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Bs conocido que los derivados libres de
albimina del inactivador de calicreina se puedea
obtener de gléndulas animales reaccionsndo sus so-
luciones mediénte adicidn de medios precipitadores

de slbimina, tales como dcido sulfosalicilico y
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écido tricloroacético. El inactivador de calicreina
no se precipite por lo tanto con estos medios (véase
patente alemsns 1.084.433).

Se ha descubierto que se puede precipitar
el inactivador de calicreins en forma de su derivado
de diffcil solubilided si se hace reaccionsr con &cido
metafosférico. Aqui se puede proceder también reaccio-
nendo las soluciones del inactivador de calicreina con
seles solubles en agua del dcide metafosférico, con
lo que no se presenta une precipitacidn y despuds se
separs el derivado de dificil solubilidad mediante
acidificacidn. Sales del 4cido metafosfdérica adecua~-
des son ante todo las sales alcelings y ambnicas.

La precipitacién segin la presente invencidn
se presenta también en soluciones libres de albimina
del inactivador de calicreina, por ejemplo en aguellas

que antes se desalbuminaron cuantitativamente con aci-

.do sulfosalicilico o 4cido tricloroacédtico.

De esto se desprende que en la medida segin
la presente invencidn no se trata de una precipitacidn
de la albumina. Mas bien da el .presente procedimiento
la posibilidad de obtenerse un inactivador de calicrei
pe libre de albimina y de diffcil solubilidad.

Por la precipitacidn segin la presente in-
vencidn no se presenta ninguna desnaturalizacidn del
inactivador de calicreina, lo que es una nueva sefial
de que aquil no se trata de una precipitacidén de al -
bimina, pues las precipitaciones de albimina estdn acom
pafiadas por-lo general con la desnaturalizacidn de ls

albdmina, cosa que se indica por la péilida de la efi-
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cacia biolbgice de la substanci;corresbondiehte.~
En el procedimiento segin la presente in-

vencidn se separa el inactivador de calicreins cuan

titativamente en forma de diffcil solubilidad. En -

5 este preparado estd totalmente contenida la eficacia
bioldgica. Debido a la diffcil solubilidad del pro -
ducto obtenido, el procedimiento es adecuado para la
limpieza del inactivador de calicreina impuro.

Ias suspensiones del producto de precipita=-
10. cibn enbagua no son dializebles, mientras que el inac
tivador de celicreina en forms soluble, también de
mezclasg, se puede dializaxr con facilidad.
El producto segin el procedimiento de la
presente invencidn muestra en la aplicacidn en vivo
15. un efecto depositante. No es tdxico, es extraordina-
riamente inocuo al tejido y por lo tanto bien adecua
do para la aplicacién terapeltica, y también para in
yecciones. |
Ejempio 1s
20, 114 mg de inactivador de calicreina (0,38//E),
correspondientes a 300.000 unidades de inactivador de
calicreina, se disuelven en 5 cm3. de agua redestilada
y se precipitan con 2,5 cm3. de dcido metafosférico al
10%. La precipitacidn se separa por centrifugacidn, se
25, lava tres veces con agua redestilada y se suspende en
10 cm3. de agua redestilada. La suspensidn contiene
aproximadamente 100% de la actividad del inactivador
de calicreina.

Ejemplo 2:
30. 114 mg de inactivedor de calicreina (0,38)/E),
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correspondientes a 300,000 unidades de inactivador de
calicreina se disuelven en 2,5 cm3. de agua redesti -
laeda.- Acido metafosfdérico al 10% se ajusta con NaOH a
un pH de 6,0(Syphan) y 2,5 cm3. de esta solucidn Na~
metafosférica se introducen y agitan en la solucién
delinactivador de calicreina de arriba. Después de
agregar 1 cm3. de dcido acético dilufdo 1:10 se forma
una precipitacidn que se centrifuga. Esta se lava tres
veces con agua redestilada y se suspende en 10 cm3. de
ague redestilada. la suspensidn contiene aproximadamen—
te 100% de la actividad del inactivador de calicreina.
Ejemplo 3:

300 mg de inactivador de calicreina del grado
de pureza O,6J/, correspondientes a 500,000 unidades de
inactivador de calicreina, obtenida de pancreas, se di-
suelven en 10 cm3, de agua redestilada y se precipita
con %,2 cm3. de dcido metafosfdrico al 10%. Iae preci-
pitacidén se separa por centrifugacidn, se lava tres
veces con agua redestilada y se sugpende en 22,5 cm3.
de ague redestilada., El rendimiento asciende gl 9058,

1 em3. de la suspensidn contiene por lo tanto 20.000
unidades de inactivedor de callcreina.
Ejemplo 4:

100 cm3. de una solucidn acuosa libre de sal
del inactivador de calicréina, de parotis, del grado
de pureza 0,42//, conteniendo 250,000 unidades del -
inactivador de calicreina se precipitaron con 0,2 cm3
de dcido metafosférico al 10%, Ia precipitacidn se la
v después de separar por .centrifugacidn dos veces

con agua redestilada y el residuo se suspendid. - en-
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-tonces en 20 cn3 de agua redestilada. 1 cm3 de la

suspensidn contenfe 11,250 unidades del inactivador
de calicreina, el rendimientc ers por lo tanto del
90%.

Djemplo 5%

150 cm3 de solucidn acuosa libre de sal de
inactivador de calicreina del pulmén, del grado de
pureza 0,3&7, conteniendo 9,9 millones de unidades
de calicreina se precipitd con 10 cm3 de una solucidn
de acido metafosfdrico al 10%. Ia precipitacidn se se-
pard por centrifugacion ¥y se lavd dos veces con agua
redesgtilada. Después se suspendié el residuo en 330
om3 de agua redestilada. Ia suspensidn asi formada
contiene la totalidad del inactivador de calicreina
empleado. El rendimiento es por lo tanto del 100%.
Una unidad de inactivador de calicreina estd ligada
a 0,22,
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Descrita suficientemente la naturaleza del

-invento asi como la manera de realizerlo en la prac-

tica, .debe hacerse constar que las disposiciones an-
teriormente indicadas son susceptibles de modifica -
ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental. Tembién se hace constar que el invento
se refiere g una solicitud de patente presentada en
Alemania, con fecha 19 de febrero de 1962, n® F
36.066 IVa/30h, acogiéndose por lo tanto a los bene-
ficios que conceden los Convenios Internacionales en
vigor y siendo lo que‘constituye la esencia del refe

rido invento y por lo que se solicita Patente de In-
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vencidn por 20 afios en Espafia: "Procedimlenro para la
obtencidn de un derivado de diffcil solubilidad del
ingsctivador de calicreina'; caracterizéndose por lo
giguiente: |

18.- Procedimiento pare la obtencidn de un
derivado de diffcil solubilidad del inactivador de
calicreina, caracterizado, porque el inactivador de
caelicreina se hace reaccionar conm dcido metafosférico.

28,- "Procedimiento pars la obtencidn de un
derivado de diffcil solubilided del insctivedor de ca-
licreina"; tal y como queda sustancialmente deserito
en la presente memoria.

Esta memoria constg de seis hojas escritas

s miquina por una solh caxa.
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