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Lo presente invencidn se refiere a nievos pro-
ductos ensimiticos proteoliticos que tienen la propiedad
furdamental de poder provocar in vivo una mejora de lz
viscosidad de los mucus, especialmente del mucus intesti-
nal, del mucus bronquial y del mucus cervicel. Ia inven-
5. cion se refiere igualuente a la preparacién J a las apli-
. - 3 K3 3 2 o I 4 2
caciones alinmenticias, vebterinarias, dieteticas y farma-

(3 N
ceuticas,
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El desarrollo constante del aumento intensivo
de los animeles en los paises industrializados, y la sow~
vera esacsez on proteinas animales en loé pafses en via
de desarrollo, hacen cada ves méds necesarios sstudios rg
feridos al aumento de la velocidad de crecimiento en los
animales y a la disminucion de su {niice de consumo.

Se ha estudiado ya recientemente la influencia
de um sdicidén en los alimenbos compuestos para los ani-
males de diferentes emnzimas ordimarias (proteoliticas,
lipol{ticas, amiloliticas) suscepiibles de facilitar la

digestion de los principales constituyentes de estos ali-

mentos (prétides, lipidos, glicidos). Se podia suponer en

efecto que eétas enzimes exdgenas, gue vienen en comple--
mento de las engimasg enﬁégenas, facilitarian 1la digestién
in vive y por consiguiente el crecimiento de los animsles.
Todos estos estudios no han condunecido hasta el momento a
resultados précticamente sdmisibles: la ligera mejora ¢
inconstancia de la velocidad de crecimiento y el {indice
de consumo que ha sido observado alguna vez, ha aparecido
finglmente muy débil en comsideracidn con el precio de
las enzimas afiadidas,

Por el contrario, la invencion sefiala uns enzi-
mas que se distinguen de las enzimas ordinarias por su ep
titud a mejorar la viscosidad del mucus intestinal, y por

lo tanto, s aumentar la velocidad de absorcidén de los
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alimentos digeridos, como por otra parte aguella de los
nedicamentos tomedos por via orsl.

La mucosa inbestinal, frégil como fodas las wue
cosas, estd protegida contra las sgresiones del medio ex—
terior por una capa de liquido viscoso: el mucus inbtesti-
nal. La viscosidad de este mucus esta relacionada con la
presencia de macromoléenlas de mucines y de mucopolisaca-
ridas que, unldas entre ellas por puentes de proteinas,
forman una estructura reticular apretada.

ElL mucus inbtestinal comstituye de esta forma una
especie de barrera protectora enfre la mucosa y el bolo
elimenticio en el curso de la digestion., Esta barrera evi-
ta a la pared intestinsl un contacto demasiado estrecho
con las gruesas moléculas de onzimas endogonas (tripsina,
quimotripsina) que provocan la digestidn de los alimentos,
pero podrian terminar por atacar la mucosa misma., Por el
contrario, esta barrera tiene que dejar filirar rdpidamen
te-las pequefias moléculas de alimentos digeridos que de=
ben traspasar esta pared intestinal para unirse a la co-
rrievte sanguinéa. Si es exceéivamenra viscoso, el macus
intestinal corre el riesgo de frenar el paso en la sangre
de los alimentos digeridos; si lo es insuficientemente,
corre el riesgo de perder su papel protector normal fren-
te de la mucosa, Se concibe entonces que estos estos dos

estados opuestos, un 6ptimo de viscosidad se estaliljce




raranente.

Por lo %anbto, la invencidn estd prscisamente
‘ basada en las dos sorpfendenﬁes conprobaciones que gi.
guens
5. ' A - Es posible fabricar indusirialmente por fermen
tacidn enzimas proteoliticas capaces de conferir in vivo
el mucus inbestinal el mdximo de viscosidad en cuestidn,
Dadas por via oral, es decir, practicamente sfiadidas en
los elimentos y/0 en el agua de la bebida, estas enzimas
10, provocan una reduccion deberminada ¥ reversible de la vig
cosidad del mucus inbtesitinel, y por consiguiente un aunen
to selectivo de la velocidad de absorcidn para los alimen
tos dlgeridos, como por otra parte para los msdicamentos
que serien dados por via oral, al mismo tiempo que estas
15. enzimas o inmediatemente despuds de ellas,

Las enzimas proteoliticas ordimarias, que han
sido ya ensayadas sin éxito en alimentacidn animel, tie-
nen por el contrario sobre la viscosidad del mucus intes-
tinal una accion bien insuficiente o bion excesiva, En el

20, primer caso, la velocidad de sbsorcidn a través de la Pa-
red intestinal queda sin cambio, En el segundo caso, la
accidn excesiva de la enzima, como también cualquier otra
accién.irritanxe, provoca una brusca descargas en el inbeg
tino del comtenido de las gldndulas de mucus, con reforma\

, \
25, acelerada del contenido de estas glandulasj;esta indeseable*z

\
.\

\
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hipersecrecidén reaccional de mucus, que aparsce notable-

mexmbe por un simple examen visual de la pared intestinal
de los animeles a los que se¢ ha hecho laAauptosia, es com
parable a la indeseable hipersecrecidn reaccional de scbo
provocada por un champﬁ demasiado detergente.

La existencia de enzimas protecliticas capaces
de mejorar la viscosidad del mucus inbestinal, es decir,
capaces de reducir notablemente esta viscosidad sin peli-
gro de hipersecrecidn reaccional, no era evidenbe a priori,
B~ De esta mejora de la viscosidad del mucus, y por
consiguiente, de este aumento de la velocided de absorcion
para los alimentos digeridos, resultariz un aumento de la
velocidad de crecimiento de los animales y una dismimncion
de su indice de consumo,

Esta Qltime consecuencia no era evidente.

En efecto, dada la longitud del trinsito intes-
tinal, los alimentos terminan siempre por ser complebanen~
tgﬁgbsorbidos, ¥y la experiencia muestra que no queda nor-
malmente en los excrementos que residwos sin valor alimens
ticio apreciable, Sin embargo, esta absorcion completa no
e un criterio suficiente de utilizacidn Optima de los ali
mentos, Sin duda se podia suponer que era conveniente que
la sangre contenga simulténeemente y en concan#racién sufi
ciemte todos los factores de la sintesis anabolicae. Pero,

solo la experiencia podia confirmar la ley siguiente, no \\‘

-
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evidente a priori; pars acelerar al méximo la velocidad
de crecimiento, es preferible obtener unz concentracidn
sanguinea méxima de los alimentos digeridos durante un
tiempo relativemente corto, antes que una concendracidn
media duranﬁe un tiempo nés large, incluso si en los dos
casos la cantided total de alimentos pasados en la san-
gre es finalmente la mismz.

