en grados Dornic, inferior a 25°D; y una conductividad en solucién al 1% en peso no
superior a 500 uS/cm.

Se entiende por grado Dornic el hidr6xido sédico a una concentraciéon de 0,111 N consumido en una valoracién de
10 g de hidrolizado enzimético de coldgeno, donde el punto final lo marca el viraje de la fenolftaleina.

Segtin otra caracteristica de la invencidn, la acidez total, expresada en grados Dornic, es inferior o igual a 20°D.

El hidrolizado enzimatico de coldgeno segun la invencién se caracteriza también porque tiene un peso molecular
comprendido entre 5.000 y 20.000 Daltons.

Segln otra caracteristica de la invencidn, el hidrolizado enzimatico de coldgeno comprende un 99% en peso de
hidrolizado sobre producto seco.

El hidrolizado enzimatico de coldgeno segun la invencion se obtiene por una combinacién de reacciones de hi-
drélisis enzimdtica y filtracién con membranas que permiten la consecucién de un producto final con una acidez total
muy baja sin modificar el perfil de pesos moleculares del producto.

Asi, es también objeto de la presente invencién, un procedimiento de obtencién de un hidrolizado de coldgeno de
baja acidez total segin la invencién que, partiendo de tejido dérmico de origen animal, procesado en su forma nativa,
o previamente sometido a extraccidon acuosa, a diferentes temperaturas, una o repetidas veces, y a posterior hidrélisis
dcida o basica, se caracteriza porque comprende las etapas de:

a) extraccion acuosa del tejido dérmico de partida a una temperatura comprendida entre 40°C y 140°C, durante un
tiempo comprendido entre 2 y 8 horas;

b) ajuste del pH entre 6,0 y 8,0 mediante soluciones de dcidos o bases minerales;
¢) filtracién de la solucién obtenida en la etapa b);

d) desmineralizacién de la solucién filtrada por paso de la misma a través de resinas de intercambio idnico y/o
equipos de didlisis por membranas;

e) ultrafiltracién de la solucién desmineralizada a través de membranas con un didmetro de poro de 1.000 a 50.000
Daltons;

f) hidrdlisis enzimadtica de la solucién ultrafiltrada, con una cantidad de enzima comprendida entre 1.000 Ul y
4.000 UI por kilogramo de producto seco a hidrolizar y a un pH comprendido entre el pH 6ptimo de la enzima + 0,5
unidades de pH;

g) filtracion de la solucién de coldgeno hidrolizado enzimaticamente;

h) ultrafiltracion a través de membranas con un didmetro de poro de 10.000 a 40.000 Daltons;

1) concentracién de la solucién de hidrolizado enzimatico de coldgeno mediante calefaccién, a temperaturas infe-
riores o iguales a 70°C, a una presién comprendida entre 10 y 0,0001 mm de Hg, hasta una concentracién final de

hidrolizado enzimdtico de coldgeno del 15% al 45% en peso;

j) secado del hidrolizado enzimatico de coldgeno hasta obtener un producto seco con una humedad inferior o igual
al 8% y una densidad entre 0,3 y 0,8 g/ml.

El procedimiento seguin la invencién se caracteriza también porque en la etapa f) se realiza la hidrélisis enzimatica
de la solucién ultrafiltrada con una cantidad de enzima comprendida entre 1.500 UI y 2.500 UI por kilogramo de
producto seco a hidrolizar y a un pH comprendido entre el pH 6ptimo de la enzima + 0,5 unidades de pH.

4
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Segtin otra caracteristica del procedimiento de obtencién de hidrolizado enzimético de coldgeno de baja acidez
total, la etapa a) de extraccion acuosa de la materia prima se realiza a una temperatura comprendida entre 45°C y
100°C, concretamente entre 50°C y 80°C y preferentemente durante un tiempo comprendido entre 4 y 6 horas.

El procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno de baja acidez total segin la invencién, se caracteriza
también porque después de la extraccion acuosa se ajusta el pH de la solucién entre 7,4 y 7,6.

En el caso particular del hidrolizado de coldgeno objeto de la presente invencidn, la etapa de desmineralizacién
mediante sistemas de didlisis se prolonga hasta conseguir una conductividad absoluta inferior a 1000 uS/cm.

El procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno estd caracterizado porque la etapa de ultrafiltracion e)
de la solucién de coldgeno hidrolizado enziméticamente se lleva a cabo a través de membranas con un didmetro de
poro de 5.000 a 20.000 Daltons.

Seglin otra caracteristica del procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno segtin la invencion, la etapa
de concentracion i) de la solucién de hidrolizado enzimatico de coldgeno se realiza a una temperatura inferior o igual
a 60°C. Dicha etapa de concentracion i) se realiza, de un modo preferido, a una presién comprendida entre 1,0 y 0,01
mm de Hg.

Otro objeto de la presente invencién es un alimento funcional que comprende el hidrolizado enzimatico de cold-
geno anteriormente descrito Dicho hidrolizado tiene un peso molecular comprendido entre 1.000 y 50.000 Daltons,
preferentemente entre 5.000 y 20.000 Daltons, una acidez total expresada en grados Dornic, inferior a 25°D, una con-
ductividad en solucién al 1% en peso no superior a 500 uS/cm y un 99% en peso de hidrolizado de coldgeno sobre
producto seco.

El alimento funcional, segin la invencion se caracteriza porque comprende leche cruda o tratada térmicamente.

Ademés, el alimento funcional segin la invencién también se caracteriza por contener un compuesto seleccionado
independientemente de entre: compuestos antioxidantes, sales minerales, vitaminas y/o coenzimas, extractos vegetales,
extractos de origen animal y compuestos coadyuvantes del hidrolizado enzimatico de coldgeno, o una mezcla de todos
ellos.

Otro objeto de la presente invencidn es un preparado a base de leche, o un suplemento nutricional, que comprende
un hidrolizado enzimético de coldgeno, que tiene un peso molecular comprendido entre 1.000 y 50.000 Daltons,
preferentemente entre 5.000 y 20.000 Daltons, comprende un 99% en peso de hidrolizado de coldgeno sobre producto
seco, tiene una acidez total expresada en grados Dornic, inferior a 25°D, y una conductividad en solucién al 1% no
superior a 500 uS/cm.

El suplemento nutricional segun la invencidn se caracteriza también porque ademds comprende un compuesto
seleccionado independientemente de entre: compuestos antioxidantes, sales minerales, vitaminas y/o coenzimas, ex-
tractos vegetales, extractos de origen animal y compuestos coadyuvantes del hidrolizado enzimético de coldgeno, o
una mezcla de todos ellos.

Es también objeto de la presente invencién el uso de un hidrolizado enzimético de coldgeno que tiene un peso
molecular comprendido entre 1.000 y 50.000 Daltons, preferentemente entre 5.000 y 20.000 Daltons, con un 99% en
peso de hidrolizado de coldgeno sobre producto seco, y con una acidez total expresada en grados Dornic, inferior a
25°D, y una conductividad en solucién al 1% en peso no superior a 500 uS/cm, para la preparacién de un producto
lacteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la capacidad funcional y/o la calidad de vida de un
mamifero con dificultades funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares.

La presente invencién también tiene por objeto el uso del hidrolizado enzimatico de coldgeno para la preparacion
de un producto lacteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la funcién fisica.

