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MEMORIA DESCRIPTIVA 

para s o l i c i t a r

P A T E N T E  D E  I N V E N C I O N  

e n

E S P A Íí A 

por VEINTE años

a nombre de TEXIM ENTREPRISE ECONOMIQUE D'ETAT, entidad  

bú lgara  e s ta b le c id a  en 2$, U liz a  A k sak ov ,-So fia , B u lg a r ia , 

por:

"UN PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE UNA SUSTANCIA ANTICAN­

CEROSA ACTIVA"

El invento tien e  como ob jeto  un procedim iento de 

fa b r ic a c ió n  de una su stan c ia  an tican cero sa  a c t iv a  que e s­

t á  c a rac te r iz ad a  porque se  c u lt iv a  un microorganismo d e l 

genero LACTO-BACILLUS, cuyo microorganismo produce su stan ­

c ia  an tican cero sa  en e l  seno de sus c u lt iv o s  y l a  acumula 

en l a s  c é lu la s  b a c te r ia n a s , y porque se  extrae  y p u r i f ic a  

l a  su s ta n c ia  an tican cero sa .

En lo s  d ib u jo s :

La F igura 1 rep resen ta  e l  e sp ectro  u l t r a v io le t a  d e l ácido 

ribo n u cle ico  y,

l a  F igu ra  2 rep re sen ta  e l  espectro  in fr a r r o jo  del ácido
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r ib o n u c le ic o .

Los d ife re n te s  re su ltad o s  e stán  rep resen tad os en 

una Tabla s in ó p t ic a  a l  f in a l  de e s t a  Memoria.

Se han d e sc r ito  h a sta  ahora como agentes an tican ­

ce ro so s , algunos productos s in t é t i c o s ,  e x tra c to s  de anima­

le s  y de p la n ta s ,  y productos procedentes de m icrob ios.

S in  emnargo, no son s a t i s f a c t o r io s ,  ya que no actúan ún i­

camente sobre l a s  c é lu la s  can cero sas, sin o  que también da­

ñan lo s  t e j id o s  norm ales.

La su s ta n c ia  an tican cero sa  obtenida por e l  p resente 

procedim iento es totalm ente d ife re n te s  por su  acción  b io ­

ló g ic a  y por su  n a tu ra le za  quím ica a  todas l a s  su stan c ias 

an tican cero sa s conocidas h a s ta  ahora y ac tú a  de manera s e ­

le c t iv a  sobre l a s  c é lu la s  can cero sas.

La nueva su s ta n c ia  an tican cero sa  posee una acción  

de in h ib ic ió n  de lo s  tum ores, a l  mismo tiempo que una 

fu e r te  acción  productora de n e c ro s is  de lo s  tum ores. Una 

inyección  in traven osa  de l a  su s ta n c ia  puede conducir a  una 

d estru cc ió n  t o t a l  in c lu so  de grandes tumores y cu rar com- 

p le tam en teccasi l a  m itad de lo s  anim ales t r a ta d o s , m ientras 

que l a s  su sta n c ia s  an tican cero sa s conocidas h a s ta  ahora 

no tien en  una acc ión  de in h ib ic ió n  sobre e l  tumor más que 

cuando son a p lic a d a s  inmediatamente después de l a  im planta­

ción  del tumor.

La nueva su s ta n c ia  an tican cero sa  e stim u la  a l  mismo 

tiempo l a s  fu e rz a s  de r e s i s t e n c ia  d e l organism o.

En lo s  t e j id o s  can cero so s, se  observan cambios ya 

8 horas después de l a  inyección  in traven osa  de l a  su s ta n c ia  

an tican ce ro sa . E stu d io s m icroscópicos han demostrado que 

l a  su sta n c ia  ac tú a  de manera s e le c t iv a  sobre l a s  c é lu la s
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cancerosas y no actú a  sobre lo s  vasos sanguíneos y lo s  

o tro s te jid o s  norm ales. La su sta n c ia  e stim u la  l a  médula 

de lo s  huesos y su hemopoesis, m ientras que lo s  o tro s ma­

t e r i a le s  an tican ceróso s l a  impiden.

Todos e sto s hechos demuestran que l a  su s ta n c ia  an­

tic a n c e ro sa  es sensiblem ente d ife re n te  a  lo s  m ate r ia le s  

an tican ceroso s conocidos h a sta  ahora y su n atu ra leza  q u í­

mica lo  confirm a.

Desde e l  comienzo de l a s  in v e stig ac io n e s se  han e s­

tudiado l a s  propiedades an tican cero sas de d iv erso s micro­

organism os. C u ltivo s y e x tra c to s  de e s to s  microorganismos 

han sid o  inyectados por v ía  in traven osa a raton es que l l e ­

vaban sarcomas 180 (Sarcoma de K rocker), bien  d e sa r r o lla ­

dos, implantados por v ía  in tradérm ica . E l 'e fe c to  an tican ce­

roso  ha s id o  observado en l a s  su sta n c ia s  obtenidas a  p ar­

t i r  de c u lt iv o s  de lo s  b a c ilo s  d e l género LACTOBACILLUS .

Se ha observado un efecto marcado con e l  LACTOBACILLUS BUL- 

GARICUS, CEPA 51, a is la d o  de l a  leche cuajada (y ogou rt). 

24-28 horas después de l a  inyección  de lo s  c u lt iv o s  de e s­

t a  cepa, se  observa, para c a s i  todos lo s  tumores, una ne­

c r o s is  b ien  marcada y algunos d ías más ta rd e , un te rc io  

aproximadamente de lo s  anim ales tra tad o s e s tá  completamen­

te  curado.

Una a c tiv id a d  p arec id a , aunque menos fu e r te , ha si­

do observada en lo s  e stu d io s de determinadas cepas de l a s  

e sp ec ie s  LACTOBACILLUS BULGARICUS, la c to b a c i l lu s  c a s e i ,  

l a c to b a c i l lu s  h e lv e ticu s  y la c to b a c i l lu s  ac id o p h ilu s .

E l LACTOBACILLUS BULGARICUS LB-51 e s tá  co n stitu id o  

por b a c ilo s  cuyas dimensiones, e stán  comprendidas entre 5 

y 7 m ieras, g ram -p o sitiv o s, d isp u esto s en p a re ja s  o en ca­

denas de lo n g itu d es d ife re n te s  según e l  medio n u tr it iv o .

-  3 -



5

10

15

20

25

30

32737!
E n ,lo s c u lt iv o s  líq u id o s  da un sedimento p asto so  

m ientras que en medios que contienen ag a r , forma pequeñas 

co lo n ias  f ib r o s a s .

Sus o tra s  propiedades bioquím icas e stán  m ostradas 

en l a  Tabla de l a  F igu ra  1, en comparación con l a s  p rop ie­

dades de l a s  o tra s  cepas an tican cero sa s del género LACTO- 

BACILLUS.

La c a r a o te r ís t iv a  m orfo lóg ica  y f i s i o l ó g i c a  de to ­

das e s ta s  cepas a c t iv a s  an tican cero sa s corresponde a  l a  

d escrip c ió n  hecha en B e rg e r 's  Manual o f D eterm inative Bac- 

te r io lo g y  de Robert S . Breed, séptim a e d ic ia c ió n , pero a l  

mismo tiempo poseen una p a r t ic u la r id a d  c a ra c te r ís t ic a , razón 

p o r - la  cual son desigandas por "v a r ie ta s  tum oronecrotican s". 

Las c a r a c t e r í s t i c a s  m orfo lógicas y b io ló g ic a s  de determ i­

nadas cepas an tican cero sa s a c t iv a s  e stán  indinadas en l a  

T abla de l a  F ig u ra  1 . Es evidente que e l  invento a c tu a l no 

e s t á  lim itad o  solam ente a  l a s  cepas an tes c i t a d a s ,  que no 

rep resen tan  más que una i lu s t r a c ió n  del descubrim iento, s i ­

no que se  r e f ie r e  a  l a s  cepas "tum oronecroticans" en gene­

r a l .

E l c u lt iv o  y l a  acumulación de l a  su s ta n c ia  an tican ­

cero sa  de l a s  "v a rie ta s  tum oronecroticans" de lo s  b a c ilo s  

d e l género L a c to b a c illu s  dependen del medio n u t r i t ic o .  Se 

pueden u t i l i z a r  medios n u tr it iv o s  que contienen d iv erso s 

fa c to r e s  a lim e n tic io s . Como fuente  de n itrógeno se  pueden 

emplear peptonas, e x trac to s  de carne, m aíz, s o ja ,  levad u ra , 

e t c . , m ientras que como fu en te  de carbono su  pueden u t i l i ­

z a r  g lu c o sa , m alto sa , l a c t o s a ,  sa c a ro sa , m elaza, e tc . Co­

mo fu en tes de fó s fo ro  se  pueden u t i l i z a r  h id ro liz ad o s  de 

lev ad u ra , f o s f a t o s ,  e t c .  Como m ate r ia le s  n u tr it iv o s  se  pue-
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de u t i l i z a r  a l  menos un miembro de lo s  grupos de l a s  

fu en tes de n itrógeno y de carbono. *̂ e ha comprobado que 

añadiendo pequeñas cantidades de s a le s  in orgán icas t a le s  

como lo s  fo s fa to s  de sodio  y p o ta s io , e l  su l fa to  de mag­

n esio  y o tr o s , se  re fu e rz a  l a  ac tiv id a d  an tican cero sa .

