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B A T E N T E  D E  I N V E N . C I d N  

a fav o r cLe
MERCK & CO., In o . -  de n a c io n a lid a d  no rteam erican a  -  domi­
c i l ia d o  en RAH.VAY (New Je rs e y , E .U .) 126 E ast L inco ln  Ave- 
nue.

p o r:
"P rocedim iento  p a ra  o b ten er p ro p e rd in a  p u r i f ic a d a  y concen­

t r a d a " .

M e m o r i a  D e s c r i p t i v a .

E s te  inven to  se  r e f i e r e  a un proced im ien to  para , 
o b te n e r  p ro p e rd in a  p u r i f ic a d a  p a r tie n d o  de su b s ta n c ia s  que
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l a  contengan , como humores o f lá id o s  humanos y an im ales , 
in c lu so  sang re  in te g r a l  y sus an á lo go s. E l inven to  con­
c ie rn e  en p a r t i c u l a r  a un p roced im ien to  p a ra  ob ten er p ro ­
p e rd in a  p u r if ic a d a  a  p a r t i r  d e l p ro d u c to , derivado  de san­
gre  humana o an im al, conocido e n tre  lo s  ex p e rto s  por f ra o -  
o ió n  I  de Cohn.

Se han seguido h a s ta  ahora  d iv e rso s  métodos 
p a ra  o b ten er p ro p e rd in a  p u r i f ic a d a , pero  to d o s  e l lo s  han 
ado led ido  de l im ita c io n e s  re sp e c to  a l  grado de co n cen tra­
c ió n  y de p u r i f ic a c ió n , y a l a  f a c i l id a d  y ra p id e z  con que 
e l  p roducto  puede p re p a ra rs e .

Un o b je to  de e s te  in v en to  es p ro v eer un méto­
do nuevo y s e n c i l lo  p a ra  o b ten e r p ro p e rd in a  p u r i f ic a d a .

O tro o b je to  d e l in v en to  es p ro p o rc io n a r un 
p roced im ien to  p a ra  en riq u e c e r l a  co n cen trac ió n  de p ro p er­
d in a , sob re  la  que se p re s e n ta  en l a  sangre  o sus análogos 
y p a ra  p u r i f i c a r  e sa  p ro p e rd in a .

Otro o b je to  más de e s te  in v en to  es p ro p o rc io ­
n a r  un nuevo proced im ien to  que produce una p ro p e rd in a  de 
m ejor c a lid a d .

La p ro p erd in a  &s una p r o te ín a  d e l plasm a r r e ,  
en unión  de o tro s  f a c to r e s ,  comunica a c tiv id a d  b a c te r ia n a  
a lo s  su e ro s . H asta  ahora se  ha observado que l a  p re sen c ia  
d e l  sistem a p ro p e rd ín ico  en l a  sangre de s e re s  humanos o de 
an im ales parece  e s t a r  profundam ente re la c io n a d a  con l a  in ­
munidad de lo s  mismos f r e n te  a d iv e rs a s  formas de a c tiv id a d  
b a c te r ic id a  o de o t r a  ín d o le . Se ha v i s to ,  p o r ejem plo, que 
lo s  cobayos son muy s u s c e p tib le s  a in fe c c io n e s , y sus sue­
ro s  co n tien en  c a n tid ad es  re la tiv a m e n te  pequeñas de p ro p e r­
d in a . En c o n t r a s te ,  e l  suero  de l a  r a t a ,  r e s i s t e n t e  a l a s  
in fe c c io n e s , t i e n e  una c a n tid ad  e lev ad a  de p ro p e rd in a , l a



más a l t a  r e g i s t r a b a  e n tre  lo s  an im ales be sangre c a l ie n ­
t e .

La p ro p e rb in a  e s tá  normalmente co n ten íb a  en 
e l  caudal sanguíneo be la s  p e rso n as , y puebe se r  m o v ili­
zaba por e l  organismo humano. Al p a re c e r ,  co n trib u y e  a 
p ro p o rc io n a r r e s i s t e n c i a  f r e n te  a l a  ag re s ió n  b a c te r ia n a  
y e l  s is tem a  p ro p e rd ín ico  se p re s e n ta  an te  tobo como un 
mecanismo b es tin ab o  por l a  n a tu ra le z a  a asum ir l a  befan ­
sa  c o n tra  l a  a c c iá n  b a c te r ia n a  m ie n tra s  no se han forma­
do adn a n tic u e rp o s . ¡Por c o n s ig u ie n te , e s  be e se n o ia l im­
p o r ta n c ia  d isp o n er be un p roducto  be p ro p e rb in a  con un 
grabo be p u reza  y be co n cen trac ió n  mucho mayor, y en una 
form a adecuaba p a ra  in t r o d u c i r lo  en  e l suero  be anim ales 
hematermos.

