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DESCRIPCION
Método para la preparacién de hidrolizado de gelatina que tiene un bajo contenido de endotoxinas

La presente invencion se refiere a un método para la preparacién de un hidrolizado de gelatina que tiene un bajo
contenido de lipopolisacaridos (LPS).

La gelatina es una mezcla de proteinas solubles en agua derivadas del colageno. La gelatina se obtiene, por ejemplo,
mediante la hidrélisis parcial del colageno, obtenido mediante la extraccién acuosa de la piel, tendones, ligamentos,
huesos, etc., en condiciones éacidas o alcalinas, o mediante hidrélisis enzimatica. La gelatina obtenida mediante
tratamiento 4cido se llama gelatina de Tipo A, mientras que la gelatina de Tipo B se obtiene a partir de un proceso
alcalino.

La gelatina no constituye una molécula de proteina uniforme, sino que comprende una cantidad variable de moléculas
de proteina de longitud variable, con un peso molecular promedio de hasta 200-250 kDa. Por lo tanto, la distribucién
del peso molecular de la gelatina es un parametro importante que determina con frecuencia propiedades criticas e
importantes de la gelatina, tales como la viscosidad y el valor de dureza, o la fuerza del gel.

La gelatina forma un gel termorreversible a temperatura ambiente y se disuelve en agua caliente. La gelatina se usa
comunmente en diversas industrias, por ejemplo, en aplicaciones alimentarias, farmacéuticas y cosméticas, entre
otras, como agente gelificante y texturizante en, por ejemplo, gominolas y postres de gelatina, pero también encuentra
aplicacion en el campo médico, por ejemplo, para la sustitucién de plasma e implantes a base de gelatina.

El peso molecular varia, entre otros factores, debido a diferentes temperaturas y condiciones de extraccién. Como
resultado, también variaran la dureza y la viscosidad. La temperatura es un parametro importante en la preparacién
de gelatina, por ejemplo, en las condiciones de purificacién antes de que la gelatina pueda usarse en aplicaciones
alimentarias, farmacéuticas, técnicas y médicas, y a menudo requiere un control cuidadoso. En lo que respecta al uso
de gelatina, en aplicaciones donde las caracteristicas de gelificacién y viscosidad son importantes, se considera como
temperatura maxima de manipulaciéon una temperatura de 60 °C, aunque temperaturas de hasta, por ejemplo, 62 °C
0 65 °C durante un periodo de tiempo limitado de, por ejemplo, 5 0 10 a 30 0 45 min. pueden ser aceptables bajo
ciertas circunstancias cuando se tolera cierta pérdida de capacidad de gelificacién y/o viscosidad.

La distribucién del peso molecular de la gelatina se suele medir mediante técnicas de cromatografia liquida de alta
resolucién por exclusién de tamafio (HPLC), y las fracciones eluidas se detectan mediante adsorcién UV y los datos
medidos se evallan mediante un programa informatico adecuado, todas técnicas conocidas en la técnica, ver por
ejemplo Olijve et.al., Journal of Colloid and Interface Science (2001) 243, 476-482. Para gelatinas hidrolizadas con un
peso molecular promedio menor a 70 kDa, tal como menor a 20 kDa, se puede usar el mismo método, pero se prefiere
usar una columna de separacién, tal como TSKgel2000SWXL (Tosoh BioScience, Japén), para obtener una alta
resolucién (Zhang et.al., Food Hydrocolloids 23 (2009) 2001-2007).

La viscosidad de la gelatina (la viscosidad dinamica) se suele medir midiendo el tiempo de flujo de una solucidén de
gelatina al 6.67 % p/p a través de una pipeta de flujo estandar a 60 °C, ver la monografia GME Standardized Methods
for the testing of Edible Gelatin, version 10, 2014 (GME, Bruselas, Bélgica), también denominada 'GME10', capitulo
242, p. 81-86.

La fuerza del gel de un gel de gelatina al 6,67 % p/p se puede determinar mediante aparatos estandarizados (ver
GME10), tal como un Analizador de Textura QTS 25 (Brookfield Viscometers) o un Analizador de Textura TA-XT2
(Stable Micro Systems Ltd., Londres, Reino Unido), y se indica mediante un nimero de dureza (también denominado
aqui 'valor de dureza', ver GME10).