E l c u lt iv o  se  puede e fe c tu ar  en condiciones de 

a n ae ro b io s is , s in  a ire a c ió n , a una tem peratura comprendi­

da entre 45°C y 35°C, que se  ha revelado como óptima pa­

ra  una duración de 18-24 h oras.

En e l  curso de l a  ferm entación, e l  pH del c u lt iv o  

b a ja  a 3 ,8 . Durante e s te  tiempo no es n ecesario  co n tro lar  

e l  pH.

En e l  período de ferm entación, l a  su sta n c ia  an tican ­

cero sa  se  acumula, sobre todo en l a s  c é lu la s  b acteriam as.

En e l  caso en que se  produce una a u t ó l i s i s  de l a s  

c é lu la s  bacteriam as, se comprueba igualmente l a  ac tiv id a d  

an tican cero sa  en e l  líq u id o  de lo s  c u lt iv o s . La su sta n c ia  

an tican cero sa  puede se r  e x tra íd a  con agua después de l a  

d estru cción  de l a s  membranas de l a s  c é lu la s  b a c te r ia n a s . 

*"sto no tien e  nada que v er con e l  ácido l á c t i c o ,  a l  que 

V. Carm inati ha a tr ib u id o  una acción  an tican cero sa . (B o íl. 

I n s t .  S ie ro te ra p . H ilanese 12: 205-220, 1 .9 3 3 ).

La su s ta n c ia  an tican cero sa  no posee propiedades 

antim icrobianas y es enteramente d ife re n te  a lo s  materiales 

antim icrobianos producidos por b a c ilo s  d e l género Lacto- 

b a c i l lu s  y d e sc r ito s  por Bogdanov (Oeuvres s c ie n t i f iq u e s  

de ISUL, I n s t i t u t  de s p e c ia l i s a t io n  e t perfectionam ent des 

m edivins, 2, 1952, 131-139 -Vheater, H irsch M attick  (Nature 

1 .952, v o l.1 6 8 , 659) y james Vincent Co ( J .B a c te r io lo g y ,

78, 477-84, 1 .9 5 9 ).

-  5 -
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Ui;a vez term inada l a  ferm entación , l a  su sta n c ia  

an tican cero sa  contenida en l a s  c é lu la s  b a c te r ian a s  pue­

de s e r  e x tra íd a  y p u r if ic a d a  de d ife re n te s  maneras.

La p u r if ic a c ió n  puede comprender a l  menos una o- 

perac ión  de ex tracc ió n  y una operación  de p re c ip ita c ió n , 

que pueden s e x p l i c a d a s  s o la s  o v a r ia s  veces en d ife re n te s  

com binaciones, t a l  como s e  in d ic a , en e l  esquema s ig u ie n ­

te :

E -  ex tracc ió n E -  P

P -  p re c ip ita c ió n E -  P -  E

E -  P -  E -  P

E - P - E - P - E - P  e tc .

I  -  E l proceso de l a  ex tracc ió n .

10 La ex tracc ió n  de l a  su s ta n c ia  an tican cero sa  se  pue­

de e fe c tu ar  con ayuda de a l  menos uno de lo s  d iso lv e n te s  

d e l grupo del agua y del fe n o l. Se u t i l i z a  una m ateria  

prima ba jo  forma s ó l id a  p ara  l a  e x tracc ió n  acu osa , m ientras 

que p ara  l a  ex tracc ió n  con fe n o l se  pueden u t i l i z a r  so lu -  

15 ciones acuosas de l a  su s ta n c ia  an tican cero sa  o de lo s  ma­

t e r i a le s  que l a  contienen.

Como m ate r ia le s  s ó l id o s ,  que contienen l a  su s ta n c ia  

an tican cero sa , hay que mencionar l a s  c é lu la s  b a c te r ian a s  

n a tu ra le s , l a s  c é lu la s  b ac te rian a s  se c a s  d esen grasad as,

20 l a s  c é lu la s  b a c te r ian a s  e x tra íd a s  precedentemente p ara  e-

lim in ar  lo s  m ate r ia le s  in e r te s ,  y lo s  m a te r ia le s  seco s ob­

ten id os como productos de l a s  ex tracc io n es y p r e c ip it a c io ­

n es, d e sc r ito s  más adelante.

La e x tracc ió n  acuosa se  puede e fe c tu a r  por m ezcla 

d e l agua y del m a te r ia l  que comprende l a  su sta n c ia  a n t i-
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can cero sas. Cuandoneste m ate ria l e s t á  co n stitu id o  por cé­

lu la s  b a c te r ia n a s , es n ecesario  d e s in te g ra r la s  con ayuda 

de un homogeneizador, de un molino de c o lo id e s , de u l t r a ­

sonidos o de enzimas t a le s  como l a  liz o s im a , l a  pepsin a 

y o tr a s .  La mezcla puede s e r  f i l t r a d a  o cen trifu gad a pa­

r a  e lim in ar lo s  m ateria le s  in so lu b le s . Entonces, l a  mayor 

p arte  de l a  a c tiv id a d  an tican cero sa  ha pasado a l  e x trac to  

acuoso . La ex tracc ió n  acuosa se  e fec tú a  a una tem peratura 

que v a r ía  entre 0°C y 18°C. Es p r e fe r ib le  que e l  pH del 

agua e s té  comprendido entre 4 y 9. Un pH más ba jo  provoca 

una p re c ip ita c ió n , m ientras que un pH más a lto  hace in ac­

t iv a  a l a  su s ta n c ia  an tican cero sa . La ad ic ió n  de un tampón 

de fo s fa to  y de 0,01 moles de su l fa to  de magnesio m ejora 

l a s  propiedades de ex tracc ió n  acuosa.

E l proceso de ex tracc ió n  con fen o l se  puede e fe c tu ar  

por ex tracc ió n  de lo s  m ateria le s  só lid o s  con fen o l a l  96% 

o añadiendo un volumen ig u a l de fe n o l a l  96% a l a s  so lu c io ­

nes acuosas o a l a s  suspensiones que contienen l a  su stan ­

c ia  an tican cero sa .

En lo s  dos c a so s , después de una a g ita c ió n  en érgi­

ca de l a s  m ezclas, se  puede c e n tr ifu g a r la s  para se p ara r  

l a  capa de fe n o l, lo s  resid u o s in so lu b le s  y l a  capa acuo­

s a .  La su sta n c ia  an tican cero sa  p asa  a l  fe n o l y se  sep ara  

cuando se  u t i l i z a n  lo s  procedim ientos seguidamente d e sc r i­

t o s .  La ex tracc ió n  con fen o l se  puede e fe c tu a r  a una tem­

p era tu ra  comprendida entre 4 y 70°C.

2 -  Los procesos de p re c ip ita c ió n

La p re c ip ita c ió n  de l a  su s ta n c ia  an tican cero sa  se

-  7 -
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puede r e a l iz a r  con ayuda de una ad ic ió n  de d ife re n te s  s a ­

l e s ,  de d iso lv e n te s  orgán icos so lu b le s  en agua y /o  á c id o s , 

-"stos procesos de p re c ip ita c ió n  pueden s e r  ap lic ad o s a 

lo s  ex tra c to s  acuosos a s i  como a lo s  e x tra c to s  fe n ó lic o s .

Cuando l a  p re c ip ita c ió n  se  e fe c tú a  por medio de una, 

ad ic ió n  de d ife re n te s  s a l e s ,  se  p r e f ie r e  e l  su lfa to n d e  a -  

monio, e l  c loruro  de amonio o e l  s u l fa to  de m agnesio. Cuan­

do se  u t i l i z a  s u l f a to  de amonio, l a  cantidad  depende de 

l a  sa tu rac ió n  que se  q u ie ra  a lc a n z a r , l a  cu a l puede e s t a r  

comprendida entre 0,1 y 0 ,8 = . La su s ta n c ia  an tican cero sa  

p a sa  a l  p re c ip ita d o . E l restonde l a s  s a le s  d e l p re c ip itad o  

puede s e r  eliminado por un procedim iento t a l  como l a  d iá ­

l i s i s ,  l a  f i l t r a c i ó n  por e l  "sephadex" o l a  d iso lu c ió n  y 

después se  puede r e p e t ir  l a  p re c ip ita c ió n  con ác id o ,

Cuando l a  p re c ip ita c ió n  se  e fec tú a  con d iso lv e n te s  

orgán icos so lu b le s  en agua se  pueden u t i l i z a r  m etanol, e ta -  

n o l, acetona, e t c .  Es p r e fe r ib le  u t i l i z a r  de 1 a  t r e s  vo­

lúmenes d e l d iso lv en te  por cada volumen de l a  prim era so ­

lu c ió n .

En e l  caso de l a  p re c ip ita c ió n  con ayuda de ácidcs, 

es p r e fe r ib le  que e l  pH e s té  comprendido en tre  1 ,5  y 4 .

