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DESCRIPCION
Proceso para producir una composiciéon que contiene folistatina activa

La presente invencién se refiere a un proceso para producir una composicion que comprende folistatina
bioldgicamente activa a partir de una fuente biolégica, cuya composiciéon esta preservada y, especialmente carece
de patogenos y es estable durante su almacenamiento, preferentemente a temperatura ambiente. Se ha descubierto
que la folistatina es una glucoproteina secretada que tiene actividad para inhibir miembros de la familia de TGF-8,
preferentemente para inhibir la miostatina. Tras la ingestion, la composicién tiene actividad para soportar, inducir y/o
regular positivamente el aumento de musculatura en seres humanos y en animales. Por tanto, la composicion es
adecuada para su uso como un ingrediente alimentario o aditivo de nutricion para seres humanos o animales, por
ejemplo para su uso como un compuesto para mejorar el aumento de la musculatura y/o su regeneracion.

Preferentemente, el proceso para producir la composicién, y la composicion en si misma, carecen de conservantes
quimicos afnadidos, lo mas preferentemente, el proceso para producir la composiciéon, y la composicion,
respectivamente, consisten en los componentes naturales del material de partida, huevo y sus componentes,
preferentemente yema de huevo, incluyendo opcionalmente clara de huevo, sometidos Unicamente a las etapas de
tratamiento fisico del proceso. En la alternativa a la yema de huevo, la clara de huevo, que también se denomina
blanco del huevo o albumen de huevo, y todo el huevo, pueden someterse a las etapas del proceso.

Estado de la técnica

El documento US 2007/0275036 A1 describe que se sabe que la folistatina estd presente en huevos de aves
fertilizados y que es biolégicamente activa para aumentar la masa muscular y para facilitar la regeneracion muscular
en seres humanos. Considerando que se ha mostrado que la pasteurizacion de la yema de huevo liquida inactiva la
actividad bioldgica de la folistatina contenida en la misma, se describe que puede irradiarse yema de huevo
emusificada mediante liofilizacién, por ejemplo, con radiacion gamma o mediante un haz de electrones para su
conservacion sin activar la folistatina.

Objetivos de la invencion

Es un objetivo de la presente invencidn proporcionar un proceso alternativo para producir una composicion que
contenga folistatina activa a partir de huevo fertilizado.

Descripcion general de la invencién

La invencion consigue el objetivo mediante las caracteristicas de las reivindicaciones, y especialmente se refiere a
un proceso para producir una composicion que contiene folistatina biolégicamente activa a partir de huevos de aves
0 sus componentes, especialmente a partir de yema de huevo, clara de huevo o huevo completo, comprendiendo el
proceso la conservacion mientras se mantiene una temperatura por debajo de 38 °C, preferentemente por debajo de
20 °C, mas preferentemente por debajo de 10 °C, etapa de conservacion que comprende o consiste en someter a la
yema de huevo liquida a una presion de al menos 400 MPa (4000 bar), durante al menos 1 minuto, preferentemente
a 550-650 MPa (5500-6500 bar), mas preferentemente a 600 MPa (6000 bar) durante al menos 1 minuto,
preferentemente durante 3 minutos, mas preferentemente durante al menos 5 minutos, preferentemente usando una
compresion adiabatica y liberacibn de presiéon, y/o tratamiento mediante campo electronico pulsante,
preferentemente en un proceso continuo mientras se bombea el huevo liquido o sus componentes, especialmente
yema de huevo, clara de huevo o huevo completo, a través del espacio limitado por al menos 2 electrodos de
descarga, por ejemplo generando una fuerza de campo eléctrico de 5 a 40 kV/cm, por ejemplo a 12 kV/cm a un
caudal de la yema de huevo liquida de 301I/h, a una temperatura de 30 °C, preferentemente usando pulsos
unipolares que tienen una duracion de pulso de 5 a 20 ys, preferentemente de 10 ps, a una tasa de repeticion de 70
a 200 Hz, especialmente pulsos rectangulares positivos. A una aportacion de energia de 50 a 140 kJ/kg, la
disminucién de la contaminacién bacteriana, determinada como UFC, estuvo en un factor de 10 a 630,
respectivamente. Preferentemente, los huevos de aves se obtienen de gallinas, es decir Gallus domesticus.

