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MEMORTIA DESCRIPTIVA

Ia presente Patente de Invencidn, se contrae,
conforme se indica en sﬁ enuncizdo, a unos perfeccionaumlen=-
t0s en los procedimientos de obtencidn de ceruloplasming
a partir de fracciones plasmaticas, especificamente en los
gue parten de la fraceidn III del método de H.S. Nitschmann
P. Kistler y V. Lergier, en lugar de la fraccidn IV 6 IV-1

obtenida por el método de Cohn, = = = = = = = = = = ~ —

Como es conoeido, la cervloplasmina es una proteina
conbtenida en la sangre gue presenta cobre en su molécula,
y cuya ausencia produce ancmalias en el organismo humano,

como la enfermedad de Wilson., = = = = = = - = w0 - = - - -

Esencialmente los presentes perfeccionamientos se ca-
racterizan por el hecho de que una masa de fraccidn III de
plasma, obtenida segin el método de Nitschmann, Kistler y
TLergier, se trata con agua, a temperatura comprendida entre
0 y 52C, para obbener con agitacion y posterior centrifuga-
cibn, un precipitado que se trata con acetato sdédico al
0,15 i, a pH entre 4,8 y 5,5 y temperatura de 0 a 58C,
agitandose y centrifugando para obtener un liquido, conte-
nedor de la ceruloplasmina, al cual se le gdiciona un 5%

de Hyflo, tras lo que se filtra, se baja el pH entre 4,5

.y 5y se calienta al baflo maria a 60~702C durante unos

diez minutos, agitando continuamente, llevdndose a cabo,

seguidamente, una centrifugacidn entre 0 y 58C, resultando
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un 1liquido que se trata con un 5% de Hyflo, se filtra a
0-58C y se neutraliza a pH 5,5-6, tras lo cual se absorbe
1la ceruloplasming mediante la cantidad justa de resina
dietilaminoetil (DEAE~Sephadex), se filtra por Buchner, se
lava con solucidn tempdn, se aumenta la fuerza idnica de
0,150 a 0,3M, se filtra por Buchner al vacfo y se recoge

la solucidn de ceruloplasmina en un quitasatos, — - - -

Para facilitar la comprensidn de las precedentes
ideas, se describe seguidsmente un ejemplo de realizacidn
de los presentes perfeccionamientos, el cual debers ser
considerado como desprovisto de todo alcance limitativo,

dado su cardcter ilustrativo. = = = = = = = = = = = = = =

Se parte de una fraccidn III obtenida segin el mé-
todo de Nitschmann, Kistler y Lergier, del plasma de
diferentes dadores. Un kilogramo de esta fraccidn se tra-
ta con 10 volimenes de agua, a wna temperatura entre Oy
58C, se agite hasta obtener una perfecta suspensidén y se
centrifuga desechando el sobrenadante, obteniendo un
precipitado, que se llamars igualmente fpaccién III, de

color azul verdoso de donde se extraers la ceruloplasmina.

Dicho precipitedo se trata con 5 volimenes de ace-
tato sddico al 0,15M, a pH entre 4,8 y 5,5 y a temperatura
entre 0 y 58C. Se agita hasta obtener una perfecta sus-
pension, se centrifuga a dicha temperatura y se recoge la

fase ligquida en la que esta contenida la ceruloplasming.-

Pars purificar el producto, se trata dicho liquido

con un 5% de Hyflo, filtrando la solucidn para obtener un



1iquido turbio de color gzul algo més marcado, pero man-—
teniendo el color verdoso. Se baja el pH entre 4,5y 5
con deido clorhfdrico decinormal. Se caliente con agita-
cién al bafio mar{s durante aproximsdemente diez minutos,

5o a una temperatura entre los 60 y 702C. Transcurrido el tien~
po de calentamiento, se cenbtrifugs de O a 5%C con lo que
se obtiene un liquido, contenedor de la ceruloplasmina,
gque se trata con un 5% de hyflo y se filtra a la indicada
temperatﬁra. Seguidamente se neutraliza con hidrdéxido

10, sbédico decinormal, a pH entre 5,5 y 6, midiendo el
volumen de este 1iquido. Ia purificacién final se efectia
con resing de dietilaminoetil (DEAE-SEPHADEX), con la cual
se agbsorbe la ceruloplasmine afiadiendo la cantidad exacta
de resina, no debiendo existir exceso de ésta en la solu-

15. ¢idén. Una vez la ceruloplasmina es absorbida, se filtra
por Buchner pars escurrir totalmente la resina. Se lava
ésta con solucidn tampdn, se pesa la resina escurrids
y se caleula la cantidad de cloruro sddico necesario para
aumentar la fuerza idnica de 0,15l a 0,3H, adicionando la

20, cantidad calculade con agitaeion. — = = = = = = = = = = =

Seguidamente se filtra por Buchner al vacio, ob-
servéndose como lentamente la solucidn de ceruloplasmina de
intenso color azul, retenida por la.resina, va recogiéndose
en el quitasatos estéril, obteniéndose una concentracion

25, aproximads de ceruloplasming del 5% con una pureza muy

elevada, = = = = = mw w = - - - - e - - —- - - -

Habiendo descorito las caracteristicas de los pre-

sentes perfeccionamientos se hace constar que en los mis-
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mos podran introducirse cuantas variantes de detalle
pueds aconsejar la experiencia, siempre que con ello no
se desvirtie su esencialidad que es la que Se resume y

concreta en la primera de las reivindicgciones que si-

N o T A

Se declaran de novedad y propiedad para Espafia y

todos sus territorios y plazas de soberania, las siguien-

REIVINDICACIONES

l. Perfeccionamientos en los procedimientos de
obtencidn de ceruloplasmina a partir de fracciones plas—
méticas, especi{ficemente en aguellos procedimientos que
parten de la fraccidn III del plasma sanguineo obtenida
por el método preconizado por H.S. Nitschmann, P. Kistler
y W. Lergier, carascterizados por el hecho de que una massg
de dicha fraceidn III se trata con agua, a temperatura
comprendide entre O y 5%C, para obtener con agitacidn y
posterior centrifugacidn, wn precipitado que se trate
con acetato sddico al 0,15, a‘ﬁﬁ entre 4,8 y 5,5 y tem~
peraturs de O o 52C, agitdndose y centrifugando para
obtener un liquido, contenedor de la ceruloplssmina, al
cual se le adiciona un 5% de Hyflo, tras lo que se fil-
tra, se baja el pH entre 4,5 y 5 y se calienta a 60-708C
al bafio maria durante unos diez minutos, agitando conti-
nuamente, llevéndose a cabo, seguidamente una centrifu-

gacidn entre O y 520, resultando un liquido que se trata
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con un 5% de Hyflo, se filtra a 0-52C y se neutraliza

a pH 5,5-6, tras lo cual se absorbe la ceruloplasmina
nediznte la cantidad justa de resina dietilsminoetil
(DEAE-Sephadex), se filtra por Buchner, se lava con solu-
cidn tempdn, se auuenta la fuerze idnica de 0,15H a
0,30, se filtra por Buchner al vacio y se recoge la so~-

lucidn de ceruloplesming en un quitasatos. — = « — - —

2, "PERFECCIONAMIENTOS EN LOS PROCEDIMIENTOS DE
OBUENCION DE CERULOPLASMINA A PARTIR DE FRACCIONES PLAS-
BATICAS". = = = = = = e e - === mm - — - — - =

Todo ello conforme se describe y reivindica en
la presente memoria que consta de seis hojas, foliadas ¥

mecanografiadas por una sola de sSus caras.
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