O tros o b je to s  y v e n ta ja s  be e s te  in v en to  se 
a p re c ia rá n  p o r l a  s ig u ie n te  d e sc r ip c ió n .

De conform idad con e s te  in v en to , se somete 
plasm a sanguíneo a l  conocido mátodo be fracc ion am ien to  en 
e ta n o l f r í o  be Cohn, sigu iendo  tá c n ic a s  c o r r ie n te s ,  y  se 
o b tien e  a s í  una p a s ta  que lo s  en ten d id o s en l a  m a te ria  
conocen p o r f r a c c iá n  I  be Céhn. E s ta  p a s ta  se suspende en 
una so lu c ió n  to p e  be c i t r a t o  be g l i c in a  ( g l io o c o la ) ,  a urna 
tem p e ra tu ra  i n f e r i o r  a 0*0, y , despuás be a g i t a r ,  se  r e t i ^  
r a  e l  f ib rln á g e n o  po r c e n tr ifu g a c ió n  a menos be 0*0. E l lia  
quibo que sobrenada se t r a t a ,  a lgo  por encima be 0*0. aña­
dido, do lé una so lu o ió n  de a c e ta to  be c in c , p a ra  co n seg u ir 
una co n cen trac ió n  f i n a l  be 0,02m aproxim adam ente. La so lu­
c ió n  be ¡¿catato be c in c  se  añade mejor poco a poco, a g ita n ­
do v igorosam ente , y l a  so lu c ió n  f i n a l  se  d e ja  re p o sa r  unas 
18 h o ra s . E l p re c ip i ta d o  be c in c  se recoge por d ecan tac ió n
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245586y /o  c e n t r i f u g a d  da.
El complejo de p ro te ín a  y c in c  a s í  producido 

se  d isu e lv e  a tem p era tu ra  am biente en ácido  e tile n d ia m in -  
t e - t r a a c ó t i c o .  E l ciñó  y e l  ácido e t i le n d ia m in - te tra a c ó -  

8 t i c o  se  r e t i r a n  luego de l a  so lu c ió n , m ejor p o r d i á l i s i s ,
y a l  l íq u id o  r e s u l ta n te  se  añade te tr a m e ta fo s fa to  sád ico ; 
despuós se  redu ce  e l  pH, con lo  que p r e c ip i ta  abundante 
m a te r ia l ,  que se  r e t i r a  cen tr ifu g an d o  o de o tro  modo.

E l l íq u id o  que sobrenada a l  p r e c ip i t a r  e l  ma­
lo t a ío s f a to  se a ju s ta  luego aproximadamente a n e u tra l id a d ,

y l a  so lu c ió n  se l i o f i l i z a .  E l m a te r ia l  l i o f i l i z a d o  ee 
suspende en un pequeño volumen de agua, se di a l i z a  en p re ­
se n c ia  de c lo ru ro  sódico  o su b s ta n c ia  s im i la r ,  y l a  so lu ­
c ió n  d ia l iz a d n  se c l a r i f i c a  por c e n tr ifu g a c ió n  y se f i l -  

15 t r a ,  p a ra  p ro d u c ir  l a  so lu c ió n  e s t á r i l  f i n a l ,  r i c a  en p ro ­
p e r  d in a .

E l s ig u ie n te  ejem plo e s p e c íf ic o  i l u s t r a  oon 
más d e t a l l a  un mótodo p re f e r id o  de l l e v a r  e l  in v en to  a  l a  
p r á c t ic a .

