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PATENTE DE INVENCION
por 20 afios
por "PROCEDIMIENTO PARA L4 PREPARACION DE UN CONGENTRADO DE
UN FACTOR BIFIDIGENO", a favor de URSINA A.G., de nacionali-
dad suiza, domiciliade en KONOLFINGEN (BERNA, Suiza). Con
prioridad de la Patente suiza n? 608/66 de fecha 18 de enero
de 1.966. '
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MEVMORIA DESCRIPTIVA

Ie presente Patente de invencién se refiere a wn
procedimiento destinado a la preparacidn de un concentrado
provisto de una sctividad especifica elevada respecto a wn
factor bifidigeno llamado "Factor Bifidus 2" (BF2). Desde
los trabajos de Tdssier se sebe gus el bifidus (llamzdo tam—
bién por sus denominacionss latinas, Bifidibacterium bifidum,
Tactobacilus bifidus, Actinobacterium bifidum) es el huesped
o habitante predominante en el intestino del nifio lactante.

Egtos datos, conocidos desde hace tiempo, han sido
puestos el dia por los estudios cuantitetivos realizados por
Seelinger. 7 :
Bn las heces del nifio de pecho, el bifidus repre-
senta mis del 90% de los gérmenes que constituyen la flore
inteatinal. Ia lactancia artificial-provoca un cambio radi-
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ocal eﬁ esa flore in$eétinal. El bifidus, si bien no desapare~
ce por completo, sélo representa en el dltimo caso una parte
my pequefia de los gérmenes de la flora intestinal del nifio
sometido a lactencis artificial, y wne parte todavia menor

de dicha flore en el nific wna vez terminada la lactancia y

en el adulto. .

Desde hace mucho tiempo se hacen ensayos para modi-
ficar el régimen alimenticio de los nifios de pecho sometidos
& un régimen lactente artificiasl, de menere qﬁe el bifidua
persista en las heces. Ios regimenes capaces de realizar el
£in indicedo se llamen regimenea bifidiganos; Se puede obte~
ner el fin citado de dos maneras:

12,~ Por adiciones, cuyo mecanismo de accidn es des-
conooido,

29,~ Afiadiendo & le leche de vaca factores de cre-
cimiento de'lqs que son necesarios al bifidus.

En el primer grupo de medios figura le tdenica de
Petuely, que comporte un aumento de la relacidn lectosa/proted
nas y le adioidn de lactulosa. Este dltima no tiene ninguna
aceién "in vitro" sobre el bifidus,

" Para realizar el‘éegundo tipo de régimen es preciso
conocer las necesidades de los factores de orecimiento espe=
ciales de las diferentes clases de bifidus.

Algunos de los agentes que intervienen en la fermen-~
tacién intestinal necesiten de un faotor, denominado factor
bifigus 1, ouya funcidn puede reemplazerse por la de une se-
ris de derivados de la N-acetilglucosemina (Gyorgy, Kuhn),
en particular por la 4,0-galectosidil N-acetilglucogamina
y lag beta-alquil N-acetilglucosaminides. Se supone que eate
agente particuler presenta una deficienocia no identif;cada

en la cadena de.reacciones que permite la sintesis del muco-
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péptido de la pared (Zilliken)., Reynaud- he demostrado que la-
oesi totalidad de les egpecies aiglables a partir del intesg-

tino del lactante no necesitan de ese factor, pero que sdlo

se reproducen en presencia de otre sustancia a la que é1 ha

1llamedo “"factor bifidus 2",

Egte factor se ha puesto de manifiesto mediante

técnicas microbioldgicas muy precisas. En wn medio relati-

vamente complejo, que contiene diversos aminodcidos, deido

parsaminobenzoico, biotina y pantotenato cdlcico, el bifidus

no se reproduce ai no.se afiade un preparado que contenge el

factor b{fidus 2. El crecimiento se realiza entonces en cier—

te medida, proporcional a la cantidad de factor bifidus 2

afiadida., )
. El medio utilizado tiene la aigulente
Asparagina-;................

