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El invento concierne = un zlasma sanguineo gue en Lo
cue ce refiere a sus propiedades de co~gulecibn en siste-
mas de ensayo arropiados para investigaciones de coagulo-
cién manifiesta un comportzniento ampliamente inalterado
¥y cue como consecuencia de ello es apropiado como plasma
patrén para investicuciones de coagulacién, a un proceédi-
miento para la preparacidén del mismo, v = su utilizacién
de modo preferente en investigaciones de coagulacidn pa-
ra dizgnésticos.

© Una llamativa propiedad de la sonsre despuée de su
Balida de los vasos e# su coagulacibn. Se pone de mani-
fiesto, no obstante, tanbién que los tiempos de coagula-

eién de pacientes con determinadas enformedades se dife-

rencian de ‘los tiempos de comgulacidén de personas norma-

les senns., Hetas desvinciones pueden ser producides tam

bidn intencionzdamente mediante determinados Fhrmacos.

Para ello es gabido que la coagulacién de la sangre re
sulta de la cooveracién de diferentes factores activado
res e inhibidores. ILos factores de coasulacibn son nds
0 menos sensibles y su almaccnaziiento sin pérdida de ac
tividad lle¥a zparejades srendes aﬁf%cultades. Especial
mente, se péﬁ@qgg?manifiestq“ghé piasﬁas sanguineos alme

cenados experimentzn muy pronto aliteraciones en lo gue e

' refiere a sus vardmetros gde coagulacibtn. En el caso de

[T

la vigilancia Giaméstice del estado de coagulzcibn es

-2 .
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necesario poner en rclacién con valores patrén normalizs
dos déterminados 2 los valores obtenidos en los ensayos
individuales de coagulacidén de 1z qqﬁgre. Como sistema
de roferenc1a es aprowlq@ctmpor eaemplo, un plasma mixto
de varloﬁ donantc de uancrew;anou, que en cada caso se
obt}ene en 1o posible al mismo tlemno ‘que el plasma de

la persona sometids n expcrlmcntac16n. Tal modo de pro
cedér no siempre se puede llevar a la préctica en labo-
ratorios para diamdsiicos. '

Por lo tento se ha esteblecido la misidén 4¢ prepa-
rar vn plabua sanguiaco apto para el almacenamitnto, gue
tengs una buene. esicHilided en lo gue se refiecr: g los
Tactores importantes pors el estedo de comgulacaén. Pa
rénciros imﬁbrtantes ¢e cezzulacidn son en este caso el
tiempo de coagulacién monefdsico de acuerdo con Quick, ol
tiempo de tromboplasiine parcial, el tiempo de plasmatrer:
bina, los factores de congulacién II, V, X y XIIT y fi-
naluente el fibrinlgeno.

Es sabido que vn plasma recientemente obtenido de
donantes sanos curple suficientenente, en lo que se re-
fiere e las. propiedades de coagulacidn, los criterics
establecidos parc un sistema de referencia en el cago
de investigociones de congulacidén. Isuelmente, es so-
bido cue un pWs me. puede ser estmbilizado por liofiliz 2

cidn tarbidn en 10 €22 se refiere a la actividad de los
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factores de coagulacibén. No obstante, se ha puesto de
manifiesto también en el caso de los plasma liofiliza-
dos que sus pardmetros de coagulacién se alteran de ma-
nera diferente en el transcurso del tiempo. Esto na
- conducido a que plasmas liofilizados, gue encuentran
utilizacidn como magnitudes de referencia en investiga
ciones de coagulacidn, no pueden ser empleadog para to-
dos los pardmetros de coagulacidén arriba indicados. En

especial, se ha puesto de manifiesto que el tiempo de

coagulacidn de plesmatrombina de los plasmas liofiliza

a08 nuevanente disueltos ya no coincide con los velores
& obtener de un plasma normalizado en un momento en el
gue los restentes factores de coagulecidn todavie mani
fiestan une coincidencia relativamente buena con valo-
res nornzligzados.
Se ha encontrado ahora con sorpresa gue un plasma
v sengudneo liofilizado cue es aimacenado bejo un gas pro
#ector permenece estable por lo menos en lo gue se re-
:fiere a los siguicntos factores de cozgulacién cue se
‘Ven a mencionar, i el gre -aotector contiene por lo menos
5%, preferiblemente de 10 hasta 50% de didxido de carbono.
Los pardmetros de coagulacibn que entran en consideracitm
son, especialmente, el tiempo segﬁn'Quigk, el tiempojde
tromboplasting=parcial, el ?ipmpﬁ'de'géagulacién de plas-

2 !.‘«'5.:;:1(.", (,‘_'."‘f

matrombina, los factores de coagulacidon II (protrombdina),
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Vv (acelerina), X (factor de Stuart-Prower), XIII (fac-
tor estabilizador de fibrina) y fibrinbgeno.

