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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un mé&todo
para la electrodeposicifn de una proteina sobre una mem-
brana de intercambio iSnico mediante electroforesis, a
partir de una solucidn en la que la protefna se ha disuel-
to o dispersado en suépensién y un aparato para dicha
electrodeposicidn.,

La técnica de efectuar el depSsito de una sus-

tancia de alto peso molecular cargada eléctricamente por

electroforesis sobre un electrodo, es bien conocida en la
técnica y se ha aplicado ampliamente en campos industria-
les tales como el pintado.

La ventaja de este método de depbSsito de capas
reside en que la sustancia de elevado peso molecular es
depositada electrostiticamente con un espesor relativa-
mente uniforme sobre los electrodos de cualquier forma y
que no son necesarias fases térmicas tales como evapora-
cidén para separar la sustancia cargada eléctricamente y el
1Iquido en el cual se ha incluido dicha sustancia.

Sin embargo, por otra parte, puesto que la
sustancia cargada elé&ctricamente es depositada directamen-
te sobre los electrodos en el método antes mencionado, el
cual es bien conocido en la té&cnica, hay inconvenientes
tales como las reacciones simulté@neas entre la sustancia
cargada de alto peso molecular y los electrodos, reaccio-
nes entre la sustancia de alto peso molecular y varios
gases generados por las reacciones simultineas de electrd-

lisis del agua. Especialmente, en casos en que el m&todo
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conocido antes mencionado se aplica en la separacién de
sustancias biolégicas de alto peso molecular, dado que
dichas sustancias son propensas a los efectos de oxida-
cién, reduccibn, etc., se observa frecuentemente fendmenos
desfavorables de tipo quimico tales como degeneracidn,
deterioro, etc.

Ademds, en el caso en que el método conocido
antes mencionado se aplica a la electrodeposicidn de
sustancias biolSgicas de alto peso molecular tales como
proteinas, se observan frecuentemente los sigulentes

inconvenientes:

1/ En caso de efectuar la electrodeposicién de
la sustancia de alto peso molecular sobre la superficie de
un electrodo, habitualmente se generan gases como oxigeno
e hidrbgeno debido a la electrolisis del agua sobre la
superficle del electrodo y dichos gases persisten dentro
del film de sustancias electrodepositada de alto peso
molecular sobre la superficie del electrodo y como resul-
tado, es frecuentemente ilmposible conseguir una l&mina no
esponjosa de la sustancia.

2/ Es necesario proporcionar una carga el&ctrica
aproplada a la sustancla de alto peso molecular para
desplazar la sustancia hacla la superficie del electrodo
por electroforesis y entre las condiciones para dicha fase
el pH de la sustancia de alto peso molecular es especial-
mente importante.

Sin embargo, hay muchos casos en que dicha

condicidn no es necesariamente la mis apropiada para el
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depbsito elé&ctrico de la sustancia de alto peso molecular
a la superficie de los électrodos. En otras palabras, el
sobrevoltaje del electrodo usualmente fluctua de forma
amplia debido a las condiciones en las cuéles se da una
carga apropiada a la sustancia de alto peso molecular, tal'
como pH, y por esta razdn, hay muchos casos en los que es
necesario un voltaje operativo elevado o, en ciertas
circunstancias, el electrodo queda afectado,

3/ Incluso en los casos en que las condiciones
de electroforesis de una sustancia de alto peso molecular
a la superficie del electrodo quedan satisfechas, puesto
que al efectuar la electrodeposicidn de la sustandia de

alto peso molecular, por ejemplo, una proteina soluble en

‘agua, la proteina es depositada en la superficie del

electrodo en un estado en que contiene agua absorbida
porla proteina, es frecuentemente imposible conseguir una
capa electrodepositada de protefna de una elevada densidad
acompailiada de una aproPiada deshidratacibn. Este fen&fmeno
es debido a que las condiciones para la electroforesis y
las condiciones para deshidratacidn de la protefna son
distintas y especialmente, que las dependencias de ambas
condiciones con respecto al pH son diferentes unas de
otras. Ademis, en el proceso-de los mé&todos habituales de
electrodeposicibn, es extremadamente diffcil ajustar ambas
condiciones y

4/ De acuerdo con la construccidn del electrodo
utilizado para depbsito eléctrico, hay casos en gue la

sustancia de alto peso molecular cargada, por ejemplo una
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proteina, y la superficie del electrodo, se interponen
entre si en el proceso de formacién de la capa electrode-
positada de alto peso molecular o puede ocurrir asimismo .
que la capa retiene los gases generados. Como resultado,
el voltaje operativo queda elevado drasticamente al pasar
el tiempo, no solamente para reducir la recuperacidn de

la proteina sino también para hacer la eliminacién de la
capa de protefna del electrodo suficientemente diffcil y
para perjudicar notablemente la calidad de la capa de
protelna depositada.