Las realizaciones de la etapa de conservacién son etapas de proceso no térmicas, es decir un aumento en la
temperatura que puede suceder durante el tratamiento de alta presién y/o tratamiento de campo electrénico pulsante
no es causante de la reduccion en micro-organismos, especialmente de bacteria para conseguir la conservacion.
Ademas, las realizaciones de la etapa de conservacién son métodos de tratamiento fisico, es decir sin adicién de
compuestos quimicos antimicrobianos. Por consiguiente, las realizaciones de la etapa de conservacion son etapas
de proceso no térmicas que consisten en etapas de tratamiento fisicas, que no generan radicales y por tanto
mantienen la estructura quimica de los ingredientes, especialmente de acidos grasos insaturados y vitaminas de la
composicion.

Descripcion general de la invencién

Se descubrié que el tratamiento del alta presion y/o el tratamiento de campo electronico pulsante de un material de
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partida, que es preferentemente huevo completo liquido, clara de huevo liquida, preferentemente yema de huevo
liquida, y/o suero de sangre animal, reduce eficazmente la contaminacion bacteriana en un factor de al menos 10,
preferentemente en un factor de al menos 100, mas preferentemente de al menos 1000. Por ejemplo, para
tratamiento de alta presion, se descubridé una reduccién de la contaminacion bacteriana a aproximadamente
50 UFC/g, correspondiente a una reduccion en un factor de 3000, cuando se parti6 de yema de huevo liquida si
procesar que tenia un contenido bacteriano natural de 1,5 x 10° UFC/g. Para el tratamiento de campo electronico
pulsante, se descubrié una reduccion en un factor de 10 a un factor de 1000. La reduccion de la contaminacién
microbiologica natural mediante el tratamiento de alta presion y/o el tratamiento de campo electronico pulsante es
suficiente para conservar la clara de huevo, huevo completo o yema de huevo.

Preferentemente, el proceso posterior a la etapa de conservacion comprende el secado, especialmente liofilizacion
de la preparacion de huevo liquido, especialmente yema de huevo, clara de huevo o huevo completo, o suero de
sangre animal, respectivamente, dando como resultado un polvo que contiene huevo, especialmente un polvo que
contiene yema de huevo, clara de huevo o huevo completo, o suero de sangre animal en polvo, preferentemente en
un polvo que consiste esencialmente en huevo o constituyentes de huevo tratados a alta presiéon y/o tratados
mediante campo electronico pulsante, por ejemplo yema de huevo, clara de huevo o huevo completo, o
constituyentes de suero sanguineo, respectivamente. En la alternativa al criodeseado, el secado puede ser secado
de lecho fluidizado, preferentemente a una temperatura de, o por debajo de, 42 °C, preferentemente de, o por debajo
de, 40 °C, mas preferentemente de, o por debajo de, 38 °C o de, o por debajo de, 35 °C.

Se ha descubierto que el proceso para producir la composicién que contiene folistatina que comprende una etapa de
conservacion que comprende o que consiste en tratamiento de alta presion y/o tratamiento de campo pulsante,
preferentemente con secado posterior, especialmente, pero sin limitacion, liofilizacién, conduce tanto a una
reduccion eficaz de la contaminacion bacteriana segun se determina, por ejemplo, como bacteria viable, y a la
folistatina que mantiene su actividad biolégica, por ejemplo a al menos el 50 %, preferentemente a al menos el 70 %,
mas preferentemente a al menos el 80 %, mas preferentemente a al menos el 85 %, a al menos el 90 % o a al
menos el 95 %, con referencia a la activada de folistatina en la composicion de yema de huevo usada como el
compuesto de partida.