Por producto lacteo debe entenderse la propia leche en todas sus formas (entera, desnatada, semidesnatada, etc.) y
cualquier derivado de la leche tal como quesos, margarinas, natas, etc.

Otro objeto de la presente invencién es el uso del hidrolizado enzimatico de coldgeno para la preparacién de un
producto licteo, suplemento nutricional o alimento funcional para atenuar la sensacién de dolor corporal.

La presente invencién también tiene por objeto el uso del hidrolizado enzimdtico de coldgeno para preparar un
producto lacteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la salud general.

Otro objeto de la presente invencidn es el uso del hidrolizado enzimético de coldgeno para preparar un producto
l4cteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la vitalidad.

La invencién también se refiere al uso del hidrolizado enzimatico de coldgeno para la preparacién de un producto
lacteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la funcién social, el rol emocional y/o la salud mental.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 071 Bl

El uso segutn la invencidn se caracteriza ademas porque la dosis diaria de hidrolizado enzimadtico de coldgeno esta
comprendida entre 0,1 y 0,25 g/Kg de peso corporal.

El uso segtin la invencion se caracteriza también porque es para una preparacion en forma de solucién o suspensién
oral.

Segtin otra caracteristica del uso del hidrolizado enzimadtico de coldgeno segtin la invencidn, el mismo es para una
preparacién en forma de comprimidos o polvos dispersables en agua o leche.

El uso del hidrolizado enzimadtico de coldgeno segun la invencion, se caracteriza porque el mamifero con dificul-
tades funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares es un humano.

Descripcion detallada de la invencion

A continuacion se detallan las caracteristicas esenciales de un hidrolizado enzimético de coldgeno de baja acidez de
acuerdo con la invencidn, en base a un posible procedimiento de obtencién del mismo, también objeto de la invencion,
resaltando las ventajas tanto del hidrolizado como de su procedimiento de obtencion.

En el citado procedimiento se parte de tejido dérmico de origen animal, obtenido en condiciones higiénicas, de
especies animales aptas para el consumo humano (bovino, porcino, aves y pescado). Dichos tejidos pueden ser pro-
cesados en su forma nativa, o previamente sometidos a extraccion acuosa, a diferentes temperaturas, una o repetidas
veces, y a posterior hidrélisis 4cida o bdsica. En este punto, los tejidos contienen cantidades de coldgeno que oscilan
entre el 2% y 12%, resultando especialmente validos aquéllos con un contenido residual superior al 5%.

En el caso particular de tejidos sometidos a extraccidn previa, se tratard de subproductos de procesos de obtencién
de gelatinas. Los procesos de extraccion de gelatina cldsicos se basan, a grandes rasgos, en la maceracién del tejido
dérmico en condiciones de extrema acidez o alcalinidad,durante un tiempo total de 4 a 24 horas, seguido de un
lavado con agua desmineralizada, una decantacion de la grasa liberada y una neutralizacién con soluciones dcidas
o bésicas inorgdnicas. Posteriormente se procede a la solubilizacién de la gelatina, mediante extraccién del tejido
s6lido con disolventes acuosos, en nuestro caso particular, el disolvente es agua desmineralizada. En este punto se
separa la solucién de gelatina del resto sélido. La fraccién acuosa se somete a precipitacion selectiva de las proteinas
no colagénicas, eliminacién de éstas por filtracidén, desmineralizacion, secado y molturacién. La fraccién sélida, que
en condiciones normales representaria un importante problema, debido a su elevada carga de materia orgdnica, se
convierte, segin esta invencion, en materia prima de un proceso de obtencién de hidrolizado de coldgeno de baja
acidez total.

Con la finalidad de obtener un hidrolizado de coldgeno con unas caracteristicas que lo hagan apto para la elabora-
cién de productos lacteos, la materia prima descrita anteriormente es sometida a una pluralidad de etapas hasta obtener
un hidrolizado enzimético de coldgeno de alta pureza, de peso molecular controlado y con unas caracteristicas fisico-
quimicas particulares y especiales que lo hacen apto para su uso en la elaboracién de productos lacteos, especialmente
aquellos que son sometidos a tratamientos térmicos.

En la primera de las etapas, la materia prima de partida, tanto el tejido dérmico en forma nativa, como el subproduc-
to de procesos de obtencién de gelatina anteriormente descritos, se someten a una extraccién acuosa a una temperatura
comprendida entre 40°C y 140°C y durante un tiempo comprendido entre 2 y 8 horas. De un modo preferido, la ex-
traccién acuosa se realiza entre los 45°C y los 100°C; y mas preferiblemente entre los 50°C y 80°C. El tiempo de la
extraccién también puede variar y de un modo preferente suele tener una duracién de 2 a 6 horas.

Seguidamente, el pH de la solucién extraida se ajusta entre 6,5 y 8,0, empledndose soluciones de dcidos o bases
minerales. A tal fin, pueden emplearse por ejemplo soluciones de acido clorhidrico. De un modo preferido y mas
preciso el pH se ajusta entre 7,4y 7,6.

Una vez ajustado el pH, la solucién es filtrada por ejemplo mediante el empleo de filtros de vidrio poroso, membra-
nas de acetato de polivinilo, fibras de nylon, carbén activado o filtros rotativos de tierras de diatomeas. Evidentemente,
pueden emplearse combinaciones de todos estos filtros hasta obtener un producto transparente.

Dicha solucién filtrada es sometida a una posterior etapa de desmineralizacién haciéndose pasar a través de resinas
de intercambio fénico o equipos de didlisis. Para ello, se emplean, resinas mixtas, por ejemplo, de intercambio anidnico
seguidas de intercambio catiénico o viceversa. Con esta etapa se consigue desmineralizar la solucidn filtrada hasta
obtener una nueva solucién con una conductividad absoluta inferior a 1.000 uS/cm y un contenido total inferior al
0,5% de sales minerales, o al menos un contenido en peso de sales minerales inferior al 1,0%, de modo que la riqueza
en coldgeno sobre extracto seco esté comprendida entre el 99% y el 99,5% en peso.

Los pardmetros a controlar en esta etapa de desmineralizacion son la cantidad de solucion a desmineralizar, que
debe estar comprendida entre los 20 y los 300 litros por kilogramo de resina, siendo preferente el intervalo de 80 a
120 litros de solucién por kilogramo de resina. Otro pardmetro importante es la velocidad de paso de la solucién a
desmineralizar, la cual debe estar comprendida entre los 5 litros/minuto/Kg de resina y los 100 litros/minuto/Kg de
resina. Preferentemente la velocidad empleada es de 20 a 40 litros/minuto/Kg de resina. En el caso particular del uso
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de equipos de didlisis, la solucién de coldgeno, previamente filtrada, serd sometida a sucesivos pasos a través de las
membranas de didlisis, en configuracién de recirculacion con purga, hasta alcanzar un régimen estacionario en el que
la conductividad absoluta de la solucién no supere los 1.000 uS/cm.

Después de la etapa de desmineralizacidn, la solucion es ultrafiltrada mediante el paso por membranas con un
diametro de poro de 1.000 a 40.000 Daltons. Con esta etapa se pretenden eliminar todas las fracciones de restos
proteicos de bajo peso molecular, asi como todas aquellas sales minerales y aminas bidgenas que son las causantes de
males olores y mal sabor, tal como la putrescina o la cadaverina. De un modo preferente, las membranas utilizadas
para la etapa de ultrafiltracién tienen un tamafio de poro de 20.000 Daltons.

