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La presente invencidn se refiere a una
manera de tratar liquidos que contienen sustancias de
la sangre, particulsrmente a una maneras de separar de
tales liquidos la globina contenida en el 1iquido; de

5 la prot0pdrfirina de hierro, o derivados; y/o produc-
tos de escigion de ellos.

Hay ye maneras conocidss para Beparar;
e escala de laboratorio; el componente hierro y la glo-
bina, cromatograficamente o por extraccién; en las que

;le se usan disolventes como metil-etilcetons, acetona y
| dimetil-formamida (formamida).

El método cromatografico es menos ade~
cuado a escala téenica, y la extraccidén con disolven-

tes es inadecuada para usar el producto obtenido en

. 1%  glimentos o piensos,

Segin la presente invencidn, el uso de

una téenica de procedimiento sencilla se hace posible

usando un disolvente 6rgénico con propledades deshidra~

Ty,

tentes, y afiadiendo un medio con efecto de sumento de

20 la fuerza idnica y/o de deshidratacidén, como cloruro

sbdico, sulfato sddico o sulfato amdénico, benzoato

spdico o poliglicol, con la posible adicidn de medios

reguladores del pH, como acidos inorganicos, por ejem-
plo écido clorhidrico y &cido sulfirico, o acidos or-

ga génicos, por ejemplo &cido acético o 4cido citrico.
3
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En consecuencia; la invencidén constituye un método
téenica y econdmicamente practicable para separar
el componente hiefro de la globina, que permite el
uso de la globina en alimentos y plensos,

Segin una forma especial de ejecucidn

de la manera segin le invencidn, primero se separa
parte del componente hierro, por ejemplo la que exis-
te como agregado en soluciones concentradas, o adsor-
bida sobre material proteico; preferiblemente por
centrifugacidn, ILa aglomerscidn se puede efectuar
afisdiendo, por ejemplo, cloruro sddico. ILuego se
precipita le globina de lo que sobrenada, as{ obteni-

do, por adicion de medios de aumento de la fuerza

iénica y/o de deshidratacidn, mientras que el compo-
nente hierro es retenido en la fase liquida; en for-
ma fluide y/o finamente dispersada.

El ambiente creado por el alto conteniw
do de disolvente: por efemplo etanol; y el bajo con-
tenido de agua, con una cierte fuerza idnica y un
bajo valor del pH, es evidentemente adecuado para re-

tener ls forma finamente dispersada, y fluida, res-

rectivamente, del componente hierro y los posibles 5;}&

derivados y productos de descomposicién del mismo,

" en el liquido, mientras que la globina se deja sepe~

rar por centrifugacidn.

-3 -
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La invencidn se ilustra en mas detalle

en lo que sigue , por algunos ejemplos de ejecucidn.

EJEMPLO_1

A 5 g de una solucién de hemoglobina
con un contenido de sustancia seca del 15%, y que
contenia aprox. 33% de etanol, a una temperatura
de -82C, se afiadid a gotas, mientras se agitaba y
enfriaba, una mezcla de 1,1 ml de acido clorhidrico
1My 5 ml de agua. Tras la adicién; la temperatﬁ.
ra era -72C, y el valor del pH 2,5.

Se afiadieron a gotas 80 ml de etanol
del 94%, mientras se enfrisba a -102C, Le globina
se precipitd afadiendo 0,3 ml de sulfato emdnico en
solucidn acuosa al 20%, y se separd por centrifuga~
cién s 8000 x g; durante 10 minutos. El 1l{quido
superficial era pardo vive, y la pasta gris. ILa
pasta se lavéd en etanol del 85%, a una tempsratura
de -109C y con un valor del pH de 3,1, y se separo
por centrifugacidi, con.lo que se obtuvieron aprox,

2,4 g de pasta con un contenido de sustancia seca

- del 23%.

EJEMPLO 2

A una solucidn de 36 ml de etsnol del
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94%, 6 ml de agua y 0,55 ml de acido clorhidrico 1M,

a una temperatura de ~122C, se afladieron a gotas,

mientras se agiteba y enfriaba, 2,5 g de una soluciodn

de hemoglobina (los mismos datos que en el ejemplo 1).

Tras la adicidn, la temperstura ers -12°C, y el va-
lor del pH 3,0,

Iuego se afindieron 45 ml de etanol del
94%, y el liquido se centrifugd s 8000 x g durante
10 minutos, con lo que se obtuvo unea pasta en canti-
dad menor de 0,1 g.

La globins se precipitd afiadiendo 0,4
ml de una solucién de sulfato amdénico a1 20%. El pH
se ajusté a 3,0 con Acido clorhidrico. EL precipite~
do se separd por centrifugacidon de la maners mencionada
en el ejemplo 1; con 1o que se obtuvieron 0;45 g de
pasta con un contenido de sustancia seca del 36%.