Especialmente a la vista de los procesos de conservacién que usan irradiacién, es una ventaja del proceso de la
invencidén que no se generen radicales mediante la etapa de conservacion y por tanto, yema de huevo liquida, clara
de huevo o huevo completo, o suero de sangre animal, conservado resultante que preferentemente se seca
posteriormente, preferentemente criodeseca, contiene menos o ningun radical ni productos de radicales de reaccion.
Por ejemplo, la yema de huevo liquida, clara de huevo o huevo completo conservado, asi como la yema de huevo,
clara de huevo o huevo completo conservado secado, preferentemente liofilizacion, contiene acidos grasos
insaturados de la yema de huevo esencialmente en su composicién y estado natural, por ejemplo sin cambios en sus
dobles enlaces. Por consiguiente, la composicién obtenible por el proceso de la invencién contiene preferentemente
los acidos grasos insaturados de yema de huevo sin cambios en sus dobles enlaces, es decir en su constitucion
biolégica natural.

En la alternativa a huevo completo o yema de huevo, puede usarse la clara del huevo en el proceso.

Preferentemente, en el proceso, no se afiade ningun conservante quimico, por ejemplo no se afiade ningun agente
antimicrobiano. Opcionalmente, se afiade un antioxidante, por ejemplo acido ascérbico o una sal neutra del mismo.
Preferentemente, el huevo completo, clara de huevo, mas preferentemente yema de huevo, o suero de sangre
animal, respectivamente, esta unicamente libre de ingredientes afiadidos, por ejemplo el huevo completo, clara de
huevo, o mas preferentemente la yema de huevo, o el suero de sangre animal, respectivamente, se somete
Unicamente a las etapas de proceso fisicas, que comprenden, preferentemente consisten en, someter huevo
completo liquido, clara de huevo o yema de huevo liquida o suero, respectivamente, a tratamiento de alta presion y/o
a tratamiento de campo pulsante, preferentemente seguido de secado, por ejemplo liofilizacién o secado de lecho
fluidizado.

Para el tratamiento de alta presion, se prefiere que el huevo completo liquido, la clara de huevo o la yema de huevo
liquida, o el suero de sangre animal, respectivamente, estén contenidos en envases herméticamente cerrados que
tengan una pared elastica, por ejemplo en bolsas de plastico, mas preferentemente sin gas, mas preferentemente
desgasificadas. Para un huevo completo sin gas, las burbujas de gas pueden expelerse de la clara de huevo o de la
yema de huevo liquida, o del suero de sangre animal, respectivamente, en un envase, antes de cerrar
herméticamente el envase. Para desgasificar, puede aplicarse una presion reducida antes de un tratamiento de alta
presion, preferentemente también antes de un tratamiento de campo pulsante.

El tratamiento de alta presion se realiza generalmente usando agua como medio de compresién, que se bombea en
una camara herméticamente cerrada que contiene el huevo completo liquido, clara de huevo o yema de huevo
liquida, o suero de sangre animal, respectivamente, hasta que se alcanza la alta presién, manteniendo la alta
presion, y después liberando la presién, por ejemplo mediante la apertura del envase de alta presion.

Se descubrié que después de un tratamiento de alta presion dentro de envases herméticamente cerrados, por
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ejemplo, en bolsas de polietileno herméticamente cerradas, la preparacién del huevo completo liquido, clara de
huevo o yema de huevo liquida es estable, por ejemplo durante 12 a 24 horas, preferentemente durante 2 a 5 dias,
por ejemplo de 5 a 10 °C, sin un aumento drastico en la contaminacion bacteriana, y especialmente sin una pérdida
significativa de actividad de folistatina. Para tratamiento de alta presién, el aumento adiabatico en la temperatura
debido a la alta presién se contrarresta preferentemente enfriando el huevo completo liquido, clara de huevo o yema
de huevo liquida a una temperatura que es al menos 5 °C, preferentemente aproximadamente 10 °C por debajo de
la temperatura maxima, por ejemplo por debajo de 38 °C antes del tratamiento. Preferentemente, antes de un
tratamiento de alta presion y/o antes del tratamiento de campo electronico pulsante, el huevo completo liquido, clara
de huevo o yema de huevo liquida se enfria a una temperatura de entre 0 y 28 °C, preferentemente a entre 5 y
20 °C, mas preferentemente a un maximo de 10 °C.