De acuerdo con ello, la finalidad de la presente
invencidn es dar a conocer un método para la fabricacién
eficaz de un film homogéneo de proteina que no contenga
burbujas, por un proceso de electrodeposicién con utiliza-
dién de electroforesis a partir de un lfquido en el que ia
proteina estd disuelta o dispersada en suspensién.

Otra finalidad de la presente invencibn es
ofrecer un m&todo de acuerdo con el proceso antes mencio-
nado de electrodeposicidn, para recuperar de maneré efec-
tiva la proteina.

Una finalidad adicional de la presente invencidn
es dar a conocer un aparato para llevar a cabo los m&todos
antes mencionados.

Los inventores han descublierto que en el caso en
que se efectfie el deposito elé&ctrico de una proteina,
utilizando electroforesis, a partir de un liguido en el
gue la proteina queda disuelta o dispersada en suspensién,

el objeto antes mencionado queda satisfecho por interpo-
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sicién de una membrana de intercambio de iones entre el
liquido antes mencionado y el electrodo y llevando la
proteina de forma que no quede depositada sobre la super-
ficie del electrodo siﬁo sobre la membrana de intercambio
de iones, habiéndose completado satisfactoriamente la
presente invencién.

A continuacibdn se ekplica de modo detallado la
presente invencién:

EXPLICACION DE LOS DIBUJOS:

La figura 1 de los dibujos adjuhtos es una
figura expliéativa que muestra un ejemplo del aparato para
realizar el método de electrodeposicidn de acuerdo con 1la
presente invencién y de manera esquemitica.

La figura 2 es una figura explicativa que mues-
tra un ejemplo de la combinacidn de etapas mGltiples del
aparato de la figura 1l; la figura 3 es una figura explica-
tiva que muestra un ejemplo del aparato en el cual el
método de electrodeposicidn segfin la presente invencién es
realizado de manera continua.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION:

La caracteristica fundamental de la.presenté
invencidn consiste en que como mfnimo una membrana de
intercambio ifénico queda interpuesta entre el electrodo y
el liquido que contiene una proteina que debe ser electro-
depositada. .

Es decir, en el caso en que la proteina que debe
ser electrodepositada posee una carga eléctrica positiva y

se desea desplazar la proteina cargada hacia el citodo, la



10,

15.

20,

25,

membrana de intercambio idénico queda interpuesta entre el
cdtodo y el ligquido que contiene la protefna cargada y la
protefna es desplazada por electroforesis hacia el cdtodo
para ser electrodepositada sobre la superficie de la
membrana de intercambio iSnico. Por otra parte, en el
caso en que la proteina esté cargada negativamente y se
desee desplazar protelina cargada hacia el anodo, la mem-
brana de intercambio ifnico queda interpuesta, al contra-
rio, entre el &nodo vy el lfiquido que contiene la proteina
cargada negativamente antes mencionada. De acuerdo con
ello, en cada caso, el electrodo que es antipoda del elec-
trodo hacia el cual se desplaza la proteina, entra en
contacto con el liquido que contiene la proteina.

A continuacidn, en el caso en gque se utilicen
dos membranas de intercambio ibnico, el lfiquido que con=-
tiene la proteina queda situado entre dichas membranas y
puesto que en este caso los espacios existentes entre las
membranas de intercambio ifnico y los electrodos, es
decir, la cimara anédica y la cSmara catSdica, deben
encontrarse en estado de conduccidn eléctrica, una solu-
cidn electrolitica tal como una solucidn acuosa de un
&cido inorg&nico o una sustacia alcalina queda situada en
dicho espacio.

La presente invencidn presenta la ventaja de que
las condiciones de electroforesis de la proteina y las
condiciones de deshidratacidn de la proteina electrodepo-
sitada pueden ser controladas por el cambio de concentra-

cidn del &cido inorg&nico o de la sustancia alcalina en
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cada una de las cfmaras en relacidn con los valores de pH
en la superficie de los electrodos y de la solucién que
contiene la protefna. Por ejemplo, en caso en que la
protefina positivamente cargada dispersada en agua debe ser
depositada eléctricamente sobre la membrana de intercambio
i6nico en el lado del citodo, el cdtodo y la dispersién
acuosa &dcida de la proteina queda dividida con una membra-
na de intercambio ifnico y la cémara catddica queda llena
de una solucidn alcalina acuosa. En este caso, la protei-
na cargada positivamente se desplaza por electroforesis
hacia ei lado catbdico y se adhiere a la membrana de
intercambio anidnico. Sin embargo, los iones OH de la
solucidn alcalina acuosa de la clmara del c&todo son
capaces de pasar de manera relativamente f&cil dentro de
la membrana de intercambio anidnico para neutralizar la
protefina cargada positivamente en la superficie de la
membrana. En este caso, se hace posible ajustar las
condiciones Sptimas de manera f&cil controlando la con-
centracidn de la protefna cargada,.el pH de la dispersién
acucsa de la proteina cargada y de la solucidn acuosa
alcalina, la intensidad de corriente, la capacidad de
intercambio de la membrana de intercambio idnico, etc.
También en los casos antes mencionados, sin
embargo, especialmente en el caso en que el pH de la
dispersién acuosa de la protefna estid relativamente préxi-
mo a la neutralidad y la difusién de grandes cantidades de
iones OH™ cambia la concentracidén de la sustancia alcalina