A temperaturas superiores a 65 °C, en particular por encima de 70 °C, ocurre la hidrélisis de la gelatina, es decir, la
descomposicidén de las moléculas de proteina en péptidos mas pequefios, lo que resulta en una menor fuerza del gel
o incluso pérdida de la capacidad de gelificacién. Lo mismo ocurre a pH bajo. En consecuencia, la llamada "gelatina
hidrolizada" es una preparacién de péptidos que proviene de la hidrélisis de la gelatina en moléculas de péptido con
un peso molecular promedio de 70 kDa o menos, generalmente 20 kDa o menos, usualmente entre 100 y 15 000 Da.
Debido a las moléculas relativamente pequefias, la gelatina hidrolizada no tiene propiedades de gelificacion, es decir,
no es capaz de formar gel cuando se mantiene a 0 °C durante 6 horas (definicién de la Farmacopea). La gelatina
hidrolizada se usa, por ejemplo, como acondicionador de textura y humectante en cremas tdpicas, y también se usa
en productos nutricionales debido a su alto contenido de glicina, prolina e hidroxiprolina, y esta asociada con efectos
beneficiosos para la salud, y cada vez se usa méas en aplicaciones biomédicas. También se le llama 'coldgeno
hidrolizado', ya que el coldgeno se hidroliza primero en gelatina y luego se hidroliza ain mas en un hidrolizado no
gelificante. El hidrolizado de gelatina se prepara usualmente mediante la hidrélisis enzimética de la gelatina.

Existe una creciente necesidad de hidrolizado de gelatina que pueda usarse para fines biomédicos, es decir, que tenga
un bajo contenido de endotoxinas. En los procesos de preparacion de gelatina, a menudo las materias primas estan
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contaminadas por bacterias y como resultado, las preparaciones de gelatina comunes pueden contener
lipopolisacéaridos (LPS).

Los lipopolisacaridos se encuentran en la membrana externa de las bacterias gramnegativas y son toxinas potenciales.
Los LPS también se conocen como "endotoxinas" ya que los lipopolisacaridos no son secretados por las bacterias,
sino que forman parte de la estructura de la membrana. Los lipopolisacaridos se liberan principalmente después de la
muerte y lisis de la célula bacteriana.

Los LPS consisten en una cadena variable de polisacaridos y una porcién lipidica, el lipido A. Las moléculas de LPS
tienen un tamafio de aproximadamente 10 kDa, pero pueden formar grandes agregados en medios acuosos, también
llamados "micelas”, con un peso molecular de hasta 1000 kDa.

Los LPS son téxicos para la mayoria de los mamiferos y el huésped animal a menudo sufrira una amplia gama de
reacciones fisiopatolégicas no especificas, tales como fiebre, taquicardia, disfuncién de érganos e incluso la muerte.

Aunque se puede tolerar determinado contenido de LPS en muchas aplicaciones de hidrolizados de gelatina, en
aplicaciones especificas, especialmente en medicina, tal como en inyectables, vacunas y parenterales, el nivel de
endotoxinas deberia ser preferiblemente inferior a 20, mas preferiblemente 10 EU/g, incluso mas preferiblemente
inferior a 6, 5 o incluso menos de 4 EU/g. Por ejemplo, las regulaciones gubernamentales de Estados Unidos de la
Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) permiten un maximo de 0,5 EU/ml o 20 EU/dispositivo para
productos que estan en contacto con el sistema cardiovascular y/o linfatico. Para los dispositivos en contacto con el
liquido cefalorraquideo, el limite es incluso de 0.06 EU/ml o 2.15 EU/dispositivo (~2 EU/g de gelatina). Para los
dispositivos que estdn en contacto directo o indirecto con el entorno intraocular, puede aplicarse un limite de
endotoxinas aun més bajo.

El ensayo de Limulus (LAL) es un bioensayo bien conocido en la técnica para medir cantidades de LPS de hasta
subpicogramos. El lisado de amebocitos de Limulus (LAL) es un extracto acuoso de células sanguineas (amebocitos)
del cangrejo herradura, Limulus polyphemus. LAL reacciona con la endotoxina bacteriana o lipopolisacérido (LPS),
que es un componente de la membrana de las bacterias gramnegativas. Esta reaccién es la base de la prueba LAL,
que luego se usa para la deteccién y cuantificacién de endotoxinas bacterianas. La FDA de EE. UU., USP 2011,
capitulo <85>, acepté el método LAL recomendado para cuantificar los niveles de LPS, que es el método cromogénico
Endosafe, por ejemplo, de Charles River USA. Otros métodos aceptados y recomendados son el método de factor C
recombinante EndoZyme de Hyglos GmbH (Alemania). Ambos métodos arrojan valores de medicién similares o
idénticos y, por lo tanto, pueden usarse indistintamente.