Para el tratamiento de campo pulsante, se descubrié que un leve aumento en la temperatura, por ejemplo a un
maximo de 45 °C, preferentemente a un maximo de 42 °C o a 40 °C, durante como maximo 10 s, preferentemente
durante como maximo 5 o como maximo 2 s da como resultado una pequefia pérdida de folistatina activa. Por
consiguiente, para el tratamiento de campo electronico pulsante, el leve aumento de temperatura mencionado es
aceptable, aunque menos preferido.

Se determind la folistatina activa mediante separacion por tamarios, por ejemplo mediante HPLC de exclusion de
tamafio o mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE), opcionalmente seguido de
transferencia de Western y detecciéon inmunoespecifica usando un anticuerpo anti-folistatina. Una reduccién de la
sefial especifica de tamafo identificada para folistatina en yema fresca de huevos fertilizados se us6 como un
indicador para la reduccién de la actividad de folistatina, debido a una inactivaciéon de los resultados en el cambio,
por ejemplo reduccion del tamafio de molécula.

Preferentemente, el proceso comprende la etapa de concentrar el huevo completo, clara de huevo o yema de huevo
de los huevos fertilizados. Para la concentracién, se usa la fraccion de huevo completo, de clara de huevo o de yema
de huevo que tiene la proporcion mayor de folistatina, obteniéndose la fraccion, por ejemplo, mediante separacion
por tamafios o por separacion de densidad. La fraccion preferida es la fraccion que contiene la membrana de yema
de huevo, por ejemplo obtenida de la separacion de yema de huevo o huevo completo, y la fraccion que contiene
chalazas, por ejemplo obtenida de la separacion de la clara de huevo o huevo completo. Preferentemente, la
fraccion preferida contiene la porcion principal de las membranas de yema de huevo y/o de las chalazas del huevo
completo, clara de huevo o yema de huevo sometidas a la etapa de concentracion o separacion. Para separar
mediante separacion por tamarnos, puede usarse tamizado, por ejemplo de un tamafio de malla de 0,5 mm a 2 mm,
preferentemente aprox. de 0,5 a 1 mm. Usando la separacién por tamanio, la fraccién preferida es la fraccion que
contiene chalazas y/o membrana de yema de huevo, que es la particula o fraccion grande. Para separar por
separacion de densidad, se usa centrifugacién, usando, por ejemplo, un separador centrifugo. Usando separacién
por densidad de huevo completo, clara de huevo o yema de huevo, la fraccién de mayor densidad es la fraccién
preferida.

Opcionalmente, antes de la etapa de concentracion del huevo completo, clara de huevo o yema de huevo de huevos
fertilizados por separacién de la fraccion que contiene la membrana y/o las chalazas de yema de huevo, el huevo
completo, la clara de huevo o la yema de huevo puede diluirse para facilitar la etapa de separacion, por ejemplo
usando agua como diluyente, conteniendo el agua opcionalmente sal.

En la alternativa o ademas de huevo completo, clara de huevo o yema de huevo de huevos fertilizados, el proceso
puede realizarse usando suero sanguineo de animales sacrificados como el material de partida. Por consiguiente, el
suero sanguineo puede reemplazar al huevo completo, clara de huevo o yema de huevo en el proceso, y por tanto la
descripcion relativa a huevo completo, clara de huevo o yema de huevo también se refiere a suero sanguineo. En
esta realizacion, el proceso para producir una composicion que contiene folistatina biol6gicamente activa comprende
la etapa de proporcionar suero de sangre animal sin procesar y someter el suero de sangre animal si procesar a una
etapa de conservacion mientras se mantiene la temperatura a, o por debajo de, 38 °C, en el que la etapa de
conservacion se selecciona entre someter el suero de sangre animal sin procesar a un tratamiento de alta presiéon de
al menos 150 MPa (4500 bar) durante al menos 1 min, entre someter el suero de sangre animal sin procesar a un
tratamiento de campo pulsante de al menos 5 kV/cm a un caudal de 30 I/h, y entre una combinacién del tratamiento
del alta presion y el tratamiento de campo electrénico pulsante para proporcionar un suero de sangre animal sin
procesar, liquido, conservado. La etapa de conservacién puede consistir en un tratamiento de alta presion, en el que
el suero de sangre animal sin procesar se carga en envases, los envases se cierran herméticamente y se someten a
la alta presion. La etapa de conservacion puede consistir en tratamiento de campo pulsante del suero de sangre
animal sin procesar mediante un campo eléctrico de 5 a 40 kV/cm. Posteriormente a la etapa de conservacion, el
suero de sangre animal sin procesar conservado puede secarse opcionalmente, por ejemplo mediante liofilizacién o
por secado de lecho fluidizado. Preferentemente, entre la etapa de tratamiento de alta presion y la etapa de
liofilizacion, el suero de sangre animal sin procesar se transporta en los envases herméticamente cerrados en los
que el suero de sangre animal sin procesar se sometio6 al tratamiento de alta presion.

