R
Z é«f J
.
KEMORIA DESCRIPTIVA

. - gque se acompaiia
H g la solicitud de
o
'l registro de una Patents de Invenciln, por veinte

[ ]

" afios en Bspafa, a favor de ALIMENTACION ANIMAL, S.4.

4 (ALANSA), de naoionalidad espafiola, residente en MA-

DRID, Conde de Vilches, 21.

; pors
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Los perfeccionamientos que comprende la presente inven=
cidn estan referidos al procedimiento para la obtencidn de
ung proteina del tipo globulina en el que previa la selec—
¢idn de j:arétidas de ganado vaouno, de las que se eliminan
tejidos de oonexién y grasas, y siguiendo el proceso stan~
darizado y usual consistente en la congelacién de tales pard-
tidas su trituracién posterior en estado de congelacidn, su
extraceidn oon agua destilade ( a cada 2 kg. de producto ini-
cial 8 litros de agua alcalinizada oon una soluocidn de sosa
normal a PH 8, sometiendo a agltacidn, posteriormente a
cenntrifugecidn, poniendo & pE 4, 8, con una solucién de
clorhidrico normal y sometiendo a refrigeracidn con poste-
rioridad centrifugando y agregando agua al sedimento, po=
niendo a pH 8, 2, sgitando y congelando de nuevo, desoongelan—
do a 208 C y agregando al sobrenadante uns soluoifin normal de
olorhidrico hasta pH, 4,8 para pasar despuds a pefrigeracidn,
se caracterizan esencialmente por la fase que comprende wna
centrifugacién durante una hora a 3,500 repem. separdndose
dos partes, la primers que identificamos como B): un sobrens-
dante que me .scmete a una agitacidn suave agregindole wma solu-
0idn de sosa normal hasta alcangar un pH. de 8, sometiéndole
posteriormente a una agitacién durante tres horas y congelando,
por Ultimo, a menos 20° C manteniéndole a esta temperatura
durante unas 12 horas, ¥y la segunda que kdentificaremos como
A)s un sedimento que disuelo en agua se somete a un agitado
agregandole lentamente una soluoién de sosa normal hasta ale
canzar un pH 8, sometiéndole a agitacidn durante 3 horas en
condiciones de refrigeracidén congelando posteriormente a menos
20% durante 12 horas.

La fase siguiente, las operaciones que se Trealizan tanto con
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el produoto identificado como a), como en el producto designado
coro B) son similares en ouanto a las que camprenden: proceder &
una desconzelacidn lenta, s una temperatura de 18 a 209, someter
posteriormente & una @entrifugacidn a unes 3.500 r.pems durante
uwna hora, separando el sedimento; sometiendo el sobremadante a
una agitacidn nueva agregindole lentamente una soluoidn de acido
clorhfdrico normal hasta gloanzar un pH. de 4,8, sometiendoApos-
teriormente a refrigeracién durante 12 horas en una camara de unosg
6%,

La fase siguiente comprende: una centrifugacidén del producto
separandose al sobredadante; el sedimento se somete a una diso-
luoidn de varias veces su volimen en agua y egitacidn suave agre—
gandoss lentamente una solucidn de sosa normal hasta alcansar un
pH. 8,2, agiténdose posteriormente durante 3 horas para somoter—
10 a una oongslacidn de menos 20% durante 12. horas.

La fase siguiente copprendes una descongelacién lenta del pro-
ducto a una temperatura de 18 a 20 una centrifugacidén del proguc—
t0 a 3.500 repme durante 1 hora, éeparéndoso gl sedimento, y el
1fquido sobrenadante se somete a una agitacién lenta agregindose
addo clorhfdrico hasta alcanzar un pH de 4,8, continuindose pos=
toriormente la pgitecidn en condicicnes de refrigeracidn durante
3 horas y se somete a refrigeracidn de unos 69 C. durante 12 horas.

La fase siguiente comprendes someter el producto a una centri-
fugacidn de 3.500 repem. durante 1 hora, separsxr el sobrenadants
¥ al sedimenteo ss le agrega acetone 3cida aproximadamente unas
4D veces su volimen, se scmete a una agitacién mecinios para ho=
mogeneizar el 1fquido y posteriormente a una centrifugacién sepa~
rando el sedimento y replitiendo estos lavados tantas vecea como
sea proociso hasta que el disoclvente salga absolutamente limpios

rosteriormente se scmete a un lawado con acetona pura solamente,



10

15

20

25

30

DeTuL3
so homogeniza, se centrifugs y se somete a un \dltimo lavado con
acetona sleoalinizada con unas gotas de amoniaco; se centrifuga de
nuevo secando el producto por presidn y aireacidn para la obten—
0idén de polvo.

La fase siguiente :comprendes disolucidn del fiolvo obtenido ds
la fase anterior en agus destilada & un pH 7, manteniéndose en
estas condiciones refrigerando durante 3} horas, y procediéndose
a una centrifugacidns el 1fquido sobrenadante se socmete a una pri~
mera filtracidn de olgrificacién y después a una segunda filtra=
cidn para obtener un lfquido limpio o ligeramente ooloreado, pre-.
cediéndose posperiormente a su desscaoidn por oongelacién {(liofili-
zado), ocon lo que ol rendimiento es, aproximadamente, de 1 gramo
de producto por los 2 kilogramos de pardtidas iniciales.

