‘Correspondiente a una Patente de Introduccidén por 10
afioa, pare todo el territorio espaliol y protectorados
por:

" PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE GATALASA DE HIGADO
TE CABALLO ". | o a

A favox de:ALaboratoires Sarget-Ambrine, Société Ano-
hyme, de nacionalidad francesa, 4 rue Poquelinnﬁoiiére
& BORDEAUX (Frencia) y Roncales, S.A., de nacionalidad
esPaﬁolé, residente en ZARAGOZA, Tenor Fleta, 5.

=i=tminiminini=l=i=inis
La presente Patente de Introduccion concierne a
un procedimiento de preparscion de la catalasa extrai-~
da del higado de caballo, igualmente designada bajo el
nombre de hépatocatalasa de caballo.
Se propuso ya anteriormente, preparar una catalasa

sometiendo el higado de caballo & un tratamiento de ex-



10

15

20

25

30

35

$racecidn y precipitacidn por la dioxano. Sin embargo
en éstos metodos de preparacion la presencia del glu
cégeno, procedente del protoplasma de las celulas -
hepaticas del animal, resultaban sumsmente engorroso,
pues entrafigsba la nscesidad de recurrir a numerosas
filtraciones sucesivas, para obbener un filtrado lim
pldo. Estas numerosas filtraciones son, por otra -
parte, practicamente imposibles de realizar, sin per
der las ventajas esperadas, es decir, la obtencion -
de una catalasa de buena calidad, con buen rendimien
to y en forma economica. Ademds, en dichos metodos -
de preparacidn, se afiade dioxano diluido, poniendolo
directamente, desde el comienzo de la operacidn, en
contacto con el higado. Esta manera de proceder pre—
genta el inconveniente de ocasionar, asi, una desna-
turalizaocion de las probteinas de la pulpa del higado,
que tiene por efecto bloquear la catalasa en su titu
lo inieigl. Ds una manera general, aplicando los me-
todos descri%os, no se obtiene un f£iltrado limpio y
el precipitado final de catalasa se disuelve mal en
agua y contiene impurezas, o mas bien, estd contami-
nado por diversas sustancias utilizadas en su trata-
miento final y que tienen porefecto hacerla impropia
para le ubtilizacidn, con fines faermaceuticos por -~
ejemplo.

Conforme & la presente patente, se ha perfeccio
nado un procedimiento de preparacion de la hepato-ca
talaga de caballo, permitisndo evitar los inconve- -
nientes precitados y obtener la hepato-catalasa de -
caballo de gran calidad, teniendo propiedades fisi-
cas y quimicas, rigurosamente, definidas y conirola=-

bles por el método de dosificacidn utilizado durante
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la realizacidn del procedimiento, con buen rendimien—
to y de forma economica.

Se ha encontrado en el cuadro de la presente pa-
tente que se obtienen las ventajas ya citadas y, par-
4ticularmente, que se evita la desnaturalizacién de las
proteinas de la pulpa de higado, cusndo se ataca, ini-
cialmente, el glucogeno del higado, cuya presencia mo-
lesta, por un encima, notablemente por la amilasa de
la cebada germinadm, antes de realizar la adicidn de
dioxano. Se ha encontrado, igualmente, que era preferi
ble afiedir dioxano puro, en varias adiciones, efectuan
do éstas operaciones en intervalos, prefersnciasles de
temperatura. El ataque del glucdgeno.se realiza sobre
una suspensidén de pulpa de higado de catallo en agua,
ya que la catalaga es hidrosoluble. Se obtiene, al fi-
nal de la operacion, un precipitaedo puro de catalasa,
que sedimente blen y que es fmcilmente soluble.

El procedimiento de la presente patente sme carac-
‘teriza porque se pulverliza el hlgado fresco de caballo
para transformarlo en pulpa de higado, afiadiendo a la
pulpa de higado agua destilada, previamente enfriada,
88 homogeiniza le suspension obtenida y se la deja re-
posar enfriandola; se procede, lusgo, a la adicidn de
amilasa de cebada, germinada, agitando a 202C, se en-
fria, de nuevo, y manteniendo el enfriamienfo y la agi~
tacidén, se realizan tres adiciones de dioxana pura, en
cantidades diferentes, centrifugando y dejando reposar
la mezcla recogida despues de cada adicidn de dioxamo.
Todas las operaciones, excepto la de la adicidn de ami~
lasa, cuya accién encimatica es favorable a 20%C, de-
ben realizarse, de preferencia, entre 0 y 490,‘debido

r

8 la fragilided de la catalasa.