Un objeto del invento es por consiguiente un plas-
ma sanguineo liofiligado bajo un gaé protector, que es=-
t4 caracterizado porque el gas protector contiene por lo
menos 5%, preferiblemente de 10 hasta 50% de didxido de

B
Lo at S ot s

carbona. Como-otros constifuyentes que puedess ser con-

o .

tenidos en el gas protector ademis de didxido de carbono,
se mencionan los gases conocidos con tal fin. Estos son,
en general, sustancias inertes que estin presentes a.
-25% en una fase gaseosa. A estos gases pertenccen en
primer lugar nitrégeno, pero tambien otros gases inertes,

por ejempla los gases nobles, tal como, helio, nedn &
argbn. Tal como ns neccesario por lo general en el ca
. sanguineos, el plasme contiene el onticon
gulante afladido para evitar la coogulacidén de la sangre,
por ejenplo iomer oxzlsto o citrato en una conceniracidn,
usual en el caso de la obtencidn de pleera, Ge aproxina-—
demente 1 perie de enticoagulante y 9 partes de sansre vy
eventuslrenie otros aditivos estabilizodores de coloides,

ventajosauente en forma de carbohidratos de bajo peso mo
lecular. Estos dltinos ce cuplean en una concentraci&n
de 1-5¢. '

Un objeto nde del invento es un procedimiento par
la preparceibn de ylesnn sanguineo estabiiizado, cue es
td coracterizado porgue se incorpora plasma senguineco

liofilizado, cventualmente estabilizedo, en un gas pro-

-5 -
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tector conteniendo didxido de carbono en la concentra-
cibn mencionada. En especial, el objeto del in

vento concierne a wun procedimiento, segmin el cual reci-
pientes que contienen plasma sanguineo liotiligzado son
ruestos en vacio y el espacio vacio de sire es llencdo
con diéxido de carbono. .

En una forma de realizecitn preferida se vierte san
gre recientemente obtenida, de modo conocido, en wa caon
tidad previamente dispuesta de un anticoagulante, mezclan
dose, en el caso de la utilizeciébn de citratq por ejeuplo,
1 parte en volumen de wna solucién 0,1 molar de citrato
de sodio de pH 7,0 con 9 partes en volumen de lo sangre
recientemente obtenida. Ja sangre es éentrifugada, por
ejemplo 8 T.5C0 + 5C0 g (g = aceleracibn de la fuerza de
la gravedad) duranie 20 - 40 ninutos, preferiblemente 30
minutos, y el plasma situcdo sobre los glébulos sanguf-
neos es decantado y mezclado eventualmente con sustancias
estabilizadoras. Despuds de ello el plzsme es llenado en
recipientes de vidrio no humedecibles, ventajosamente en
recipientes de vidrio siliconizados o en correspondientes

recipientes de material sintdético, procurdndose cue la

~cantidad de plasma introducida £6lo llene aproximadamens-

te 1/3 - 1/10 del volumen totzl del retipiente. Il pleos

ma es congelado en los rocipienﬁes con’ la mayor superfi-

LW e

-cie posible —-€8todTpuede logrorse ventajosemente wmedian~

te congelacién rotatoria -~ y finalmenie es secado. Los

recipientes cue contienen el plasma seco son puestos en

. vacfo, habiéndose menifestado como ventajoso aplicar un

-6 -
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vacio de 10"j hasta 10 Torr y mantener los plasmas en

"vac{o durante 2-5 horas, preferiblemente 3-4 horas, a

~continuacién llener el espacio vacfo de aire con un gas

prbtector conteniendo dioxido de carbono y finalmente
cerrar de manera estanca al aire los recipientes.