Los productos enzimdticos segin la inmvencidn,
capaces de provocar in vive una mejora adecuads del nmucus
estén caracterizados de una parte por comparacidn de su
accion in vitro sobre el mucus intestinal con las de dos
enzimes proteoliticas de accidn mejorante naturel: la
tripsine y la quimotripsina, dicha comparacidn siendo
efectuada segﬁn la prueba de la reduccidn debermirada de
la viscosidad (en abréviatﬁra prueba RV) y, por ctra par
te su intensidad frente a los inhibidores tripsicos, esta
$1tina comdicidn asegursendo una accidn in vivo.

.. Mas precisamente la reduccion de la viscosidad
del mucus intestinal por los mencionados productos enzimd
ticos debe estar comprendida en & 5 5% aproximadamente con
relacion a la viscosidad del mencionado mucus no tratado,
entre los valores de la reduccidn de viscosidad debidos a
la tripsina y a la quimotripsina, es decir, respectivemen
te entre 60 £ 5 =65 % y 40 - 5 = 35 9% con relacidn a la

viscosided .del mencionado muous no tratado, en las conli-
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ciones definidas mis adelante.

Segin vna caracteristica de la inveneidn, la
reduceldn in vitre de la viscosidad del ﬁucus intestinal
debide 2 los mencionados productos enzimaticos estd exac
tamente comprendida entre las debidas a la tripsina y a
la quimotripsina (60 ~ 40 %).

Bl procedimiento segun la imvencidn, por fermen
tacidn de microorganismos productores de enszimas proteoli
ticas estd ignalmente basada sobre la prueba WV, estando
parada la fermentacidn desde gque las susbancias enzipdti-
cas elaboradas, dan un porcentaje con relacion a la visco
sidad del mencionado mucus no tratado, una reduccida de
la mencionada viscosidad igual o menos enbtre a debido a
la quimotripsina disminu{da de 5 % y ademds a la de la
tripsina aumentada de 5 % (los porcentajes estén siempre
valorados con relacidn a la viscosidad del mencionado pu-
cus no tratado). El citado procedimiento comprenie igual~
nmente los tratamientos necesarios para purificar los pro-

ductos obtenidos desde que estos wltimos se han revelado

insensibles a los inhibidores tripsicos,

Los microorganismos productores. son seleccions-—
dos vor medio de los que Gan productos enzimaticos y que
resporden a dos cordiciones: Prucba RIV positiva e insen~
sibilizeda a-los inhibidores tripsicos. HMediante los mi-

croorganismos que convienen, el inventor esté particular-

,y o
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memte més inberesado en los hongos del género Streptomfces

¥ de la especie fradiae, Este hecho no puede ser conside-
rado como limitativo en razon del gran mimero de microor-
ganismos susceptibles de convenir,

A - Deseripeion de la prueba RJLV,

a) DPreparecion del producto enzimdbico a estudiar.

Se hece fermenmtar segin las técnicas clisicas un
microorganismo producienio en cantidades notables megzelas
de enzimas protecliticas. Al final de la fermentacidn, el
medio estd filtrado, concentrado, liofiligzado o atomizado:
se obtiene as{ un producto enzimético bruto; o de preferen
cia, despuds de la filtracidén y concentracidn, el producto
obtenido por precipitaciodn con sulfato de amonio y secado
en el vacio, se obtiene asi un producto enzimatico parcial
mente purificado que, segin la téenica clésica de Ansom,
debe dosificar por lo menos 1.0C0 unidades por mg.

Una unidad Ansom (o en abreviatura U.A.) estd
aqui definida como la cantidad de enzima gue, incubada du-
remte 10 mimtos a 259C a pH 7,5 en presencia de hemoglo=
bina desnaturalizada, libera de esta substrate el equiva-
lente de 1 p g de tirosina, determinado por absorcidn fo-
tométrica a 280 j sobre el filtrado no precipitable al dei
do tricloroacstico.

.

b) Medida, \

Se utiliza como substrato del mucus de ternera o

i

.

\

A
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de cerdo., Immediutamente despuds del sescrificio del ani-

mal con dieta desde 24 horas, se elimina a partir del es
tomago 3 secciones sucesivas del intestine alrededor de

1 metro cada una. Se liga una extremidas, y por presion
suave, se hace salir de la otra extremidad el mucus supor
ficial que se elimina; immediatamente por presion fuerte
o por raspadura de la pared intestinal anteriormente fun-
dida, se recoge el mucus profundo, del cusl se separa la
fase soluble por lavado con 3 volumenss de agua seguido
de cemtrifugacion. Se recoge de media 50 ml de mucus insg -
luble por amimal; este mucus puede ser comservado varios
dfas a - 209C, o utilizado inmedimbamente para los estu-
dios viscosimétricos.

Se utiliza por estos estudios el microviscosi-
metro cono~bandeja de Brookfield que permite trabajar so-
bre 1 g de mucus insoluble. La velocidad angular del cono
novil estd regulada gemsralmente a 12 r/mn y la tenperatu
ra.a 372C. Una escala graduada de 0 a 100 permite determi
nar la Qiscosidad relativa por lecturs directz. Con solo
el mucus se regula el indice sobre 100, después se aflade
0,1 ml de una solucidén tamponada a pH 7,5 que contiene el
producto enzimdtico a estudiar, Si este producto es acti-
vo, la viscosidad baja rapidamente y se puede registrar
la curva de reduccion de la viscosidad en funcidn del tiem

3\
K] - - (3 - 3 A
po. Las enzimas de referencia tripsina, quimotripsina son
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utilizadas de preferencia bajo forms altamente purifica—

da, denominando respectivamente 16,000 ¥y 20,000 U.A./mg.
Provocan sobre el mucus una reduccidn de viscosided que
alcgnza un rellano de, por lo menos, 30 mn,'de tal forms
que la duracion de un emsayo puede ser fijada a 30 mn,
Para unz concentracion de 50 U.A. por gramo de mucus, es
‘tas enzimas provocan una reduccion de viscosidad de 20 %3
para ura concentracidn 5 veces superior, por ejemplo, de
250 U.A. por g de mucvs, provecan une reduccidn de visco—
sidad que es generalmenie de 60 y 40 % respectivamente.
El mucus de ternera o de cerdo varia por otra parte de un
amimal a otro, de tal manera que estos resultados pueden
variar segin la muestra de mucus utilizada; i se obtiersn
resultados demasiado alejados de los valores precedentes,
se puede bien elimlrar la muestra de mucus, bien tratarlo
por precipitacidn fraccionada y puesta en suspensidn, de
maners que se puedan lograr aproximademente estos valores.
. Con tal mnuestra de mucus, se determina la redug
cion de viscosidad provocsda por 250 U.A. del producto en
zimatico a estudiar por 1 g dé mucus. Si esta reduccidn
estd comprendida de preferencia entre 40 y 60 %, y mis ge
neralmente entre 35 y 65 %, el producto enzimatico estd
seleccionado como satisfactorio a la prueba RV, y por
lo tanto, como capez de provocar la mejora buscada de la