Tras la ultrafiltracion, la solucidn resultante es sometida a hidrélisis enzimadtica con enzimas proteoliticos bajo unas
condiciones de temperatura y pH adecuados para que dichas enzimas puedan actuar.

A modo de ejemplo pueden emplearse enzimas como la papaina, la ficina o la bromelaina solas o en combinacién.

Son también objeto de la presente invencion las especiales condiciones de la hidrélisis enzimatica. Para la obten-
cién de un hidrolizado de coldgeno de baja acidez y peso molecular entre 1.000 y 50.000 Daltons, preferentemente
entre 5.000 y 20.000 Daltons, se emplean dosis controladas de enzimas proteoliticos, a temperatura y tiempo controla-
dos y pH constante. Las cantidades de enzima serdn del orden de 1.000 UI a 4.000 UI por kilogramo de producto seco
a hidrolizar. Se ha observado que concentraciones de enzima comprendidas entre 1.500 Ul y 2.500 UI por kilogramo
de producto seco son preferidas para la obtencién de hidrolizados de coldgeno de baja acidez total.

Las temperaturas de trabajo, asi como los tiempos de hidrdlisis preferidos dependeran de la enzima, o combinacién
de enzimas, utilizada. A su vez, el pH se controlard durante toda la hidrdlisis para evitar una deriva superior a 2
unidades respecto al pH 6ptimo de actuacién de la enzima, o combinacién de enzimas, preferentemente se mantendra
un pH, durante toda la hidrdlisis, dentro de un rango de +0,5 unidades respecto al pH 6ptimo.

El rango de temperaturas a las que se realiza la etapa de hidrdlisis enzimadtica suele estar comprendido entre los
15°C y los 80°C, en funcién del rango 6ptimo de trabajo de la o las enzimas. Se obtienen resultados muy satisfactorios
en un rango de temperaturas de los 40°C a los 70°C. Las enzimas se dejan actuar sobre la solucién ultrafiltrada durante
30 a 200 minutos, preferentemente de 90 a 120 minutos y a un pH de la solucién de reaccién entre 5 y 9, mas
concretamente entre 6,8 y 7,8, aunque este valor dependera de las enzimas utilizadas.

Para una correcta evolucidn de la hidrdlisis, se realiza un control continuo del pH y se compensa la deriva natural
de este parametro mediante la adicién de soluciones diluidas de 4lcali, por ejemplo solucién de hidréxido sédico.

Una vez transcurrido el tiempo fijado para la hidrdlisis enziméatica deben desactivarse las enzimas, que al tratarse
generalmente de enzimas termoldbiles es factible mediante el solo hecho de aumentar la temperatura del producto a
temperaturas de 90°C entre 5 y 30 minutos.

La solucién de hidrolizado enzimético de coldgeno obtenida es sometida a una nueva etapa de filtracién con la
finalidad de asegurar la ausencia de cualquier tipo de particulas que pudieran inestabilizar el producto, asi como dar
una transparencia total al mismo. A modo de ejemplo, el filtro a emplear puede ser de marcos y placas, de filtracién
en profundidad o bien filtros de vidrio poroso.

En cualquier caso, esta etapa de filtracién de la solucién de hidrolizado enzimatico de coldgeno va seguida de
una etapa de ultrafiltracién a través de membranas con un didmetro de poro de 1.000 a 40.000 Daltons. De hecho, el
objetivo de esta ultrafiltracion es el de eliminar todas aquellas fracciones de péptidos superiores a 20.000 Daltons, asi
como las fracciones de muy bajo peso molecular (< 1.000 Daltons). En realidad, esta etapa de ultrafiltracion consiste en
una filtracién o exclusion molecular para seleccionar todas aquellas fracciones de hidrolizado enzimadtico de coldgeno,
especialmente las de peso molecular comprendido entre los 5.000 Daltons y los 20.000 Daltons.

Llegados a este punto, la solucién de hidrolizado enzimético de coldgeno es concentrada mediante calefaccién a
temperaturas inferiores o iguales a 70°C con el objetivo de obtener un producto concentrado que pueda ser secado, por
ejemplo por atomizacion.

De un modo preferente, la etapa de concentracién se lleva a cabo a una temperatura inferior o igual a 60°C y
mediante la aplicacion de vacio, a fin de evaporar el agua a temperaturas por debajo de la temperatura de ebullicién de
esta ultima. Asi, se suelen emplear presiones que oscilan entre los 10 y los 0,0001 mm de Hg, preferentemente de 1,0
a 0,01 mm de Hg.

Dicha etapa de concentracién se da por finalizada cuando se alcanzan concentraciones finales de hidrolizado en-
zimatico de coldgeno en solucion del 15% al 45% en peso. Concretamente, es preferido un rango de concentraciones
del 30% al 45% en peso de hidrolizado enzimatico de coldgeno en solucién.

Finalmente, la solucién de hidrolizado enzimatico de coldgeno con un porcentaje en peso del mismo del 30% al
45% es secada hasta obtener un producto seco con una humedad inferior o igual al 8% y una densidad comprendida
entre los 0,3 g/ml y 0,8 g/ml, preferentemente entre 0,4 g/ml y 0,6 g/ml.
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Esta etapa final de secado del producto se realiza por liofilizacién o bien por atomizacién.

El procedimiento segun se ha descrito permite obtener de un modo econémico un hidrolizado enzimatico de cola-
geno con pardmetros constantes de lote a lote y altamente estable. Los estudios de estabilidad realizados han revelado
que el citado hidrolizado tiene un periodo de validez de unos 4 afios almacenado a una temperatura controlada de 25°C
y a una humedad relativa del ambiente inferior al 60%.

El hidrolizado enzimatico de coldgeno obtenible de acuerdo con el procedimiento anteriormente descrito se carac-
teriza por su gran pureza y por sus caracteristicas organolépticas idéneas para ser administrado en preparaciones orales.
Concretamente, el hidrolizado enzimético de coldgeno comprende un 99% en peso de hidrolizado sobre producto seco.

Dicho hidrolizado enzimético de coldgeno, también objeto de la invencién, tiene un peso molecular comprendido
entre los 1.000 Daltons y los 50.000 Daltons, siendo el rango preferido de pesos moleculares de 5.000 a 20.000
Daltons.

Los pardmetros controlados en el producto final y sus limites se exponen a continuacién:

Riqueza: Debe ser superior al 99% sobre producto seco.

Humedad: Debe ser inferior al 8%.

Densidad aparente: Debe estar comprendida entre 0,3 y 0,8 g/ml, de preferencia 0,4 y 0,6 g/ml.

pH (sol. al 20%): Debe estar entre 6,0 y 7,0.

Acidez (grados Dornic): Inferior a 25°D.

Viscosidad (sol. al 20%): Debe estar comprendida entre 15 y 25 mps.

Turbidez (sol. al 20%): Debe ser inferior a 25 NTU.

Conductividad relativa (sol. al 1%): Debe ser inferior a 500 uS/cm.

Cenizas: Deben ser inferiores al 1%.

Las caracteristicas de salinidad, baja acidez y pesos moleculares del hidrolizado enzimatico de acuerdo con la in-
vencion lo hacen adecuado y 6ptimo para su aplicacion en productos lacteos o que contengan leche, sin que por ello se
produzca la degradacién de dicho producto lacteo o se vean modificadas sus caracteristicas fisicas y/o organolépticas.

