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PATENTE DE INVENCIÓN 
por 20 años

por "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACIÓN DE UN CONCENTRADO DE 
UN FACTOR BIFIDÍGENO", a favor da URSINA A.G., de nacionali­
dad suiza, domiciliada en KONOLFINGEN (BERNA, Suiza). Con 
prioridad de la Patente suiza nS 608/66 de fecha 18 de enero 
de 1.966.

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de invención se refiere a un 
procedimiento destinado a la preparación de un concentrado 
provisto de una actividad especifica elevada respecto a un 
factor bifldígeno llamado "Factor Bífidus 2" (BF2). Desde 

5. los trabajos de Tissier se sabe que el bífidus (llamado tam­
bién por sus denominaciones latinas, Bifidibacterium bifidum, 
Lactobacilus bífidus, Actinobacterium bifidum) es el huésped 
o habitante predominante en el intestino del niRo lactante.

Estos datos, conocidos desde hace tiempo, han sido 
10. puestos al día por los estudios cuantitativos realizados por 

Seelinger.
En las heces del niRo de pecho, el bífidus repre­

senta mis del 90% de los gérmenes que constituyen la flora 
intestinal. La lactancia artificial provoca un cambio radi-



cal en esa flora intestinal. El bífidus, si bien no desapare­
ce por completo, sólo representa en el último caso una parte 
muy pequeña de los gérmenes de la flora intestinal del niño 
sometido a lactancia artificial, y una parte todavía menor 

5. de dicha flora en el niño una vez terminada la lactancia y 
en el adulto.

Desde hace mucho tiempo se hacen ensayos para modi­
ficar el régimen alimenticio de los niños de pecho sometidos 
a un régimen lactante artifioiai, de manera que el bífidus 

10. persista en las heces. Los regímenes capaces de realizar el 
fin indicado se llaman regímenes bifidígenos. Se puede obte­
ner el fin citado de dos maneras:

13.- por adiciones, cuyo mecanismo de acción es des­
conocido.

15. 23.- Añadiendo a la leche de vaca factores de cre­
cimiento de los que son necesarios al bífidus.

En el primer grupo de medios figura la técnica de 
Patueiy, que comporta un aumento de la relación laotosa/protei 
ñas y la adición de laotulosa. Esta última no tiene ninguna 

20. acción "in vitro" sobre el bífidus.
Para realizar el segundo tipo de régimen es preciso 

conocer las necesidades de los factores de crecimiento espe­
ciales de las diferentes clases de bífidus.

Algunos de los agentes que intervienen en la fermen- 
25. tación intestinal necesitan de un faotor, denominado factor 

bifidus 1, ouya función puede reemplazarse por la de una se­
rie de derivados de la N-acetilglucosamina (Gyorgy, Euhn), 
en particular por la 4-,O-galaotosidil N-acetilglucosamina 
y las beta-alquil N-acetilglucosaminidas. Se supone que este 

30. agente particular presenta una déficienoia no identificada 
en la cadena de. reacciones que permite la síntesis del muco-
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póptido de la pared (Zilliken). Baynaud ha demostrado que la- 
oasi totalidad de las especies aislables a partir del intes­
tino del lactante no necesitan de ese factor, pero que sólo 
se reproducen en presencia de otra sustancia a la que el ha 

5. llamado "faotor bífidus 2".
Este factor se ha puesto de manifiesto mediante 

tócnicas mlcrobiológicas muy precisas. En un medio relati­
vamente complejo, que contiene diversos aminoácidos, ácido 
paraaminobenzoico, biotina y pantotenato cálcico, el bífidus 

10. no se reproduce si no se aSade un preparado que contenga el 
factor bífidus 2. El crecimiento se realiza entonoes en cier­
ta medida, proporcional a la cantidad de faotor bífidus 2 
aHadlda.

El medio utilizado tiene la siguiente composición:
15. Asparagina ...................................5 g.