viscosidad del mucus.
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La accidn de las enzimas sobre el mucus estd
ilustrada en la figura 1 gque da en funcidn del ¥iempo
(en mn) en abeisas el porcentaje de reduccidén en ordena-
das. Esta figura muestra las curvas obtenidas con la trip-
sina (curva nf 1) y la quimotripsina (curva ng 2), con na
enzima que no satisface la prueba R.M.V. por defecto (pa~
refina curva n? 3) con una enzima que satisface exactamen

te la prueba R.M.V. (enzima de Streptomvess fradiae lote

2, curva nf 4) en fin con una enzima que no satisface la

prueba R.M.F. por exceso (enzima de Bacilus subtilis, cuxr

va n? 5, Los resultados obtenidos por la utilizacidn de es
tas enzimas en alimentacidn animal estan por otra parte
descritos mds adelante (ejemplo 1).

¢) Modo de accidn - Caracterizacidn indirecta.

Si ciertos productos enzimébicos provecan asi
una reduccion determinada de la viscosidad del mcus, es
porque tienen une aceion determinada sobre las proteinas,
que. en el mucus, forman puentes entre las macromoléculas
de mueinas y de mucopoolisacaridos. De tales productos se
derivan lssproteinas hasta el estado polipeptidas sin ir
sistematicamente hasta el estado dcidos aminados,

Esta observacidn permite recomocer imdirectamen
te Llos productos que satisfacen la prueba R.M.V,; éstos

son los productos que degradan las proteimas del mucus, ¥
\

por extensidn algunas otras proteinas, formando polipep~

M.

——
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tidos cuyo4tamaﬁo medio 63 comparable a la de los polipep-
tidos obtenidos por accidn Ge la tripsina y la quimotrip-
sina sobre estas mismas proteinss.

El procedimiento directo y el procedimiento in-
directo de reconocimiento de los productos que satisfacen

la prueba HMV dan resulfados que, sin ser eumberamente jdén

ticos, son sin embargo, ampliamente concordauntes; se po-

drén entonces seleccionsr estos productos por uno o por

otro de estos procedimientos.

B - Especificacion de la vprueba V.

La seleccidn por la prueba RV es una de las con
diciones esenciales que deben cumplir los productos enzimé
ticos ubilizables segin la iwvencidn. Otra de las condicio
nes, que se vers mds édelante (ejemplo 1), es que estos
productos sean practicamente insensibles 4 los inhibidores
tripsicos,

, que

Los productos enzimdticos/satisfacen la prueba
RV- son ya una pequefia minor{a cara a la gran mayoria de
los produetos que no setisfacen ests prueba, bien por de-
fecto, bien por exceso. Los productos que satisfacen la
prueba RMV y que por otra parte son pricticamente insensi.-
bles a los inhibidores tripsicos, constituyen por lo tan-
0, una minorfa ain mas reducida. .

La-doble condicion precedente puede ser llamads,

. N\
caracteristica. En efecto, asi como lo veremos nis adelante",
e \
3y
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en un ejemplo particular (ejemplo 1), la experienﬁia mues
tra que los productos enzimdticos que tiensu esta doble
corndicion ticnmen ung influencia Tavorable sobre el creci-
micnto de los animales, y mas generalmente una eficacia
real en las composiclones alimenticias, dietéticas y far-
macéuticas segin la invencidn. Inversamewte, asi como lo
vercmos en el mismo ejemplo, los productos que no cumplen
esta doble condicidn tienen sobre el crscimiento de los
anizales una influencia desfaverable, mila o ligera ¢ in-
constante; esta influencia‘es, por lo tanto, del mismo or
den que la de los productos enzimaticos ya propucstos en
alimentacidn animal antes de la invencidén, y que nc han
podido finalmente imponerse en ¢l mercado en razon de la
mediocridad de los resultados obtenidos,

El gran interés de uma seleccidn de productos
enzimaticos por el procedimiento de la doble conlicidn
caracteristica precedente es que permite reconocer, de
una forma préctica, ripida y eficaz, los productos sus-
ceptibles de convenir gl fin perseguido con una probabili
dad de éxito enmormemente grande, Esta seleccidn previa evi
ta largas y costosas experiencias en importantes series
de animales, que han sido probadas, pero que no han condu
cido hasta agul mds que a resultados imvsuficientes para
ser utilizados en la practica.

Ta presente seleccion de productos enzimdticos

o~




5.

10,

15.

20,

25,

w 14

376787

segin la prueba RV no difiere apenas de la descrita en

-

la especificacidn britdnica provisional n? 9619 del 21,2.069
que consistia en comparar el producto enzimdtico consigo
mismo por medio de dos conceniraciounes diferentes. EL pro-
ducto satisfactorio debie tener sobre el mucus intestinml
unz secidn que no aumentase mas gue debilmente con el aue
nento de la concentracidn. Asig pors ung concentracion 5
veces superior a la gque provoca en 60 mn una reduccidn de
viscosidad Ge 20 % la reduccidn debia estar compreniida
de preferencia entre 40 y 60 %. Este método tenia el incon
veniente de exigir la determiumcidn previa, por aproxima-
ciones sucesivas, de la concentracion provocendo una reduc
¢idn de 20 %, ahora bien, esta determinacidn era relativa
mente imprecisa para ﬁal valor de le reduccidn de la vis-
cosidad, |

El método de seleccidn amctual que consiste en
comparar directamente in vitro el producto enzimatico con
le, tripsina y la quimotripsina da resultedos tanbo mis s¢
guros cuanto maés equivalentes sean.

Para preparar productos enzimdticos conforme a

la invencidén se ha tenido en cuenba dos fuentes de Strep-—

tomyces fradise (n? 1998 y n? 2019 de le coleceidn del Mu
Seo Nacionsl de Historia Nacional de Paris),
Por las téenicas clésicas de fermentacidn, se

A\

pone en cultivo una de las fuentes en un medio de produc- K
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cion industrial cuye composicion en g/l de media es la

siguiente: harina de soja 30 g/l, glucosa 30 g/1, fosfato
2 LA 3 a ~ /

dipotésico 0,8 g/1, carbomto de caleis 10 g/1; pH 7,0.

Ia temperatura esté fijade a 28¢C y la aireacién a 0,3 vo

lumen de aire inerte por volumen del medio ¥ por minuto.