20 EJEMPLO: P re p a ra c ió n  de p ro p e rd ln a  a p a r t i r  &
l a  f ra c c ió n  I  de Cohn.

Se a p l ic ó  e l  mótodo de fracc ion am ien to  en e- 
ta n o l  f r í o  de Cohn a  unos 1400 l i t r o s  de plasm a o i t r a ta d o ,  
y se  o b tu v ie ro n  a s í  20 kg. de p a s ta  de f ra c c ió n  1 ( f i b r i -  

28 nógeno c ru d o ). E s ta  p a s ta  se  suspend ió  en 10 v o la . (200 l i ­
t r o s )  de so lu c ió n  to p e  o am ortiguadora da g l i c in a  f r í a  
(-3 * 8 ) , con ayuda de un m ezclador B len d er. Oon p re fe re n c ia  
l a  so lu c ió n  to p e  se  compone de

C itr a to  sódico  . 6EgO 1 ,91  g.
SO C loruro sódico 13 ,6  g .
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7.94 g . 75,07 g .
?S ,3 m i,1 l i t r o .
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A ju s ta r  a un pH 6 ,0  con ác ido  a c ó tio o  0,4m.
l a  suspensión  se  a g i tó  d u ra n te  dos h o ras  a  -33Q, 

y e l  f ib rin ó g en o  se  r e t i r ó  por c e n tr ifu g a c ió n  a b a ja  tem­
p e ra tu ra  (-3 3 0 ) . E l  l íq u id o  sobrenadan te  se  almacenó a 
-33Q du ran te  t r e s  d ía s ,  y p r e c ip i tó  a lgóh  m a te r ia l  con as­

p ec to  de f ib r in ó g e n o , que se  r e t i r ó  cen trifu g an d o  a -630; 
e l  p re c ip ita d o  se desechó.

Del l iq u id o  sob renadan te  se  p r e c ip i tó  a  42so una 
f ra c c ió n  r i c a  en p ro p e rd in a , añadiendo a c e ta to  de c in c  en 
so lu c ió n  m olar, p a ra  o b ten e r una co n cen trac ió n  f i n a l  0,02nn 
aproximadamente (20m l. de a c e ta to  de cinc m olar por l i t r o  
de l íq u id o  so b re n ad an te ).

La so lu c ió n  de a o e ta to  de c in c  se  agregó  d esp ac io , 
ag itan do  v igorosam ente , y l a  so lu c ió n  f i n a l  se  d e jó  repo ­
s a r  18 h o ra s  a -2 3 o . E l p re c ip ita d o  de c in c  se  re c o g ió  p o r 
d ecan tac ió n  de l a  mayor p a r te  d e l  l íq u id o  sobrenadan te  y 
c e n tr ifu g a c ió n  d e l r e s to  a -2*0; e l  p re c ip i ta d o  de ciño pe­
só  650 gram os.

E l com plejo de p ro te ín a  y c in c  se  d is o lv ió  a  tem­
p e ra tu ra  am biente en 10 l i t r o s  de ácido  e t i le n d ia m in - te -  
t r a a c ó t ic o  0,25m (EDTA), oon pE 7 ,2  ag itan do  d u ran te  una 
media h o ra . E l o inc y e l  EDTá. se r e t i r a r o n  p o r d i á l i s i s  de 
c lo ru ro  sód ico  0,15m a  42*o. (Se em plearon t r e s  p o rc io n es  
de 200 l i t r o s  de so lu c ió n  s a l in a  en un lap so  de 72 h o ras). 
Una pequeR acantidad de m a te r ia l  in s o lu b le  p re s e n te  despuós 
de R e a l iz a r  se e lim in ó  p o r c e n tr ifu g a c ió n .

E l l íq u id o  sobrenadante d ia liz a d o  se p u r i f i c ó  ade­
más añadiendo ta tr a m e ta fo s fa to  sód ico  a l  10% (100 m i. p o r
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l i t r o ) ,  y luego ác ido  c lo rh íd r ic o  a l  5%, h a s ta  a lc a n z a r  un 
pE de de 3 ,5  a  4 ,0 .  En e s ta s  co n d ic io n es p r e c ip i tó  abundante 
m a te r ia l ,  y l a  so lu c ió n  dejo re p o s a r  t r e s  a  cu a tro  h o ra s , a 
- 2 SC, p a ra  que te rm in ase  l a  p r e c ip i ta c ió n .  E l p re c ip ita d o  ee 
r e t i r ó  fá c ilm en te  c e n tr ifu g a n d o .