- Tal como eg sabido el mecanismo de coagulacién es
fundamentalmente similaquggﬂﬁodos los animales verte-
brados; de’hanera gue no exisie ninguna razén de impedi
mento para estabilizar cada piésﬁa de animales vertebra
dos en la forme descrita en lo ¢ue se refiere a los pa-
rdmetros de coagulacidn, de modo correspondiente a la
finalidad de utilizezcidn pretendida. En la téenice de
diapndstico elinico existe no obstante wna neccesidad de
>plasmas husanos con nardmetros normalizados de coagula-
¢cidén, de manera gue se puedan utilizar, como material de
partida pare el plasms liofilizado de acﬁordo con el pre
sente invento, de nodo preferible plammar>sanguincos hu-
manos. Bspecielmente ge memelen plasnas sanguineosvobﬁg
nidos de donantes senos y s¢ cestabilizan de escuerdo con
el invento., No obstante, no existe ninguwa razén de im
pedimento vars someder a trotamiento dél migno modo plag
mas de personas cometidas o experinentocidén con perburba
ciones definidas de la coagulacién, con el fin de poder
utilizarlos como.un sisten~ e referencia estable »-ra

la determinacién o la deteccidn de uns correspondicnte

-7 -
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perturbocibn de la coazgulacién.
Ya antes de chore se afiadfen a los plasmas sengud-

neos o sueros sustancisc cctobilizadoras, especialmente

pars la estabilizacién de las proteinas de plasma sangui

neo, preferiblemente en forma de carbohidratos de bajos
nesos moleculares.

Ta mblen dentro del marco del presente invento se ha
npuesto de menifiesto como conveniente ziladir tales com-
puestos. No obsitante, en tal caso debe procurarse cue
las sustancies utilizaedos no influyan sobre el sistema
de coagulacibén. Desde este punto de vista es ventajoso

afiiandir, en calided de sustancias es tdbll]é&ﬂOfau, carbo

hidratos neutros cn una concentracién hasta de 5% en re

plasmas gue han de ser liofilizados. Son es Pe
cialmente apropiadas, por ejemplo, szcarosa y lactosa,
que pueden estar prcsentes en el plasma por si solas o
conjuntanente en 1-2%, Ademds de ello se ha puesto de
manifiesto como ventajoso afedir al plasna sustancias
tempén que sean cegaces de ajustar el »lasma lfguido a
un velor de pH entre eproximedamente 7,1 v 7,2, habién-

dose de procursr cn tal caso cue e escojan sustanciacs

- tampdén cue no influyan cn el presente plasma en la can-

tidad necesaria sobre el sistema ae, coavu]u016n, no Do~

sen a fOfmar Jinsin tivo de COﬂnleaoé y poscan valores

de ph de anr ik aanente 6 a8, 5. De los agentes ton

'
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pbén propuestos a este resvecto por H. E. Good y otros,

1966 (Biochemistry 5, 467-477), que en sistemas biogui-
nicos ma nlflestan un comnort“hlento amplianente indife-
rente, se ha manifestedo como favo*able emnTnar el agen
te tampén dcido N~2~h1arotlet11pnper .zino-l-ctenosulidni
co (Hepe°) en una conceniracién hasta de 0,01 li. la di-
flcultad en el caso de adiciones de agente tampén se es

st S

tablece entre ‘otras ra zoneaﬁ también por el hecho dc que

L

1 adicibh de agente taupén en- forma udllda produce un
desplazamlento local del valor del pH en cl plasma con
la consecuencia de que sc perturba el sistema de coagulg
-cién, frente a lo cual la adicién del agente tampén en
forma disuvelta provoca una inadmisible dilucidn del pleg

na.
Bl plaqma upﬂ{uineo conservado bajo un gas pro-

tector conteniendo dibxido de carbono es utilizado a
causa de su estabilidad como plasma comparativo en{el
caso de investigaciones de coagulacidn, especialmente
para la determinaciém del indice de Quick, del tiempo
de tvomboplastina parcial, del tiempo de coagulacidn de
plasmotrombina, de los factores de coagulacibm II, V, X,
XIIT y del fibrinbgeno. Los méthodos de determinacibn

se llevan a cabo de acuerdo con los siguiemtes proce-

dimientos:
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1. Indice de Quick:

1 parte de una solucidén de citrato s6dico de 0,1 I
por litro y wn valor de pH de 4,5-7 es mezclada cuidado
samente con 9 partes de sangre venosa de la persone come
tida a2 expgerimentacidn, evitando la formacién de esvuma,
¥ se centrifugs durante 10 minutos a aproximadamente
3.CC0 r.p.m. correspondicntes a 1L.5C0 x g. ELl plasme s
brenadante es decentado y conservado a 4¢C hasta la rea-
lizacién del ensayo. A 0,1 ml del plasma previamente ca
lentado a 372C se afiaden 0,2 ml de una solucién de trom-
boplacting cédlcica tembién celentada previamente a 37°9C,
Yy con ayuda de procecimientos conocidos para la determi-
nacién se obscrva el tiempo cue transcurre hasta la apa-
ricibn de la coagulecidn, wor ejemplo de acuerdo con el
método dol szenchito, el método de la bola, el méioto de
vueleco 0 con coagulémetros putonditicos, Bl tiempo de cca

-

gulacidén encontredo et puerto en relecidén con ayule ¢

e
una curva patrdén cue a de cer aroducida de antemano,
utilizzndo el plasma senpguineo conservedo de acuerdo con
el invento o un plasme sanguineo recientemente obtenido.
El valor patrdn del fndice de auick sc encuentrs, en el
caso de plasmes ncrrializedos, gue o bisn se han obienido
recientemente o bien Aan Sido conservatos ae acu;:c? con

el invento, en 12-15 segundos para plzfma empleado en of

chk

c o s R
w60 no ilufdiqe: .



10

15

20

25

Ta deterninseidn del indice de Quick es un ciwayo
de couprobacidn de estzdos defectuosos de los factores
VII, X, V,‘II v I cue participan en el sistema de covoln
lacidn exdgenv.

\ 2. Tiempo de tromwboplastina parcial.

a
En el caso de lo determinccidn del tiempo de trombo

plasting parcial el plesys,eg.obtenido del wirmo modo que

ey

para la deberiminacidén del tiempo de Quick y se incuban

partés»iguaies (0,2 ®l) del plasma y 0,2 ml de una sus-

pensién de trombocitos humenos lavados con una 2Gicidn

de caolfn, durente 2 minutos a 379C. 4 0,2 ml de la mez
¢la de incubacidn ne ‘rrrega una solucidn 0,025 molar Qe
cloruro de calcio y se determina el momento de la inicig
¢ibn de la eongulacidn ignal cue en 8l modo descrito con
veasidn del tiempo de Quick. E1 diempo de tromboplastina
parciel menifiesta valores normales enire 40 y 60 megun-~
dos. Miompos de coasulacidn que exceden de 55 sezundos
proporcioren indicacidn de perturbéciones ée la coagulp
eidn y exipen investigeociones detalladns especislmente
acercg de log factores VIII y IX.

3.~ Tiempo de corzuwlacibén de plasmatrombina.

ara la determinzeién del tiempo de coagulzcibn de

. plasmatrombina se incuba nlasma con citrato, ifual = co

mo se deseribe con ocazidn de la determinccidn del tiem

po de Quiel, con el mismo volumen de una solucibn quc

- 11 -
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contiene 6 unidades de trombina por ml, y se determina
de modo habitual el tiempo de coagulacién. Ios valores
normales para el tiempo de coegulaciln de vlasmetrombi-
na se encuentran entre 17 y 24 segundos. El tienpo de
coagulacién de plasmatrombina sirve sobre todo para la

vigilancia de wna terapia con estreploguinasa o con he

parina. En el caso de una terapia con estrepfoquinasa se

~registran en este sistema de ensayo tiempos de coagvle~

cibn situados entre 34 y 96 segundos, mientras gue una
terapia con heparina grolonge el tiempo de coagulacién
desde 34 hasta 110 segundos.

4, Pactores de coagulacibén IT y v,

La determinacidn de los factores de coagulacidn II
¥ V se puede efectuar por regla general de modo conjun-—
to. Para ello, el plasma a ensayar es obtenido de igual
modo gue en el caso de la determinacién del fndice de
Quiclk y el plesma es incubado con el mismo volumen (0,1

ml) de un plesa con déficit de factor II o de factor V.

‘Igual que en el caso de la determinacién del {ndice de

Quick se affaden a ambas mezclas en cada caso 0,2 ml de

solucidén de tromboplestina cdleica, y.seguidamente se
determina el tiempo de coagulacién de modo acostunbrzdo.
E) tiempo de coafulac:én nedido es, propor01ona3 a %
concentrac1ones de los Lactores de cd gulacmén ITy V.