A continuacién se detallan, a modo de ejemplos no limitativos, variantes del procedimiento de obtencién de hidro-
lizado de coldgeno segiin la invencién. También se detallan los pardmetros controlados en el hidrolizado enzimético
obtenible por el procedimiento.

Ejemplo 1

7.500 Kg de tejido dérmico de origen porcino, obtenido directamente, y en condiciones higiénicas, de sala de
despiece, y conservado a una temperatura inferior a 5°C, se someten a las siguientes etapas:

1.- Maceracién en solucidn de 4cido clorhidrico durante 4 horas.

2.- Neutralizacién a pH superior a 4 e inferior a 6 con hidréxido sédico.
3.- Extraccién a 60°C durante 4 horas.

4.- Ajuste de pH a 7,5 empleando hidréxido sédico.

5.- Filtracién con filtro rotativo de tierra de diatomeas.

6.- Desmineralizacién mediante membranas de didlisis, en configuracion de recirculacion y purga, hasta un régimen
estacionario en el que la conductividad absoluta no supere los 1.000 uS/cm.

7.- Ultrafiltracion a través de una membrana de 20.000 Daltons.

8.- Hidrolisis controlada enzimaticamente afiadiendo 1.350.000 U.I. de endopeptidasa de origen bacteriano sobre
el producto, a pH 7,2, a 60°C durante 110 minutos.
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9.- Desactivacion de los enzimas mediante tratamiento térmico a 90°C durante 20 minutos.

10.- Filtracién a través de filtro de marcos y placas de 25 ym.

11.- Ultrafiltracién a través de membrana de 5.000 Daltons.

12.- Concentracién a 45°C con un vacio de 0,15 mm de Hg hasta una concentracion de sélidos del 40 0/0

13.- Secado por atomizacién (spray drying)

El producto (hidrolizado enzimético de coldgeno) obtenido con este proceso (805 Kg) presentd las siguientes
caracteristicas fisico quimicas:

Riqueza (sobre producto seco): 99,5%.

Humedad: 4,5%.

Densidad aparente: 0,483 g/ml.

pH (sol. al 20%): 6,08.

Acidez (10 g): 19,8°D. (Segtn la escala Dornic).

Viscosidad (sol. al 20%): 20,9 mps.

Turbidez (sol. al 20%): 24,6 NTU.

Conductividad relativa (0,5%): 315 uS/cm.

Cenizas: 0,5%.

Ejemplo 2

7.500 Kg de tejido dérmico de origen porcino, obtenido directamente, y en condiciones higiénicas, de sala de
despiece, y conservado a una temperatura inferior a 5°C, se someten a las siguientes etapas:

1.- Maceracion en solucién de 4cido clorhidrico durante 4 horas.

2.- Neutralizacién a pH superior a 4 e inferior a 6 con hidréxido sédico.
3.- Extraccién a 65°C durante 4 horas.

4.- Ajuste de pH a 7,5 empleando hidréxido sédico.

5.- Filtracién con filtro rotativo de tierra de diatomeas.

6.- Desmineralizacion mediante membranas de didlisis, en configuracién de recirculacion y purga, hasta un régimen
estacionario en el que la conductividad absoluta no supere los 1.000 uS/cm.

7.- Ultrafiltracién a través de una membrana de 20.000 Daltons.

8.- Hidrolisis controlada enzimaticamente afiadiendo 2.000.000 U.I. de endopeptidasa de origen bacteriano sobre
el producto a pH 7,8 a 60°C durante 110 minutos.

9.- Desactivacion de los enzimas mediante tratamiento térmico a 90°C durante 20 minutos.

10.- Filtracién a través de filtro de marcos y placas de 10 um.

11.- Ultrafiltracion a través de membrana de 5.000 Daltons.

12.- Concentracién a 40°C con un vacio de 0,1 mm de Hg hasta una concentracién de sé6lidos del 45%.

13.- Secado por atomizacién (spray drying)
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El producto obtenido (hidrolizado enzimético de coldgeno) con este proceso (950 Kg) present las siguientes
caracteristicas fisico quimicas:

Riqueza (sobre producto seco): 99,6.

Humedad: 4,9 0/0.

Densidad aparente: 0,495 g/ml.

pH (sol. al 20%): 6,12.

Acidez (10 g): 16,9°D. (Segun la escala Dornic).
Viscosidad (sol. al 20%): 21,1 mps.

Turbidez (sol. al 20%): 18,5 NTU.
Conductividad relativa (0,5%): 210 uS/cm.
Cenizas: 0,4 0/0.

Evidentemente, el hidrolizado enzimatico de coldgeno de acuerdo con la invencidn, con una acidez total, expresada
en grados Dornic, inferior a 25°D; y una conductividad en solucién al 1% no superior a S00 uS/cm, puede obtenerse
mediante otros procedimientos, tal como procedimientos biotecnolégico, en los cuales puede pensarse en la inmovili-
zacion de las enzimas en soportes extraibles y ficilmente recuperables, o mediante el aporte de las enzimas de interés
trabajando “in sifu” dentro de unidades celulares por ejemplo bacterias.

Ejemplo de las evidencias obtenidas mediante la aplicacion del procedimiento de acuerdo con la invencion ex-
puesto anteriormente:

En las condiciones anteriormente detalladas se obtiene un hidrolizado de coldgeno de baja acidez, siendo asi
compatible con la fabricacién de suplementos nutricionales en los que se comprende como ingrediente principal la
leche, o derivados lacteos, y en los que el hidrolizado de coldgeno esta presente en concentraciones comprendidas entre
el 2% y el 15% en peso, sin superar una acidez total de 50° en la escala Dornic. En estas condiciones, las mezclas de
hidrolizado de coldgeno y leche, o derivados lacteos, en las dosis detalladas anteriormente, son estables a los procesos
de pasteurizacion y esterilizacidn, y a la fermentacidn posterior, en la produccién de suplementos alimenticios basados
en leche, o derivados lacteos, enriquecidos con hidrolizado enzimético de coldgeno.

A modo de ejemplo se presentan en las Figs. 1 y 2 dos cromatogramas correspondientes a la distribucién de
pesos moleculares de sendos hidrolizados de coldgeno, el primero (Fig. 1) corresponde a un hidrolizado de coldgeno
preparado segtin el proceso clasico, el segundo (Fig. 2) corresponde al preparado segtin las condiciones de proceso
detalladas anteriormente. También se citan los valores de acidez correspondientes, expresados en grados de la escala
Dornic. Se puede observar que se ha conseguido una acidez compatible con la utilizacién del hidrolizado de coldgeno
en la formulacién de productos lacteos pasteurizados y fermentados, a la vez que se conserva el perfil original de
pesos moleculares. La reduccién de la acidez es del 38%, mientras se observa que el perfil de pesos moleculares es
equivalente.

Asi, en la Fig. 1 aparece representado el cromatograma de un hidrolizado enzimético de coldgeno, preparado por
el procedimiento segtn el estado de la técnica, con una acidez total de 36,37°Dornic.

Alternativamente, en la Fig. 2, que corresponde a un hidrolizado de coldgeno segtin la invencién y obtenido por el
procedimiento de acuerdo con la invencidn, cuya acidez total es de 22,56°Dornic.