En e s te  se n tid o , se  pueden u t i l i z a r  ác id os in orgán icos t a ­

l e s  como e l  ácido c lo rh íd r ic o , ácido  s u l fú r ic o ,  ácido  f o s ­

fó r ic o  y ác id o s orgán icos t a le s  como ácido e c é t ic o , ácido 

o x á lic o , e t c .

Se puede u t i l i z a r  c la r a  de huevo y enzimas p ara  l a  

d esin teg rac ió n  de l a s  c é lu la s  b a c te r ian a s  y p ara  l a  e x tra c ­

ción  de l a  su s ta n c ia  an tican ce ro sa , s in  que l a s  encimas 

entren  en reacc ión  con l a  su s ta n c ia  a c t iv a  químicamente. 

Contribuyen únicamente a  l a  elim inación  de lo s  m ate r ia le s
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in e r t e s , que no tienen  ninguna re la c ió n  con l a  acción  a n t i­

cancerosa.

E ste  procedim iento e s tá  unido a  l a  u t i l iz a c ió n  de 

l a  c la r a  de huevo o de l a  liz o sim a  que contienen pepsina 

y de t r ip s in a .  Las enzimas pueden s e r  u t i l iz a d a s  su c e s iv a ­

mente en combinaciones d ife re n te s  según lo s  f in e s  a  a lcan ­

z a r , t a l  como lo  harán v er lo s  ejemplos 13 a  19.

Como m ate r ia l de p a r t id a , se  pueden u t i l i z a r  cé lu ­

l a s  b ac te rian as n atu ra le s  del microorganismo productor, 

a s í  como c é lu la s  b a c te r ian a s  l i o f i l i z a d a s ,  c é lu la s  bacte­

r ia n a s  desengrasadas s e c a s ,  c é lu la s  b a c te r ian a s  tra ta d a s  

previamente p ara  e lim in ar determinados cuerpos in e r te s  y 

también preparacion es de su stan c ia aa n tic an c e ro sa , obten i­

das como re su ltad o  de una p u r if ic a c ió n  quím ica.

La su sta n c ia  an tican cero sa  obtenida t a l  como se  des­

crib e  anteriorm ente, se  c a r a c te r iz a  por l a s  propiedades 

s ig u ie n te s :

1. La su s ta n c ia  an tican cero sa  es so lu b le  en agua 

a lc a l in a  y n eu tra , pero p r e c ip ita  a un pH in fe r io r  a 4.

2. La su sta n c ia  an tican cero sa  no puede s e r  d isu e l­

t a  prácticam ente por d iso lv en te s orgán icos t a le s  como 

a lc o h o le s , acetona, aceta to  de e t i l o ,  e te r ,  benceno, c lo ­

roformo, é te r  de p e tró le o .

3. La su s ta n c ia  an tican cero sa  no es d e s liz a b le  en 

agua a trav é s  de una membrana de c e lu lo sa  regenerada (ce­

lo fan a ) .

4. La su sta n c ia  an tican cero sa  p ierde  su ac tiv id ad  

an tican cero sa  cuando es ca len tad a  a  una tem peratura de 120^0 

durante 10 minutos en una so lu c ió n  acuosa n eu tra . P ierde

su  ac tiv id a d  a l a  tem peratura ambiente en so lu c ió n  a l c a l i -

-  9 -



5

10

15

20

25

30

327373
na.

5. La propiedad más c a r a c t e r í s t i c a  de l a  su s ta n c ia  

an tican cero sa  es su  a c tiv id a d  b io ló g ic a  an tican ce ro sa . Cuan­

do se  in y ecta  en una d o sis  conveniente por v ía  in traven osa  

a  raton es que tien en  sarcomas in tradérm icos b ien  d esarro ­

l la d o s  de Krocker /Sarcom a 180/ o carcinomas intradórm icos 

de E r l ih , r e s u l t a  de e sto  una n e c ro s is  del tumor b ien  mar­

cada p ara  c a s i  todos lo s  tumores y algunos d ía s  más tarde  

c a s i  l a  m itad de lo s  anim ales e stán  completamente curados.

-^stas propiedades perm iten c a sa r  l a  conclusión  de 

que l a  su s ta n c ia  an tican cero sa  es de c o n stitu c ió n  molecu­

l a r  simplemente com pleja. Es d ife re n te  por su s cu a lid ad es 

a  todos lo s  agentes an tican cero so s conocidos h a sta  ahora.

Numerosos a n á l i s i s  químicos de l a  su s ta n c ia  antican­

cero sa  han demostrado que é s ta  p resen ta  una composición q u í­

mica com pleja y que contiene también un ácido  ribo n u cle ico  

cuyas propiedades f í s i c a s  y quím icas podrían  p e rm itir  ca­

r a c te r iz a r  l a  su s ta n c ia  an tican cero sa .

E l ácido  rib o n u cle ico  que forma p arte  de l a  su stan ­

c ia  an tican cero sa  posee como s a l  de so d io , l a s  propiedades 

c a r a c t e r í s t i c a s  s ig u ie n te s :

Contiene: carbono 33,35%; hidrógeno 4,43%, n itró g e ­

no 13,70%; y fó s fo ro  9,80%.

E ste  ácido ribo n u cle ico  m uestra un máximo de absor­

ción  a  258 m ilim ic ra s . Su e sp ec tro  u l t r a v io le t a  e s t á  rep re­

sentado en l a  F igu ra  2 , m ientras que su  esp ectro  in fr a r r o ­

jo  e s t á  represen tado en l a  F ig u ra  3.

Después de l a  h i d r ó l i s i s ,  una crom atografía  de lo s  

h id ra to s  de carbono por medio de u n .sistem a d iso lv en te  de 

b u tan o l:p rop an o l:agu a ?  1 :1 :1 ,  m uestra una mancha con EF

-  10 -
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0,35 que .corresponde a l a  r ib o sa .

EJEMPLO 1

Se in ocu la L a c to b a c illu s  b u lg a ricu s v a r . tumoro- 

n ecro tican s LB-51 en un medio n u tr it iv o  de 200 mi que 

comprende 3% de ex tracto  de lev ad u ra , 0 , 5% de peptona,

0 , 5% de e x trac to  de carne, 0 ,% de ex trac to  de levad u ra , 

0,5% de sa c a ro sa  y 0,1% de m agnesio. E l c u ltiv o  se  e fe c ­

tú a a una tem peratura de 37°C durante 24 h oras. E l pH del 

c u ltiv o  es llev ad o  a 6 ,5 y seguidamente e l c u ltiv o  es cen­

trifu gad o  a 5.000 g durante 30 m inutos.

E l líq u id o  f lo ta n te  o sobrenadante (1) es inyectado 

a razón de 0 ,5  mi por v ía  in traven osa a ratones que tienen 

un sarcoma 180 bien  d e sa rro llad o , implantado por v ía  sub­

cutánea. No se  obtiene ninguna n ec ro sis  del tumor en nin­

guno de lo s  20 ratones tr a ta d o s . E l sedimento de l a s  cé lu ­

l a s  b ac te rian as (2) es molido con arena de cuarzo en un 

mortero y es ex tra íd o  con ayuda de 100 mi de agua d e s t i l a ­

da. La mezcla es cen trifu gad aaa  5.000 g ,e l  líq u id o  f lo ta n ­

te  (3 ) es inyectado por v ía  in traven osa a ratones que t i e ­

nen e l  sarcoma 180, en una d o sis  de 0 ,5  mi. Después de 24 

h o ras, se  observa una n ec ro sis  d e l tumo e l  17 raton es so ­

bre 20 tra tad o s y 10 d ías más tarde  8 ratones han s id o  cu­

rados completamente.

En l a s  mismas condiciones experim entales, ex tracto s 

de l a s  c é lu la s  b ac te rian as (3 ) obtenidas del la c to b a c i l lu s  

c a s e i ,  v ar . tum oro-necroticans núm. 17 acaban por provocar 

n ec ro sis  en 14 ratones sobre 20 t r a ta d o s , de lo s  cu ales 

4 son curados completamente.

E x tracto s de L a c to b a c illu s  h e lv é t ic u s , v a r . tumoro-

11
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n ecrotican s núm 31, provocan n e c ro s is  en 15 ra to n es sobre 

20 tr a ta d o s , de lo s  cu a le s  5 son curados completamente.

Los e x tra c to s  de L a c to b a c illu s  ac id o p h ilu s , v a r . tumoro- 

n ecro tican s núm. 43! provocan respectivam ente 12 n ec ro sis  

y 3 curaciones com pletas.

EJEMPLO 2

L a c to b a c illu s  b u lg aricu s v a r . tum oronecroticans 

LB-51 es inoculado en un medio n u tr it iv o  de 1.200 l i t r o s  

de l a  s ig u ie n te  com posición: E x tracto  de s o ja  3%; e x tra c -  

10 to  de carne 0,5%; peptona 0,5% ;melaza 2% (Calculado como 

azú car); s u l f a to  de magnesio 0,1%; y 1.200 l i t r o s  de agua 

c o rr ie n te . E l c u lt iv o  se  e fe c tú a  a  37°C durante 24 h o ras. 