85

90

95

100

-4 -

La priumers adicionzé xano se efectua en la -~
cantidad, en volumen, de un 50% en relacién con el Vo
lumen de mezcla, despues de la adicion de la amilasa,
la segunda adicidn de dioxeno se realiza en la cantm-
dad, en volumen, de un 23% en relacién con el voluman
de filtrado despues de la primera centrifugacidn y la
tercera adieidn de dioxana se efectua en la cantidad,
en volumen, de un 11% con relacion al volumen de fil-
trado despues de la gegunda centrifugacién. La amilasa
utilizada es un producto definido en el Codex 1949 y
su titulo amilolitico debe ser con un minimun igual a
100. 7 _

El dioxano puro utilizado es un liquiéo incoloro
de densidad 31596-1,042, con un punto de ebullicidn
de 10190, exemto de piroxido, como lo muestra la au~
senoia de coloracion al afiadir una solucion de ioduro
de potasio en medio acido.

Se indica a continuacion un ejemplo de la manera
de obrar del procoedimiento de la patente, a titulo de
ilustracion, solamente, y sin limitar de ninguna mane
ra, por dicho sjemplo, el cugdro y el espiritu de la
patente. »

Ejemplo:

Se transforma el higado fresco del caballo en pul
pa y se aliade, a la pulpa, aguas destilada, previamente
enfriada, para que la temperatura de la mezocla esté -
comprendida entre O y mas 42C,

Se homogeiniza la mezcia con el ultraypulverizae
dor durante 20 minutos dejandols en reposo durente 18
horas, en una cémara fria entre 02 y mas 48C, se afigw
de, entonces, la amilasa de cebadé germina&a, agitando
por medio de un batidor electrico, durante 1 hora y -

15 minutos a 208¢.,
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Al cabo de éste tiempo, se lleva la temperatura
8 48C y siguiendo con la agitacién, se afiade dioxana
puré por pegquefias porciones sucesivas, en cantidad -
igual a la mitad del volumen de la mezcla. Esta adi-
0idn debe durar unos 15 minutos. Se deja reposar duran
te 18 horas a la temperatura de O a mas 42C.

Entonces se separahla pulpa de higadopdel liquido
por agotamiento en una centrifuga enfrieda a la tem=
peratura comprendida entre OR y mas 48C, se afiade en-
tonces, al filtrado 23% de dioxano puio (en volumen)
en porciones sucesivas con agitacidn constante. Cuando
se ha incorporado toda la dioxane se sigue agitando du
rante 10 minutos y se deja reposar durante 18 horas, a
una temperatura comprendida entre O y mas 48C,

Ests segunda adicion de dioxsno, en cantidad lige
ramente diferente, se hace, tambien, de la misma manera
que la anterior, dado los grandes volumenes sobre los
que Se opera y, en particu;a:, los tiempos de mezcla -
son en éste caso, muy rigurosos.

Se centifuga, entonces, en una centrifugadora se-
paradora enfriada a mas 48C, con el fin de obtener un
liquido claro. Se afiade, de nuevo, 11% (en volumen) de
dioxano puro, sin dejar de agiter y, deépues de dlez -
minutos de agitacidn, se deja reposar en cémara fria -
de 0 a mas 42C, Qurante 3 horas.

Esta ul%ima adicion de dioxeno provocs le preci-
pitacidén de la catalasa. No se deja en contacto la =
dioxano mas que 3 horas para evitar la precipitacion
de las impurezas y se centrifuga, sencillamente, para
obtensr el precipitado que sedimenta muy bien.

Se centrifuga, de nuevo, en la centrifugadora sepa

radora enfriads a mas 42C para separar el precipitado ~

-



formado y se recoje éste precipitado.