_un'

Bl contenido &€ I6s LGCEOTGS de coapulacidn es leifdo o
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interpretado en una curva de referencia, que ha sido eg
tablecida con plasma normelizado recienteménte obtenido
o conservado de acuerdo conkel invento. la determina—(
cibn de la concentrqcién del factor de coagulacién II
sirve para el cdlculo detallado de estados de aéficit

de protrombina, mientras que la deterninacidén del factor

V estd indicada en el cas%“éﬁf@ue haya sospechas de para

hemofilia, .

5. Pactor de coagulacibn X:

- Ta determinacidn del fector de coagulacidn X se efegc

ta igualmente con el plesma con citrato utilizado en el
caso de la determinecién del tiempo de Quick, que es in-
eubado en una dilucidn de 1:20 con los mismos volimenes
(0,1 ml) de un plasma deficiterio en Tactor X y de una
golucibn de tromboplastina de veneno de serpiente duran
te 30 segxmdos a 379, despuds de ello se¢ adaden Cy1 ml
d& una solucién G, C25 molar de eloruro de caleio y se
détermina él tiempro de coagulzeidn de modo aéogfumbraao.

Bl tiempo do coagulmeidn resultante en proporelonal a la

concentrzeidn de factor X del plasma cué se ha de ensa-
yar. El contenido de factor X es leido en una curva de

referencia, que se habfa obtenido con ayuda de un plas-—

" ma nixto reciontemente obtenido de personas normales o

de un plasma conservado de acuerdo con el invento.

-~ 13 =
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6. Factor de coagulacién XIII:

En el caso de la deterninaciébn dei factor ZITT se
lleve a cabo la obtencién del plasma con citrato en pre
sencia de un inhibidor polivalente de proieinasa de 2,5
unidades antiplasming nor ml de sengre. Para la rerli-
zacibn de ln determinacién se necesita un suero con en-

tifoetor XIII, que es incubacdo & lo temperatura ambien—

te durante 3C ninutos en una dilucién en ssrie Tormulado
junto con plesme. Después de ello, a cada mezcla dc in-
cubacién se afiade entisuero con plasmas, trombina y cloru
ro cdlecico, y de este modo el plasme es llevzdo a la coa
gulacién. Para la totel formecién de codgulo, las formu
laciones permanecen z lo tomperatura ambiente durante al
rededor de 1 hora. Después de afadir une solucién al 14
de 4cido monocloroncdtico a cada mezcla de incubacidn se
determina la dilucidn de plesima con lg cunl justamentic se
he disuelto todavin cl codsmulo en el &cido monocloroacd-
tico. Ia centided del factor XIIT en el plasma que he de
ser sometido & determinscidén es nuesta en relacién con la
centidad que resulia en plasmas normalizedos en el caso
de la determinacién éel factor XIII, los cuales plasmas
pueden heber -sido recientemente pbteniéps 0 almacenados
de acuerdo couxel invento. L -

.-_‘.& GH

Tem F10T116;Cn0.

la determina¢ién del fibrinégeno se efectia igualmen
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te utilizando plasma con citrato que es llevado a coagula
¢ién con trombina. ELl codgulo que resulta en tal caso es
obtenido -en forma de sedimento por centrifugacién a2 45.000
rpm. La porcién sobrenadante es separada por decantacién,
el sedimento es lavado varias veces con soluciéh isoténi-
ca de sal comin, y finalmente es secado en vacfo. Por me
dio de uha detérminacién,del contenido de nitrégeno de
e , 215 e
écuegéq con-Kjeldehl se céi%ﬁié‘el contenido de protei-

nas del.codgulo en mg, que es -indicado como fibrindgeno.

" Panbién en este caso, el contenido de Fibrindgenc del

plasma nornalizado almacenado dejacuérdo con el invento
sirve como sistema de referencia. .

El invento ce va o explicar con mayor detalle con
8l siguiente ejemwlo. | |

In 50 ml de wan solucidn tampén de citrato con un
contenido de 0,1 I/1 de citrato de sodio y con un valor
de pH de 7,0, cue es estéril y estd libre de agentes de
conserveciba, se hacen afluir cuidedosamente, evitando

la formacibn de esznuma, 450 ml de sangre venosa de un 4o

‘nante sanoj; y se mezclon con cuidado los dos componentes.