E l l íq u id o  sobrenadan te a l  p r e c ip i t a r  con me- 
ta f o s f a to  se  a ju s tó  a  un pE 7 ,0 -7 ,2  con b ica rb o n a to  sódioo 
m o lar, y se l i o f i l i z ó  l a  so lu c ió n . E l m a te r ia l  l i o f i l i z a d e  
se  suspendió  en 3 l i t r o s  de agua d e s t i la d a ,  ag itan do  duran­
t e  media h o ra  a  -230.

E s ta  su sp en sió n  se  d& alizó de EaOl 0,15m a  
423c, empleando dos p o rc io n es de 100 l i t r o s  de so lu c ió n  sa­
l i n a  en un lap so  de 48 h o ra s .

La so lu c ió n  d ia l iz a d a  se  c l a r i f i c ó  por c e n t r i ­
fu g ac ió n  a 423o, y c o n te n ía  250 U. de p ro p e rd in a  por m i l i l i ­
t r o  (600 U. por m iligram o de n itró g en o  p r o te ín io o ) .  E s ta  so­
lu c ió n  se pasó  a  t r a v é s  de una a lm o h ad illa  e s t e r i l i z a n t e ,  co­
mo l a  Republio nóm . S -6 .

La so lu c ió n  f i n a l  c o n te n ía  150 unidades de p ro ­
p e rd in a  por m i l i l i t r o ,  con una a c t iv id a d  e s p e c í f ic a  de 340 8  
p o r m iligram o de n itró g en o  p ro te ín io o . E l volumen f i n a l  e ra  
de 4 l i t r o s ,

Se han ensayado, con r e s u l ta d o s  d iv e rs o s , va­
r i o s  o tro s  métodos p a ra  o b ten e r p ro p e rd in a  d e l l íq u id o  so- 
brenadam ente de m e ta fo s fa to . La p r e c ip i ta c ió n  con s u lf a to  
amónico (más d e l 50%) y l a  d i á l i s i s  c o n s ig u ie n te  d e l p re c i­
p ita d o  ob ten ido  d ie ro n  un m a te r ia l  con una a c t iv id a d  espe­
c í f i c a  de 300-400 U. p o r miligramo de n itró g en o  p ro te ín io o , 
oon ren d im ien to s  aproxim ados de 75% re sp e c to  a l  l íq u id o  so­
b ren ad an te  de m e ta fo s fa to . En cambio, p re c ip ita n d o  oon a l -
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cohol (15) se  obtuvo só lo  un rend im ien to  de 40%. La p u r i f i ­
cac ió n  g lo b a l o b ten id a  h a s ta  ahor^ sa  sido  de unas 400 ve­
ces p a ra  e l  producto f i n a l .

Por t a n to ,  se a p re c ia rá  que e s te  mátodo t i e ­
ne por o b je to  l a  p re p a ra c ió n  de p ro p e rd in a  a p a r t i r  de l a  
f ra c c ió n  I  de Cohn, u t i l iz a n d o  una so lu c ió n  de c inc  p a ra  
p r e c ip i t a r  una f ra n c ió n  r i c a  en p ro p e rd in a ; en e l  mismo se 
a p l ic a  e l  tra ta m ie n to  con te tr a m e ta fo s fa to  sód ico  p a ra  r e ­
t i r a r  p ro te ín a s  i n e r t e s ,  y e l  m a te r ia l  ino rg án ico  en exceso 
se co n cen tra  y se p a ra . E ste  mítodo se e je c u ta  mucho más f á ­
c ilm en te  y es mucho menos co sto so  que lo s  conocidos h a s ta  
hoy. Se h ab ía  que l a  p ro p erd in a  es una p ro te ín a  r a r a  d e l 
su e ro , c a s i  especia lm en te  ad so rb id a  en cim asa, m a te r ia l  de 
l a s  p ared es de c í l u l a s  de lev a d u ra , muy c a ro . Tal mátodo de 
a is lam ie n to  depende d e l empleo de suero o plasm a r e c ie n te ,  
que co n s tien e  magnesio y v a r io s  componentes an e jo s , a l a  de­
b id a  co n cen trac ió n  y en co n d ic io n es de temperatura r ig u ro s a ­
mente v ig i la d a s .