E l pH del c u lt iv o  es regulado a  6 ,5  después de lo  cu a l é s­

te  e s cen trifu gad o . E l sedimento es lavado con 50 volume- 

15 nes de so lu c ió n  f i s i o l ó g i c a  y es cen trifu gado  nuevamente. 

Se obtienen 14,200 g de c é lu la s  b a c te r ian a s  n a tu ra le s  hú­

medas .

5,000 g de e s t a s  c é lu la s  b a c te r ian a s  son d ilu id o s  

en 15.000 mi de agua y son d esin tegrad o s en un homogenei- 

20 zador. E l producto homogeneizado e s  cen trifu gad o  a  5.000 

g y e l  líq u id o  f lo ta n te  (1) es separado . 10 mi de e s te  

líq u id o  son s i lu id o s  con agua d e s t i la d a  h a sta  una concen­

tra c ió n  de 8 mg de l a  su sta n c ia  se c a  em 1 m i, y son inyec­

tados por v ía  in traven osa  a  ra to n e s , que tien en  sarcomas 

25 de Krocker d e sa r ro lla d o s , en una d o sis  de 0 ,5  mi Una ne­

c r o s is  marcada d e l tumor aparece en 19 de lo s  20 ra to n es 

t r a ta d o s , de lo s  cu a le s  12 han s id o , como consecuencia, 

completamente curados.

100 mi d e l líq u id o  f lo ta n te  (1) son l i o f i l i z a d o s  y 

30
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e l  a n á l i s i s  químico de l a  su s ta n c ia  l i o f i l i z a d a  in d ica  l a  

composición s ig u ie n te : Acido n ucleico  9,5% y p ro te ín as 

70%.

EJEMPLO 3

3.000 mi del líq u id o  f lo ta n te  (1) del segundo ejem­

plo  son añadidos a 6.000 mi de etan o l a l  96%. La m ezcla es 

mantenida durante 2 horas a 4°C y después es cen trifu gad a .

E l líq u id o  f lo ta n te  es separado y e l p rec ip itad o  

(3) es d isu c lto  en 600 mi de agua y después es c e n tr ifu ­

gado para e lim in ar lo s  resid u o s in so lu b le s . La so lu ció n  

pura(4) es d iv id id a  en t r e s  p a rte s  ig u a le s  para e l  trab a­

jo  u l t e r io r .

200 mi de l a  so lu ció n  (4) son a c id if ic a d o s  con á c i­

do c lo rh íd rico  h a sta  un pH de 2 . E l p rec ip itad o  (5) es 

separado por cen tr ifu g ac ió n . E l liq u id o  f lo ta n te  6 es ig u a l­

mente separado . E l p rec ip itad o  es lavado con etan ol y con 

acetona y después es secado. Se obtienen 9?4 g de m ateria l 

seco . 30 mg de e s t a  su sta n c ia  son d isu e lto s  e l  15 mi de 

agua y después son inyectados por v ía  in traven osa a ra to ­

nes que tienen  sarcomas 180, en d o sis  de 0 ,5  m i.Las necro­

s i s  del tumor aparecen en 17 de lo s  18 ratones tra ta d o s , 

de lo s  cu ales 10 ratones han sid o  completamente curandos 

como consecuencia. Los re su ltad o s del a n á l i s i s  muestran l a  

p re sen c ia  de 13, 7% de ácido n ucleico  y de 74/  ̂ de p r o te í­

n as.

EJEMPLO 4

200 mi de l a  so lu c ió n  (4) d e l te rc e r  ejemplo son 

mezclados con s u lfa to  de amonio h a sta  una sa tu rac ió n  de

-  13 -
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o ,4  y son pu estos en f r i g o r í f i c o  durante 2 horas a  una 

tem peratura de 4°C . La mezcla es c e n tr ifu g ad a . E l líq u id o  

f lo ta n te  es separado y e l  p re c ip itad o  es d ilu id o  en 50 mi 

de agua a un pH de 2 y después es nuevamente cen trifu gad o . 

E l liq u id o  f lo ta n te  es eliminado y e l  sedimento es d isu e l­

to  en agua con ad ic ió n  de so sa  h a s ta  un pH de 7 . La so lu ­

ción  es som etida a  una d i á l i s i s  a  trav é s  de "c e lo fa n a "  en 

agua co rrien te  durante 18 horas p ara  s e p a r a r la .  E l l í q u i ­

do d ia liz ad o  es cen trifugado  p ara  se p ara r  un pequeño r e s ­

to no d isu e lto  y después es l i o f i l i z a d o .  Se obtienen  7)4  

g de su sta n c ia  s e c a . E l examen de l a  acción  an tican cero sa  

llev ad o  a  cabo de l a  misma manera que en e l  te r c e r  ejemplo 

conduce a l a  n ec ro sis  d e l tumor en todos lo s  20 anim ales 

t r a ta d o s , de lo s  cu ales 12 han s id o  completamente curados 

como consecuencia.

EJEMPLO 5

A 200 mi de l a  so lu c ió n  (4) del t e r c e r  ejem plo, se  

añaden 2 mi de una so lu c ió n  a l  20% de v loru ro  de c a lc io .

E l p re c ip itad o  (1) es separado por c e n tr ifu g ac ió n . E l l í ­

quido f lo ta n te  (2) es a c id if ic a d o  con ácido  c lo rh íd r ic o  

h a s ta  un pH de 2 . E l nuevo p re c ip itad o  es separado por 

cen tr ifu g ac ió n  y e l  l iq u id o  f lo ta n te  (4) es elim inado. E l 

p re c ip itad o  / 3 /  es d isu e lto  en agua con ad ic ió n  de so sa  

h a s ta  un pH de 7 . Después es sometido a  l i o f i l i z a c i ó n .  Se 

obtienen 3 ,2  g de su sta n c ia  se c a . Una d o s is  de 1 mg por 

ratón  conduce a  l a  n ec ro sis  completa d e l tumor en todos 

lo s  ratones tra ta d o s  y que tien en  un tumor. Los re su lta d o s  

del a n á l i s i s  m uestran l a  p re se n c ia  de 14, 3% de ac ido  n u c lé i-  

co y 69% de p ro te ín a s .

-  14 -
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E l p rec ip itad o  (1) es d ilu id o  en 50 mi de aguaby 

seañaden 3 g de "A m berlite". Lamezcla es cen trifu gad a y 

e l  Iquido f lo ta n te  es l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 7 ,4  g de 

su sta n c ia  se c a . Una d o sis  de 1 mg por ra tó n  de e s t a  suslan- 

5 'c i a  provoca profundas n ec ro sis  del tumor en todos lo s  20 

anim ales tr a ta d o s , de lo s  cu a les 11 han sid o  curados com­

pletam ente.

Los re su ltad o s del a n á l i s i s  muestran l a  p resen c ia  

de 11,9% de ácido n ucleico  y de 70% de p ro te ín a s .

1

10 EJELIPLO 6

1.000 mi d e l Lquido f lo ta n te  (1) del ejemplo 2 son 

a c id if ic a d o s  con ácido c lo rh íd rico  a un pH 2. E l p r e c i p i ­

tado es separado por cen trifu gac ió n  y d isu e lto  en 100 mi 

de agua con ad ic ió n  de so sa  h a sta  un pH 7* La so lu c ió n  es 

15 mezclada con dos volúmenes de e tan o l a l  96%. E l p r e c ip it a ­

do es separado por cen tr ifu g ac ió n , después lavado con e ta ­

nol y con acetona y secado. Se obtienen 7 ,2  g de su stan c ia  

se c a . Una d o sis  de 1 mg por ra tó n  provoca l a  n ec ro sis  del 

tumor en lo s  20 anim ales tr a ta d o s , de lo s  cu a les 13 han 

20 sid o  curados completamente. Los re su ltad o s  del a n á l i s i s

de e s t a  su s ta n c ia  muestran l a  p re se n c ia  de 10,8% de ácido 

n ucleico  y de 74% de p ro te in a s .

EJEMPLO 7

A 1.000 mi del líq u id o  f lo ta n te  (1) del ejemplo 

25 2 , seañade su lfato n d e  amonio h a sta  0 ,4  de sa tu ra c ió n . E l

p rec ip itad o  es cen trifugado  y d isu e lto  en agua, n e u tra l i­

zado. La so lu c ió n  es a c id if ic a d a  con acido c lo rh íd rico  has  ̂

t a  un pH de 2 . E l p rec ip itad o  es d isu e lto  en agua, neutra-
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l iz a d o  h a s ta  un pH 7 y después l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 

8 ,2  g de su s ta n c ia  se c a . Una d o s is  de 1 mg por ra tó n  con­

duce a  l a  n ec ro sis  d e l tumor en lo s  18 ratones t r a ta d o s , 

ae lo s  cu a le s  12 han sid o  completamente cutados como con­

secu en cia .

Los re su lta d o s  del a n á l i s i s  ind ican  9,9% de ácido 

n ucleico  y 77% de p ro te ín a s .