De lo quessobrenadaba se precipitd mas
material, afiadiendo 0,4 ml de sulfato aménico, con lo
que se obtuvieron 0,40 g de pasta con un contenido
de sustancia seca del 42%.

Las pastas tenian un color gris claro.
Lo que sobrenadsba tenia color pardo vivo, y no dié

precipitado con 4cido tricloroacético.
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EJEMPLO 3

A ung solucion de 20 ml de etanol del
94% y 1,1 ml de Acido clorhidrico 1M, a una tempera~
tura de-159C, se afiladieron a gotas, mientras se egita~
ba y enfriabe, 5 g de una solucidn de hemoglobina (Los
mismos datos que eii’ el ejemplo 1). Tras la adicién
le temperature era -15°C, y el valor del pH 2,9,

La mezcla se centrifugd a 2;7000 xg
durente 20 minutos; con lo que se obtuvo una pasta ne-
gra en cantidég de 0;9 g, con un contenido de sustan-
cie seca de 8,3%.

A lo que sobrenadabs, pardo vivo; se
gfiadieron, mientras se agitaba y enfriaba, 50 ml de
etanol del 94%, a una temperatura de -152C, y el ma~
terial se precipitd afiadiendo 10 ml de agus, y 1,2 ml
de sulfeto aménico del 20%

El precipitado se centrifugd a 8000 x
x g durante 10 minutos; ¥y con la paste obienida se
formé una suspensidn en etanol del 94%, a una tempe-
ratura de ~159C, y se centrifugd como antes. Bsto
dié 1,6 g de pasta con un contenido de sustancia se-
ca de 37,64, Cuando estuvo seca, la pasta era gris
clara.

Lo que sobrenadsba de la precipitacidén

no didé precipitado con &cido tricloroacético.

- 6 -
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EJEMPLO 4
A une solucidn de 40 ml de etanol del

94% y 1,1 ml de #cide clorhidrico lM; a una tempere-
tura de -1590; se gfiadieron s gotas, mientras se agi-
taba y enfriasba, 5 g de solucidn de hemoglobina (los
mismos datos que en el ejemplo 1). Tras la adicién;
la temperatura ora -152C y el velor del pH 2;9.

Se afiadieron a la mezcla, a gotas; 5 ml
de cloruro sédico al 20%; y el liquido se centrifugd
a 27000 x g durante 20 minutos, con lo que se obtuvie-
ron 1,4 g de pesta negra con un contenido de sustancia
geca del 1l1%.

A lo que sobrenadasba se afiadieron 12 ml
de agua y 1 ml de una solucidn de sulfato amdnico del
20%, tras lo cual el ligquido se centrifugd a 8000 x g
durante 10 minutos. ILuego se obtuvo uns pasta gris,
en cantidad de 3,8 g, y con un contenido de sustancia

seca del 14,6%.

EJEMPLO 5

Segin este ejemplo se efectud una ex~
traccidn del componente'hi§rro de un precipitado de
globina.

A5 g de una solucidén de hemoglobina

(los mismos datos que on el ejemplo 1), a una tempera-

-7u-




tura de -82C, se afiadio a gotas; mientras se agitaba
¥ enfriaba, una mezcla de 11 ml de agua, 4 ml de eta~
nol y 1 ml de &cido clorhidrico 1M, a una temperatu-
ra de -62C, Tras lealicion, la temperatura era -490;
5 y el valor del pH2,9. El valor del pH se ajusté =
3,9 con 7 ml de una solucidén de hidréxido sédico 0,1M,
La precipitacidn se realizé afiadiendo 0,2 g de sulfn~
to aménico; y la pasta pardo vivo se separd por cen-
trifugacién a aprox. 300 x g. Con la pasta fluida
10 se formaron repetidamente suspensiones en pequefias
cantidedes de etanol del 94%, con el pH a 3 y a una

temperaturs de ~12¢C, y se separé por centrifugacidn.

Esto dié 3,05 g de una pasta gris con

un contenido de sustancia seca de 18,8%.