Ejemplos de alimentos funcionales y suplementos nutricionales:

De acuerdo con otro de los objetos de la presente invencidn, a continuacién se detallan ejemplos de alimentos
funcionales y suplementos nutricionales que comprenden el hidrolizado enzimatico de coldgeno de baja acidez segtin
la invenciodn, obtenible de acuerdo con el procedimiento anteriormente descrito.

Estos alimentos funcionales o suplementos nutricionales pueden comprender ademds un compuesto seleccionado
independientemente de entre: compuestos antioxidantes, sales minerales, vitaminas y/o coenzimas, extractos vegeta-
les, extractos de origen animal y compuestos coadyuvantes del hidrolizado enzimatico de coldgeno. También puede
emplearse una mezcla de todos ellos.
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Alimento funcional: yogurt

Se ha preparado con buenos resultados un yogurt con la siguiente composicién:

Leche ... 739¢9
Hidrolizado enzimatico de colageno ............. 10,09
Leche en polvo desnatada ............................ 120¢g
Nata ..o 40g
Fermentos 1Acticos .........oooiiiiiiiiiii, 01g

El sabor del yogurt es agradable, asi como su aspecto y textura.

Ejemplo 2

Alimento funcional: Postre de chocolate

Se ha preparado un postre de chocolate con la siguiente composicion:

Tanto la extensibilidad como la viscosidad, la textura y el sabor no se ven alterados, mientras mejoramos la capa-

Lechedesnatada .............ccccoooiiiiiiien. 348¢
Hidrolizado enzimatico de colageno ............. 10,0g
AZUCA ... e 15,09
{7 Tor (o 1-1- [ 10,0 ¢
Nata ..o 50g
Almidén de maiz pregelatinizado ................. 12,09
Cacao desgrasado .........cccccvvvveiiieneiiniiineneen. 10,0g
Carragenato ... 20g
Gelatina ..ooovvveieeer e, 109
Emulgente ......ccceiieeiiii e, 0,2¢g

cidad nutricional del alimento.

Ejemplo 3

Alimento funcional: yogurt bebible

Se ha preparado un yogurt bebible con la siguiente composicién:

Esta preparaciéon admite distintas saborizaciones para obtener una gama de yogures bebibles con propiedades

funcionales.

LECRE ..o, 81,4¢g
Hidrolizado enzimatico de colageno ............. 10,09
Leche en polvo desnatada ..............cceeevennnnn. 6,09
Nata ..o, 25¢g
Fermentos Iacticos .......c.ooovvviiiiiiiiin, 0,1g

11
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Alimento funcional: Batido de leche y chocolate

Se ha preparado un batido de leche y chocolate sin que la adicién del hidrolizado enzimético de coldgeno modifique

las caracteristicas organolépticas del mismo.

Ejemplo 5

Lechedesnatada ..., 36,09
SACATOSA oottt a e 18,09
Proteinas de leche ..............ccccvvvviiiiiiiiinnnni, 12,049
Hidrolizado enzimatico de colageno ............... 6,69
Cacao en polVo .....ccooeiieiiiiiiiieeee e, 6,09
Almidonde maiz ...........ccceeiiei 5449
Aceitede soja .........cceeeiieiiii 50g
Fibravegetal ..., 509
Carragenatos ..............cccceeeiieiiniiiiiieee e 20g
Fosfato disddico ...........coevvviiiiiiiiiiiiniiiieiiiennn, 1.5¢
Diglicéridos de acidos grasos ...........ccccuvveuene. 1,09
Cloruro sOdiCO ..., 0,5¢
Complejo de minerales ..............cccccvvveeveeeeenns 0,59
Complejo vitaminico (A, D, C, grupo B) .......... 0,5¢g

Alimento funcional: Queso fundido

La adicién del hidrolizado de coldgeno no modifica de manera apreciable el sabor, la extensibilidad ni la cremosi-

dad del producto.

Queso blanco .........ccooveiiiieeiecic, 425¢g
Cremadeleche ........cccocevvveeiiiieccciiiieeiee, 30,09
Proteinas de leche ........oooveeviimeeencieiaeienn, 10,0g
Hidrolizado enzimatico de colageno ............. 10,0g
Fosfato CaICICO .......ccvvveeeiiiiiiiiii s 2049
Polifosfatos ...........coiiieiiiiiiiiceie e, 1,59
Fosfato disédiCo ..........ccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 1,59
Citrato s0diCO ..., 1049
Cloruro sOdiCo .......ccccviiiiieeiiiiiiiiiiiieee e, 1,09
Concentrado de minerales de leche ............... 05¢g

12
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Ejemplo 6

Complemento nutricional: Barritas energéticas

SACAr0SA .......vvvveeieeeeeeeiieeee e 280g
Mantecade cacao ..............cccccoeevevcnnnnnnnen... 250¢g
Leche enteraen poIvo ...............cccuvvvveene. 18,0g
Hidrolizado enzimatico de Colageno .............. 80g
Harinade trigo .........ccccooieeiiiiiiiiiie, 45¢g
Pasta de cacao ...........ccccoeevvvveieeiieeeiee, 48¢g
Harinade maiz ...........cccooeeeeiiiiieee 359
Salvado de trigo .........ccceevieiecciie 3,09
Dextrinade maiz ..............cooevveeiiecieiie. 20g
Cloruro s6diCo ........ccceeeveviiiiiiiiiiiiiiie, 109
Lecitina ......ccooieiiiiiiee e, 05¢g
Fructosa .......cccccvmmiiiiiee e 109
Complejo vitaminico (C, D, grupo B) ............... 05¢g
ATOMAS oot 02g

Modificando algunos de los componentes es factible preparar barritas para ayudar al control del peso.

En todos estos ejemplos se observa que para la elaboracion de suplementos nutricionales o alimentos funcionales en
los que se incluye la leche, o un derivado lacteo, la acidez total del producto, expresada como la cantidad de hidréxido
sddico consumido para la neutralizacién de 10 gramos de hidrolizado de coldgeno, segiin la escala de unidades Dornic,
debe ser inferior a 50. Preferiblemente inferior o igual a 40.

Ensayo clinico para determinar la mejora en calidad de vida y capacidades funcionales en humanos

De acuerdo con otro de los objetos de la presente invencidn, los inventores han determinado un nuevo uso del
hidrolizado enzimadtico de coldgeno obtenible por el procedimiento anteriormente descrito. Concretamente, el hidro-
lizado enzimdtico de coldgeno se emplea para la preparacion de un suplemento nutricional o alimento funcional para
mejorar la capacidad funcional y/o la calidad de vida de un mamifero, concretamente un humano, con dificultades
funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares.

Asi, con el fin de estudiar la posible aplicacion del nuevo hidrolizado enzimético de coldgeno de elevada pureza y
de mejor biodisponiblidad (peso molecular inferior, entre 5.000 y 20.000 Daltons) como alimento funcional o como
componente de alimentos funcionales o suplementos nutricionales, se decidi6 llevar a cabo un estudio en 100 volun-
tarios, a los que a 50 de ellos se administraria este hidrolizado enzimético de coldgeno, en una dosis de 10 g diarios,
equivalente a una dosis de entre 0,1 y 0,25 g por Kg de peso corporal de hidrolizado enzimatico de coldgeno y a los
otros 50 una dosis diaria de 1,5 g de sulfato de glucosamina, equivalente a una dosis entre 0,015 y 0,0375 g por Kg de
peso corporal. El sulfato de glucosamina es ampliamente utilizado, tanto en Europa como en Estados Unidos, a estas
dosis para el tratamiento de alteraciones articulares en general y varios estudios validan que la administracién de glu-
cosamina es un medio eficaz para mejorar el dolor y la movilidad de las articulaciones con disfunciones consecutivas
a alteraciones de los cartilagos articulares.