El documento WO 2009/154440 describe un método para la eliminacién de LPS de una fuente de gelatina en donde
el nivel de endotoxinas inicial de 13,200 EU/g se reduce en 102,1 veces, es decir, a un valor de 105 EU/g. Aunque
esta disminucién es significativa, los niveles siguen siendo inaceptablemente altos para fines médicos. De acuerdo
con el documento WO 2009/154440, una solucién acuosa de gelatina al 30 % en peso se calentd a 90 °C en presencia
del surfactante Triton X-100, es decir, por encima del punto de turbidez del Triton X-100 (68 - 69 °C), lo que resultd en
la pérdida de solubilidad y agregacidn del surfactante y, por lo tanto, en un proceso de extraccién de 3 fases en donde
tanto el surfactante agregado como el LPS, unido al adsorbente, se eliminan de la fase acuosa que comprende gelatina
purificada mediante centrifugacién. Debido a la temperatura de 90 °C, se debe haber producido una hidrélisis
significativa de la gelatina, lo que resulta en una disminucién significativa del peso molecular de la gelatina inicial y
una pérdida intrinseca de funcionalidad, tal como la viscosidad y la fuerza del gel. En el método del documento
WO2009/154440 es fundamental que la solucién se lleve a condiciones tales que la temperatura de la solucién que
comprende gelatina, surfactante, adsorbente y LPS esté por encima de la temperatura de punto de turbidez del
surfactante en esas condiciones, para permitir que el surfactante se agregue de manera que los agregados puedan
eliminarse, junto con los LPS adsorbidos al adsorbente, mediante centrifugacion.

El documento WO 2016/085345A1 describe un método para eliminar lipopolisacéaridos de un medio acuoso que
comprende gelatina y lipopolisacaridos, dicho método comprende los pasos de proporcionar un medio acuoso que
comprende gelatina y lipopolisacaridos, afiadir al medio acuoso un surfactante formador de micelas.

El documento EP1829946A1 se refiere a un método de fabricacidén de gelatina con contenido de endotoxinas reducido.
El método comprende procesar una solucién de material de partida que contiene gelatina que contiene gelatina y una
endotoxina con una pelicula de ultrafiltracién que tiene un limite de peso molecular que cae dentro de un rango de 20,
000 a 300,000.

El uso de un surfactante, adsorbente y pasos laboriosos de centrifugaciéon, aunque no llega a niveles bajos de
endotoxina que harian interesante el hidrolizado para aplicaciones médicas, resulté en la necesidad de proporcionar
un nuevo método de preparacion para el hidrolizado de gelatina con un contenido de endotoxinas mas bajo.

Con este fin, la presente descripcién proporciona un método para la preparacién de un hidrolizado de gelatina que
tiene un contenido de endotoxinas reducido, que comprende los siguientes pasos:
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a. incubar una solucién de gelatina o hidrolizado de gelatina a una temperatura de 70-125°Caun pHde 3.50
menos durante un periodo de tiempo de al menos 15 minutos, y
b. recuperar el hidrolizado de gelatina.

El término 'contenido de endotoxinas reducido' pretende significar que el nivel de endotoxinas del hidrolizado de
gelatina del paso b., es significativamente mas bajo que el del material de partida, es decir, la gelatina o el hidrolizado
de gelatina antes de someterse al paso a. El nivel es preferiblemente al menos 10 veces mas bajo, mas preferiblemente
al menos 100 veces méas bajo, més preferiblemente al menos 500 veces més bajo o incluso 700 veces mas bajo, mas
preferiblemente 1000 veces o incluso 5,000 veces, o incluso 10,000 veces mas bajo. Como se vera en los ejemplos,
se puede alcanzar un nivel 15 000 veces més bajo.

La temperatura estd entre 70 y 125 °C, en donde se entiende que, a temperaturas superiores a 100 °C, el
calentamiento se realiza bajo presién. Por lo tanto, la temperatura es preferiblemente entre 80 °C y 100 °C, mas
preferiblemente entre 90 y 100 °C.