En c o n tra s te  con e l  suero f re s c o , e l  mate­
r i a l  de p a r t id a  p ara  l a  r e a l iz a c ió n  de e s te  inven to  es una 
so lu c ió n  económica di- lev ad u ra  de l a  f ra c c ió n  I  de Oohn, qts 
co n tie n e  7% de a lc o h o l y g l ic o c o la  m olar. La p ro p e rd in a  de 
e s ta  so lu c ió n  v a r ía  considerab lem en te  con l a  co n cen trac ió n  
i n i c i a l  d e l plasm a que se d e r iv a , pero  aun variando  am plia­
mente e s te  f a c to r ,  se consigue con f a c i l id a d  una co n cen tra ­
c ión  más de c ie n  veces mayor de acuerdo con e s te  in v en to . EL 
empleo de c inc  coaa precipitante pKporclooa una conceutanióncuy sUbs- 
1anciaiaepR3pecdina,y l a  a p l ic a c ió n  de te tr a m e ta fo s fa to  sódico es 

sumamente d t i l  y e l  proceAo de co n c en trac ió n , Aunque padAa e s -



p a ra rs e  que l a  p ro p e rd in a  p r e c ip i ta s e  d en tro  de un amplio 
margen de v a r ia c ió n  d e l pE, hemos comprobado que no p r e c i ­
p i t a  e n tre  4 ,2  y 3 ,2 , s in o  que se  en c u en tra  en l a  so lu c ió n  
so b ren ad an te . La p r e c ip i ta c ió n  con te tr a m e ta fo s fa to  sód ico  

5 puede e f e c tu a r s e , p o r ta n to ,  en l a  p r á c t ic a  d e l p re se n te  in ­
v en to , d en tro  de ese margen de pE de 4 ,2  a  3 ,2 . p re c ip ita n d o  
coa e l  te tr a m e ta fo s fa to  se  r e t i r a  una c a n tid a d  grande de 
p ro te ín a s  i n e r t e s ,  lo  cu a l m ejora to d a v ía  no tab lem ente l a  pu­

re z a  de l a  p ro p e rd in a  o b te n id a .
10 Aunque l a  p a te n te  de lo s  E stados Unidos nóm.

2 .7 2 6 .2 3 5 , o to rg ad a  a  Rane y o tro s  e l  6 d iciem bre 1955, des­
c r ib e  l a  se p a ra c ió n  de p ro te ín a s  d e l plasm a u t i l iz a n d o  t e t r a ­
m e ta fo sfa to  só d ic o , y .parece in d ic a r  que l a  p ro p e rd in a  (men­
cionada en l a  b ib l io g r a f í a  como g lo b u lin a  b e ta )  debe s e r  p re -  

15 c ip i ta d a  con la s  o t r a s  g lo b u lin a s  b e ta ,  hemos comprobado que
l a  p ro p erd in a  permanece en l a  solución sobrenadan te d en tro  de 
un margen b a s ta n te  am pl-io  de v a lo re s  pE.

La u t i l i d a d  de e s te  inven to  se  a p re c ia  f á c i l ­
m ente, E l s is tem a p ro p e rd ín ico  se  ha d e s c r i to  oomo un p r o te í -  

20 na que, con lo s  cu a tro  componentes com plem entarios y magnesio
se  h a l l a  p re se n te  de modo normal en e l  suero  humano y en e l  & 
o tro s  an im ales. E s te  S istem a t ie n e  l a  p rop iedad  de descompo­
n e r  in  v i t ro  e r i t r o c i t o s  anormales,- d e s t r u i r  b a c te r ia s ,  ma­
t a r  p ro tozoos e in a c t iv a r  c i e r to s  v i r u s .  E s ta  s u s t a n c i a  á t i l  

25 puede p re p a ra rse  en co n d ic io n es mucho más económicas u t i l i z a n ­
do e l  mátodo conforme a  e s te  in v en to .

Remos comprobado que e l  p ro ced im ien to , oomo 
aq u í se  d e sc r ib e , p ro p o rc io n a  una so lu c ió n  de p ro p erd in a  oon 
v a r io s  ce n ten a re s  de un idades de co n cen trac ió n  por m i l i l i t r o ,  

SO y de una p u reza  de c ie n to s  de unidades por m iligram o de n i -
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trógeno  p ro te fn ic o .

La p re p a ra c ió n  de l a  f ra c c ió n  I  de Cohn es 
b ie n  conodi&a en e l  ramo, y se  d e sc r ib e  com pletam ente en 
e l  Jo u rn a l o f th e  American Chemical S o c ie ty , v o i ,  68. pgg. 