EJEMPLO 8

A 1.000 mi del líq u id o  f lo ta n te  (1) d e l segundo e- 

jemplo, se  añaden 10 mi de so lu c ió n  u l 20% de c lo ru ro  de 

c a lc io .  E l p re c ip itad o  es cen trifu gado  y dis.uelto  en 100 

mi de agua d e s t i la d a .  A e s t a  su spen sión  se  añaden 3 g de 

"A m berlite". Después de una a g ita c ió n  e n é rg ica , l a  mezcla 

e s  cen trifu gad a  y e l  líq u id o  f lo ta n te  es l i o f i l i z a d o .  Se 

obtienen 6 ,8  g de su sta n c ia  s e c a . Una d o sis  de 1 mg por 

ía to n  na provocado una n e c ro s is  del tumor b ien  marcada en 

cada uno de lo s  24 ratones t r a ta d o s , de lo s  cu a le s 11 han 

sid o  completamente curados como consecuencia.

Los re su ltad o s del a n á l i s i s  muestran l a  p re sen c ia  

de 12% de acido  n ucleico  y de 69% de p ro te ín a s .

EJEMPLO 9

500 mi d e l líq u id o  f lo ta n te  (1) d e l segundo ejemplo 

son mezclados con 500 mi de fe n o l a l  90yo. Lamezcla es a g i­

tad a  enérgicamente h a s ta  una hora a  un^bemperatura de 4°C 

y es cen trifu g ad a  a 5.000 g durante 30 m inutos. Las f a s e s  

de agua y de fe n o l son se p arad as .

La f a s e  de agua es a c id i f ic a d a  por adido c lo rh íd r ic o  

h a s ta  un pH 2. E l p re c ip itad o  es separado por cen tr ifu g ac ió n

-  16 -
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después lavado con etan ol y con acetona y finalm ente se c a ­

do. Se obtienen 1 ,8  g de su s ta n c ia  se c a . Un d o sis  de 2 mg 

por ratón  no ha provocado n ec ro sis  del tumor Días que en 12 

de lo s  20 ra ton es t r a ta d o s , de lo s  cu ales solam ente 5 han 

s id o  curados completamente.

A l a  fa s e  de fen o l se  aRade ac e ta to  de sod io  h asta  

una concentración de 1%, después de lo  cual se  naden 4 vo­

lúmenes de e tan o l. E l p rec ip itad o  es cen trifu gad o , lavado 

con e tan o l y con acetona y después secado. Se obtienen 6,5 

g de su sta n c ia  se c a . Una d o sis  de 1 mg por ratón  provoca 

l a  n ec ro sis  del tumor en lo s  20 anim ales t r a ta d o s , de lo s  

cu a les 12 han sid o  completamente curados como consecuencia.

Los re su ltad o s del a n á l i s i s  de e s ta  su s ta n c ia  mues­

tran  l a  p resen c ia  de 7,9% de ácido  n ucleico  y de 84% de 

p ro te ín a s .

EJEMPLO 10

100 g de c é lu la s  b ac te rian a s  n atu ra le s  húmedas que 

re su lta n  del ejemplo 2 son mezclados con 1.000 mi de fen o l 

a l  90% recientem ente d e s t ila d o . La mezcla es a g ita d a  duran­

te  1 hora a una tem peratura de 10°C y después e sc c e n tr ifu ­

gada. La capa de fen o l es sep arad a . A 100 mi de e s t a  caja 

se  alade ac e ta to  de sod io  (1%) y 4 volúmenes de e tan o l a l  

96%. E l p rec ip itad o  obtenido es cen trifu gad o , lavado con 

e tan o l y con acetona y después es secado. Se obtienen 3 ,2 

g de su sta n c ia  s e c a . Una d o sis  de 2 mg p^r ratón  provoca 

una n ec ro sis  del tumor en lo s  20 ratones t r a t a d o s , de lo s  

cuales 9 han s id o  completamente curados como consecuencia.
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EJEMPLO 11

Los 500 g de c é lu la s  b a c te r ian a s  húmedas d e l ejem­

p lo  2 son d ilu id o s  en 1.000 mi de agua y son añadidos s e ­

guidamente a  1.000 mi de fe n o l a l  90^¡. La m ezcla es a g i t a ­

da durante 1 hora a  tem peratura de 4°C y después es c e n tr i­

fugada durante 30 minutos a  5 .000 g . La f a s e  de agua (1) 

y l a  fa s e  de fe n o l (2) son se p arad as .

A l a  f a s e  acuosa se  añade 1% de ac e ta to  de e t i lo  y 

después 2 volúmenes de e tan o l. Le m ezcla es c e n tr ifu g ad a .

E l liq u id o  f lo ta n te  (2) es elim inado. E l p re c ip itad o  (4 ) 

es d isu e lto  en 50 mi de agua con ad ic ió n  de so sa  p ara  l l e ­

v ar e l  pH-a 7 . Después l a  so lu c ió n  es a c id i f ic a d a  con á c i ­

do c lo rh íd r ic o  h a s ta  un pH 2 . La m ezcla es ce n tr ifu g ad a .

E l liq u id o  f lo ta n te  (5) es separado y e l  p re c ip itad o  (6) 

es d isu e lto  de nuevo en 50 mi de agua con ad ic ió n  de so sa  

y después es a c id if ic a d o  con ácido  c lo rh íd r ic o  h a s ta  un 

pH 2 y es cen trifu gad o . E l líq u id o  f lo ta n te  es eliminado 

y e l  p re c ip itad o  (8) es lavado con e tan o l y con aceton a, 

y después es d isu e lto  en 20 mi de agua con ad ic ió n  de so sa  

p ara  l l e v a r  e l  pH a  7 , y es l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 0 ,8  

g de su sta n c ia  s e c a . Una d o sis  de 1 mg de e s t a  su s ta n c ia  

por ratón  provoca una n ec ro sis  completa d e l tumor en lo s  

20 ratones t r a ta d o s , habiendo s id o  curados completamente 

como consecuencia solam ente 5.

La f a s e  de fe n o l / 2 /  es p re c ip ita d a  con 4 volúmenes 

de e tan o l. E l p re c ip itad o  es lavado con e tan o l y con ace­

tona y después e$éec.ado. Una d o sis  de 1 mg de e s t a  su stan ­

c ia  por ra tó n  ha provocado n e c ro s is  d e l tumor en lo s  22 

ra ton es t r a ta d o s , de lo s  cu a le s  10 han sid o  completamente 

curados como consecuencia.

-  18 -



EJEMPLO 12

10 g de c é lu la s  b ac te rian as l i o f i l i z a d a s  son d i lu i ­

dos en 100 mi de agua. Sesñadan a  esto  100 mg de liz o s im a . 

La mezcla es a g ita d a  de magera continua durante 3 horas a 

una tem peratura de 37°C y se  obtiene una homogeneización 

com pleta. La mezcla es cen trifu gad a  a 10.000 g por una du­

rac ió n  de una h ora . E l líq u id o  f lo ta n te  (1) es l i o f i l i z a -  

do. Una d o sis  de 2 mg por ratón  provica  una n ec ro sis  del 

tumor en 17 de lo s  20 ratones tr a ta d o s . EL p rec ip itad o  (2) 

es d isu e lto  de nuevo en agua a c id i f ic a d a  con ácido c lo rh í­

drico  h a sta  un pH 2 y se  añaden 100 mg de p ep sin a . Se man­

tien e  durante 1 hora más o tra  hora = 2 horas a 37°C y des­

pués l a  mezcla es cen trifu g ad a . E l líq u id o  f lo ta n te  (3) 

es elim inado. E l p rec ip itad o  (4) es d isu e lto  en agua neu­

t r a l iz a d a  h a sta  un pH de 7 . Después de una nueva c e n tr ifu ­

gación  e l  p re c ip itad o  (5) es separado m ientras que e l  l í ­

quido f lo ta n te  (6) es l i o f i l i z a d o .

E l re su ltad o  fué una n ec ro sis  completa del tumor 

en todos lo s  ratones tra tad o s por inyección  de una d o sis  

de 1 mg.

EJEMPLO 13
4.800 g de c é lu la s  b ac te rian a s  n atu ra le s  húmedas 

de L a c to b a c illu s  b u lgaricu s LB-51 son d ilu id o s  en 2.000 

mi de c la r a .d e  huevo añadiendo una so lu ció n  s a l in a  que 

l le v a  e l volumen t o t a l  a 14.000 mi. La suspensión  es so ­

m etida a  un^/temperatura de 37°C y a una a g ita c ió n  co n ti­

nua durante 3 h o ras, después de lo s  cual e s ta  m ezcla (1) 

es a c id if ic a d a  con ácido c lo rh íd r ic o  h a sta  un pH de 2.

A 1.000 mi de l a  mezcla (1) se añade un g de p e p si-



na mezclando continuamente e l  t o t a l  durante 4- horas y 

manteniéndolo a  una tem peratura de 37°C. Se l l e v a  se g u i­

damente e l  pH a 7 con ayuda de s o s a .  Se l e  aííade ademas 

1 g de t r ip s in a  "D ife o " . E l tratam ien to  con t r ip s in a  es 

5 proseguido durante 12 horas a  una tem epartura de 37 C 

agitando continuamente con ad ic ió n  de cloroform o.