La patente a.e Invenoidn reoaerd sobre las reivindicaciones que
se consignan en la siguiente

HNOTA

18.= PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA
LA OBTENCION DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA, en el qus previa la
selecoidn de pardtidas de ganado vacuno, ds 1la que se eliminan te-
Jidos de oonexién y grasas, y siguiendo el proceso standarizado y
usual consistente en la congelacidn de tales pardtidas, su tritue
racién posterior en estado de congelacidn, su extrasccién con agua
destilada (a cada 2 kg. de producto inicial 8 litros de sgua) alca-
linizada con una solucidn de dosa normal a pH 8, sometiendo a agi-
tqoidn, posteriormente a centrifugacidn, poniendo a pH 4,8, con uns
solucién de olorhfdrico narmal y sometiendo & refrigeracidny con
posterioridad centrifugando y agregando agus al sedimento, ponien- ;
do a pH 8, 2, agitando y congelando de nuevo, descongelasndo a 209 |
C y agregando al sobrefiadante una solucidn normal de clorhfdrico

hasta pH 4,8 pars pasar despues a refrigeracidn, se caracterigan
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esencialmente por la fase que comprende una centrifugacién du-
rante una hora a 3.500 r.p.m. separéndose dos partes, la primers
que identificamos como B), un sobrenadante que se somete a una
agitacidn suave agregandole una solucidn de sosa normal hasts al-
canzar un pH. de 8, sometiéndole posteriormente a una agitacién2
durante tres horas y ocongelando, por Gltimo, a menos 209 mantenién-
dose a esta pemperatura durante unas 12 horas, y la segunda que
identificamos como A): un sedimento que disuelto en agua se somete
a un agitado suave agregandole lentamente una solucién de sosa nor-
mal hasta alcanzar un pHe 8, sometidndole a agitaoién durante 3 ho-
Tas en condiciones de refrigeracidn congelando posteriormente a
menos 209 durante 12 bhoras.

28 . PERFECCIOHAMTERTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA
LA OBTENCION DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA, segin la reivindioca=-
oidn anterior, que se caracteriza por la siguientefmse, en la que
las operaciones que sze realizan tanto con el producto identifica-
do oomo A), como en el producto designado oomo B) son similares
en ouanto a las que comprenden: proceder a una descongelacidn len—
ta, a una temperatura de 18 a 202, someter posteriormente g una
centrifugacidén a unas 3.500 rep.m. durante una hora, separando el
sedimento; sometiendo el sobrenadante a una agitacidn suave agre—
géndole lentamente una solucidn de dcido clorhfdrico normal hasta
aloangzar un pH. de 4,8, sometiendo posteriormente a refrigeracién
durante 12 horas en una odmara de unos 68, .

38, PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA
LA OBTENCION DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA, sogin las reivindice-
ciones anteriores, que se caracterizan por la fase sigulente que
comprende: uns centrifugacidn de} producto separdndose el sobrena~
dante, ol gedimento se somete g una disolucifn ‘de varias veoces

su volumen on agus y mpe agita suavemente agregindose lentamente wna
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solucién de sosa normal hasta alcanzar un pH, 8,2, agitandose
pes teriormente durante 3 horas para someterlo a wna congelacidn
de menos 209 durante 12 horss.

49 .~ PERFECCTONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTC PARA
Ls OBTENCIUN DE UNA FROTEINA TIPO GLOBULINA, segiin las peivindica~
ociones anteriorses, que se caracterizan por la fase siguiente que
comprende: una desgongelacidn lenta del producto a una temperatura
de 18 a 200 una centrifugacidn del producto a 3.500 r.pm. durante
1 hora, separdndose el sedimento, y el 1fquido sobrenadante se so=
mete a una agitacidn lenta agregandose doido olorhidrico hasta al-
cangar un pH de 4,8, continudndose posteriormente la agitacidn en
condiciones de refriéeracién durants 3 horas y ge somete a refri-
goracidn de umos 6¢ C durante 12 horas.

58 ... PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIMO PARA
LA OBTENCICN DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA, segiin las anteriores
reivindicaclones que se caracterizan por la fase sigulente que com=
prendes someter el producto a una centrifugacién de 3.500 r.pem.
durante 1 hora, separar el sobrenadante y al sedimento se le agrega
acetona acido sproximadamente unas 40 veces su volimen, se scmete
a una agitadora mecdnioa para homogeneizar el liguido y posterior=
mente a una centrifugacién separando el sedimento y repitiendo eatos
lavados tantas veces ocomo ges preciso hasta que ol disolvente salga
absolutamente limpio; posteriormente 8e somete a un lavado con ace=
tona pura solamente, se homogenigza, se centrifuga y se somete a un
dWltimo lavado con acetona alcalinizsda con unas gotas de amoniacos
se centrifuga de nuevo secando el producto por presidén y aireacién
paras la obtenoidn de polvos

68, PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA LA
OBTENCION DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA, segin las reivindicaciones

anteriores , que se caracterizan por la fase siguiente que comprendet
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"digolucidn del polvo obtenido ge la fass anterior en agua destile—
da a un pH 7, manteniéndose en estas condiciones refrigerando du—
rante 3 horas, y procediéndose a una centrifugacidn; el 1fgquido
sobrenadante se somete a una primera filtracidn de clarificacidn
y despuds a una segunda filtracidn para obtener un lfquido limpio
o ligeraments colorsado, procediéndose posteriormente a su deseca=
cidn por congelacién (liofilizado), con lo que el rendimiento es,
aproximadamente, de 1 gramo de producto por los 2 kilogramos de
pardtidas iniciales.

78 .~ PERFECCIONAIIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA
LA OBTENCION DE UNA PROTEINA TIPO GLOBULINA.

Todo conforme ha quedado descrito en la presente memoria des-
oriptiva que consta de siete péginas escritas a maquina mecanc-
grafiadas.

Hadrid, 28 de Febrero de 1.964.
JOSE MARIA DEL CORRAL
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