Aminodeidos, obtenidos por hidrdlisis deida
de la cafeina (Casamino-doidos Difc0)s o« o o

Ciating o o o o s ¢ o o o 6 o ¢ ¢ 6 ¢ o o o
I:actdaa..'..'.......'..l...'...
Acetato 5310, 6 Hou o o o o o o o o
Sulfato megnésico, 71326; c e

Fosfeto monodoido de sodio, 12 HoO o o o + o
Fosfato moﬂdpotéaico . .‘. .'. o o o o 0 0 o
Acido paraam&nobdnzoico. o o .'. P ; o .
Blotinae o o o o ¢ o o o o o 0 ¢ ¢ 6 ¢ o o o

 Pantotenato cdleico. . e
Ague, centided suficiente DATE o o o « o o o
PH = 6,4 N | |

composicidn:

D &e

.10 g.

0,200 o
10 g.

5 &

0,5 &
2,33 &.
0,90 g.
1 mg
0,010 mg
1 ng

500 ml

Se utiliza este medio, 1lamedo de doble fuerze, di-

luyéndolo é'laAmitad para'el cultivo;=se‘§uede defihir as{

wne unidad de factor bifidus 2 (unided Raynaud) precisando
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las condiciones experimentales del emsayo. Se emplean 2,5 mi-
1ilitros del medio de doble fuerza y una simiente normalizada,
slendo el volumen totel de 5 mililitros, Ie unided BF2 corres-
ponde a la centidad de factores que, despuds de cinco dias de
cultivo en un medio anasrobio estricto, a la temperatura de

38 .grados centigrados, .agegura el crecimiento de una cantidad
tal de gérmenes que provoce la formacién de deidos (deido ace-
tico y deido lactico) en cantided equivalente & 1 mililitro

de deido de concentracidén decinormal en wn tubo de 5 milili-~
tros, Este método de dosificacién ha hecho posible comprobar
que el factor HF2 no es igual a ninguno de los factores de
cracimiento. condcidos. En particular, no puede sustituirse
por ningune purina (adenina, guanina o hipochentina) ni por
preparaciones ricas ‘en estreptogening,

Se ha observado que el factor HF2 se .halla presente
en cantidades varisbles, segin las condiciones experimentales,
an los hidrolizatos, encimiticos de protefna, en particular
de 1o caseina. Se ha podido preperar hidrolizetos enzimdticos
ricos en ﬁ'z.qﬁebén'éiénén'de' 5;606 8 20,000 unidades de EF2
por gramo. Gracies & estos preperados, se he puesto de memi-
fiesté;, medisnte numerosos eﬁsé,yds on lactentes, que le adi~-
cibn e wn rézimen bifid{geno del factor BF2 permite aumentar
considerablemente la proporeidn de bifidus en l=s heces. Para
cantidades suficiente de EF2 se observa que el bifidus repre-
senta eﬁtonces'del'«ﬂ,é .3’.1'95 iao::" 100 de los gérmezies de la flo-
ra integtinal, T |

" El invento objeto de la :éreaan'be Patente se refiers
a un procedimiento segin el cual se obtienen preparados muy
ricos en EB‘Q. Elnr I;roduc-t;o nds p{aro que se ha obfen:;do con:!:iene
haste 3,000,000 de wnidedes EF2 por gramo y es de na.turéleza
pep.t:f.dica;: S . ' '
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El procedimiento, segdin la invencidn, comporta una
serie de cromatografias con resinas cambiadoras de iones o
con gel dextrana,

Al poner en prdoctica el procedimiento segin la pre-
sente invencidn, le primera cromatografia puede realizarse
con resina Dowex 50 x 4 (particulas de dimensiones 0,3 a 0,15
mil{metros) en fase HY,

Se disuelven 100 gramos de hidrolizato de proteina,
conteniendo el factor EF2, en acido sulfirico normal (por
ejemplo, 100 gremos en 1,000 mililitros). La parte insoluble
que eventualmente se halle presente serd eliminads por f£il-
tracidn.