El pH es de 3,5 o inferior, y el periodo de tiempo es preferiblemente de al menos 15 minutos. Seré claro para el experto
que una temperatura mas alta permite un periodo de incubacién mas corto. El periodo de incubacion se elige de tal
manera que se alcance el contenido previsto de endotoxinas, al mismo tiempo que se proporciona un hidrolizado de
gelatina con las propiedades previstas, como la distribucién del peso molecular y el peso molecular promedio. El
experto ajustara facilmente los pardmetros de temperatura, pH y tiempo para obtener el hidrolizado previsto con el
contenido de endotoxinas bajo requerido.

Como se mostrara en los ejemplos, y entendera facilmente el experto, una temperatura mas alta permite una reduccién
de pH menor y/o un periodo de tiempo més corto, y viceversa, es decir, un pH mas bajo permite una temperatura mas
baja y/o un periodo de tiempo més corto. A la vista de lo anterior, la temperatura es preferiblemente entre 92 - 98 °C,
mas preferiblemente entre 94 - 96 °C, mientras que el pH es preferiblemente 3.0 0 menos, més preferiblemente 2.7 o
menos, mas preferiblemente 2.5 o menos, aln mas preferiblemente entre 1.8 — 2.2, y lo més preferiblemente
aproximadamente 2.0. El término ‘aproximadamente' pretende significar que el pH puede variar alrededor del valor de
2.0, en 0.5 0 menos, es decir, entre 1.5 — 2.5, o preferiblemente 1.7 — 2.3, aun mas preferiblemente 1.9 — 2.1. Sin
embargo, se entiende que en los rangos de pH mas bajos preferidos, por ejemplo, 2,5 0 menos, una temperatura de
70 °C a 80 °C resultara en una eliminacién atractiva de LPS, sin necesidad de calentar aln mas. Se puede desear un
calentamiento adicional para disminuir aiin més el contenido de LPS. Por otro lado, en los rangos de temperatura
preferidos mas altos, por ejemplo, 90 °C o més, el pH puede elegirse en los limites superiores como se describe, por
ejemplo, que tiene un valor de 3 — 3.5. Se puede desear una disminucién adicional del pH para reducir aun mas el
contenido de LPS.

El periodo de tiempo es preferiblemente de 30 minutos 0 mas. En ese periodo, la gelatina se hidroliza a dichas
temperaturas altas y los niveles de endotoxinas seran atractivamente bajos. El periodo de tiempo es de 1 a 5 horas,
preferiblemente de 1.5 - 3 horas, mas preferiblemente de 2 — 2.5 horas.

En una modalidad muy atractiva, el método esta libre de un paso de tratamiento enzimatico. En los métodos actuales
para la preparacion de la hidrélisis de gelatina, a menudo se usan enzimas, las cuales es necesario inactivar y pueden
requerir también una posterior purificacién del hidrolizado, ya que cualquier material proteico extrafio tal como estas
enzimas puede causar una respuesta inmunitaria. Al usar condiciones inusuales de temperatura y pH, se descubrié
que la hidrélisis ocurre sin necesidad de la participaciéon de enzimas. Entonces, el producto es preferiblemente libre
de enzimas.

Aunque el método puede comenzar con un hidrolizado de gelatina, se prefiere incubar una solucidén de gelatina en el
paso a, que tenga un peso molecular de mas de 70 kDa. Como las condiciones del método tienen poder de hidrélisis
para la gelatina, no es necesario hidrolizar la gelatina en un paso previo.

El hidrolizado de gelatina en el paso b. preferiblemente tiene un peso molecular de 30 kDa o menos, preferiblemente
de 20 kDa o menos, mas preferiblemente de 10 kDa o menos, ain mas preferiblemente de 5 kDa o menos, o incluso
de 4 kDa o0 menos. Como se analiz6 anteriormente, el hidrolizado de gelatina no tiene poder de gelificacién.

El hidrolizado de gelatina en el paso b. preferiblemente tiene un nivel de endotoxinas de 20 UE/g de hidrolizado de
gelatina o menos, preferiblemente de 10 UE/g o menos, méas preferiblemente de 5 UE/g o menos, aln mas
preferiblemente de 2 UE/g 0 menos, y lo mas preferiblemente de 1 UE/g 0 menos. Estos valores se pueden obtener
con materiales de partida de gelatina que tienen 10,000 — 15,000 EU/g de gelatina o més.