En estas condiciones, el Streptouvees Tradice

no produce antibidticos y produce por el countrario, pox
lo menos, 5 proveasas y 2 peptidasas. Estes diferentes
enzimss no pusden ser puestas en evidencia mas que por
largas técnicas analiticas impracticables en rutina, sin
embarge, ea necesario evitar en lo posible la Formacidn
de clertas de estas ensimas y nobablemente peptidasas gque
en concentraciones importamtes son nstamente indessables.
Pero lo esencial es que la mezecla enzimstica obtenids so-
tisfaga la prueba RMV gque es una ejecucidn répida y pusde
por lo tanto, ser adaptada a la rubing industrial,

En genersl, esta mezela enzimdtica no satisface
por defecto la prueba WV en el comisnzo de la fermenta-
cion, satisface la prueba RV, en la mitad de la fermen-
tacidn, Utilizando el método deserito anteriormente, se
para la fermentacion cuendo la accidn del mucus de la mez
cla enzim$tica obtenido comienza a traspasar la de la qui
motripsina, sin alcanzar sun la de la tripsina. Esta durg
cion de la fermentacidn pusde variar de una fabricacidn a

« ! . : . .
obra, en funcion de variaciones minimas y practicamente
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incontrolables de las condicionss de lz fermeniacion; ese

ta Quracion quede, Sin embarge, comprexdida gensralmente
entre 60 y 84 h, y la dosificacidn total del medio fermen
tado es generalmente cercada z 3,000 UOA/ml;

Por las técmicas clisicas de extraceidn, pero
siempre bajo el coutrol de la pruebs KV se prepera &
partir de ests mefio fermentado los productos siguientes:

PRODUCTOS A : el medio fermentado filtrado estd corcen—.

trado en vacio; se obtiene un producto enzimdtico bruto

1iguido en dosificacion de, por lo menos, 50.000 U.h./mL.

PRODUSTO B : 4 partir de un producto A, por abomizacion,
se obtiene un producto enzimatico bruto, sdlide en dosifi
cacién de, por lo monos, 100 U.A./ng.

PRODUCTO C : A partir de un producto &, por precipitacidn
salina (sulfato de amonio) y sscado en vacio, se obtiene
un producto enzimdtico parcialmente purificado en dosifi-

cacidn de, por lo menos, 1.000 U.A./nmg.

PRODUCTIO D : A partir de un producto A, por una serie de
precipitaciones con sulfato de amonio y disolventes espe-
cialuente la acetona seguidos de puesta en solucidn, y por
secado en vacio del precipitado finsl, se obbiene un PrO--
ducto enzimftico mediansmente purificado en dosificacidn
de, por lo menos; 10,000 U.A./mg y presentando una mono-
dispersion relativa electroforética de la actividad enzi-

—_—

matica.,
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PRODUCIO E ¢ A partir de un preducto D por electrofore-

&is, en fase liquida, o cromatografia zobre columna, dia-
lisis y liofilizacién, 88 separa la enzima predominanio
bajo forma altamente purificada en dosificacidn de, por
lo menos 50.000 U.A./mg y preseuntanio unz monodispersién
electroforética absoluta.,

Todos estos productos satisfacen por definicion
la prusba RMV. Para ser utilizados segun la invencidn, dg
ben ser adn précticamente insensibles & los inhibidores
tripsicos, como se vera mas edelante (sjemplo 1). Ia expe
riencia muestra que este es el caso de los productos pre~
cedontes, Estos productos constituyen en consecuencia un
grupo particular de producios enzimaticos utilizebles se-
gun la invercidn. Por otra parte, siempre por la puesta
en praciica de la prueba RV, otros grupos particulares de
productos enzimdticos utilizables segin la invencion puee
den ser obtenidos & partir de otros Streptomyces adends del
fradiase, o a partir de microorganismos pertenccientes a
otros géneros, especialmente al género Bacillus.

Los produétos A, B o 0 definidos anteriormente
son wtilizables para la preparacion Ge compuestos alimer-
ticios para animeles que podran ser formulados sobre la
base de los ejeuplos siguientes:

A - ZTjemplos -en retes, -

EJEMPIO 1 -~  Ratas que reciben un alimento de Mc Collum.
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4 N . . . 4
La composiclon de este alimento es la giguien-

tes amicar 60 %, harina de trigo 12 %, caseina 18 %, le-
vadura 3 %, sebo 3 %, sales de Mc Collum 4 $.

Ratas blancas albinss, de tres semanas ¥y pessie
do alrededor de 40 g, Se reparien a razodn de 5 nachos o b
hembras por jaula; reciben el alimento a voluntad, asi. co
mo el agua para bebida; se pesan individualmente 2 veces
por semans durante 3 semanas, el crecimiento cotidiano me
dio es embonces delberminado entre grupes de 10 animales
(5 machos y 5 hembras).

El grupo testigo recibe el glimento de Me Collun.

Tos grupos cxperimentales reciben el nismo alimepn
to complementado con enzimes, bien en una dosis de 100 UA/z,
bien en una dosis de 1.000 UA/g. Admitiento que uns rakta en
crecimiento consume por dfa el 1/10 de su pesc en alimento
(bien 10 g de alimentos por dia, para una rata de 100 g) es
tas dosis corresponden respectivamente a 10.0C00 y 100.000
U."A}jaor kg, de peso vivo y por dia,

las enzimas utilizadas son aguellas en gue la ag
cion sobre el mucus estd ilustrada en la figura 1. Otra en

zima S.F. lote 2 (3.F. = Streptomyces fradias) que provoca

sobre el mucus una reduccidn de viscosidad de 50 %, han
utilizado las enzimas S.F. lote 1 y S.F. lote 3 que provo-

can sobre el mucus una reduccidn de viscosidad de 40 y 605 °

N\

respectivamente. Estos lotes satisfacen la-prueba RHV to- \

A
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nados en el sentido mds amplic, ya que provecan aua reduc-
cidn de viscosidad comprendide entre 35 y 65 %, pero mole~
mente el lote 2 satisface le prueba KV en sentido estric.
to preferido normalmente. Bstos 3 lotes cofre6ponden al
producto C indicade anteriormente y denominado alrededor
de 2.000 U.A./ng. |

Los resultados obtenidos estan dado por la to-

bla I.
TABLA T.