El precicipitsdo se pone, enbonces, en solucion
en un tampon al fosfato 0,05 M con pH %, enfrisdo en-
tre 0 y mas 42C, por ser mejor la solubilidad de la

140 catelasa en éstas condiciones.

La cantidad del tampon al fosfato estd en fune-
cion de la centidad del precipitado obtenido. Se ob-
tiens, asi, la soluoion madre de hépato-catalasa, gue
se titula por el metodo descrito a continuacidn.

145 Se puede conservar la solucion madre asi obteni
da o se la puede liofilizar, despues de la adicidn ,
eventual, de agentes estabilizantes.:

Dogificacion de la hépato-catalasa.- La activi-

dad encimatica de la hépato-catalasa puede dosificar-
150 se, por ejemplo, por medio del metodo siguiente pues-
40 8 punto en el cuadrc de ls patente.

Prineipio de ls dosificacion.— ?a dosificacion en .
cimatica debe consistir en una medida de la velocidad -
de reaccion de la encima sobre un substrato, siendo el

155 substrato de la encima agua oxigenada N/20 en un tam-
pon al fosfato 0,01 M con pH i. )

Dosificacidn.- Ia dosificacidn se realiza a la tem
peratﬁra ambiente y dado qus la hépato-catalasa Se inw
hibe por su substrato, para obtener la destruccion del

160 agus oxigenada, proporcional en el tiempo, es preciso
hacer ésta dosificacidn en un minimum de tiempo. Ia ve
locidad de reaccidn es constante en los 15 primeros -
segundos de la dosificacidn.

Es necesario que la hepato-catalasa no haya des-

165 truido mas de la mitad dsl agua oxlgenads puesta en -
presencia de la encina.

El metodo de dosificacion del ague oxigenada de-

be ser rapldo y continuo. Con éste fin se emplea un
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mioro-electrodo de platino doble, 48 superficie puli-
mentada y representa, aproximadamente, la superficie de
una esfera de 1 mm de diametro. Se hace pasar una co-
rriente de 0,2 o 0,3 micro amperes. Esta corriente de
be permanecer, rigurosamente, constante durante toda
la dosificacion. Se registran las varlaciones de ten-
sion que sea necesario aplicar a los electrodos para
obtener una corriente constante de 0,2 0o 0,3 micro=
snpere. lLas varigciones de tension son del orden de .
100 & 200 mili~voltios.

Tecnica de la doaificaclén.- Se ajusta el aparg-

to con agua oxigenada N/20 y N/40. Se puede, entonces,
trazar sobre grafica uné recta;patron, colocando, so0-
bre la grafica, en sbscisas los logaritmos de las con
centraciones del agus oxigenada empleadas (C) (N/20

¥ N/40), y en ordensdas los logaritmos de las tensio-
nes correspondientes a N/20 y a N/40 (V).

Ia dosificacidn misra se efectua de la manera si
guiente:

Ung toma de ensayo, correspondiente sensiblemen-
te a 25.000 unidades, se disuelve en un tampon al fos-
fato 0,01 ¥ con pH 7, ¥y se le hace una . dilucidn al
centegimo. Se toman 20 ml de una soluclion de agua oxi
genada N/20. Se leventa, entonces, el registrador y,
en el momento en que ge afisde 1 ml de la .4 irlucion
de encima, se ponen en marcha el cronometro y se conw~
tinua la dosificacion durante 30 segundos. Graclas a
la recta-patron, mencionsda antes, se conoce el loga—
bitmo de las concentraciones de agua oxigenada restan
tes en los tiempog t= 5 gegundos, 10segundos, 15 se-
gundos, 20 segundos, 25 segundos, 30 segundos. Luego

sobre otra grafica, se lleva a abscisas los tiempos -
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comprendidos hasta 60 segundos y, & ordenadas, la re-
lacion entre los logaritmos de las concentraciones de
partida C, y los logaritmos de las concentraniones Cx
en los tiempos t= 5, t= 10, etc. |

Se obtiene ura linea que se extrapola & t= 60 -
segundos y se deduce asi de ella la concentracidén del
agua oxigenada restante teorica a log 60 megundos. Se
deduce, de ello entonces, la conceniracion del agua'-
oxigenada destruida en 60 segundos, siendo la unidad
de herato-catalasa la cantidad necesaris de encima -
que destruye, en 60 segundos, una micro-molecula de
agus oxigenada. Esta dosificacidn se realiza con un -
error absoluto del 3%.