En el presente documento también se describe, pero no se reivindica, un hidrolizado de gelatina, obtenible mediante
el método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores. Tal hidrolizado de gelatina preferiblemente tiene un peso
molecular de 20 kDa o menos, preferiblemente de 15 kDa o menos, y un nivel de endotoxinas de 20 EU/g de hidrolizado
de gelatina o menos, preferiblemente de 10 EU/g o menos, mas preferiblemente de 5 EU/g 0 menos, aln mas
preferiblemente de 2 EU/g o menos, y lo mas preferiblemente de 1 EU/g 0 menos, en particular medido de acuerdo
con el método LAL descrito anteriormente.
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La descripcidn se ilustrard ain més mediante los siguientes ejemplos y figuras.
Ejemplo 1
Efecto de la temperatura y el pH sobre los niveles de endotoxina en el hidrolizado de gelatina.

Las temperaturas variaron de 60 - 70 - 80 - 90 - 95 °C,

los valores de pH de 2 — 2.5 - 3 - '5' (sin cambios),

Se realizd la hidrélisis durante 3 horas.

Gelatina usada: #140P117162B1, gelatina de piel de cerdo tipo A, Rousselot, Gante, Bélgica (alta dureza, un peso
molecular (MW) de 150 kDa, con un contenido de endotoxinas de -14000 EU/q).

Para cada temperatura/valor de pH de hidrdlisis, se disolvieron 20 g de gelatina en 180 g de agua por calentamiento
a 55 °C durante al menos 30 min para preparar 200 g de una solucién de gelatina al 10 %. También es posible preparar
una solucién con una concentracién de gelatina més baja o més alta.

Se tomaron muestras de 10 g y estas se colocaron en un bafio de agua que tiene la temperatura de hidrélisis correcta
hasta que la solucién alcanzé esta temperatura (3 °C).

Para el andlisis de pH, se usé una solucién de H2SO4 5 M; las cantidades necesarias de acido por pH se determinaron
con la ayuda de una curva de valoracién.

Se tomaron muestras que se incubaron durante 0.1 -05-1-15-2-3h.
Al final del periodo de incubacién previsto, se afiadié NaOH 10 M para llevar el pH de la muestra a 4,9 con la ayuda
de una curva de valoracién, como se describe en la tabla 1, y las muestras se mantuvieron en el congelador a -20 °C

hasta que se midi6 el nivel de endotoxinas.

Tabla 1: valores de valoracién para la adicién de NaOH

pH NaOH 10 M [uL]
2 . ~49 19.3
25 ~49 148
3> ~49 11.8
4 > ~49 59

Para las mediciones del nivel de endotoxinas, las muestras se descongelaron en un bafio de agua a 40 °C.

El peso molecular se ha medido de acuerdo al método descrito por Zhang, mas arriba, y se muestra en las tablas 2 y
3.
Tabla 2: peso molecular a 95 °C a diferentes pH

pH?2,0y95°C pH25y95°C pH 2,7 y95°C
Tiempo (h) MW (Da) MW (Da) MW (Da)
0 155 155 155
1 9.5 11.8 12.0
2 7.0 8.8 8.5
3 6.4 7.4 7.5
4 5.4 6.7 6.7
Tabla 3: peso molecular a pH 2,0 a diferentes temperaturas
pH?2,0y80°C pH?2,0y90°C pH?2,0y95°C
Tiempo (h) MW (Da) MW (Da) MW (Da)
0 150 150 155
1 13.8 9.5 9.5
2 12.8 7.4 7.0
3 11.2 6.3 6.4
4 10.6 5.6 5.4

Los mismos experimentos se realizaron a un pH de 3, 4 y 5 a una temperatura de 121 °C en una autoclave durante

20 minutos.

Los resultados se presentan en las siguientes tablas 3 - y en las figuras 1-4.
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Tabla 3: ejemplo comparativo a pH 5

Tiempo de hidrélisis [h] Temperatura [°C] EU/g
0 95 12017
0 80 12017
0 60 10834
3 60 7723
1 80 5421
2 80 7671
3 80 7371
1 90 7082
2 90 8000
3 90 7812
1 95 6520
2 95 6562
3 95 6323

0,33 121 4240

Tabla 4: niveles de endotoxinas a un pH de 2

A un pH de 5, no se pudo observar una eliminacion significativa de endotoxinas. Ver también la figura 1.