Opcionalmente, el proceso puede comprender la etapa adicional de mezclar o encapsular el huevo o constituyente
de huevo conservado seco. Preferentemente, para el mezclado o encapsulado, la yema de huevo, huevo completo o
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clara de huevo seca, o como alternativa el suero sanguineo seco, se mezcla con una solucién, preferentemente una
solucion acuosa de un agente encapsulante. El agente encapsulante puede ser, por ejemplo, un azucar, alcohol de
azucar y/o polimero de azucar, una soluciéon de la cual se mezcla en el proceso con la yema de huevo, huevo
completo o clara de huevo conservada y seca, o como alternativa el suero sanguineo seco, y se seca para producir
yema de huevo, huevo completo o clara de huevo encapsulada seca, o como alternativa el suero sanguineo seco. El
azucar puede ser, por ejemplo, sacarosa, fructosa, glucosa y/o sirope de maiz. El alcohol de azucar puede ser, por
ejemplo, maltitol, isomaltosa, etc. El polimero de azucar puede ser, por ejemplo, almidén, almidon modificado y/o
celulosa y/o metilcelulosa, que preferentemente también sirve como agente un agente antiapelmazante.

Como una ventaja especifica del tratamiento de alta presiéon de la yema de huevo liquida, del huevo completo o de la
clara de huevo, se ha descubierto que se potencia la biodisponibilidad y la digestibilidad de la proteina,
preferentemente de la proteina total. Por tanto, se prefiere que el proceso comprenda la etapa de tratamiento de alta
presién de yema de huevo liquida, huevo completo o clara de huevo para producir una composicién conservada que
contiene folistatina biolégicamente activa, en el que la composicién de la proteina tiene biodisponibilidad aumentada,
por ejemplo digestibilidad aumentada, por ejemplo en relacidén a la yema de huevo liquida, huevo completo o clara
de huevo sin tratar.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion se describe ahora mediante ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: produccién de yema de huevo conservada que contiene folistatina activa

Se usaron huevos de gallina (Gallus domesticus) fertilizados, obtenidos de una estacién de cria certificada, cuyos
huevos no se habian incubado. Los huevos se cascaron y automaticamente se separaron en yema de huevo y clara
de huevo. Como yema de huevo liquida sin procesar, se usaron 3000 | de yema de huevo que preferentemente se
homogeneizaron mediante mezclado, se mantuvieron a entre 5 y 10 °C y se cargaron en bolsas de polietileno en
condiciones estériles y se cerraron herméticamente después de la expulsion de las burbujas de aire atrapadas.
Estas bolsas de polietileno podrian tener un volumen de entre 11y 50 |, preferentemente de 5 a 20 | cada una. Las
bolsas se dispusieron en una camara de alta presion (NC-Hyperbaric, Espafia). Usando agua como medio de
presurizacion, la presion se aumentd a 600 MPa (6000 bar) en 10 a 20 minutos. Después de un tiempo de espera de
3 o 5 minutos, respectivamente, la presion se liberé abriendo una valvula de descarga.

La contaminacion bacteriana se determiné preparando cultivos en placas de dilucién convencionales en medio
completo y realizando el recuento después del cultivo en una incubadora a 37 °C durante 48 h.

Se mantuvieron alicuotas de la yema de huevo tratada a alta presiéon a aproximadamente 5 °C durante algunas
horas y posteriormente se criodesecaron congelando la yema de huevo y aplicando vacio para retirar el agua,
mientas se controlaba la temperatura de la yema de huevo para que preferentemente no excediera 10 °C,
preferentemente 5 °C, preferentemente manteniendo la yema de huevo en un estado de congelacién.