Ia hepato-ocatalasa obtenlda segun el procedimien
to de la presente patente.: y liofilizada, se presen—
ta en forma de polvo muy ligeramente coloreado, extre
madamente soluble en agua y suero fisiologico; es api-
rogine y esteril.

Cads frasco contiene 25.000 unidades de hepato-
catslasa, un contenido total en nitrogeno de 0, %33%
dosificado disolviendo el contenide del frasco en 0,25
nl de agua destilada y contiene 0,05 M de fosfato. El
pH de la solucidn es a. Las soluciones de hepato-cata-
lasa dan una sbsoroidn n;utra en ultra violetas en las
bandas Soret.

N o0 T 4
Se declaran de novedad en Espafia las siguientes:

R E I V I N D I C A C IONES

18.-~ Procedimiento de preparacion de catalapa de
higado de caballo, caracterizado porque se trata la -
pulpa Ge higado de caballo, caracterizado porquw se

trata la pulpa de higado de caballo, antes de la ex-
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traccidn por dioxano, por uns encima destructora del
glucogeno, concretamente, aminolasa de cebada germi-
nade, pulverizando el higado fresco de ocaballo para
transformarlo en pulpa y afiadiendo agua destilada, -
enfriada previamente, se homogeniza ls suspension =
obtenida y se deja reposar con enfriamiento, se afla
de la amilasa de cebada germinade, agitando a unocs «
20eC, se enfria, de nuevo y slempre con frio y agi-
taﬁdo, e realizan tres adiéiones de dioxano puro -
en cantidades diferentes en cada adicion, cenirifu-
gando y dejendo reposar la mezcle recogida despuss -
de cada adicion de dioxano y se recoge sl precipita-
do de catalasa formadn despues de la tercers adicidn
de dioxano.

28,~ Procedimiento de preparacion de catalasa
de higado de caballo, segun la reivindicacidn ante-
rior, caracterizado porque aparte de la adicion de
amilgea que se realiza g 208C, todas las demas ope~
raciones han de efectuarse ﬁajo enfriamiento.

38,~ Procedimiento de preparacion de catalasa
de higado de caballo, segun la reivindicacion prime
ra, caracterizado porque a la primera adicidn de =
dioxano se realiza en la cantidad en volumen de unos
50%, en relacion al volumen de mezcls, despues de la
adicion de amilasa y se deja reposar, preferentemen
te, durante unas 18 horas.

48,~ Procedimiento de preparacion de catalasa
de higado de caballo, segun las reivindicacionses an-
teriores, caracterizado porque la segunda adicion de
dioxano se realiza en la cantidad en volumen de al=-
rededor de 23%, en relacion al volumen de filtrado

despues de la primera centrifugacion y se deja repg
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sar, preferentemente, durante unas 18 horas.

S58,~ Procedimiento de preparacion de catalasa de
higado de caballo, ssgun las reivindicaciones anterio
res, caracterizado porque la tercera adicion de dioxg
no se realiza en lg cantidad, en volumen, de alrede~
dor de 11‘74, en relacion al volumen de filtrado, des-
pues de la segunda centrifugacidén y se deja reposar
preferentemente, durante unas tres horas.

68+~ Procedimiento de preparacion de catalasa de
higado de caballo, segun las reivindicaciones anterio
res, ocaracterizado porque despues de recoger el pre=
cipitado ds catalasa se le disuelve, preferentemente
en una solucion de tampon de fosfato 0,05 M con pH 7,
para obtener una solucion madre de hepacatalasa de ca
ballo, que, eventualmente, se puede liofilizar.

78.~ "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE CATATASA
HIGADO DE CABAIOM. T
' "Toéobellé," tal como se describe y reivindica en

1la présen‘be Memoria, que consta de giez . hojas, meca~

nografiadas por unma solagars y numergdes debidamente.

Madrid, 18/de Marzo dp 1«967
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