500 mi de l a  mezcla a s í  t r a ta d a  son cen trifu gad o s 

a 8.000 r .p .m : durante 30 m inutos. E l sedimento de lo s  re ­

sid u os no d igerid o s completamente (2) es lavado con a lc o -  

10 h o l y despuós secad o . Se han ontenido .5 g de su s ta n c ia  se ­

ca . E l líq u id o  f lo ta n te  (3) es mezclado con un volumen i -  

gu a l de a lc o h o l. E l p re c ip itad o  obtenido es cen trifu gado  

a  2.700 r .p .m . durante 15 m inutos, y despuós é s te  (4) es 

d isu e lto  en una pequeña cantidad  de agua-y es l i o f i l i z a d o . 

15 Se obtienen 3.500 mg de su s ta n c ia  s e c a . E l a n á l i s i s  ha mos­

trado  l a  p re sen c ia  de 62% de p ro te in a s  y de 13)54% de a c i ­

do n u cle ico .

D osis de 4 mg in yectadas por v ía  in traven osa  a  r a ­

tones que tien en  sarcomas 180 b ien  d e sa r ro lla d o s , han pro— 

20 vocado n ec ro sis  profundas en lo s  tumores de lo s  10 anima­

l e s  t r a ta d o s .

E l líq u id o  f lo ta n te  (5) es mezclado con un volumen 

ig u a l  de a lc o h o l. R e su lta  de e sto  un nuevo p re c ip ita d o . 

Después de haber cen trifugado  a  2 .700 r .p .m . durante 15 

25 minutos e l  p re c ip itad o  (6) es d isu e lto  en una pequeña can­

tid ad  de agua y después es l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 3.300 

mg de su s ta n c ia  s e c a  cuyo a n á l i s i s  in d ica  29% de p r o te i­

nas y 30,03% de ácido  n u c le ico .

Una d o sis  de 4 mg in yectada por v ía  in traven osa  a 

30 ratones que tien en  sarcomas 180 b ien  d e sa r ro lla d o s , han
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provocado n ec ro sis  profundas del tumor en todos lo s  10 

anim ales tr a ta d o s .

EJEMPLO 14

13.000 mi de l a  mezcla (1) del ejemplo 13 son cen­

tr ifu g a d o s  a 8.000 r.p .m . durante 30 m inutos. E l líq u id o  

f lo ta n te  (1) es separado. E l p rec ip itad o  (2) es sometido 

en tandas a un desengrasado por una mezcla de volúmenes 

ig u a le s  de a lco h o l y de é te r . Después de evaporación del 

d iso lv e n te , se  obtienen 544 g de su s ta n c ia  se ca  (3 ) .

EJEMPLO 15

10 g de l a  su s ta n c ia  (3) del ejemplo 14 son d i lu i ­

dos en 100 mi de una so lu c ió n  s a l in a .  Después de haber a c i­

d ific ad o  l a  mezcla con ácido c lo rh íd r ic o  h a sta  un pH 2, 

se  alíaden 100 mg de p ep sin a. La mezcla es mantenida a  una 

tem peratura de 37°C durante 4 horas ag itán d o la  constan te­

mente. Después es cen trifu gad a a 2 .700 r .p .m . durante 15 

m inutos. E l líq u id o  f lo ta n te  (1) es separado . E l p r e c ip i­

tado (2) es d isu e lto  en e l  volumen de p a r t id a  de l a  so lu ­

ción s a l in a  y .después es n eu tra lizad o  h a sta  un pH 7 , des­

pués de lo  cu a l es cen trifugado  a  8.000 r .p .m . durante 

30 m inutos. E l p rec ip itad o  (3) de lo s  re sid u o s no d ig e r i­

dos es lavado con alcoh ol y después secado. Se obtienen 

3300 mg de su sta n c ia  se c a . E l líq u id o  f lo ta n te  (4) es l i o -  

f i l i z a d o .  R esu ltan  de e sto  3.100 mg de su sta n c ia  seca  cu­

yo a n á l i s i s  in d ica  l a  p resen c ia  de 88% de p ro te ín as y 

10, 03% de ácido n u cle ico .

D osis de 2 mg inyectadas por v ía  in traven osa a. r a ­

tones oue tien en  sarcomas 180 bien  d e sa r ro lla d a s , ha pro-

21



327375
vocado n ec ro sis  profundas en lo s  tumores de 17 de lo s  20 

anim ales t r a ta d o s . 10 d ía s  Días ta rd e , 9 anim ales estaban  

completamente curados.

EJEMPLO 16

10 g de l a  su sta n c ia  (3) del ejemplo 14 son d i lu i ­

dos en 100 mi de so lu c ió n  sa l in a , se  c o rr ig e  e l  pli a  7 y 

se  añaden 100 mg de t r ip s in a  "D ife o " . La m ezcla es som eti­

da a una tem peratura do 37°C a g itán d o la  enérgicamente du­

ran te  4 horas y después se  l a  c e n tr ifu g a  a  2 .700 r .p .m . 

durante 15 m inutos. E l p re c ip itad o  de lo s  re sid u o s no d i­

g erid o s (1) es lavado con a lco h o l y después secad o . Se 

obtienen 2 .550 mg de su sta n c ia  s e c a .

E l líq u id o  f lo ta n te  (2) es mezclado con un volumei 

ig u a l  de a lc o h o l. R esu lta  de e sto  un p re c ip itad o  abundante. 

E l líq u id o  f lo ta n te  (3) es separado después de l a  c e n tr i­

fu gación  y e l  p re c ip itad o  (4) es d isu e lto  en agua y después 

l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 2 .800 mg de su s ta n c ia  se c a  cuyo 

a n á l i s i s  m uestra l a  p re sen c ia  de 92% de p ro te ín a s  y 7% de 

ácido  n u c lé ico .

D osis de 4 mg inyectadas en v ía  in traven osa  en r a ­

tones que tien en  sarcomas 180 b ien  d e sa r ro lla d o s , han pro­

vocado n ec ro sis  profundas d e l tumor en 18 de lo s  20 anim a-' 

l e s  t r a ta d o s . 10 d ía s  más ta rd e , 10 anim ales estaban  com­

pletam ente curados.

EJEMPLO 17

10 g de l a  su s ta n c ia  (3) del ejemplo 14 son d i lu i ­

dos en 100 mi de una s o l ic ió n  s a l in a .  La m ezcla e s a c id i ­

f ic a d a  h a sta  un pH 2 con ácido c lo rh íd r ic o  y se  l e  añaden
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100 mg áe pepsin a. Después ¿e un tratam iento  de 4 horas 

a una tem peratura de 37°C, la  mezcla es n eu tra liz ad a  has­

ta un pH de 7 añadiéndole 100 mg de t r ip s in a  "D ifeo ". La 

mezcla e s  mantenida denuevo a 37°C durante 4 horas y es 

cen trifu gad a  a 8 .000 r .p .m . durante 30 m inutos. E l p re c i­

p itad o  de lo s  re sid u o s no d ig erid o s (1) es lavado con a l ­

cohol y secado. Se obtienen 1 .350 mg de su stan c ia  seca .

E l líq u id o  f lo ta n te  (2) e s mezclado con un volumen 

ig u a l de a lco h o l y e s cen trifu gad o . E l líq u id o  f lo ta n te  

(3) e s separado. Después de una d iso lu c ió n  en un poconde 

agua, e l  p rec ip itad o  es l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 2.200 

mg de sustancia seca cuyo a n á l i s i s  deja observar la  presen­

c ia  de 68% de p ro te ín as y 8, 84% de ácido n u cle ico .

Una d o s is  de 2 mg inyectada por v ía  intravenosa a 

raton es que tienen  sarcomas 180 bien d e sa rro llad o s , ha pro­

vocado n e c ro s is  profundas d e l tumor en cada uno de lo s  20 

an ín a le s  tra ta d o s , y 10 d ía s  más tard e , 8 anim ales estaban  

curados.

EJEMPLO B

1.500 mg de la  fra c c ió n  ( 4) d e l ejemplo 15 son d i­

su e lto s  en 45 mi de so lu ción  s a l in a  añadiéndoles 15 mg de 

t r ip s in a  r e e r s i t a l iz a d a .  La mezcla e s  mantenida a una tem­

peratura de 37°C ag itán d o la  constantemente y efectuando la  

corrección  p erió d ica  del,pH a 7 . Después de un tratam iento 

de 20 h oras, la  mezcla e s  cen trifu gad a . E l p rec ip itad o  (I) 

de lo s  cuerpos no d ig erid o s e s  separado. Al líq u id o  f lo ta n ­

te (2) se añade c loruro  de sodio  h asta  una concentración 

de 12%. R esu lta de e sto  una sedim entación d e l p rec ip itad o  

que es cen trifu gado  a 2.700 r .p .m . durante 30 minutos, y

-  23 -



5

10

15

20

25

327375"

después e l  p re c ip itad o  (3) e s  d isu e lto  en agua y l i o f i l i -  

zado. Se obtienen 400 mg de su stan c ia  seca cuyo a n á l i s i s  

m uestra l a  p resen c ia  de 11% de p ro te ín a s  y de 0,5% de 

ácido  n u c le ico .

Incluso  una d o s is  de 8 mg por ratón  de e s t a  su stan ­

c ia ,  inyectada por v ía  in traven osa , no provoca ningún cam­

bio  de lo s  tumores de lo s  20 ra ton es t r a ta d o s .