Inflvencia de las enzimes sobre la reduccidn de
viscosidad del mueus (segin prueba RUV) y sobre el crsci-
miento de les ratas,

Crecimiento de las ratas

Hoturaleza - Reduccionde Sin enzima Con 100 UA  Con 1.000 UA

@%Ziii- viscosided g/dia gg§m§n§g gg;ﬁgﬁmge
# g/aia % g/dda &
0 2,85

Papaina - 30 2,85 100 2,85 100
SF Lote 1 40 3,45 121 3,40 119
SP Lote 2 50 4,15 145 4,05 142
SF Lote 3 60 3,25 114 2,95 103
B.S, 80 3,00 105 2,40 84

SF:  enzima de Streptomyces fradiae

BS: enzima de Bacillus subtilis

e
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La enzima ST lote 2 cuya accidn sobre el mucus
esté exactamente comprendida entre la de la tripsine y de
la quimotripsina (reduccidn de viccosidad : 50 ¢) provoca
un aumento de la velocidad de crecimiento de las ratas con
prendido ewtre 40 y 45 % vara las 2 dosis utilizadas.

Para la enzima SF lote 1 cuya accidn sobre el
micus es comparable a la de la quimotropsins, (reduccidn
de viscosidad : 40 %) este sumento es mds débil, pero que-
da cerca de 20 % para las dos dosis utilizadas.

Para la enzima SF lote 3 cuya accidn sobre el my
cus es comparable a la de la tripsine (reduceidn de visoow
sidad : 60 %) este aumento es ain de 14 % en Qosis Aébil,
pero se vuelve casi mulo con una fuerte dosis,

Asi como los lotes de enzimas de SF que satisfg
cen de forma inigusl la prueba RV, tienen una influencia
favérable inigual sobre el crecimiento de las ratas,

Por otra parte, cuando se pone en fermentacidn
un”SP sin aplicar el procedimiento de fabricacidn segin
la invenci¢n, se obbtiens generalmente lotes de enzimas
que no satisfacen la prueba RV por exceso, y que tiens
sobre el crecimiento de las retas una influencia netamen-
te desfavorable.

La papaina que no satisface la prucba RV por
defecto no tiene influencia sobre el crecimiento de lasrt\

ratas.

v
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'
Une enzima de Bacillus subtilis que no sabtisfow

ce la prueba RV por exceso, presenta con dosis &ébil uns
ligera influencia favorable sobreel crecimiewtc de las ra
tas, pero esta influencia es inconstante; por otra parte,
con desis fuerte, se vuelve nstamente desfavorable. IZn la
avptosia, la pared inbtestinel de las ratas que han recibi
do esta fuerte dosis muestra 2 simple viste signos cviden
tes de une hipersecrecidn de mucus que sirve para expli-

car la dismimucion del crecimiento observado.

En fin, la tripsina § la quinotripsina provocan
un ligerc e inconstante aumento de la velocidad de creci
miento de las ratas, que queda siempre inferior & 10 %.
Estas enzimas pancredticas que, in vitro tienen siempre
sobre el mueus una accion comparable & la de las enzimas
SF lotes 1, 2 y 3, tiene por lo tanto, in vive sobre el
crecimiento de las ratas una acedldén netamente inferior.
Tsta anomalia puede explicarse del hecho de que la tripsi
na’ y la quimotripsina en exceso son susceptibles do ser
bloqueadas in viveo por los inhibicores tripsicos enﬁégencs,
tales como el ivhibidor pancreatico de Kunitz; por el con~
trario, la enzime predominanie en los lotes 1, 2 y 3 obte-
nidos a partir de Streptomyces fradiace es précticamente in
sensible a este irhibidor, de la misma manera que es pric-
ticamente inééhsible a los inhibidores exégenos, tales co-

mo el irhibidor de soja.
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BIEMPIO IT - 1

Ratas que reciben un alimento rico en protelinas
de soja.

Tate allmento, normalmente utilizado para el cre
cimiento de los pollos, tiene la composit_:ién siguiente:
harine de maiz 60 %, harina de soja 33 %, compuesio ming-
ral y vitem{nico 4 %. Bl ensayo se efectua sobre grupos
de 10 ratas machos, en las mismas condicionss gensrales
que en el ensayo precedente.

El grupo testigo tlene un crecimiento medio de
5,25 g/dia.

“ El grupo experimental 1 que recibe el mismo ali
mento suplementario en enzima SF lote 2 en la dosis de
1,000 UA/8 (lo que corresporie a alrededor de 100,000 UA
por kg de peso vivo ¥y por dfa) tiene el mismo crecimiento

medio disrio.

El grupo experimental 2 que recibe ol mismo ali

mento, pero recibe agua para beber en ls que se ha disuel

to la enzima ST lote 2 on una dosis de 500 UA/ul (lo que
corresponde igualmente a alrededor de 100,000 UA por kg
de peso vivo y por dfa) tiene un crecimiento medio de 7,3
g/dfa, que estd por comsigniente sumentado en 39 %.

El fracaso observado por el grupo experimentsl
1 no ha sido-debido a la presencia on la soja del irnhibi~

dor tripsico de Northrop, ya que este inhibidor habia sido




10,

15.

20,

254

376787

destruido por el itratamiento termicoe efectuado normalmnen
te por el proveador de esta msteria prima. Este fracaso
es mas bien debido al hecho de que la enzima 5 parece tensr
una afinidad particular por laz proteinss de soja, las
que cuando se afieden en ¢l alimento en concentracidn ele-
vada, pueden capbar la totalidad de la euzima; desde csue

.

nomento, esta enzima no podzé chuar mas sobre las proted
s del mucus cuya vis dad n

serd ya reducida. Pero

81 se afiade la enzima en &l agua de la bebida en lugar de
afiadirls en el alimento, esta captaoién serd evitada on
parte, de donde el éxito obtenido con el grupo experimen—
tal 2. Bs por lo tanto preferible en general afiadir la en
zima en el agua de la bebida; la experienoia muestra por
otre parte que la estabilidad de la enzima en solucidn es
suficiente para que este modo de administracidn sea pPrac-
ticable en las criaznzas industriales.

EJEMPIO TTT -~

s Trabajos sobre asa intestinal solitaria,

Esfos trabajos tienen por objeto poner en evi-
dencia directamente el aumento de la velocidad de absor—
cion de los alimentos a través de la pared intestinal.

Se opera c¢on c¢inco ratas que han estado a digta
durante 24 horas, pesando alrededor de 150 g y anestesia-
das con uretano. Después de abrir la cavidad abdominal,

ge aisla alrededor de 10 cm de ileén, estando cada extre~
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midad puesta en comunicacion con el exterior; se lava el
ileon, despuds se inmbtrcduce 0,5 ml de una solucidn de hi-
drolisato de caseina contemiendo 2.5 mg de nitrégeno. Se
deja la solucidn en el iledn durante 10 mn despuds se re-
coge y se introduce upe solucidn de enjuagado que se reco

ge ipuelmente; se valora sl nitrégeno residual on las 80«

i3

luciones asi recogidas, In la misma rata, se vuelve a ha-

cer el mismo ensayo ilunbtroduvciendo previamente 0,05 ml

ft

e
wna solucidn con 0,5 mg/ml de enzimas SF lote 2, alrede-
dor de 50 U.A.