Con este ensayo se pretendia valorar el efecto del nuevo hidrolizado enzimético de coldgeno en aquellas afec-
ciones donde habitualmente se emplean los conocidos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), concretamente en
aquellos trastornos de la capacidad funcional o calidad de vida derivados de alteraciones de los cartilagos arti-
culares.

Por otra parte, el sulfato de glucosamina es también ampliamente utilizado en Europa, y sobre todo en Estados
Unidos, como alimento funcional o como integrante de alimentos funcionales y suplementos nutricionales (la mono-

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 071 Bl

grafia de la USP 24 lo incluye en suplementos nutricionales) a estas mismas dosis (1,5 g diarios) y se asegura que
mejoran en general las funciones corporales, principalmente las mecédnicas (movilidad, agilidad,....) y que mejoran el
estado general y la calidad de vida.

El ensayo clinico consistié en un estudio multicéntrico, doble ciego, paralelo y comparativo entre el nuevo hidro-
lizado enzimético de coldgeno y el sulfato de glucosamina. La finalidad era comparar la mejoria en la calidad de vida
(segtin el cuestionario genérico SF-36 (The MOS 36-item short-form health survey (SF-36). I. Conceptual framework
and item selection. Med care 1992 Jun; 30 (6): 473-483), asi como la eficacia, la seguridad y la tolerabilidad de ambos
tratamientos administrados por via oral durante 90 dias consecutivos.

El estudio se llevé a cabo en 100 voluntarios (de los que fueron evaluables 93) afectos de alteraciones articulares
que inducian dolor, disminucién de la movilidad y alteracién y pérdida notables de la calidad de vida.

Los sujetos fueron distribuidos en dos grupos de 50 individuos, de los que fueron evaluables 47 (hidrolizado
enzimdtico de coldgeno) y 46 (sulfato de glucosamina) que, tras una semana de lavado, recibieron o bien 10 g de
hidrolizado enzimadtico de coldgeno o bien 1.5 g de sulfato de glucosamina diarios durante 90 dias consecutivos,
siendo por lo tanto la duracién del estudio de 3 meses para cada sujeto.

La calidad de vida se midi6 al inicio y al finalizar ambos tratamientos, de modo especifico, mediante el cuestionario
genérico SF-36, validado en multitud de estudios y revisiones bibliograficas y habiendo sido utilizado en mas de 4000
articulos cientificos a lo largo de los udltimos 20 afios, siendo originario del Health Institute, New England Medical
Center, Boston (Massachussets, USA). En Espafia, dicho cuestionario ha sido validado por Alonso y cols. (11) en el
IMIM (Instituto Municipal de Investigaciones Médicas) en Barcelona.

El SF-36 representa para todos los autores que han llevado a cabo diversas validaciones del cuestionario, un ins-
trumento adecuado, veraz y eficaz muy util en la investigacion y en la préctica clinicas.

Con el término “calidad de vida”, con el SF-36, se pretendia valorar aspectos de las disfunciones articulares conse-
cutivas a alteraciones de los cartilagos articulares que no son estrictamente clinicos, sino también aspectos relacionados
con la vida diaria del paciente. También se pretendia valorar en qué modo se vefa afectada la vida del paciente por la
presencia de estas disfunciones articulares, siempre desde el punto de vista del propio paciente. Esta valoracién fue
multidimensional y se acepté generalmente incluir, al menos, ocho apartados o pardmetros que actian de indicadores
de la capacidad funcional y/o calidad de vida.

Los pardmetros evaluados corresponden a las facetas de la vida cotidiana mas comunmente afectadas por las di-
ficultades funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares. La divisién de dichos pardmetros nos
permite diferenciar con claridad actividades y momentos de la vida de las personas en los que el dolor derivado de
una alteracion articular afecta, o puede afectar, al correcto de desarrollo de actividades y tareas. También se dis-
tingue entre la afectacion de la calidad de vida individual, la relacién con otras personas, o el desempefio de una
profesion.

Los pardmetros evaluados son, y se definen, como sigue.

1. Funcién fisica: Se entiende por funcién fisica la capacidad para realizar actividades bdsicas de la vida cotidiana
como el cuidado personal, la movilidad bésica y la capacidad para realizar esfuerzos pequefios o0 moderados. Este
pardmetro nos permite valorar el grado en que la alteracién de los cartilagos articulares nos limita a titulo indivi-
dual.

2. Rol fisico: Por su parte, el rol fisico se define como el pardmetro que nos evalda la capacidad para desempefiar
las actividades propias de nuestro puesto de trabajo. Nos permite identificar si nuestra falta de salud afecta a nuestro
rendimiento laboral, o nos limita o impide realizar con normalidad las tareas asociadas a nuestro trabajo. Este parame-
tro nos permite valorar como la falta de salud afecta a las actividades fisicas relacionadas con nuestro entorno y en el
desempeifio del trabajo.

3. Dolor corporal: Este pardmetro nos da la medida del dolor percibido y su efecto, tanto en el trabajo y en la
relacién con nuestro entorno, como en las actividades individuales basicas de la vida cotidiana.

4. Salud general: Pardmetro que valora, por parte del evaluado, la percepcién del estado de salud que se tiene de
uno mismo. Asf como las perspectivas futuras y la percepcién individual de la resistencia a enfermar.

5. Vitalidad: Se define, para la interpretacion de este estudio, como el sentimiento de energia y vitalidad que se
tiene de uno mismo. Engloba también la percepcion individual de la resistencia al cansancio y al desdnimo.

6. Funcion social: Pardmetro gracias al cual podemos valorar cdmo la alteracion de los cartilagos de las articula-
ciones, y los problemas derivados de dichas alteraciones, afectan al desarrollo de una vida social satisfactoria. Este
parametro engloba tanto problemas fisicos como emocionales. Nos permite valorar como estos problemas interfieren
en la vida social habitual.
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7. Rol emocional: Se entiende por rol emocional, y asi se define para este estudio, el grado en que los problemas
emocionales derivados del dolor y la afectacién a la capacidad fisica afectan al desempefio del trabajo, asi como a la
realizacion satisfactoria de otras actividades diarias. La valoracion del rol emocional nos da informacién muy valiosa
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sobre factores tan importantes como el rendimiento o el esmero en el trabajo.

8. Salud mental: Pardmetro que nos permite valorar la salud mental general, considerando la depresion, la ansiedad,

el autocontrol y el bienestar general.

A continuacién, y a modo de resumen, se describen los ocho apartados o parametros que actian de indicadores de

la capacidad funcional y/o calidad de vida. (Tabla 1)

Pardmetros y significado estudiados para determinar la calidad de vida de un humano con dificultades funcionales

TABLA 1

derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares

Apartado (Parame-
tro a evaluar)

Significado

Funcién Fisica

Grado en el que la falta de salud limita las actividades fisicas de la vida diaria,
como el cuidado personal, caminar, subir escaleras, coger o transportar cargas
y realizar trabajos moderados e intensos.

Rol Fisico Grado en el que la falta de salud interfiere en el trabajo y otras actividades
diarias, produciendo como consecuencia un rendimiento menor del deseado, o
limitando el tipo de actividades que se puede realizar o la dificultad de las
mismas.