$ 459 (1946), por E. J .  Cohn y o t r o s .
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Se r e iv in d ic a  como o b je to  de e s ta  p a te n te  :
1 .  -  P roced im ien to  p a ra  o b ten e r p ro p erd in a  

p u r if ic a d a  y concen trada  a p a r t i r  de l a  f ra c c ió n  I  de Cohn 
e l  c u a l comprende t r a t a r  d icha f ra c c ió n  con una so lu c ió n  
de s a l  de c in c , y r e t i r a r  lo s  p re c ip i ta d o s  de c in c .

2 .  -  P roced im ien to  segón l a  re iv in d ic a c ió n  1, 
en q u e  l a  f ra c c ió n  I  de Cohn se t r a t a  con una so lu c ió n  
de a c e ta to  de c in c .

3 .  -  p roced im ien to  p a ra  o b ten e r p ro p e rd in a  pu­
r i f i c a d a  y co n cen trad a , a  p a r t i r  de l a  fn aco ió n  I  de Cohn, 
e l  cu a l comprende suspender d icha f ra c c ió n  I  de Cohn en so­
lu c ió n  to p e  de g l i c in a  a lc o h ó lic a , a menos de o^C; r e t i r a r  
de l a  su sp en sió n  e l  fíb rin ó g en o  in s o lu b le ,  a una tem peratu ­
r a  in f e r io r  a 0*C, aproxim adamente; aR adir una so lu c ió n  de 
s a l  de c in c , y r e t i r a r  e l  p re c ip ita d o  de c in e .

4 .  -  P rocedim iento  p a ra  o b ten er p ro p e rd in a  pu­
r i f i c a d a  y co n cen trad a , & p a r t i r  de l a  f ra c c ió n  I  de Cohn, 
e l  cu a l comprende aR adir una so lu c ió n  de saL de c in c , r e t i r a r  

e l  p re c ip ita d o  de c in c , d is o lv e r  e s te  p re c ip ita d o  en ácido  
e t i l e n d ia m ln - te t r a a e ó t ic o , ag reg a r ácido  c lo rh íd r ic o  p a ra  
ob ten er un pE aproximado de 3 ,2  a  4 ,2 ,  y r e t i r a r  e l  p r e c ip i ­
ta d o , p a ra  o b ten e r l a  p ro p e rd in a  p u r i f ic a d a  y concen trada .
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5 .-  P rocedim iento  paí'a o b ten e r p ro p er Alna p u r i f i ­

cada y co n cen trad a , a p a r t i r  de la  f ra c c ió n  I  de Oohn, e l  
cu a l comprende suspender un volumen dado de d icha fra c c ió n  
I  de Oohn en unos 5 a  10 v o lé , de so lu c ió n  a lc o h ó lic a  tope 
de g l i c in a ,  r e t i r a r  de d ich a  suspsnáión  e l  fib rin ó g en o  in ­
s o lu b le , ag regar a l  l íq u id o  sob renadan te  una so lu c ió n  de 
a c e ta to  de c in c , a g i t a r ,  r e t i r a r  e l  p re c ip ita d o  de c in c , di­
so lv e r lo  en ác 'd o  e t i l e n d ia m ia - t e t r a a c á t ic o , r e t i r s e  e l  c inc  

y e l  ácido a t i le n d ia m in te tra a o ó tic o  por d i á l i s i s  de c lo ru ro  
só d ico , ag reg ar te tr a m e ta fo s fa to  sódico  a l  l íq u id o  sobrena­
dan te  d ia l iz a d o , a ju s t a r  e l  pE d e l l íq u id o  aproximadamente 
a 3 ,2 -4 ,2 , r e t i r a r  e l  p r e c ip i ta d o , a ju s t a r  e l  l íq u id o  sobre­
nadan te  ob ten ido  a un pH aproximado de 7 , l i o f o l i z a r  e l  ma­
t e r i a l  r e s u l t a n te ,  d i a l i z a r lo  de c lo ru ro  sódico  aproximada­
mente 0 ,1 6 , c l a r i f i c a r  y i ' f i l t r a r ,  p a ra  o b ten er l a  p ro p e rd i-  
na p u r if ic a d a  y co n cen trad a .