Se observa que el porcentaje de nitrogeno absor
bido var{a mucho de un animal a otro en los emsayos testl
go sin enzimé ¥y que tiene uns media de 5 %i en los enve-~
yos experimsniales este porcenﬁéje s nenos variable Yy es
micho mds elevado ya que alcanze una medie de 17 %.

Por esta‘misma téonica, se puele estudiar la vg
locidad de absorcion de los otros alimentos, y su aumenio
eventual bajo la influencia de la enzima. Se observa que

este aumento es en general més grande para los protidos

’ (3 v .
ue para los glucidos o los 1ipidos. El aunerio de la Ve~
que p D

locidad de crecimiento por encima debe haoefse, por lo

tanto, en beneficlo de los tejidos musculares del animal
antes que ewn beneficio de las sustancias de reserva; se
puede, por lo.tanto, decir que el crecimiento del animal

se mejora no solo en cantidad, sino también en calidad.
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Por esta misma téemicm, se puede ignelme
08

tudiar la velocided de_abso:cién de los medicamentos, cu-
yo paso a través de la pared intestinal puede por otra
parte estar o no bajo la dependencia de un transportador
especifico. Se observa que esba velocidad e ahsorcidn es
en general aumentada por la eunzima, pero de forma inigual
simuiendo los medicanmentos,

B - . Pruchas en pollos,

EJENPIO TV -~

Pollos criados solos.

Unos pollos machos de la raza Arbor-Acres pri-
meranente son oriados todos juntos y reciben el misuo ali
mento de euntrada. Con un tiempo ds 12 dfas, se reparten
en 4 grapos de 25 teniendo el mismo peso medio (124 g) ¥
la misma desviacioén standard (3,28).

El grupo testigo 1 recibe un alimento a base de
maiz y de soja con una concenmiracidn débil de proteinas
(16%). Al fin del ensayo con un tiempo de 56 dfas, después
de 46 afas de ensayo, el peso medic es de 1,430 g y el in~
dice de comsumo (relacionando el peso de alimenrto consiwmi-
do al peso de los animales) es de 2,30.

Bl grupo experimental 1 recibe el mismo alimen-
t0 suplementado por 4 &/Xg del producto B definido ante-
riormente, con una dosis de 100 U.A./mg; la dosis de enzi-
ma es asi de 400 UA/kg de alimento, lo que corresponde &

v
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alradedor de 40.000 UA/kg de peso vivo y por afa) 41 ter-
minar el ensayo, el peso medic es de 1,553 (+ 8%) y el in
dice de consumo de 2,15 (=T %).

El grupo testigo 2 recibe un alimento o hage de

. 3 . 4 -
mefz y soja, teniendo una concembracidén normal en protoi-

nas (22 %). Al terminar el ensayo, el peso medio es de
1,772 & (+ 6 ) y el {ndlce de consumo de 1,98 (- 5 ).
BJEMPIO V -

Pollos criados en bateria.

ELl ensayo comporte sn 2 lobes alrededor de
6.000 pollos de la raza Veuguard-Garrison ocriades en ba-
teria, Elnlotp testigo recibe en forma de harina un alimen
to comercial a base de soja y de maiz en el cual se encuen
tra mediante andlisis un 21% de proteinas y 5 % de 1fpidos;
este alimento estd garemtizado de contener 8 mg/kg Ge peni
cilina~procaina y 25 mg/kg de tetraciclina, El lote experi
mental recibe el mismo alimento suplementado por 400 mz/kg
del. producto C definido anteriormente, dosificado en 2,000
U.A./mg; la dosis de enzima es asi de 800 UA por kg de ali
mento, 10 que corresponde a alrededor de 80,000 UL/kg de
peso vivo por dfa.

En el dfa 30 del ensayo, los pollos tienen apa-

rentemente el mismo desarrollq en los dos lotes, pero cada
pollo ha consumido de media 1,080 g de alimento en el lote

testigo y solamente 903 g en el lote experimental, de donde
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se deduce que hay una ecomouia de alrededor 16 % del oli-

nento.

4 partir de 40 dfae, se desarrollas en el conjun
to de la crianza una epidemia a la que el lote experimen~
tal resiste mucho mejor.

Al ferminar el emsayo a los 60 dfas, la mortali
dad es de 5 % para el lote testigo y solo de 1,6 % pars
el lote experimental.

Los pesos medios son de 1,346 g v 1,319 g res-
peclivamente. Esta pequelia diferencia, por lo menos, en
el grupo experimental se explica por el hecho que, en ea-—
te lote, unos animsles débiles de constitucidn han sobre-
vivido, habiendo muertc probvablemente con ia ausencia de
la enzina. -

Los indices de comsumo son de 2,8 y de 2,63 res
pectivamente, de donde se dsduce una economfa de 6,5 % en
¢l alimento para el lote experimental.

e Ensayo de control: Al principioc del ensayo prin-
cipal, se descuenta en cada lote vn grupo de 25 pollos que
son erisdos en solitario en un local separado donde las
condiciones higiénicas son mejores. La morbalidad es nula
para estos grupos. Los pesos medios son de 1,603 g para el
grapo testigo; y de 1,746 g (L 9 %) para el grupo experi-
meatal. Los fndices de consumo son de 2,68 y de 2,41 (~107)

respectivamente,
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EJRMPLO VI Repeticion del Zjemplo V.,

Sin embargo, el ejexplo V corresponde & un ensg
yo efectuado en pleno verano con un gran ¢alor con el que
los animales han sufrido visiblemente, mientiras qus el
ejemplo VI corresponie a un ensayo efectuado en otofio en
unas condiclones olimatolégicas nés normales.

Al terminar el ensayo despuds de 60 dfas, las
mortelidades son de 7,9 % para el lote testigo y de 4,8 ¢
para el lote experiumental. ’

Los pesos medios son de 1,338 g y de 1,356 g
respectivamente. '

Observacidn,

Estos ensayos sobre pollos han sido efectunados
antes de haber sospechado el riesgo de captacion de la en
zima por las proteinas de sdja, ¥y de haberlo remediado
por adicidn de la enzima en el agua de la bebida, como en
6l ejemplo II. Se puede obtener sobre pollos resultados
micho mejores, y notablemente aumentos en la velocidad de
crecimiento comparables a las'obserVadas en el ejemplo I
(+ 39 %), afladiendo la enzima en el agua de la bebida en
vez Qe sfiadirle en el alimento,

¢ - Tnsayos en terneras.