Se añade 1/2  volumen de a lc o h o l a l  líq u id o  f lo ta n ­

te (4 ) . E l  p re c ip itad o  obtenido e s  separado por c e n tr ifu g a ­

ción  y después d isu e lto  en poca agua y es l i o f i l i z a d o .  Se 

obtienen 120 mg de su stan c ia  seca (5) cuyo a n á l i s i s  mues­

t r a  la  p resen c ia  de 21% de p ro te ín a s  y de 7,3% de ácido  

n u c lé ico .

Una d o sis  de 4 mg inyectada por v ía  in travenosa a 

ra to n es que tien en  sarcom as 180 bien  d e sa r ro lla d o s , ha 

provocado n e c ro s is  profundas d e l tumor 18 en lo s  20 a n i­

m ales tra ta d o s  y 10 d ía s  más ta rd e , 8 an im ales estaban  

completamente curados.

EJEMPLO 19

5g de c é lu la s  b a c te r ian a s  l i o f i l i z a d a s  d e l Lactoba- 

c i l l u s  b u lg aricu s LB-51 son d ilu id o s  en 50 mi de so lu ció n  

s a l in a  cuyo pH e s  de 7 . Sesíaden  a la  mezcla 50 mg de l i -  

zosim a. E l  tratam iento  con la  lizo sim a  se e fec tú a  a una 

tem peratura de 37°C agitando  continuamente durante 2 h oras. 

La m ezcla e s  a c id i f ic a d a  con ác ido  c lo rh íd r ic o  h asta  un 

pH 2 y se le  anaden 50 mg de p ep sin a . Después de un t r a t a ­

miento de 4 horas a una tem peratura de 37°C, la  mezcla 

e s cen trifu gad a a 2 .700 r.p .m . durante 30 m inutos. E l  l í ­

quido f lo ta n te  e s  separado.
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E l p rec ip itad o  (2) e s d isu e lto  en una so lu ción  sa ­

lin a  cuyo pH es de 7 y se le  añaden 50 mg de t r ip s in a  

"D ifeo ". Después de un tratam iento de 4 horas a 37 °C 

ag itán d o lo  de manera permanente, la  mezcla es c e n tr ifu g a-  

5 da a 2.700 r.p .m . durante 30 m inutos. E l p rec ip itad o  de

lo s  re sid u o s no d ig erid o s (3) es lavado con a lco h o l y 

secado. Se obtienen 640 mg de su stan c ia  seca .

E l líau id o n flo ta n te  (4) e s mezclado con un volumen 

ig u a l de a lco h o l. Después de cen trifu g ac ió n  de la  m ezcla, 

10 e l  p rec ip itad o  (5) e s d isu e lto  en poca agua y es d ia l iz a -

do a trav é s  de una mambrana de celo fan a en agua co rrien ­

te y después e s l i o f i l i z a d o .  Se obtienen 500 mg de su stan ­

c ia  seca cuyo a n á l i s i s  m uestra la  p resen c ia  de 37% de 

p ro te ín as y 11, 36% de ácido  n u clé ico .

15 E l líq u id o  f lo ta n te  (6) es mezclado con un volu­

men ig u a l de a lco h o l y es cen trifu gad o . E l,p re c ip ita d o  

(7 ) es d isu e lto  en poca agua y e s  sometido a una d i á l i s i s  

en agua, co rrien te  durante 24 horas y seguidamente e s  l i o -  

f i l i z a d o .  Se obtienen 80 mg de su stan c ia  seca cuyo a n á l i-  

20 s i s  muestra la  p resen cia  de 29% de p ro te ín as y 41,24% de

ácido  n u clé ico .

Los p re c ip itad o s  (5 ) y (7 ) han m ostrado, con una 

d o sis  de 4 mg por ratón , una fu e rte  acción  de n e c ro s is  

d e l tumor en lo s  20 raton es tra ta d o s .

25 E sta  s o l ic i tu d  que corresponde a la  presentada en

.Bulgaria e l  1 de Junio de 1 .965, con e l  numero 5091 y e l  

7 de Harzo de 1 .966, con e l  número P-3, se acoge a lo s  

b e n e fic io s  del a r t íc u lo  51 del v igen te E sta tu to  sobre 

Propiedad In d u s tr ia l .
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Los puntos de invención propia y nueva cue se pre­

sentan  para que sean objeto  de e s ta  s o l ic i t u d  de Patente 

de Invención en España, por VEINTE anos, son lo s  s ig u ie n -

5 t e s :

1 .  -  Un procedim iento de fa b r ic a c ió n  de una su stan ­

c ia  an tican cero sa  a c t iv a , ca rac te r iz ad o  porque se c u l t i ­

va un microorganismo d e l género L a c to b a c illu s , cuyo mi­

croorganism o produce su sta n c ia  an tican cero sa  en e l  seno

.0 de su s c u lt iv o s  y la  acumula en l a s  c é lu la s  b a c te r ia n a s , 

y porque se ex trae  y p u r if ic a  la  su stan c ia  an tican ce ro sa .

2 .  -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  1 ca­

rac te r iz a d o  porque dicho m icroorganismo pertenece a una 

de l a s  e sp e c ie s  L a c to b a c illu s  b u lg a r ic u s , L a c to b a c illu s

5 c a s e i ,  l a c to b a c i l lu s  h e lv e t ic u s , la c t o b a c i l lu s  ac id o p h i-

lu s .

3 .  -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  2, 

ca rac te r iz ad o  porque dicho microorganismo pertenece a una 

óe l a s  s ig u ie n te s  c ep as: L a c to b a c illu s  b u lg a r ic u s , v a r .tu -

0 m oronecroticans, LB-51, n^ 93 y n^ 100, L a c to b a c illu s  h e l­

v e t ic u s , v a r . tum oronecroticans n- 31, L a c to b a c illu s  a c i -  

dophilus, v a r . tum oronecroticans n- 43.

4 .  -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  3 ca­

rac te r iz a d o  porque dicho microorganismo es e l  lac to b acn -

 ̂ l lu s  bulgaricus, var. tumoronecroticans LB-51.
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3 .-  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  3 

ca rac te rizad o  porque e l  medio n u tr it iv o  para e l  cu lt iv o  

d e l microorganismo comprende a l  menos una de l a s  sigu ien ­

te s  m ate r ia s : E xtracto  de so ja ,  peptona, ex trac to  de lev a- 

5 dura, e x trac to  de maíz, ex trac to  de carne, g lu co sa , mal­

to sa , la c to sa , sac a ro sa , dextrina y m elaza, f o s f a t o s  or­

gán ico s e in orgán icos y su lfa to  de magnesio.

6.  -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  3, ca­

rac te r izad o  porque se e fectú a e l  c u lt iv o  prácticam ente en

10 condiciones de an a e ro b io s is .

7 .  -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  6 ca­

ra c te r iz ad o  porque se e fectú a  e l  c u lt iv o  a una temperatu­

ra comprendida entre 28 y 50°C.

8 .  -  Unprocedimiento según la  re iv in d icac ió n  1, ca-

15 ra c te r iz ad o  porque se e fec tú a  la  ex tracc ió n  de la  su stan ­

c ia  an tican cerosa  de lo s  m ate r ia le s  procedentes d e l cu l­

tiv o  ap licando a l  menos una vez una de l a s  dos s ig u ie n te s  

operacion es: 1) E xtracción  por medio de un d iso lv en te  del 

grupo nue comprende agua y fe n o l, y 2) p re c ip ita c ió n  aña-

20 diendo a l  menos un miembro d e l grupo que comprende d is o l­

ventes orgán icos so lu b le s  en agua, s a le s  y ác id o s .

9 .  -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  1, ca­

ra c te r iz ad o  porque la  su stan c ia  an tican cerosa  e stá  conte­

nida en a l  menos uno de lo s  miembros d e l s igu ien te  gru-

^5 no: C é lu las b ac te rian a s  n a tu ra le s  de b a c ilo s  d e l género 

L a c to b a c illu s , c é lu la s  b ac te rian as de l a s  que se han ex­

tra íd o  previamente lo s  co n stitu y en tes y productos in e rte s  

no a c t iv o s , obtenidos durante la  p u r if ic a c ió n  química.

1 0 . -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  3 ca-

30 rac te r izad o  poroue se mezcla agua y e l  m a te r ia l oue con-
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tien e  la  su sta n c ia  an tican cero sa , y porque se f i l t r a  o 

ce n tr ifu g a  la  mezcla y se separa e l  e x tra c to  acuoso.

1 1 . -  Un procedim iento según la  re iv in d ic a c ió n  9 

c a rac te riz ad o  porque se mezclan dichos m a te r ia le s  con f e ­

n o l, después se cen tr ifu g a  la  mezcla y se separa e l  e x tra c ­

to  fe n ó lic o .

1 2 . -  Un procedim iento segán la  re iv in d ic ac ió n  9 

ca rac te rizad o  porque se mezcla agua con d ich as c é lu la s  

b a c te r ian a s , porque se d esin tegran  e s t a s  c é lu la s  b a c te r ia ­

n as con un homogeneizador, un molino de c o lo id e s , u l t r a ­

son idos o enzim as, t a l e s  como la  lisoz im a y pepsina , y 

porque se c e n tr ifu g a  la  mezcla y se  separa e l  e x tra c to  a-  

cuoso.