Dolor corporal Medida de la intensidad del dolor padecido y su efecto en el trabajo habitual y

en las actividades del hogar.

Salud General

Valoracion personal del estado de salud, que incluye la situacién actual y las
perspectivas futuras y la resistencia a enfermar.

Vitalidad

Sentimiento de energia y vitalidad, frente al de cansancio y desanimo.

Funcion Social

Grado en el que los prablemas fisicos 0 emocionales derivados de la falta de
salud interfieren en la vida social habitual.

Rol Emocional

Grado en el que los problemas emocionales afectan al trabajo y otras activida-
des diarias, considerando la reduccion del tiempo dedicado, del rendimiento y
del esmero en el trabajo.

Salud Mental

Valoracién de la salud mental general, considerando la depresién, ansiedad,
autocontrol y bienestar general.
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Los resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 2.

TABLA 2

Resultados del cuestionario genérico SF-36 aplicado a 100 voluntarios afectos de alteraciones articulares que
inducian pérdida notable de calidad de vida

Hidrolizado enzimatico de coldgeno | Sulfato de glucosamina
m SD me Rango n m SD me Rango n

Visita inicial (dia -7)

Funcion fisica 56.0 20.6 55.0° 20.0-100.0 47 58.2 21.5 562.5 20.0-100.0 44
Rol fisico 36.4 348 250 0.0-100.0 46 348 37.1 250 0.0-100.0 46
Dolor corporal 52.5 14.8 52.0 20.0-100.0 46 53.4 14.5 52.0 22.0-84.0 46
Salud General 63.1 16.1 52.0 20.0-97.0 47 54.7 17.1 52.0 25.0-97.0 45
Vitalidad 529 165 52.5 25.0-100.0 46 53.7 14.2 52.5 30.0-100.0 46
Funcién social 72.3 18.0 75.0 25.0-100.0 46 71.5 20.1 75.0 25.0-1000 43
Rot emocional 82.6 34.2100.0 0.0-100.0 46 90.6 22.9100.0 0.0-1000 46
Salud mental 66.8 155 64.0 28.0-100.0 45 68.9 125 68.0 44.0-96.0 44
indice de salud fisica 36.0 7.7 34.2 23.8-52.8 45 358 9.8 345 20.4-568 39
indice de salud emoclonal 50.1 9.1 521 25.6-669 45 518 6.8 527 290.4-649 39
Visita final (dia 90)

Funcién fisica 68.2° 21.4 70.0 20.0-100.0 47 65.2° 23.6 75.0 15.0-1000 45
Rol fisico 61.2° 382 75.0 0.0-100.0 47 48.4% 42,0 50.0 0.0-100.0 46
Dolor corporal 67.1'% 17.0 740 22.0-100.0 47 62.7'% 16.6 64.0 22.0-84.0 46
Salud General 56.8° 13.7 57.0 30.0-97.0 47 57.6° 16.0 520 25.0-970 45
Vitalidad 57.0° 16.7 55.0 25.0-100.0 47 57.1% 15.7 55.0 30.0-100.0 46
Funcidn social 81.6% 15.2 87.5 50.0-100.0 47 76.12 19.8 75.0 25.0-100.0 44
Rol emaocional 89.4° 28.7100.0 0.0-100.0 47 92.8° 25.3100.0 0.0-100.0 46
Salud mental 70.3% 134 68.0 36.0-100.0 47 70.6% 13.3 68.0 44.0-960 45
indice de salud fisica 42.0° 8.3 449 24.8-53.1 47 40.0° 9.9 41.0 21.8-568 41
indice de salud emocional 50.7 7.7 521 25.6-66.5 47 511 7.1 529 29.6-61.6 41

1.-Diferencias estadisticaments significativas entre colatech y glucosamina (GLM, valores repetidos; p<0.05).

2.-Diferencias estadisticamente significativas entre las visitas inicial y final del mismo tratamiento (GLM, valores

repetidos; p<0.05).

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de ambos grupos de cada visita

(GLM, valores repetidos; p<0.05).

De la Tabla 2 puede extraerse que tanto el hidrolizado enzimatico de coldgeno como el sulfato de glucosamina,
administrados durante 90 dias consecutivos a dosis de 10 gy de 1.5 g /dia respectivamente, mejoran notablemente la
calidad de vida en sus diferentes aspectos.

Pero se puede comprobar que, inesperadamente, los valores de las diferencias absolutas entre la visita inicial y
final siempre son més amplias con el hidrolizado enzimatico de coldgeno que con el sulfato de glucosamina.
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En aspectos tan importantes como la salud general, la vitalidad, la funcién social, la funcidn fisica, el trabajo fisico,
la funcién emocional y la salud mental podemos comprobar que el hidrolizado enzimético de coldgeno siempre es mas
eficaz en inducir la mejoria de los distintos pardmetros investigados que el sulfato de glucosamina.

Del andlisis de los resultados globales obtenidos en este estudio clinico se ponen de manifiesto las ventajas de
utilizar el hidrolizado enzimatico de coldgeno objeto de la invencidn para la preparacién de un alimento funcional o
suplemento nutricional, para mejorar la capacidad funcional y/o la calidad de vida de las personas con dificultades
funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares.

Con el hidrolizado enzimético de coldgeno de alta pureza objeto de la invencién dentro de las dosis por Kg de peso
corporal empleadas en el estudio clinico (0,1 - 0,25 g/Kg peso corporal/dia) pueden pues prepararse, debido a su buen
sabor y sus buenas caracteristicas organolépticas, distintos tipos de complementos o suplementos nutricionales, como
soluciones o suspensiones bebibles, mezclas de polvos dispersables en agua, comprimidos, cdpsulas. Del mismo modo
pueden prepararse alimentos funcionales, tales como zumos, yogures, yogures liquidos, natillas, barritas energéticas,
barritas adelgazantes, etc, a la vez que el mismo hidrolizado enzimético de coldgeno, por su buen sabor, puede ser en
sf mismo el propio alimento funcional.

Como conclusién, queda firmemente demostrado que, ademds, el procedimiento de obtencién de un hidrolizado de
coldgeno objeto de la invencidn, que valoriza los subproductos residuales contaminantes procedentes de la obtencién
de gelatinas, no Unicamente permite rentabilizar los costes derivados del tratamiento de estos subproductos nocivos
para el medio ambiente, sino que también permite obtener un nuevo hidrolizado enzimatico de coldgeno de alta pureza
y bajo peso molecular que, debido a su buen sabor y caracteristicas organolépticas, puede emplearse tanto en alimentos
funcionales, tales como yogures, zumos, postres, barritas energéticas, etc., como en suplementos nutricionales del tipo
complejos multivitaminicos, en forma de comprimidos, soluciones, suspensiones, etc.

Ademds, los inventores han descubierto un nuevo uso para este hidrolizado enzimadtico de coldgeno, que permite
que la calidad de vida de las personas o animales afectos de disfunciones derivadas de alteraciones en los cartilagos de
las articulaciones, pueda verse notablemente mejorada de una manera equivalente y mds agradable a la administracién
de antiinflamatorios, eliminidndose los indeseados efectos secundarios de estos dltimos.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 071 Bl

REIVINDICACIONES

1. Hidrolizado enzimdtico de coldgeno, con un peso molecular comprendido entre 1.000 y 50.000 Daltons, carac-
terizado porque tiene una acidez total, expresada en grados Dornic, inferior a 25°D; y una conductividad en solucién
al 1% en peso no superior a 500 uS/cm.