La cangre con citrateo es centrifugada durante 30 minutos
a 6.000 g y el plasme es retirado por sifonaniento. El

plasma es mezclado con plosma con citrato de ofros 9 do

- 15 -
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nantes, obtenido del mismo modo, de manera que resulia

~una reserva en total de 1C donantes de sangre sanos. A

la mezcla de plasmas se afiade lactosz y sacarosa en cada
2

250 hasta una concentrecidn final de 1f%. Ademds, con

una adicidn de 4 g de dcido N—2—h1droxzet11p1per azino-N-

~etanosulfénico (HEruS) nvor litro de plasma se ajusta a

7,1 el valor del pH‘deliplasma. Iz mezcla de plasmas es

envasada después de ello ecn porciones de 1,0 ml en reci-

'plente° con un contenido total de 6,5 ml y es congelada

en el blogue. IEL plasma congelado es secado en una ins-

“talacibn de liofilizaciébn. A contlnuaC16n ¢ genera un

vaci{o de 5 x 10"4~ Torr. Los plasmas 1iofilizados perma-

" necen durante 3 horas en este vacfo. Después de ello s

hace afluir en el espacio puesto en vacfo didxido de car
bono gaseoso hasta la igualecién o le presidén atmosféri-
¢a. Los recipientes son cerrados finalmente de modo es-
tanco al aire,
Una comprobrneidén de celidad de 5 muestres tomadas

al azar indicé en prowmedio para el tiemmo de Qulck 12,0
segundos,
segﬁndos, v poarr el tiempo de coagulacién de plasnetrom

*:_‘,

are el tiempo de tromboplactina parcial 41,8

bine 19,4 segundos. Se ha puesto de manifiesto cue es-

tos valoreg _apenrg son elberados des Jués de alfunoa re es

de almacenamlento incluso a 37 C, Y que en el caso de

e
3 wl:/

un almacenamlento a4 % durante nas de % anos sblo per-

- 16 -
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de dibxide de carbono una mezcla de 50% de dibdxido de
carbono y 50% de nitrogeno (V:V) 6‘una mezcla de 5% de
diéxido de carbono y 95% de nitrbgeno pueden ser llena-
das en el espacio vacio de aire{ él nitrégeno por ejem~
plo puede ser reemplazado por‘una'mezcla de un gas noble
inerte'yvespéﬁlé tal comoéﬁgﬁﬁéﬁ.neéngﬁ;gggén; con el
di6xido. de carbono. s

_ Eate soiicitud que corresponde & la presentada~en'V N
Republica Federal Alemens, el dfo 31 de Diciembre de 1974,
bajo el N2 P 24 61 969.0, se mcoge a los beneficios del
artieulo 51 del vigente Hstatuto sobre Propiéaad Indus5
trial, '

£ L t - e ot -,
-

Reivindicaciones

Tos puntos de invercidn propia y nueva quec se presen
tan vara que sean objeto de esta colicitud de Patente de
Invencién en Bsgpefia, por VEINTE alos, son los que ege reco

gen en las reivinlicociones sigulentes:

-



18,- Procedimiento para la preparacién de una plas-
me sangu.:[neo, cax‘acterizado porque plasma gangufneo liofilizado
y eventualmente es‘bab:.lizado s inc,orporado en un gas protector
o A'con'benlenclo ;por lo menos S/a de. dld]\.ldo de carbono.

'f;'5f: - - 1 28,- Procedimiento para 1a preperacidn de plasma
- | - sanguineo segﬁn la reivmndlcacién 15, caracterizado porque se
”'f'gﬂ;;;rg,,iftaﬁade sangre reomentemente obtenida é una cantidad prev1amente
. _,\ dlspuesta de un antiooagulante, 1a sangre se centrifuga, el
" ‘plosma se obtiene, eventualmenﬁe se mezcla con sustancias es
7'if;ic;,it'ﬁabillzaaoraa, se énvasa en: reoipientes no humedecibles, se
‘5“43“ :congela con formacidn de una gran. superficie, se liofiliza,
| 86 pOne én vaoio, ¥y fznalmente se cierra baao uwn sas protec-

tOr conteniendo an didxido de oarbonoo
' 38, Pnocm)mm\rmo PARA IA PREPARACTON DE UN PLAS-

So.45 T MA BANGUINEO, . T
_f»,_ o ' Pal y como ge ha déscrito en la Memoria qus ente-
thf? oede y para los fines que ‘e han espeoificado.

u f7@1{ o S Esta Memoria consta de dieclocho hojas egoritas

a méquina por una sola cara.

o
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