Ia disolucidn clara se recibe gobre una colwma de
resina DOVEX 50 x 2 (particulas de tamefio 0,3 a 0,15 milime-
tros) (por ejemplo, 600 gramos de resine en una colume de
2,5 por 35 centimetros de altura)., Ie parte qus atreviesa l1a .
colume sin ser absorbida se elimina, Ie fraceidn que queda
fija sobre la columsa se trata con una disolucidn de amoniaco
N y despudés con agua (po; ejemplo, 1000 .mililitros de cada
uno de los citados liquidos). Ia fraccion asi obtenida se
concentra haste la mitad de su volumen en vacio: el amoniaco
resulta asi eliminado en su mayor parte.

Se realiza una segunda cromatografia con una resina
de amberlite IRC-50 (perticulas de tamafio 0,3 a 0,15 milime-.
tros) (por ejemplo, 500 gramos de reains en colume de 2,5
por 35 centimetros). Previamente se equilibra le resina con
un tampdn de acetato amdnico 0,1 M de pH = 4,7.

Ia disolucién obtenida después de la primers cro-
matografia y concentrada al 50 por 100 se lleva entonces a
la parte superior de la columna.

Se recoge la fraceidn no absorbida. El tratamiento
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' se completa con el paso de un volumen suficiente de disolucidn

‘tampén acetato de amonio 0,1 M con pH = 4,7.

Is totalidad de los lfguidos obtenidos a la salida
¥ que contisne la fraceidn no absorbide en las condiciones
desoritas, se concentra en vacio y se deseca por sublimacidn
al vacio o bien por liofilizacidn, E1 producto obtenido se
designard oon el nombre de fraccidn N.

Ejemplo: Columme conteniendo 500 gramos de resina
amberlita IRC 50, didmetro 2,5 centimetros, altura 35 cm.‘Vb-
lumen de liguido aplicado a la columma, 1000 mililitros. Vo-
lumen de solucidn tampén resultante, 1000 mililitros.

Ia fraceidn N tiene un titulo de 20,000 a 25,000
unidades BF2 por gramo. Ello significa el 12 al 16 por 100
del hidrolizato protedsico inicial, El rendimiento en factor
bifidus 2 varia esta operacién del 40 al 70 por 100, segin
lz naturaleze del hidrolizato.

Te fraccidn N se pusde empleer como preparacidn
semipurifiocada de EF2 en la alimentacién del lactante.

Une purificecidn mis acentusda del BF2 se puede rea—
lizar de la sigulente menera: Se realiza una cromatografia
con resine Dowex 50 W X 2, (temafio de las particulas 0,075 a
0,037 wilimetroa)(por ejemplo, para une disolucién de 2 gra-
mos de fraceién N en 100 mililitros de agua, se pusde emplear
750 gremos de le resina mencionada en una columea de 2,5 por
15 centimetros). Ia resina se equilibra previamente con una
disolucidén tampdn de acetato de amonio 0,2 M, de pH = 5,46,
Ia elucidn se asegura con la misma disolucidn tampdn, que
circula a velocidad conatante (poﬁ ejemplo, 120 mililitros
por hora). Se recoge la fraccidn que contiens el BF2, frac-
cidén que puede variar segin las caracteristicas de la columa

wtilizeda. En el ejemplo anterior, ess factor pasa en la frac-
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cidn fluida entre 3,2 y 7,5 mililitros,

Ia disolucidn obienida se concentra al vacio y se
seca por sublimacidén o por liofilizacidn. Bl producto obte-
nido en las condiciones de coriadura mds favorable represen—

5. 1a el 0,56 por 100 del peso inicial de hidrolizato y contie-
ne el 28 por 100 de la actividad BHF2, Su titulo es de 500,000
unidades por gramo.

Segin wne variante del procedimiento, el producto
N, en disolucidn acuosa tan concentrada como sea posible (20

10. por miligramos por mililitro, por ejemplo), se somete a ums
filtracidn sobre gel de Dextrana (o Sefadex G25). Se recoge
la fraccién parcislmente separada, que contiene el EF2, Esta
fraccién, denominada NS, contiene la casi totalidad del EF2

| (rendimiento del 90 al 100%)y posee una actividad especifica

15. comprendids entre 25.000 y 50,000 unidades por gramo. Puede
utilizarse como preparacién bifidigena,

Segin otra variante, la fraceidn N o la fraccidn
NS mencionade anteriormente se somete a una cromatografia
con Dowex IX2,

20, _Ta elucidn se agegura con un gradiente de dcido
acético en acetato de piridina y de colidina. Los productos
eluidos se ldentifican por su reactividad con la ninidrina,.
Aparecen bajo la forma-de una serie de plcos, unos. 20 en to-
tal, El nimero de eatos picos varia segin la naturaleza del

25, hidrolizato que 8irvid pera preparar la fraccién N o la NS,

Lo actividad BF2 aparece en uno solo de los picos.