6 .-  P roced im ien to  p a ra  o b ten er p ro p erd in a  p u r i­
f ic a d a  y co n cen trad a , a p a r t i r  &e l a  f ra c c ió n  I  de oohn con­
te n id a  en una so lu la v a d o ra  t t p e  de g l i c in a  An a ld o h o l; e l  

cu a l comprende r e t i r a r  de d ich a  suspensión  e l  fibronógeno in ­
so lu b le , añ a d ir  una so lu c ió n  de c in c  a l  l iq u id o  sobrenadan­
t e ,  a g i t a r ,  r e t i r a r  e l  p re c ip ita d o  de c in c , d is o lv e r  á s te  
en ácido  e t i le n d ia m in - te t r a a c ó t ic o  ác ido  p o r d iá l i& is ,  aña­
d i r  te tr a m e ta fo s fa to  sódico a l  l íq u id o  sobrenadan te d i a l i ­
zado, ag regar ácido  c lo rh íd r ic o  p a ra  o b ten e r un pH ap ro x i­
mado de 3 ,2  a 4 ,2 , r e t i r a r  e l  p re c ip i ta d o , a ju s ta r  e l  l í q u i ­
do sobrenadan te  ob ten ido  a un pH aproximado de 7, l i o f i l i z a r  
e l  m a te r ia l  resultante d ia l i z a r  e l  c lo ru ro  sódico aproxima­
damente 0 ,15  c l a r i f i c a r  y f i l t r a r ,  p a ra  o b ten e r l a  p ro p e rd i­
na p u r i f ic a d a  y co n cen trad a .

7 .-  P rocedim iento  p a ra  o b ten er p ro p erd in a  puri-

-  10 -
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f ic a d a  y co n cen trad a , a p a r t i r  de l a  f r a c c iá n  I  de Cohn, e l
cu a l comprende suspender un volumen dado de d ich a  f ra c c ió n
en unos cinco a d iez volúmenes de so lu o ián  tope de c i t r a to
de g l i c in a ,  compuesta de

C itra to  sád ico  C loruro  sád ico  A cetato  sád ico  g l ic in a  E tan o l 3A Agua, c . s .  p a ra

6EgO 1,91 g 13,6  g3EgO 7,94 g75,07 g 73,3  mi.1 l i t r o
a ju s t a r  a un pH 6 ,0  con ácido C,4m, a una tem p era tu ra  in ­
f e r i o r  a 0*0. r e t i r a r  de d ich a  su sp en sián  e l  f ib rin á g e n o  
in so lu b le  a menos de 0*C aproxim adam ente, ag reg ar una so lu -  
c ián  de a c e ta to  de c in c , a o o n cen trac ián  m olar aproximada 
a l  l íq u id o  so b renadan te ; a g i t a r ,  r e t i r a r  a l  p roced im ien to  de 
c in c , d is o lv e r lo  en ác ido  e t i le n d ia m in - te t r a a c á t ic o  ap ro x i­
madamente l/4m , de pE aproximado 7 ,2 ; r e t i r a r  e l  c in c  y e l  
ácido e t i le n d ia m in - te tm a c á t ic o  por d i á l i s i s  f r e n te  a  c lo ­
ru ro  sád ico  0,5m aproximadamente; ag re g a r te tr a m e ta fo s fa to  
sád ico  a l  l íq u id o  sob renadan te  d ia l iz a d o ; a ju s t a r  a un pE 
aproximado de 3 ,5  a 4 con ác ido  c lo r h íd r ic o ,  r e t i r a r  e l  p re ­
c ip i ta d o , a ju s ta r  e l  l íq u id o  sobrenadan te  a un pE aproxima­
do de 7, l i o f i l i z a r  e l  m t e r i a l  r e s u l t a n te ,  d i a l i z a r lo  de 
c lo ru ro  sád ico  aproximadamente 0,15m. c l a r i f i c a r l o  y f i l t r a r -  ¡ 
lo  en cond iciones e e t á r i l e s ,  p a ra  o b ten er l a  p ro p a rd in a  p u r i ­
f ic a d a  y con cen trad a .

8 . -  P rocedim iento  p a ra  o b ten er p ro p e rd in a  p u r i ­
f ic a d a  y co n cen trad a .

E s ta  memoria co n s ta  de once p ág in as  e s c r i s t a s  
por una s o la  c a ra .

BARCELONA, 1 5 MOV. 1958
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