Aminoácidos, obtenidos por hidrólisis ácida
de la cafeína (Casamino-acidos Difeo). . . . .  10 g.
Cistina . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0,200 g.
Lactosa................. ...................10 g.
Acetato Sódico, 6 HoO. . ..........  . . . . .  5g.

20. , . .
SüMhto magnésico, 7 HgO. ................... 0,5 g.
Fosfato monoácido de sodio, 12 HgO . . . . . .  2,33 g.
Fosfato monopotásico . . . . . . . . . . . . .  0,90 g.
Acido paraaminobenzoico.................... .. 1mg
Biotina. ....................................... 0,010 mg

25. Pantotenato calcico........ .................1 mg
Agua, oantidad suficiente para ............... 500 mi
pH c 6,4-

Se utiliza este medio, llamado de doble fuerza, di- 
luyándolo a la mitad para el cultivo. Se puede definir así 
una unidad de factor bífidus 2 (unidad Raynaud) precisando
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las condiciones experimentales del ensayo. Se emplean 2,5 mi­
lilitros del medio de doble fuerza y una simiente normalizada, 
siendo el volumen total de 5 mililitros. La unidad BF2 corres­
ponde a la cantidad de factores que, después de cinco días de 

5. cultivo en un medio anaerobio estricto, a la temperatura de 
38 grados centígrados, asegura el crecimiento de una cantidad 
tal de gérmenes que provoca la formación de ácidos (ácido acé­
tico y ácido láctico) en cantidad equivalente a 1 mililitro 
de ácido de concentración decinormal en un tubo de 5 milili- 

10. tros. Este método de dosificación ha hecho posible comprobar 
que el factor BF2 no es igual a ninguno de los factores de 
crecimiento conocidos. En particular, no puede sustituirse 
por ninguna purina (adenina, guanina o hipochantina) ni por 
preparaciones ricas en estreptogenina.

15. Se ha observado que el factor BF2 se .halla presente
en oantidades variables, según las condiciones experimentales, 
en los hidrolizatos, enoimáticos de proteína, en particular 
de la caseína. Se ha podido preparar hidrolizatos enzimáticos 
ricos en HF2 que contienen de 5.Ó0Ó a 20.000 unidades de BF2 

20. por gramo. Gracias a estos preparados, se ha puesto de mani­
fiesto, mediante numerosos ensayos en lactantes, que la adi­
ción a un régimen bifidigeno del factor BF2 permite aumentar 
considerablemente la proporción de bifidus en las heces. Para 
cantidades suficiente de BP2 se observa que el bifidus repre- 

25. senta entonces del 4Ó al 95 por 100 de loa gérmenes de la flo­
ra intestinal.

El invento objeto de la presente Patente se refiere 
a un procedimiento según el cual se obtienen preparados muy 
ricos en BF2. El producto más puro que se ha obtenido contiene 

30. hasta 3.000.000 de unidades BF2 por gramo y es de naturaleza 
peptídioa.
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El procedimiento, según la invención, comporta una 

aerie de cromatografías con resinas cambiadoras de iones o 
con gel dextraña.

Al poner en práctica el procedimiento según la pre- 
5. sente invención, la primera cromatografía puede realizarse 

con resina Dowex 50 x 4- (partículas de dimensiones 0,3 a 0,15 
milímetros) en fase H*.

Se disuelven 100 gramos de hidrolizato de proteína, 
conteniendo el factor BF2, en ácido sulfúrico normal (por 

10. ejemplo, 100 gramos en 1.000 mililitros). La parte insolúble 
que eventualmente se halle presente será eliminada por fil­
tración.

La disolución clara se recibe sobre una columna de 
resina DOWEX 50 x 2 (partículas de tamaño 0,3 a 0,15 milíme- 

15. tros) (por ejemplo, 600 gramos de resina en una columna de 
2,5 por 35 centímetros de altura). La parte que atraviesa la 
columna sin ser absorbida se elimina. La fracción que queda 
fija sobre la columna se trata con una disolución de amoniaco 
2N y después con agua (por ejemplo, 1000.mililitros de cada 

20. uno de los citados líquidos). La fracción así obtenida se 
concentra hasta la mitad de su volumen en vacío: el amoniaco 
resulta así eliminado en su mayor parte.

