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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondients a la solicitud de concesién de una.

PATENTE DE INVENCION

SOLICITANTE:  Sociedad.REPHAMAC. A.G..,.de..nacionalidad

suiza.
RESIDENCIA: . Brunnernstrasse, 15 -8807 NIEDERURNEN

SULZA

ENUNCIADO: "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION INDUSTRIAL

DE ACIDOS DESOXYRIBONUCLEICOS DE PESO MO

LECULAR ELEVADOM,
INVENTOR: Karl Christen, que cede sus derechos a la
empresa solicitante.

Prioridad: Patente suiza n’ 005598/ 71d0l16de abril 1971
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La presente memoria descriptiéa tiene como fin la declara-

cién del objeto sobre el que ha de recaer el privilegio de explotaciém in

dustrial y comercial exclusivo en el territorio nacional de una Patente

de Invencién de acuerdo con la vigente Legislacién sobre Propiedad Indus-

trial, que, como el emmciado indica, se trata de "PROCEDDMIENTO DE PREPA-
CION INDUSTRIAL DE ACIDOS DESOXYRIBONUCLEICOS DE PESC MOILECULAR ELEVADO!
' El presente invento tiene por objeto un procedimiento indus-

rial de preparacién de 4cidos desoxyribonucleices dencminados A D N alta-

Eente polimerizados.

La materia prima utilizada industrialmente mds corrientemente

s la lechaza de pescado de la que se conocfa desde hace tiempo su elevado
Eontenido en 4cido desoxyribonucleico,

En los espermatozoides, el A D N estd combinado con proteinas
jbdsicas, histonas o portaminas de las que es conveniente desembarazarse,
Ls cldsico proceder a la eliminacién de los 1lfquidos mediante disolventes
cldsicos, tales como alcohol a 902 y acetona y proceder a la degradacién
de las protefnas por la sosa catistica o el cloruro de sodio empleado en al
ta concentraciéﬁ. Ciertos procedimientos industriales han utilizado ademds
la accién del calor para operar la separacién de las protéinas pero se¢ ha~
ce entonces diffcil evitar los riesgos inherentes a la accién del calor du
rante la separacién de las dos»cadenaé de la molécula de A D N por ruptura
de las bases que forman los puentes entre éllas e incluso si se procede a
continuacién a una refrigeracién que tiene por fin provocar un reapareamien
to (diffcil de controlar) de las dos cadenas.de la molécula.

Se sabe igualmente de una manera general que la presencia del
fenol favorece a la accién separadora de las proteinas con relacién a los
dcidos nucleicos y que la obtencién de A D N ha sido realizada en laborato
rio tratando suspensiones nucleoproteidiéas por un volumen igual de fenol
puro, Pero las condiciones de tratamiento en estos prbcedimienfos de labo

ratorio no permiten realizar una fabricacién en condiciones suficientemente
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econémicas y précticas para justificar una aplicacién industrial,

Los trabajos que han conducido a la presente invencién han':
permitido determinar ciertas condiciones en las que.pueden obtenerse ren
dimientos industriales satisfactorios.

Las sustancias tratadas, desembarazadas de sus lipidos y pre
viamente sometidas a la accién del cloruro de sodio, son, segln el inventa
tratadas por el procedimiento que preseﬁta las caracteristicas siguientes;

Se utiliza como agente de dQSproteneizacién para liberar
A D N, fenol no mds puro ni en mayor exceso que en ciertos procedimientos
de laboratorio, sino solamente en cantidad suficiente para que 1a masa
que contiene la materia nucleoproteidica en suspensién esté saturada de
fenol con un ligero exceso. Un pequefio exceso de fenol aﬁadidé volunta-
riamente al conjunto asi saturado, -facilita la desnaturalizacién y la pre
cipitacién lenta de la protefna liberada y el paso en solucién del A D N.