15
EJEVMPLO 6

De 5 g de una solucion de hemoglobina
(Los mismos datos que en el ejemplo 1) se precipito
la hemoglobina afiadiendo 10 ml de etanol del 94%,

20 mientras se agitaba y enfriaba a una temperatura de

-62C., El precipitado se separd por centrifugacidn

a 2000 x g durante 5 minutos, con lo que se obtuvie-

ron 6 g de pasta roja. En el fondc del tubo de la

centrifuge hébie un depdsito de uns pequefia cantidad

25 de pasta negra.
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La pasta roja se afiadidé a una solu-
cion de 70 ml de etanol del 94% y 1,1 ml de &cido
clorhidrico 1M, a una temperatura de -1290; mien-
tras se agitaba.y enfrisba, Tras ia adicion, el
valor del pH era 2,2 y la temperatura ~122C. La
mezcla se centrifuzd a 27000 x g durante 10 minu-

tos, con 1o que se obituvo una pequefia cantidad de

pasta negra.

A lo que sobrenadaba se afiadieron 2,0
ml de una solucidn de sulfato amonico del 40% y 10 ml
de agua. La temperatura era -8¢C, y el valor del
pH 3,4. .
El precipitado gris se separd por
centrifugacion a 8000 x g durante 10 minutos; con lo
que ge obtuvieron 1,5 g de pasta gris con un conte-~

nido de sustancia seca de 93,3%.

EJEMPLO T

A una solucidn de 20 ml de etanol del
94% y 1,1 ml de Aeido clorhidrico 1M, a wia tempers
ture de ~128C, se afiadieron a gotas, mientras se agi-
taba y se enfrisba, 5 g de una solucidn de hemoglobi-
na (los mismos datos que en el ejemplo 1), Tras la
adicidén, el valor del pH era 2,9 y la temperatura

~129C, La mezcla, que era de color negro pardueco,

-G -
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fué centrifugada a 27000 x g durante 10 minutos, con
lo que se obfuvieron 2;2 g de pests negra con un con-
tenido de sustancia seca de 2,7%, y un liqudo superfi-
cial pardo claro, que luego adopto una consistencia
tipo gel.

A lo que sobrenadaba se aﬁadleron 8
gotas, mientras se agitaba y enfrlaba, 70 ml de eta~
nol frio del 94%, y luego 0,8 ml de una solucidn de
sulfato aménico del 40% y 8 ml de agua. La tempera~
tura era -62C tras la adicion. -

El precipitado se separd por centrifu~
gacidén a 8000 x g durante 10 minutos, con lo que se
obtuvieron 1,7 g de pasta blanca con un contenido de
sustencia seca del 36%.

La presente solicitud que corresponde
8 *a preaentada en Suec1a con fecha 14 de Junio de
1. 974 bajo el numero 74 07882-5, se acoge a los be~
neficios del Articulo 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrial.

-
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REIVINDICACIONES

SRR me e

Los puntos de invencidn propia y nuava;
gue se presentan para que sean objJeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidn en Espaﬁa; por VEINTE
afios, son los que se recogen en les reivindicaciones
siguientes:

1¢.. Método para separar de un liqui-
do que contiene sustancias de sangre la protoporfiri.
na de hierro y sus derivados o productos de descompo-
sicién; el llamado componente hierro, de la globins,
caracterizado porque el liquido se enfria, preferi-
blemente a una temperatura de 02C a -202C, porque
el pH del liquido se ajusta a un valor menor que 4,5,
preferiblements a un valor de 2,5 a 4,%, porgue se
afiade a dicho l{quido un disolvente orgénico con pro-
piedades de deshidratacién; por ejemplo etanol o mez-
clas de etanol con glicol o glicerina, en cantidad
corresrondiente a al menos 40 por ciento en volumen
basado en la cantidad total de liquido; preferiblemen-
te al menos ;5-por gggnto en volumen; y manteniendo
asi la temperatura antes indicada; porgue el componen-

te hierro precipitado se separa de dicho liquido,

- 1] -
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preferiblementr por adicion de sales tales como
cloruro potasico o citrato sédico; tras lo cual
la globina se precipita del liquido.

28, Método segin la reivindica~
cion 18, caracterizado porque el disolvente orgé~
nico se afiade en dos etapas, con lo que se sgifade
en la primera etapa una pequefia cantidad del disol-
vente; preferiblensnte sfiadiendo cloruro sédico u
otra sustancia que favorezca la aglomeracidn y/o
la absorcidn de las particulas del componente hie-
rro sobre el maéerial proteico; prefefiblemente
desnaturalizadog tras lo cual el asglomerado obteni~
do se separa, por ejemplo por centrifugacidn, y lue
g0 se aflgde mas disolvente organico, en la segunda
etapa; para la separacion de la globina de la parte
restante del componente hierro; que esté entonces
en forme disuelta y/o finamente dispersada.

38,~ Método para separar de un liqui-
do gue contiene sustancias de sangre le protoporfiri.
na de hierro y sus derivados,

Tal y como se ha descrito en la Memo-
ria que antecede, y para los fines que se han espe-

¢ificeado.
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