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"Procedimiento para la obtencidn Ge la hormona circula—

toria Kallicreinan,

SOLICITANTES: FARBLNFABRIKEN B A Y E R, residentes en

Leverkusen-Bayerwerk, Alemania.

Forma objeto de la presente invencidn un proce-
dimiento para la obtencidén de la hormona ciroulatoris
Kallicrelna a partir de gldndulas que la contienen, y dicho
procedimiento estd caracterizado porque se someten las gldn—~
&ubas,-convénientemente en suspensidn acucsa- & una termoli-
8is a una temperatura entre los 38 y los 652 C. separando
a continuacidn la fase acuosa, que contiene Kallicreine,
de los compuestos indisolubles.,

Se prestan en concepto de materias primas para la
realizacidn del procedimiento segdn la invencién €y primer g
término las gldndulas pancredticas y submaxilares, preferente-

mente procedentes del cerdo.



20.

30,

35.

40,

Se realiza la termolisis, calentando la materia
prima kallicrefnica , convenientemente presente en forma
de suspensidén, agitando, 2 una temperatura que cae dentro
del alcance de la invencidn,

Dicha temperatura, en su velor Sptimo, se encuentra
pera gldndulas pancredticas a uncs 559 (C., separdndose a
esta temperatura la mayor parte de la albumina en forma de
copos, mientras que se disuelve cuentitativamente la
kellicreina, In ecte cago gueds terninzde lé tecriolisis
gl ocenuorse Lo btaporwivie do 558 (. Fertiendc de 1 kilo
de gldndules paucr-fticas (¢l cerdo, sz pueden obtener de
esta manera, segun la proporcidn grasienta de las gléndulas,
de 25,000 hasta 44,000 unidades de Kallicreina,

81 se elige una femperatura nds baja para la reali-
zacidn de 1z termolisis segun la invencidén, no se alcanzard el
rendimiento mé€ximo hasta una mayor duracidn de calentamiento,
por ejemplo 2 48e ¢, solo al cabo de una horza aproximadamente,

Si se elige una temperatura superior a 552 ¢,, se
obtiene aun a uns temperatursa de la termolisis de 60e C,, un
buen rendlmiento; pero dicho rendimiento desciende prdctica-
mente & 0% para una tempsratura de 652 C. |

Se realiza la termolisis adecuadamente on medio dcido,
siendo mds conveniente efectuarla a un valor pH = 4'6.

81 se pasa con pH el valor de 4'0 yel rendimiento desciende

e 0%, mientras que en la zona alcalina la Kallicreins quedard
en su mayor parte destruida m€s zlld de una concentricidn de
iones de hidrdégeno en el pH = 8¢5,

Una vez terminada la termolisis, se separan losg
componentes indisolubles, gue se componen de grasa, tejido

conjuntivo y albUmina en copos, mediante simple centrifugacidn
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0 decantacidn , de la solucidn clara, acuosa , de¢ Kallicreina,

Por medio del procedimiento segin la presente inven-
cidn,‘se congigue obtener, en brevisimo tiempo y de una manera
gencilla, a mds de Sptimo rendimiento, soluciones de Kallicrei-
ne pobres en albumina, de un grado relativamente elevado de
pureza, Asimismo se consigue mediante este procedimiento
la ventaja de que las bacterias, cuyo crecimiento resulta ine-
vitable con otros procedimientos - por ejemplo en la conocida
autolisia de varilos dias del materisl kallicreinico - no
puedan desarrollarse, Y en su consecuencia, el producto obte-
nido segun =1 presente prbcedimiento resulta exento de
toxinas bacterianas, |

Hasta ahora reinaba la opinidn de que lg obtencidén
de Xallicreina a partif de gldndulas solo podrfa realizarse
por via fermentativa, a las temperaturas en este caso usua-
les entre 2002 y 372 VC. Resulté por tanto sorprendente el hecho
de que se obtuviera Kaullicreina a partir de gldndulas por
medio de una simple termolisis a nmayor temperatura. No se
pudo esperar gue fuese posible encontrar un procedimiento , ya
que, conocida la gensibilidad de la kallicreina en solucioncs
acuosag, haclia evitar escrupulosamente todo calentamiento a
meyores temperaturas (comparese éor ejemplo, Kraut, Frey &
Werle, Zeitschrift physiol.Chemie 189, pdg.98 y 104~1930).
EJEMPILO

2 kgs. de gldndulas pancredticas del cerdo, no

preparadas y de reciente matanze, se pican finamsnte en una
mdquina trituradora, se mezclan con 5 litros de agus bidestilada
¥y se acidulan con dcido clorhfdrico a un valor pH = 4'6., A
continuacidn se calienta la suspensidn,agitando, Sobre el

bafio Marie a 552 ¢,, pasando luego la mezcla a un embudo



separador, Ia grasz fundlds sube con las fibraé del tejido
conjuntivo y con los copos de albumine hacia arriba y acto.
T5. 8eguido se puede salir la capa inferior compuesta de solucién
clara de Kallicreina, Tembien puede centrifugarse la solucidn
caliente, inmediatamente despuds de terminar la termolisis,
Se obtiene una solucidn acuosa, dé color amarillo claro ,
conteniendo unas 70,000 unidades de Xallicreina,
80. Se puede proceder éventualmente a otra purificacidn
segun los métodos usuales para Kallicreina, como se citan
por sjemplo, en Frey, Kraut & Werle, "Kallikrein", Stuttgart,
1950,pdg.121-130.
N O T A
85, Descrita suficlentemente la naturaleza del invento,
asf como la manera de realizzrlo en la prdctic:i, debe hacerse
constar gue las disposiciones anteriormente indicadass son sus-~
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren
su principio fundamental, Tambien se hace constar que =1
90. invento corresponde a una patente presentada en Alemania con
fecha 16 de &gosto de 1951, ne F 6988 Iva/3Ch, acogiéndose,
por lo tanto, a los beneficios que conceden los Convenios
Internacionales en - vigor y siendo lo que constituye la esen-—
.cia del referido invento y por lo que se solicita Patente
95. de Invencién,por 20 afios en Hspafis: "Procedimiento para la
obtencidén de la hormona circulatoris Kallicreina"; caracteri-
zédndose por lo siguientes
le.= Procedimiento para la obtencién de la hormonsa
circulatoria Kallicreina, a partir de gldndules gue la con-
100, tienen, caracterizado porque se someten las gldndulas — conve—
nientemente en suspensién acuosa - 2 una termolisis a una

temperatura entre los 38 y los 652 C.yseparando a continuacidn



110,

la fase acuosa, que contiene Kallicreina, de los componentes
indisolubles, |

22,= Procedimiento, segin reivindicacidén 12, carac-
terizado porque se realiza la termolisis mediante calen-
tamiento de la wmeteria prima a 552 ¢, interrumpiéndola inme-
diatamente después de alcanzar la temperatura elegida,

32,= Procedimiento,segun reivindicaciones l& y 28,
caracterizdndose porque se realiza la termolisis a un valor
PH entre 4 y 7.

42,= Procedimiento para la obtencidn de la hormonsa
circulatoria Kallicreinaj; tal y como queda substanciale-
mente descrito en la presente memoria, que consta de einco

hojas escritas a mdquina por una sola cara,
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