En este caso particular, ademds de su accidn
. . oo . . . P,
principal sobre el mucus intestinal, un producto enzimati

o . .7 . . 7 . 2
0, segun la invencion, puede ejercer tambien unz accion
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no desprecisble sobre el mismo alimewbto. En efecto, enire
el momento en que la leche reconstituida & partir de leche
en polvo se eleva a 37¢C, y el momento en que es consuwmida
por loz terneros, pasa normalmenie alrededor de 1/2 hora,
Eefa duracidn es suficicnte para que, en nmedio 1{quido a
37¢C, las probeinas de la leche sean degradadss parcicl-
mente por el producto enzimatico, lo que comsribuye tam-
bidn en cierta forma a mejorar globalmente el crecimieuto
de los terneros.

Los gjemplos V y VI mucstran que en la criauza
en granja industrigl, la mortalilad es netamente descen-
dide en los lobtes experimentales y esta congtatacion pue-
de recibir diferentes interpretaciones. ‘

En particular, se sabe gue 102 microorganismos
patégenos son normalmente abundantes en la capa profunia
de mucust, y que los coccidios U otros pardsitos comtribu-~
yen amemdo a la formacidn de criptas intestinales donde
se-alojen; cuando estos microorganlsmos, estos coccidios
o estos pardsitos son envuelitos en un mucus demasiado vis—
coso, pusden escapar a la accién de los antibiéticos,anﬁog
ccidios o amtipardsitos normalmente afiadidos en los alimen
tos. Las enzimas capaces de provocar ung reduccion determi
nada de la viscosidad del mucus intestinal pueden teusry,
por lo tanto, un efecto activador sobre los autibidbicos,

los ambicoceidios y los antipardsitos; asi puede explicarse
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on parte la dismimicion de mortalidad obs

lotes experimentales., Los productos enziméticos, segin la
invencidn, pueden por lo tanto, permitir una reduccidn do
la desis de los antibidbicos, de los anticoccidios v dp
los entiparasitos normelmexte sfiadidos en los alimentos
compuestos para los animeles, sin Gismimeidn de la PLCm
teceidn asegurada por estos bres tipos de productos.

Por otra parte, los productos enzimdticos, segin
la invencidn, permiten aumentar la velocidad de absoreidn
a travées de la pared intestinal de clertos medicamentos ve
terinarios, asi{ que se puede poner en evidencia por la tég
nica escrita en el ejemplo III,

V Estos productos son, por lo tanto, utilizables
para la preparacidn de diferentes composiciones veteri-
narias.,

Los compuestos alimexmbticlos pare los snimsles
comprenien en asociacion con un excipiente fisioldgicamen
te-aceptable, por lo menos, uno de los productos A, B o C.
Son administrados on uma dosis de 1.000 e 20,000 UA por
kg de peso corporal y por dia. Por excipiente se entierde
bien loé solidos, tales como la lactosa, bien los disol-
ventes, bien aun los envolventes que proftegen los produc-—
tos enzimdticos antes de su utilizacidn,

Las -composiciones veberinarias actuanio al ni- -

vel del mmcus intestinal para facilitar la absorcidn de  \
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los nmediceamentos conbtiene, por lo menos, unc de 108 Pre-
ductos A, B o C y son sdministradas en una dosis de
5,000 & 200.000 Uh/kg de peso corporal ¥y por Gia.

La forma de admirvdistrascidn mds conveniente en
los dos casos es la que conviene por via oral,

Los resultados descritos precedentemente rela~
tivos a los ensayos efectusdos en los animeles son adapia
bles a los seres humanos. Con este objeto y a fin de ubig
ner con toda seguridad el efecto deseado, en lugar de utl

A=

5

Llizar un producho enzimatico bruto o parclaluente puyi

.

cado, Se tomard un producto medianamente purificado, por
ejemplo, él producto D. Se realizard asi unas especlalida
des dietéticas ¥y farmaceuticas actuanio al nivel del -
cus intestinal, Las composiciones dietéticas comprenden,
ror lo menos, uno de los productos D o E, y son adminis-
tradas en una dosis de 1,000 a 20.000 Ui/kg de peso corpo-
ral y por dia.

an Las composiciones farmacéuticas actuando al mi-
vel del mucus intestinal para mejorar el amabolismo o au-
mentar la eficacia de los medicamentos contiensn, por lo
menos, uno de los productos D o E y son administredas en
ung dosis de 5.000 a 200.000 UA por kg de peso corporal v
por dfa,

Como el muous intestinal, el mucus bronguial de

be en parte su viscosidad a la presencia de macromoléculas'

g
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Tl principio de una accidn determinads sobre la viscosidad
del mucus por accidnm determinada sobre las profeinns de ef
‘te mocus es, por lo tanbto, lgualmente aplicable.

De este hecho, la tripsina y le quimotripsina
han sido ya propuestas en terapéutica bronquial, pero su
utilizacidon se ha encontrado limitada por diverses razones
vy notableménﬁe por la existencia en el mucus bronguial de
inhibidores tripsicos, por otra parte diferentes del inhi-
bidor de Kunitz.

"Por el countrario, la experiencia muestra que esS-
tos irhibidores no tienen accion sobre los productos enwi-
nidticos perteneciendo al grupo particular descrito ante-
riormente, Estos productos son, pues, utilizables para re-
dueir moderadamente la viscosidad del mucus bronguial, lo
que facilitard la evacuacién del mucus en exceso y la ac-
cidn de los antibidticos.

” Ta mcosa bronguial sierdo mas fragil y menos
extendide que la mucosa intestinal, estos producios que
podrén ser dados en aerosol, o bajo otra forma convenien~
te de administracidn, serén de preferencia unos productos
muy purificados, tales como el producto D para los anima-
les y los productos D o E para los seres humanos, y serdn

utilizados en dosis relativamente bajas comprerdidas gene

ralmente entre 500 y 50.0C0 UA por kg de peso corporal ¥
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Como el mucus iubestinal, el mucus cervical de-

fo Y
ey

por dia,
be en parte su viscosidad a unm mecromoléculas de tanaiio
parvicularmente grande, exvuelbas entre ellas por pucntbes
de proteinas. El prinecipio de una aceldn determinadsa vo-
bre la visccsidad del mucus por accidn debterminads sohie
las proteinas de este rwcus es igusimente aplicable.

La aceion determinada sobre la viscosidad del
micus cervical aparece nebamente deseada en la prictica
de la ingeminacion artificial en los bovinos, que estd en
Pleno desarrollo actualmenbe. En efecto, la tasa de éxito
en la primera inbervencién no es aun més que de 65 % de
media, lo que puede explicarse en parte por el hecho de
que un mucus cervical demasiado viscoso proveca amenudo
la formacidon de un verdadero boton cervical que viene a
obturar el cuello del Uebero y a impedir la progresidn de

a

los espermabozoides.