La sustancia tratada es, previamente a la desproteneizacién
por accién del fenol, tratada por una solucién de cloruro de sodio 2 mo~
lar, preferentemente adicionada con una débil cantidad de fluoruro de so-
dio inhibidor de las nucleasas. Este tratamiento sﬁlino tiene por efecto
liberar las molécilas nucleoprotefdicas y favorecer la accién ulterior
del fenol,

| Después del tratamiento fenflico, la solucién viscosa de A D
que contiene en suspensién la proteina desnaturalizada, es adicionada con
una materia tal como la bentonita, la celita, una tierra de infusorics o
anéiogo para facilitar la separacién por cualquier medio fisico ta} como
sedimentacién, filtracién scbre filtro prensa, o centrifugacién, Preferen
temente se utiliza célita en presencia de bentonita, teniendo este dltimo
producte un efecto protector contra las.nucleasas,

Durante el conjunto del procedimiento, la temperatura es pre

ferentemente inferior a 2592, y en todo caso muy inferior a aquella suscep

tible de producir la degradacién de la molécula (alrededor de 802),
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A titulo de ejemplo de fabricacién se podrd proseguir como

sigue;

EJEMPLO DE FABRICACION

100 kgs de lechaza de arenque congelados a -25° son picados
groseramente y tratados por mitad de su volumen con alcohol a 959, El al
cohol elimina una fraccién importante de lipidos variable por otra parte
con la especie de pescado de la que proviene la lechaza,

El triturado obtenido es.dejado en contacto con alcohol a
temperatura ambiente durante 24 horas como minimo, después de lo cual es
escurrido y después enjugado sobre filtro-prensa (estando el disol¥ente
enviado hacia la recuperacién)

El residuo del enjugado, molido de nuevo mds finamente, es
puesto en contacto con tres veces su ;olumen de una solucién de cloruro
de sodio 2 molar adicionada de 0'045 molar de fluoruro de sodio. El;liqﬁi
do espeso y ya muy viscoso es agitado lentamente durante aproximadamente
una hora, Esta agitacién es repetida varias veces antes de la fase.opera—
toria siguiente: '

Después de 24 a 48 horas a temperatura ambiente, se dobla
el volumen con agua destilada, saturada por un fenol recientemente desti
lado (75 gramos de fenol por litro de agua), a la que se ba afiadido el
fenol en cantidad éuficiente para asegurar una saturacidn completé del con
junto constituido por la suspensién fenblica, es decir, un exceso de fenol;
de 25 gramos por litro. ‘

El grado de saturacién del agua en fenol, segfin la temperatu
ra, estd dado por las Tablas de Constantes.

La mezcla estd entonces cuidadosamente homogeneizada por una
agitacién de quince minutos que estd fenovadaVvarias veces en un plazo de
24 horas. .

La solucién viscosa de A D N teniendo en suspensién las pro-

tefnas desnaturalizadas,’es a continuacién adicionada con un poco de bento

s — rm v - e
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nita y wna cantidad mds importante de celita, lo. que tiene por efecto pro

vocar la sedimentacién lenta de la fraccién proteidica; fundamentalmente

ise podrd emplear wna mezcla de 1 por ciento de celita y 015 por ciento de

bentonita, en sﬁspensién en el agua destilada medida en cantidad suficien
te para compietar el vol.umen'total de 1.000 litros.

. Se deja la mezcla en reposo durante uno o v;a.rios dias permi
tiendo asi a la i)roteina desnaturaliza.da. separarse por sedimentacién, Se
puede acelerar o completar el proceso por paso a un filtro prensa o centri
fugacidn, ‘

El liquido que sobrenada o el filtrado claro o _ligeramente
turbio es vertido en un volumen igual de alcohol a 952, E1 A D N polimeri
zado precipita en largas fibras blancas, Estas fibras recogidas son a con
tinuacién lavadas con soluciones aleoh6licas de titulo creciente para eli
minar el clorurc de sodio arrastrado y el exceso de fenol.‘ Se termina por
un lavado con alcohol a 952 y se seca sobre tamiz ventilado ayud4ndose
de ma calefaccién moderada o practicando un vacio parcial.

El rendimiento en A D N polimerizado es excelente; es del or
den de 5 por ciento de la masa tratada, El andlisis ha dado los resultados
medios siguientes: 15 por ciento de humedad, 11'50 2’13 por ciento de ni-
trégeno, 7'1 a 7!8 por ciento de fésforo y menos de 0'5 por ciento de pro
tefna residual, La absorcién especifica £/P en luz ultravioleta es del or
den de 6,400 a 6,800, La hipercromicidad variaba de 28 a 36 por ciento.
La masa molecular determinada. por 1;9. difusién de la luz era siempre supe
rior.a 215 x 106.