Se realiza una segunda cromatografía con una resina 
de amberiita IRC-50 (partículas de tamaño 0,3 a 0,15 milíme- 

25. tros) (por ejemplo, 500 gramos de resina en columna de 2,5 
por 35 centímetros). Previamente se equilibra la resina con 
un tampón de acetato amónico 0,1 M de pH n 4,7.

La disolución obtenida después de la primera cro­
matografía y concentrada al 50 por 100 se lleva entonces a 

30. la parte superior de la columna.
Se recoge la fracción no absorbida. El tratamiento
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se completa oon el paso de un volumen suficiente de disolución 
tampón acetato de amonio 0,1 M oon pH ¡= 4,7.

La totalidad de los líquidos obtenidos a la salida 
y que contiena la fracción no absorbida en las condiciones 

5. descritas, se concentra en vacío y se deseca por sublimación 
al vacío o bien por liofilizaoión. El producto obtenido se 
designará oon el nombre de fracción N.

Ejemplo: Columna conteniendo 500 gramos de resina 
amberlita IRC 50, diámetro 2,5 centímetros, altura 35 cm. Vo- 

10. lumen de liquido aplicado a la columna, 1000 mililitros. Vo­
lumen de solución tampón resultante, 1000 mililitros.

La fracción N tiene un titulo de 20.000 a 25.000 
unidades BP2 por gramo. Ello significa el 12 al 16 por 100 
del hidrolizato proteásico inicial. El rendimiento en factor 

15. bífidus 2 varía esta operación del 40 al 70 por 100, según 
la naturaleza del hidrolizato.

La fracción N se puede emplear como preparación 
semipurifioada de BE*2 en la alimentación del lactante.

Una purificación más acentuada del BF2 se puede rea- 
20. lizar de la siguiente manera: Se realiza una cromatografía 

con resina Dowex 50 W X  2, (tamaño de las partículas 0,075 a 
0,037 milímetros)(por ejemplo, para una disolución de 2 gra­
mos de fracción N en 100 mililitros de agua, se puede emplear 
750 gramos de la resina menoionada en una oolumna de 2,5 por 

25. 15 centímetros). La resina se equilibra previamente con una
disolución tampón de acetato de amonio 0,2 M, de pH = 5,46.
La elución se asegura con la misma disolución tampón, que 
circula a velocidad constante (por ejemplo, 120 mililitros 
por hora). Se recoge la fracción que contiene el BF2, frac- 

30. ción que puede variar según las características de la columna 
utilizada. En el ejemplo anterior, ese faotor pasa en la frac-
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ción fluida entre 3,2 y 7,5 mililitros.

La disolución obtenida se concentra al vacío y se 
seca por sublimación o por liofilización. El producto obte­
nido en las condiciones de cortadura más favorable represen- 

5. ta el 0,56 por 100 del peso inicial de hidrolizato y contie­
ne el 28 por 100 de la actividad BF2. Su titulo es de 500.000 
unidades por gramo.

Según una variante del procedimiento, el producto 
N, en disolución acuosa tan concentrada como sea posible (20 

10. por miligramos por mililitro, por ejemplo), se somete a una 
filtración sobre gel de Dextrana (o Sefadex G25). Se recoge 
la fracción parcialmente separada, que contiene el HF2. Esta 
fracción, denominada NS, contiene la casi totalidad del BF2 
(rendimiento del 90 al 100 %) y posee una actividad específica 

15. comprendida entre 25.000 y 50.000 unidades por gramo. Puede 
utilizarse como preparación bifidígena.

Según otra variante, la fracción N o la fracción 
NS mencionada anteriormente se somete a una cromatografía 
con Dowex 3X2.