Los analisis microbiolégicos mostraron que, el tratamiento de alta presion tanto durante 3 minutos como 5 minutos,
produjo una reduccion drastica de la contaminacion bacteriana, y que también la etapa posterior de liofilizacion
redujo adicionalmente la contaminacion bacteriana.

Tabla 1: contaminacién bacteriana, medida como UFC/g

Salmonela en muestra de | Recuento total de células
muestra 25 g (UFC/g)
yema de huevo liquida sin procesar Negativa 1,5x10°
yema de huevo liquida después de 600 MPa .

(6000 bar), 3 min Negativa 50
yema de huevo liquida después de 600 MPa .

(6000 bar), 5 min Negativa 50
yema de huevo criodesecada después de 600 MPa Negativa 40
(6000 bar), 3 min 9

yema de huevo criodesecada después de 600 MPa .

(6000 bar), 5 min Negativa <10
UFC = unidades formadoras de colonias (microorganismos disponibles)

La actividad de folistatina en la yema de huevo liquida segun se determiné por SDS-PAGE mostré una reduccion de
aprox. 15 %, o un contenido del 85 % de folistatina activa, basado en el contenido de folistatina activa segun se
determinoé por SDS-PAGE en la yema liquida sin procesar.

En la yema de huevo criodesecada, el contenido de folistatina activa en relacion a la concentracion de proteina total
fue el mismo que en la yema de huevo liquida después de tratamiento de alta presién. Esto muestra que la etapa de
liofilizacion no afecta sustancialmente a la actividad de folistatina, por ejemplo la liofilizacién no reduce
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sustancialmente la concentracién de folistatina activa por contenido de proteina total.
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Ejemplo 2: Fraccion de yema de huevo criodesecada que contiene folistatina activa usando tratamiento de campo
pulsante

Una alicuota de la yema de huevo liquida sin procesar usada en el Ejemplo 1 se traté a un caudal de 30 I/h a 30 °C
mediante un campo electrénico pulsante de una intensidad de campo de 12 kV/cm usando pulsos positivos
unipolares que tienen una duracién de pulso de 10 ys a una tasa de repeticion de 200 Hz. A una aportacién de
energia de 50 a 140 kJ/kg, la contaminacion bacteriana viable se redujo en un factor de 10 y 630 UFC,
respectivamente, segun se determiné mediante preparacion de cultivos en placas de dilucion.

Usando SDS-PAGE, se descubrié una reduccion de folistatina activa de aprox. 15 %, o una actividad residual de
folistatina de 85 % basado en la yema de huevo si procesar. No se observé ninguna desnaturalizacién térmica de la
yema de huevo liquida en SDS-PAGE.

Ejemplo 3: Concentracion de huevo completo, clara de huevo o yema de huevo por separaciéon

El proceso del Ejemplo 1 se repitié con la alteracion de que antes del tratamiento de alta presion, la yema de huevo
se separd por centrifugacion a 3343 x g durante 20 min en una fraccion de alta densidad que se recogié en forma de
un microgranulo y una fraccion de sobrenadante de baja densidad. Se descubrié que, cuanto mayor era la densidad
mayor era la fraccion de folistatina.

En la alternativa, se separd huevo completo o clara de huevo mediante centrifugacion a 3343 x g durante 20 min en
una fraccién de alta densidad que se recogié en forma de un microgranulo y una fraccién de sobrenadante de baja
densidad. De nuevo, se descubrié que, cuanto mayor era la densidad mayor era la fraccion de folistatina.

Los andlisis del contenido de folistatina se muestran a continuacion:

Fraccién Folistatina [pg/kg]
clara de huevo, antes de 15

centrifugacién

clara de huevo, microgranulo 33

huevo completo, antes de 23

centrifugacion

huevo completo, microgranulo 41

yema de huevo, antes de 4

centrifugacion

yema de huevo, microgranulo 36

Estos resultados muestran que la separacion de la yema de huevo, el huevo completo o la clara de huevo a una
fraccion de mayor densidad, correspondiente a las membranas y a las chalazas de la yema de huevo, da como
resultado una concentracion de folistatina aumentada, fraccion que después de la etapa de conservacién,
preferentemente con secado posterior, produce una composicion que tiene una concentracién de folistatina
aumentada.