1 3 . -  Un procedim iento según la  re iv in d .icac ión  8 

ca rac te rizad o  porque se mezclan lo s  m a te r ia le s  que con­

tien en  la  su sta n c ia  an tican cero sa  con p a r te s  ig u a le s  de 

agua y de fe n o l, y se ce n tr ifu g a  la  mezcla y se. separa la  

capa de agua de la  capa de fe n o l.

1 4 . -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  8, 

ca rac te r izad o  porque se añaden d iso lv e n te s  orgán icos so ­

lu b le s  en agua a l a s  so lu c io n es para p r e c ip ita r : la  su s­

tan c ia  an tican cero sa .

1 5 . -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  14 

c a rac te riz ad o  porrue dicho d iso lv en te  orgánico e s tá  cons­

t itu id o  por a l  menos uno de lo s  miembros d e l grupo que 

comprende m etanol, e tan o l, propanol y acetona.

1 6 . -  Un procedim iento según la  re iv in d ic ac ió n  8, 

c a rac te r iz ad o  porque se p r e c ip ita  e sta  su stan c ia  desde 

lo s  d iso lv e n te s  que la  contienen, añadiendo d iv e r sa s  sa ­

l e s .
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17 . -  Un procedim iento según lo re iv in d icac ió n  16, 

ca rac te r izad o  porque d ich as s a le s  comprenden a l  menos 

uno de lo s  miembros d e l grupo que comprende su lfa to  de. 

amonio, su lfa to  se sod io , c loruro  de b a rio , c loruro  de­

c a í d o  y su lfa to  de magnesio en combinación con acido  

c lo rh íd r ic o .

1 8 . "  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  8, 

ca rac te r izad o  porque se añade a dichos d iso lv e n te s  a c i ­

do h asta  la  obtención de un pll de aproximadamente 2.

19 . -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  17 

ca rac te rizad o  porque se separa e l  p rec ip itad o  obtenido

de l a s  s a le s  por d i á l i s i s  a tra v é s  de una membrana de ce­

lu lo sa  regenerada en agua o bien por d iso lu c ió n  d e l pre­

c ip itad o  en agua y p re c ip ita c ió n  con ác id o s o a lco h o l.

2 0 . -  Un procedim iento según la. re iv in d icac ió n  1, 

C aracterizado  porque se desin tegran  l a s  c é lu la s  b a c te r ia ­

nas de lo s  b a c ilo s  d e l género L a c to b a c illu s  con ayuda de 

c la ra  de huevo y de enzimas que no tienen  ninguna in fluen ­

c ia  anímica sobre la  su stan c ia  an tican cero sa , ñero e lim i­

nan lo s  cuernos no a c t iv o s  de su stan c ia  in erte  rute lo  a -  

comnañan.

21 . -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  20 

ca rac te rizad o  porque d ich as enzimas e stán  c o n st itu id a s  

por lisozim a y enzimas p r o t o o l í t i c a s . .

2 2 . -  Un procedim iento según la  re iv in d icac ió n  21 

ca rac te rizad o  por la  u t i l iz a c ió n  de l a s  enzimas en e l  or­

den de: c la ra  de huevo o, liso z im a-p e p sin a -tr ip sin a-p e p -  

s in a .

2 3 . -  Un procedim iento de fa b r ic a c ió n  de una su stan ­

c ia  an tican cero sa  a c t iv a .

-  29
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T al y como se  ha d e sc r ito  en la  Memoria que an­

tecede , represen tado en lo s  d ib u jo s que se acompañan y 

con lo s  f in e s  que se han e sp e c ific a d o .

E sta  Memoria consta de t r e in ta  h o ja s  e s c r i t a s  a 

máquina por una so la  ca ra .

Madrid,
3 1 MAY. !3 &

P.A.
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E S LA' CT 0 B A C 1 L L U S

E S P E C i  :
Bulgaricus Case i Helveticus Acidophilus

C e p a LB-51 LB-87 LB-93 LB-104 LC-17 IiI-31 LA-43

Observación i Bacilo +5'-19 /i +5-19 ja +7-32/I +5-15/1 +5-8/1 +5-12 / i +4-15/1
microscópica 2 Movilidad - - - - - - -
tedio de cul- 3 Endosporas - - - - - - -

tivo num. a 
37 °C durante 4 Esporangio - - - - - - -

24 horas Coloración gram + + + + + + +

Gelatina e s­
tab ilizada 6 Licuación - - - - - - -

Cultivo de Coagulación + + + 4 + 4 4*

le c h e a 7 Reacción de
32°C la leche a l  

nanel tornasol R R R R R R R

Cultivo favo­
rable a l  de- 8

Medio de 
cu ltivo 11 11 11 11 11 11 11

sarro lio número

Cultivo so- Turbide z + 4* + + 4*
bre p ap illa
de glucosa 
a37° C

Sedimento + + 4*

Colonias so- Forma:bre glucosa 10 d escrita  enagar cu ltiv a­
das a 37°C e l  texto

Cultivo in­
clinado sobre 11 Desarrollo + + + + + +++ 4 4  4-
glucosa-agar
a37° C

Cultivo sobre 
glucosa e sta ­
b ilizada a 
37 °C

12 D esarrollo + + +++ 4* 4- + + + 4 + + 4 +

13 Reducción de 
n itra to s

14 Cata lasa - - -

15
Tempe- 23-37°C 
ratura 25-45 °C 
de desajo-50°C 
rro llo  40-60°C

+ + 4
+ + 4 +

B 0

16

Tempera- T7 °n
y -  M

tima de np-45 C
desarro—
lio  ^

+
4*

+ +
4 4* 4*

Propiedades

17
Oxígeno Anaero- 
requ en - ^  

do
+ + + 4 4 4- +

Rotación óptica 
del ácido l á c t i - D(-) D(-) D(-) D(-) L(+)

f  is io ló g i-
cas. 18 DL D L "

! co

Glucosa + + 4 + + 4* 4-
Mañosa + *t* 4 4 4 - -

19
, ' _ Sacarosa Azucares +

+ 4* 4 +
4
+ 4

4
4-

disponi- n ^ to sa  
Almidón

+ - - 4 + 4- 4-

Inulina - - - - - - -
I.Ielecitosa - - - - 4 - -

^oido" L=asparagin +
20 reíue- L - tr ip t .fan  +

rido

Vitami- Factor Bao.
POOR

QUALiTY



<J

-3
p)
m

O

co
3H

*R 3
P *S
Pt 'd* en

<3
H +O

03
*R L

A
- H

t
! t + ) + H ++

+
O +
"3

CO
3o 3*R H
P m ect H
0)
> á

H  ) 
]

! [ + ) + P H + + +
H 3 en
0) +

K
93
¡13 *R 9- 3

0) H n H ' +H CO t 03 ) ! ) + ! + M H + + +
H

CU
O a

t
en +

H +

O H* 3
O ^

<1 H en* H
M

[
m

H ] 
]

! t + ! + M H ¡ + +
en

O +
E-<
O

co
*f*P

T á  < ) ¡ + ) + M H
<3 3 R H +  + +

o [-3 !
H *R E^

R +
3

E-
3

+
H 00 03 [ i ) + [ + H + +

H H +
R

)
en
+

rd 3
PLT\ 03 ! t ) + ! + H t + +

cí
H H

3
t

03
+

g
3 H
R o
6.* 3

3  O H 3 3
3 o 3 '0  3 ( 3 3 3 0
3 *R 'O 3 *H R O H

3 R H 'O O c! 0) o 3 N P 3 0 H
^3 o 3 o *R 3 'O P  -P 3  o 3  3 P  P O

O -R A 3 3 O H * R o ¡> O 3  3 " - R K R
H  H co R R 3 3 o 3 H o - R R 'R g 3  R 3 R
'R -r) o o o 3 CcO o  H 3 - R P 3 P2 -R á  0 P 3
O > <3 P H o 3  3 P 3  H  g R 3 R 3 3

M 3  O 3 3 O *R 0  3  3 3 3  3 'p 3  3 0 3  H 3
M g R R O R U p  H P S  O 3 H  CQ pq 3  3 Pt

W
H H  CM m H* tn CO E- 03 C7\ 0 H

3 H H
O

P [ ! t 3
3 H  3 3 t O ] ! 3 R R

3 3  o 3 P 3 > 3 t 3 0 es > ! rO CO
ÍR *.o -R O 3 3  3 3 3  3 O H  3 3C0 -R U 3 0 00

O -R P̂ 3 3 3 <H 3 H 3 O P O *R 3 3
co o*-o O g R 3 3  3 H O -R O 3  0 H  E'- !

3  O 3 ^ 3 3 3 3  n O 3 O co H O Pw O 3  ¡3 3  f*P 0 O 3
> CO 3  3 R *R *R !> > H > 3  3 0 - R H o }>3 3C3
R O o O -P H -R 3 - R 30 H p H O 3  ¡s3 3 *R 3  OO
3 R -R O r) P 3  -R P  P  O P  H  R P  ÓOÊ - q  R P 3 OE-
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