Descrita Suficientemente la naturaleza del presente invento,

asi como su realizacidén industrial, sélo cabe afiadir que en su conjunto y

partes ;:onstitutivas es posible introducir cambios de forma, materia y dis
posicién, sin salirse del cuadro del invento, en cuanto tales alteraciones
no supongan variacién sustancial del mismo,

- EL 'solicitante al amparo de los Convenios Intermacionales

PR Y v, -

or s t———
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sobre Propiedad Industrial, se reserva el derecho de extender la presente
demanda a los paises extranjeros, si fuera posible, reivindicando Ja misma
prioridad de la presente solicitud,

Igualmente, el solicitante se reserva el derecho de solicitar
los adecuados Certificados de Adicién en la forma seflalada por la Ley, al
introducir en el presente invento cuantos perfeccionamientos se deriven
del mismo,

NOTA

La Patente de Invencién que se solicita.por veinte afios para
Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacién sobre Propiedad Industrial,
deberd recaer sobre "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION INDUSTRTAL DE ACIDOS
DPESOXYRIBONUCLELICOS DE PESO MOLECULAR ELEVADO", en todo de acuerdo con
las siguientes

REIVINDICAQIONES

&,~ Procedimiento de preparacién industrial de &cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular elevado, caracterizado porque, estando
realizado a partir de sustancias vivas tales como lechaza de pescado pre-
viamente desembarazadas de lfpidos y sometidas a un tratamiento por sal al
calina, se utiliza como agente de desproteneizacién para liberar el A D N,
el fenol en solucién acuosa, siendo la cantidad de fenol suficiente para
que la masa que contiene la materia nucleoprotefdica en suspensién esté sa
turada de fenol mds un ligero exceso,

2%,~ Procedimiento de prepéracién industrial de 4cidos desoxy
ribonpcleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con la ante-
rior reivindicacién, caracterizado porque la solucién acuosa del fenol cor
tiene alrededor de setenta y cinco gramos de fenol por litro de agua.

32.~ Procedimiento de preparacién industrial de 4cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con las ante-

riores reivindicaciones, caracterizado porque la suspensién total de mate

ria nucleoproteidica en la solucién acuosa del fenol es adicionada ‘con aprd

e e dam ta”
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ximadamente veinticinco gramos de fenol por litro.

ribonucleicos de peso molecular elevado,’ en todo de acuerdo con las ante-~
riores reivindicaciones, caracterizado porque el tratamiento previo alcali
no estd operado en medio de una solucién de cloruro de sodio preferentemen
te adicionada con fluoruro de sodio.

| 5%,- Procedimiento de preparacién industrial de 4cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con las ante—
riores reivindicaciones, caracterizado porque el tratamiento alcalino estd
operado por medio de una solucién de, aproximadamente, dos molar de cloru-
ro de sodio y alrededor:de cuarenta y cinco milésimas molar de fluoruro de
sodio por litrc;. | ‘

62,~ Procedimiento de preparacién industrial de 4cidos desoxy:
ribonucleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con las ante-
riores reivindicaciones, caracterizado porque después del tratamiento fe-
nélico, la solucién viscosa de A D N, que contiene en suspensién a la pro
teina desnaturalizada, es adicionada con un ayudante de separacién por via
fisica tal como la bentonita, la celita o tierra de infusorios.

72,- Procedimiento de preparacién industrial de é'cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con las ante-
riores reivindicaciones, caracterizado porque el ayudante de separacién es
celita adicionada con una menor cantidad de bentonita,

82,- Procedimiento de preparacién industrial de 4cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular elevado, en todo de acuerdo con las ante~
riores reivindicaciones, caracterizado porque el ayudante de separacién
estd constituido por aproximadamente uno por ciento de celita y cero coma
cinco por ciento de bentonita. - '

02,~ Procedimiento cie preparacién industrial de 4cidos desoxy
ribonucleicos de peso molecular e}e\iado, en todo de acuerdo con las ante-

riores reivindicaciones, caracterizade porque durante el conjunto del proc

42,~ Procedimiento de preparacién industrial de 4cidos desoxy}

Fic4
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dimiento, la temperatura es preferiblemente inferior a veinticinco grados
centigrados y en todo caso mantenida por debajo de ochenta grados centi-
grados, ‘

- 102, - "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION INDUSTRIAL DE ACIDOS
DESOXYRIBONUCLELCOS DE PESO MOLECULAR ELEVADO",

- Seglin queda sustancialmente descrito en la presente memoria
descriptiva que consta de de ocho hojas mecanogra.f:.adas por una sola cara

Madrid, a mf' ’DJQ

Agente Oficial
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