Tiempo de hidrélisis [h] Temperatura [°C] EU/g
0,1 60 10000
1 60 5853
3 60 5285
0,1 70 9990
1 70 5084
3 70 825
0,1 80 10446
0,5 80 7911
1 80 4214
2 80 1875
3 80 731
1 90 751
2 90 67
3 90 13
0,1 95 6586
0,5 95 220
1 95 10
2 95 4
3 95 3
0,33 121 1

Ver también la figura 2. Se puede observar que a 90 y 95 °C, asi como a 121 °C, se obtuvieron bajos niveles de
endotoxinas a valores atractivos.
Tabla 5: Niveles de endotoxinas a un pH de 3

Tiempo de hidrélisis [h] Temperatura [°C] EU/g
0,1 70 8900
0,5 70 5148

1 70 5708
3 70 5222
0,1 80 7359
0,5 80 5693
1 80 5024
3 80 1858
0,1 95 5924
0,5 95 1032
1 95 92
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Ver también la figura 3. Nuevamente, a un pH de 3 y una temperatura superior a 90 °C, tal como 95 °C, se observan
los niveles de endotoxinas previstos.

Tabla 6: Niveles de endotoxinas a un pH de 2,5 y una temperatura de 95 °

Tiempo de hidrélisis [h] EU/g MWI[kDa]

0 13919 150
0,25 7960

1 14,5 4534

3 <4 7.4

4 <4 6.7
4.5 <4 6.5

5 <4 6.3

6 <4 6.0

7 <4 5.7

De la tabla 6, los datos también se muestran en la figura 4, se puede observar que la gelatina se hidroliza hasta un
peso molecular por debajo de 4000 Da, mientras que el nivel de endotoxinas esta por debajo de 10 EU/g después de
mas de una hora de tiempo de incubacion.

Ademas de los datos anteriores a 121 °C a valores de pH de 2, 3 y 5 y un periodo de incubacién de 20 minutos,
también se realiz6 una medicién a pH 4, lo que resulté en un valor de 164 EU/g. Los datos se resumen en la figura 5,
que muestra un resultado atractivo a un valor de pH de 3.

Se obtuvieron resultados similares para la gelatina tipo B.
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REIVINDICACIONES

Método para la preparacién de un hidrolizado de gelatina que tiene un contenido de endotoxinas reducido, que
comprende los pasos de:

a. incubar una solucién de gelatina o hidrolizado de gelatina a una temperatura de 70 - 125 °C a un pH de
3.5 0 menos durante un periodo de tiempo de al menos 15 minutos, y
b. recuperar el hidrolizado de gelatina.

Método de la reivindicacién 1, en donde la temperatura esta entre 90 - 100 °C.

Método de la reivindicacidén 1, en donde la temperatura esta entre 92 - 98 °C, preferiblemente entre 94 - 96 °C.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el pH es 2.7 0 menos.

Método de la reivindicacién 4, en donde el pH es 3,0 0 menos, preferiblemente 2.5 0 menos, preferiblemente
entre 1.8 — 2.2, y lo més preferiblemente aproximadamente 2.0.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el periodo de tiempo es de 30 minutos o
mas.

Método de la reivindicaciéon 6, en donde el periodo de tiempo es de 1 - 5 horas, preferiblemente de 1.5 - 3
horas, més preferiblemente de 2 -2.5 h.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que esté libre de un paso de tratamiento enzimatico.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde en el paso a. se incuba una solucién de
gelatina, la gelatina tiene un peso molecular superior a 70 kDa.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el hidrolizado de gelatina en el paso b. tiene
un peso molecular de 30 kDa o menos, preferiblemente de 20 kDa o menos, mas preferiblemente de 10 kDa o
menos, incluso mas preferiblemente de 5 kDa o menos.

Método de cualquiera de las reivindicaciones anteriores en donde el hidrolizado de gelatina en el paso b. tiene
un nivel de endotoxinas de 20 UE/g de hidrolizado de gelatina o menos, preferiblemente de 10 UE/g o menos,
mas preferiblemente de 5 UE/g 0 menos, alin més preferiblemente de 2 UE/g 0 menos, y lo més preferiblemente
de 1 UE/g 0 menos.
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