Preferentemente, antes de la separacién, la yema de huevo, el huevo completo o la clara de huevo no se
homogeneiz6, por ejemplo, la yema de huevo, el huevo completo o la clara de huevo se paso a través de un tamiz
ancho o se agité para fracturar inicamente la membrana de la yema de huevo para permitir que saliera la yema de
huevo, preferentemente sin romper la membrana o las chalazas de la yema de huevo en trozos pequefios.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2561381 T3

REIVINDICACIONES

1. Proceso para producir una composicion que contiene folistatina biologicamente activa, que comprende la etapa de
proporcionar un material de partida seleccionado entre yema de huevo liquida, huevo completo o clara de huevo sin
procesar originarios de huevos de aves fertilizados y suero de sangre animal sin procesar y someter el material de
partida a una etapa de conservacion mientras se mantiene la temperatura a, o por debajo de, 38 °C, caracterizado
por que la etapa de conservacion se selecciona entre someter el material de partida a un tratamiento de alta presién
de al menos 450 MPa (4500 bar) durante al menos 1 min, someter el material de partida a un tratamiento de campo
eléctrico pulsante de al menos 5 kV/cm a un caudal de 30 I/h y una combinacién del tratamiento del alta presion y el
tratamiento de campo electronico pulsante para proporcionar un material de partida conservado, seleccionado entre
yema de huevo liquida, huevo completo o clara de huevo conservados y suero de sangre animal si procesar
conservado.

2. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que la etapa de conservacién consiste en
tratamiento de alta presion, en el que el material de partida se carga en envases, los envases se cierran
herméticamente y se someten a la alta presion.

3. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la etapa de conservacion
consiste en someter el material de partida a un tratamiento de campo eléctrico pulsante mediante un campo eléctrico
de 5 a 40 kV/cm.

4. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por el secado del material de
partida conservado.

5. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que el secado es mediante liofilizacion.

6. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado por que el secado es mediante secado de lecho
fluidizado.

7. Proceso de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que entre la etapa de tratamiento de alta presion y
la etapa de liofilizacién, el material de partida conservado se transporta en los envases herméticamente cerrados en
los que el material de partida sin procesar se someti6 al tratamiento de alta presion.

8. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la yema de huevo liquida
sin procesar se proporciona mediante la apertura de huevos de ave fertilizados y la separacion de la yema de huevo
de la clara de huevo.

9. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que, antes de la etapa de
conservacion, el material de partida sin procesar se enfria a una temperatura maxima de 10 °C.

10. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque, antes de la etapa de
conservacion, el material de partida sin procesar se desgasifica.

11. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que, antes de la etapa de
conservacion, la yema de huevo liquida, el huevo completo o la clara de huevo sin procesar se concentran a una
fraccion que contiene la membrana de yema de huevo y/o las chalazas.

12. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la fraccion que contiene la membrana de yema de huevo
y/o las chalazas es la fraccion de alta densidad obtenida mediante centrifugacion y/o la fraccién de mayor tamano
obtenida mediante separacion por tamafos.

13. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que, antes de la etapa de
conservacion, la yema de huevo liquida, el huevo completo o la clara de huevo sin procesar se diluyen con un
diluyente y después se concentran a una fraccién que contiene la membrana de yema de huevo y/o las chalazas.

14. Proceso de acuerdo con la reivindicacién 13, en el que la fraccion que contiene la membrana de yema de huevo
y/o las chalazas es la fraccion de densidad alta obtenida mediante centrifugacion y/o la fraccién de mayor tamano
obtenida mediante separacion por tamafos.

15. Proceso de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que después de la etapa de
conservacion, el material de partida conservado se seca y posteriormente se mezcla con una solucién de un azucar,
un alcohol de azucar y/o un polimero de azlcar y se seca para encapsular la yema de huevo liquida, el huevo
completo o la clara de huevo.
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