Por otra parfe, es reconccido ahora que el exi-
t0 Ge una inseminacion esta en parte condicionado por la
presencia en la simiente de una ectividad tripsica sufi-
ciente, propia para asegurar la capacitacidn de los esper
matozoides. Tsta igualmente reconocido que el mucus cervi
cal puede contener inhibidores tripsicoes.

Los productos enzimdticos pertenecientes al gru-

po particular definido anteriormente, terniendo una activi-
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dad del tipo tripsico y estando gereralments insensib

il
zados a los ivhibidores tripsicos, pucden por lo tanto,
provocar una reduccion determinada de la viscosidad del
myeus cervical, y contribuir a la capacitacidn de los es-
permatozoides. Podrén asi facilitar el tratamiento por los
antibidticos de enfermos afectando las vias genmitales, y

, ) T . . R
aumentar la tasa de exito en la primera inmbtervencidn en

s

nseminacién.artificial, como por obra parie en inseming-
cidén natural.

Siendo las mncosas vaginal y ubterina npas fragi-
les y menos extendidas que la mucosa intestinal, los pro-
ductos enziméticos que servirén a la preparacidn de los
6vulos serdn de preferencia productos muy purificados, te
les como el producto D para les animales y los productos
D o E para los seres humanos y seran utilizados en dosis

relativamente débiles (comprendidas generalmente enbtre

500 y 50.000 UA por kg de peso y por dia).

vIaN o
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Descrite suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la msaners de reslizarlec en ls préé~
tica, debe hacerse conster que las disposiciones an-
teriormente indicedes son suscéptibles de modificea-
cioneg de detslle en cusnto no slteren su principio
fundsmentsl. Tembidn se hace conster que el invento
corresponde 2 una solicitud & Pstente presentads en
Ingloterre con el nimero y fechs sigulente: 0619/69
de 21 de febrero de 1,969, scogiéndose por lo banto 2
los bheneficios que conﬁeden los Convenios Internscionsles
en vigor, siendo 16 que constituye ls esencis del refe-
rido invento y por lo que se solicite uns Pstente de
Invencidén por 20 ofios, sobre: PROCEDIMIENTO PARA T4
PREPARACION DE PRODUCTOS LNZIMETICOS PRCTEOLITICOS ;

~ceracterizédndose por lo siguiente:

1.- Procediniento psra ls preparecidn de productos
enzimdticos proteoliticos, que mejoran in vive la viscosi-
dad del mucus intestinal, bronquial y cervical, a partiy
de un microorganismo, cerascterizedo porque la Ffermentecidn
del mencionado microorganmismo estd frenada desde que 1la .
reduccion de la viscosidad & 1 g de mucus intestinal o
372C in vitro por 0,1 ml de una solueidn de 250 UA de pro
ductos enzimdticos obtenidos, estando ésta compreniida en

tre,'al maximo, la reduccidn debida a 250 UA de quimetrip
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sine pura més 5 % y, al minimo, la reduccidn debida a 250

4

TA de guimotripsina pura menos 5 %, la dismimicion de la
viscosidad del mucus estando indicada en porcembaje en
relacion a la viscosidad de los menciohados macus o de~
gradados y sienfo para el mucus intestinal del cerdo o
del ternero, respectivamente de 60 % para la tripsina y
de 40 % para la quimotripsina después de 30 mn de degra~
dacion enzimatica, la base a seleccionar debiendo igual-
nente proveer de productos insensibles a loz inhibidores
tripsicos y porque los mencionados productos enzindticos

son susceptibles de ser purificados.

2¢,~ Procedimiento segin la reiviniicacidn 18,
c@rgctgrigga§ porgue la fermenﬁacién.de‘la,base produc—
tora es frenada desde gue la reduccion de viscosidad del
mucus intestinal esté exactamente comprendida entre los
valores de la de la tripsina y la de la quimotripsing.

38.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 18,
caracterizedo porque la base productora de productos en-

zimdticos estd escogida entre los Streplomyces.

42,~ Procedimiento segin la reivimdicacidn 18,

carecterizedo porgue la base es un Streptomyces fradise.

58, Procedimiento segin la reivimdicacidn 18,
ceracterizedo porgque la base esta escogida entre las baw
ses mimeros 1998 y 2019 de la coleccidn del Museco Nacio-

nal de Historia Natural de Par{s.
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6¢.- Procedimiento segin la reivirdicacidn 1%,

ceraecterizado porque la mencionada base esté cultivada a
2820 sobre un licor mutritivo conbeniendo un gramo por 1i
tro de media 30 g/1 de harina de soja, 30 &/1 de glucosa,
0,86 g/1 de fosfato disddico, 10 g/l de carbonato ds cal-
cio, a un pH 7,0, la aireacidn es de 0,3 volimencs de aj-
rc—:‘iner'te por volumen del medio ¥ por mimbo, la duracidn
de‘ fermentscion es de 60 a 84 horas y la dosificacion fi-
nel del medio de fermentacion es del orden de 3.000 UA/ml.
7&.- Procedimiento segin la reivindicacion 18,

ceractérizado porque el jugo Liltraldo de fermentacion eutd

congen‘i:rado en vacifo hasta un litro de 50.000 U!&/ml, por
1o menos., “

82.- Procedimiento segin la reivindicacidn 18,
ceracterizedo porque por atomizecion del mencionado jugo
concen'b.;c*ado, se obtiens un s6lido dosificado de, al menos,
100 UA/mg,

e 8,. Procedimiento segin la reivimlicacidn 18,
caracterizado! porque por precipitacidn con sulfato de
anonio y secado en-vaclo el mencionado jngo concentrado,
se obtiene un sdlido dosificado de, por lo menos 1.000
UA/mg.

' 108 .~ Procedimienso segin la reiviniicacion 12, °

ceracterizsdo porque por una serie de precipitaciones co:r‘f-\_
sulfato de amonio y de acetons seguidas de redisolucion, \

’

mds tarde secado en vacio, se obtiens un solido dosifica-
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do de, por 1o meﬁoa, 10.000 Uh/mg.

118.- Procedimiento segin la Teiviniicacidn 12,
ceracterizado porgue se hace sufrir uns elecﬁroforesis en
fase liquida o cromatografia scbre columms el producto oh
tenido segan la reivindicacidn 108 para obtener un profuc
to @osificado de por lo mencs, 50.000 UA/mg.

12a,~ Procedimiento pera ls prepsracidn de
productos enziméticos proteoliticos; tal y como quedsa
sustoncislmente descrito en le presente Memoris.

Esta Memoriz conste de 39 hojes escritas o

méquine por uns sols cors.

70 DY FARKACOLOGTA ESTAROLA.
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