2. Hidrolizado enzimatico de coldgeno segtin la reivindicacién 1, caracterizado porque la acidez total, expresada
en grados Dornic, es inferior a 25°D, preferiblemente inferior o igual a 20°D.

3. Hidrolizado enzimatico de coldgeno segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque tiene un peso molecular comprendido entre 5.000 y 20.000 Daltons.

4. Hidrolizado enzimatico de coldgeno seglin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado
porque comprende un 99% en peso de hidrolizado sobre producto seco.

5. Procedimiento de obtencién de un hidrolizado de coldgeno de baja acidez total a partir de tejido dérmico de
origen animal, en su forma nativa, o a partir de subproductos de procesos de obtencién de gelatina, en los que después
de la extraccién en medio acuoso de las gelatinas, los tejidos descritos, ricos en coldgeno, son sometidos a sucesivas
etapas de extraccion acuosa y posterior hidrdlisis dcida, basica o enzimética, obteniéndose finalmente un subproducto
residual, caracterizado porque comprende las etapas de:

a) extraccion acuosa del subproducto residual a una temperatura comprendida entre 40°C y 140°C durante un
tiempo comprendido entre 2 y 8 horas;

b) ajuste del pH entre 6,5 y 8,0 mediante soluciones de dcidos o bases minerales;
¢) filtracién de la solucién obtenida en la etapa b);

d) desmineralizacién de la solucién filtrada por paso de la misma a través de resinas de intercambio i6nico y/o
equipos de didlisis por membranas hasta un régimen estacionario en el que la conductividad absoluta de la solucién
no supere los 1.000 uS/cm;

e) ultrafiltracién de la solucién desmineralizada a través de membranas con un didmetro de poro de 1.000 a 40.000
Daltons;

f) hidrélisis enzimadtica de la solucidn ultrafiltrada con una cantidad de enzima comprendida entre 1.000 Ul 'y 4.000
UI por kilogramo de producto seco a hidrolizar y a un pH comprendido entre el pH 6ptimo de la enzima + 0,5 unidades
de pH;

g) filtracién de la solucién de coldgeno hidrolizado enzimdticamente;
h) ultrafiltracién a través de membranas con un didmetro de poro de 10.000 a 40.000 Daltons;

i) concentracién de la solucién de hidrolizado enzimdtico de coldgeno mediante calefaccion a temperaturas in-
feriores o iguales a 70°C a una presién comprendida entre 10 y 0,0001 mm de Hg hasta una concentracién final de
hidrolizado enzimético de coldgeno del 15% al 45% en peso;

j) secado del hidrolizado enzimatico de coldgeno hasta obtener un producto seco con una humedad inferior o igual
al 8% y una densidad entre 0,3 y 0,8 g/ml.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, caracterizado porque en la etapa f) se realiza la hidrdlisis enzimatica
de la solucion ultrafiltrada con una cantidad de enzima comprendida entre 1.500 UI y 2.500 UI por kilogramo de
producto seco a hidrolizar y a un pH comprendido entre el pH 6ptimo de la enzima =+ 0,5 unidades de pH.

7. Procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno segin una cualquiera de las reivindicaciones 5 6 6
anteriores, caracterizado porque la etapa a) de extraccion acuosa del subproducto residual se realiza a una temperatura
comprendida entre 45°C y 100°C, concretamente entre 50°C y 80°C durante un tiempo comprendido entre 4 y 6
horas.

8. Procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno segiin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7
anteriores, caracterizado porque después de la extraccién acuosa se ajusta el pH de la solucion entre 7,4 y 7,6.

9. Procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno segin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8

anteriores, caracterizado porque la etapa de ultrafiltracién de la solucién de coldgeno hidrolizado enzimaticamente,
se lleva a cabo a través de membranas con un didmetro de poro de 5.000 a 20.000 Daltons.
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10. Procedimiento de obtencién de hidrolizado de coldgeno segiin una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9
anteriores, caracterizado porque la etapa de concentracion i) de la solucién de hidrolizado enzimatico de colageno se
realiza a una temperatura inferior o igual a 60°C.

11. Procedimiento de obtencion de hidrolizado de coldgeno una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 anteriores,
caracterizado porque la etapa de concentracién i) de la solucién de hidrolizado enzimadtico de coldgeno se realiza a
una presion comprendida entre 1,0 y 0,01 mm de Hg.

12. Alimento funcional que comprende el hidrolizado enzimatico de coldgeno segiin una cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 4 anteriores.

13. Alimento funcional segun la reivindicacién 12, caracterizado porque comprende leche cruda o tratada térmi-
camente.

14. Alimento funcional segtin las reivindicaciones 12 6 13 que ademds comprende un compuesto seleccionado
independientemente de entre: compuestos antioxidantes, sales minerales, vitamina y/o coenzimas, extractos vegetales,
extractos de origen animal y compuestos coadyuvantes del hidrolizado enzimético de coldgeno, o una mezcla de todos
ellos.

15. Suplemento nutricional a base de leche que comprende el hidrolizado enzimatico de coldgeno segin una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 4 anteriores.

16. Suplemento nutricional segiin la reivindicacién 15 que ademds comprende un compuesto seleccionado in-
dependientemente de entre: compuestos antioxidantes, sales minerales, vitamina y/o coenzimas, extractos vegetales,
extractos de origen animal y compuestos coadyuvantes del hidrolizado enzimatico de coldgeno, o una mezcla de todos
ellos.

17. Uso del hidrolizado enzimético de coldgeno segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para la prepa-
racién de un producto lacteo, suplemento nutricional o alimento funcional para mejorar la capacidad funcional y/o la
calidad de vida de un mamifero con dificultades funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares.

18. Uso segtin la reivindicacion 17 para la preparacién de un producto lacteo, suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la funcién fisica.

19. Uso segtin la reivindicacién 17 para la preparacion de un producto lacteo, suplemento nutricional o alimento
funcional para la mejora del rol fisico.

20. Uso segtn la reivindicacion 17 para la preparacién de un producto lacteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la sensacién de dolor corporal.

21. Uso segun la reivindicacion 17 para la preparacion de un producto lacteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la salud general.

22. Uso segtn la reivindicacion 17 para la preparacioén de un producto lacteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la vitalidad.

23. Uso segtin la reivindicacién 17 para la preparacion de un producto ldcteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la funcién social.

24. Uso segun la reivindicacion 17 para la preparacion de un producto lacteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar el rol emocional.

25. Uso segtn la reivindicacion 17 para la preparacién de un producto lacteo, un suplemento nutricional o alimento
funcional para mejorar la salud mental.

26. Uso seglin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 25 anteriores, donde la dosis diaria de hidrolizado
enzimdtico de coldgeno estd comprendida entre 0,1 y 0,25 g/Kg de peso corporal.

27. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 25 anteriores, caracterizado porque es para una prepa-
racién en forma de soluciones o suspensiones orales.

28. Uso segtin una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 25 anteriores, caracterizado porque es para una prepa-
racién en forma de comprimidos, cdpsulas o polvos dispersables en agua.

29. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 17 a 28 anteriores, en donde el mamifero con dificultades
funcionales derivadas de alteraciones de los cartilagos articulares es un humano.
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