20. La elución se asegura con un gradiente de ácido
acético en acetato de piridina y de colidina. Loa productos 
eluidos se identifican por su reactividad con la ninidrina. 
Aparecen bajo la forma de una serie de picos, unos 20 en to­
tal. El número de estos picos varía según la naturaleza del 

25. hidrolizato que sirvió para preparar la fracción N o la NS.

peratura 35R centígrados, velocidad de circulación del líqui­
do a través de la columna 40 mililitros por hora. Fraociones 

30. recogidas, 10 mililitros.
Se éluye primeramente con acetato de piridina al

1 % y pH :* 8. El primer ingrediente se obtiene haciendo llegar

La actividad BF2 aparece en uno solo de los picos 
Ejemplo: Columna de 150 x 2 cm de Dovex 1X2, tem-
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a una mezcla de colidina al 1%, de piridina al 1%, y ácido 
acético en cantidad suficiente para que el pH sea de 7,5* 
ácido acético 0,1 N. Se aplioa a continuacién un segundo 
gradiente (ácido acético 2N), fracción 150-250, y un tercer 

5, gradiente (ácido acético glacial).

tiene de 1Ó0 a 300. miligramos da fracoión N. la actividad 
HF2 aparece en el pico ns 17. Los demás picos son inactivos. 
El producto obtenido se designa por Np o NS-p. Contiene de 

10. 500.000 a 1.000.000 de unidades por gramo (el rendimiento
en factor BF2 varia del 20 al 70 por 100). Puede emplearse 
como producto bifidígeno.

rificados, asociados a un régimen ordinario no bifidígeno,
15. administrados a un niRo en cuyas heces el examen bacterioló­

gico no permite hallar bífidus ("bifidibacteriumbifidum", 
"lactobaoillus bífidus") hacen aparecer este germen. La velo­
cidad de aparición del bífidus en las heces a partir del mo­
mento en que se administra la preparación varia entre uno y 

20. quince días, segán la cantidad de factor BF2 aplicado. Con 
5.000 a 10.000 unidades BF2 por día se precisa de 10 a 15 
días para observar la aparición de bífidus en una proporción 
moderada comprendida entre el 10 y el 40 por 100 de la flora 
total. A partir de 100.000 unidades BF2, diarias, la aparioión 

25. de la flora bífida es muy rápida (de 1 a 3 días) y la propor­
ción de bífidus es elevada: del 50 al 95 por 100 de la flora 
total.

la esencia del procedimiento descrito, será variable a los. 
30. efectos de la actual Patente.

Se dispone sobre la columna una solución que con-

Los diversos preparados semipurificados o muy pu-

Todo cuanto no afecte, altere, oambie o modifique

NOTA.
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Se reivindica como objeto de esta Patente de inven­

ta- Procedimiento para la preparación de un concen­
trado de un factor bifidígeno, caracterizado esencialmente 

5. porque permite la aparación, el mantenimiento o la reapari­
ción de una flora bifida en los lactantes alimentados arti­
ficialmente, caracterizado por el heoho de que se somete a por 
lo menos dos cromatografías con resinas cambiadoras de iones 
o con gel de dextrana un hidrolizato enzimatico de proteina 

10. que contenga aquel factor.
2. - El propio procedimiento, según la reivindicación 

anterior, caracterizado por la utilización del concentrado ob­
tenido por el procedimiento descrito, para la preparación de 
un alimento artificial para lactantes.

15. Sean cuales fueren las circunstancias que concurran
en la esencialidad de la Patente de invención definida en las 
anteriores reivindicaciones, cuyo objeto es:

3. - "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACIÓN DE UN CONCEN­
TRADO DE UN FACTOR BIFIDÍGENO".

20. Consta la presente memoria de nueve hojas foliadas,
mecanografiadas por una sola cara.

Barcelona, -jg ^  ]ggy

mo.


	Bibliographic data
	Description
	Claims