Bjemplo: Columna de 150 x 2 cm de Dowex IX2, teme
peratura 358 cent{zrades, velocidad de circulacidn del ligui-
do a través de la colume 40 mililitros por hors. Fracciones

30, recogldas, 10 mililitroas.

Se eluye primeramente con aoe'ha.to‘ de piridina al

1% y pH = 8. El primer ingrediente se obtiene haciendo 1legar



54

10.

15,

20.

25.

30.

.s- 336210

a wna mezcla de colidina al 1%, de piridina al 1%, y deido
acdtico en cantidad suficiente para gue ol pH sea de 7,5,
deido acdtico 0,1 N. Se aplica a continuacién un segundo
gradiente (doido acdtico 2N), fraccidn 150-250, y un fercer.
gradiente (écidq acgticq glacial).

Se dispons sobre la columa ma solucién que con~
tiene de 100 & 300. miligramos de fraccidén N. Ia actividad
BF2 aparece en el pico n? 17, Los demds plcoa son inactivos,
E1l produoto obtenido ge deaigna por Np o NS-p, Contiene de
500,000 a 1,000,000 de wnidades por gramo (el rendimiento
en factor EF2 varia del 20 sl 70 por 100). Puéde,emplearse
como producto bifidigeno.

" . Los diversos preparadoa semipurificados o muy pu-
rificados, asociados s un régimen ordinario no bifidigeno,
adminigtrados a wn nifio en cuyas hecea el examen baeter1016~
glco no permite haller bifidus ("bifidibacterium bifidum",
"lactobacillus bifidus') hacen éﬁarecer egte germen., Ia velo-
6idad.d§Aaparicién del bifidus en las heces a partir del mo-
mento en que se administirae la preparacidn varia entre uno y
quince dias, segdin la cantidad de factor EF2 aplicado. Con
5,000 a 10,000 widades BF2 por dfe se precisa de 10 & 15
d{as para obgservar la aparicidn de bifidues en una proporcidn
moderada comprendida entre el 10 y el 40 por 100 de la flora
total. & partir de 100,000 wnidades BF2, dierias, la aparieidn
de la flora bifide es myy rdpida (de 1 a 3 dfas) y la propor-
cidn de bifidus es elevada: del 50 al 95 por 100 de la flora
total.

Todo. cuanto no. afacte, aliere, oambieAc modifique .

la esencia del procedimiento deserito, serd variable a los .

afactos de la actusl Patenta, -

NOTA,
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Se reivindios como objeto de esta Patente de inven-

oidn:

Te= Procedimiento pars 1a preparacidn de un concen-
trado de un factor bifid:’.geno, caracterizado esencialmente -
porque permite la aparacidn, el mantenimiento o la reapari-
cién de una flora bifida en log lactentes mlimentados arti-
fiocialmente, caracterizado por el hecho de que ss someie a por
lo menos dos cromatografias con resinas cambiadoras de iomnes
o con gel de dextrana un hidrolizato enzimdtico de proteina
que ocontenga aquel Factor. . |

2,- E1 propio procedimiento, segin la reivindicacidn
anterior, caraé’aerizado por la uwtilizecidn del concentrado ob-
teniﬁo por:el procedimiento descrito, para la preparacién de
un alimento artificial para lactantes.

Sean cuales fueren las circunstancias que concurran
en la esencialidad de la Patente de invencidn definida en las
anteriores reivindicacionss, cuyo objeto eg: '

3.~ "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACICN DE UN CONCEN-
TRADO DE UN FACTOR BIFIDIGENO",

' Gonsta'laAbresante iemoriaﬁde nueve hojas foliadas,
mecanografiadas por una sola cara.

. . Barcelona, {8 ENE 1967
P.A. de URSINA A,.G,,-
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