en la c8mara catddica, es preferible utilizar la membrana
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de intercambio catiSnico. A causa de la extrema reduccién
de la concentracidén de sustancia alcalina en el lado del
catodo requerird un elevado voltaje en la electrodeposi-
cién y por otra parte, el movimiento de los iones OH es
relativamente ficil con una concentracién relativamente
elevada de sustancia alcalina incluso a través de la
membrana de intercambio catiénico.

Ademés, en el caso anterior, se observa la
siguiente ventaja por la utilizacién de dos membranas de
intercambio i6nico: la interposicién de una membrana més
de intercambio catifnico entre el &nodo y la dispersién
acuosa de la proteina y el llenado con una solucién acuosa
de &cido clorhidrico del espacio situado entre la nueva
membrana interpuesta y la c&mara anbdica, hacen posible el
evitar la elevacidn del pH de la dispersidn acuosa de 1la
proteina por la presencia de la membrana de intercambio
catifnico y mantener el pH continuamente constante.

Si bien el material de la membrana de intercam-
bio i6nico utilizado en la presente invencién no es espe-
cialmente critico, la membrana puede comprender un esque-
leto polimero altamente puenteadq quimicamente resistente,
en el cual muchos grupos de intercambio anibdnico y catib-
nico tales como grupos sulfonato, grupos carboxilato,
grupos fenol, grupos amonio, etc., quedan fijados en forma
de substituyentes. Por ejemplo, la membrana comprende
poli resina (&cido acrfilico) puenteada, poli resina (&cido
metacrilico) puenteada, (por ejemplo divinilbenceno,

trivinilbenceno, etc. son los agentes de puente utilizados
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en estas resinas), copolimero sulfonado de estireno y
divinilbenceno, homopolfmero cuaternalizade y copolfimero
de divinilpiridina, etc.

Ademds, la membrana que comprende resinas de
fluoropolfmero especialmente resistentes a los agentes

quimicos se puede utilizar ventajosamente desde el punto

"de vista sigquiente: habitualmente, la membrana que com-

prende la resina de fluoro polfmero es muy facilmente
desmontable o separable de la capa de sustancia de alto
peso molecular hidrdfila, tal como proteinas, y la fuerte
cohesidn de la proteina al fluoropolimero raramente tiene
lugar asi como su mezcla,

En cuanto a material para la membrana de inter-
cambio idnico que comprende resinas de fluoropolimero, son
conocidos los que tienen grupo(s) sulfonados, grupo(s)
carboxilados, grupo(s) fendlicos, etc, introducidos en
el(los) homopolimero(s) o copolimero(s) de tetrafluoroe-
tileno, clorotrifluorcetileno, trifluorocetileno, hexafluoro-:
propileno, fluoruro de vinilideno,¢r, (3 R (5 -trifluorcdes-
tireno, etc. Entre las membranas de intercambio idnico
que comprenden estas resinas de fluoropolimero una de las
membranas preferibles es una membrana que conprende un
copolimero de &ter de perfluorovinilo y tetrafluoroceti-
leno, que posee grupos sulfonados de tipo suspendido
(Nafion, marca registrada, producto de la E.I. Du Pont de
Nemours & Co. Inc.).

Ademis, como electrodo utilizado en la presente

invencidn, son utilizables todos los electrodos habitual-
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mente empleados para reacciones electroguimicas. Como
material para el cdtcdo, por ejemplo, se puede utilizar el
hierro, acero inoxidable, platino, etc. y en cuanto a
material para el &nodo, titanio, carbono, platino,DSA
(titanio revestido de 6xido de rutenio), etec.

Estos electrodos y las membranas de intercambio
iénico son utilizados después de su conformacidn a tamafics
adecuados para la finalidad a que se destina., Por ejemplo,
en el caso en que se debe fabricar una placa de film de
protefna, el tipc de placa para electrodos y membranas de
intercambio idnico es adecuada. Para la finalidad de
fabricar de manera contfnua un film cilfindrico de prot=1i-
nas, los electrodos y las membranas de intercambio idnico
deben ser de forma cilindrica. Ademds, para la finalidad
de producir de manera continua un £ilm de tipo plano, es
preferible utilizar una membrana de intercambio ibnico que
posee la forma de un tambor giratorio.

Los tipos de proteinas depositadas eléctricamen-
te seglin la presente invencidn no quedan restringidos., Es
decir, no solamente las proteinas simples que liberen
solamente aminofcidos en su hidr6lisis siné también pro-
teinas complejas tales como glicoprotefnas y lipoproteinas
que contienen otros compuestos orginicos se pueden depo-
sitar eléctricamente por la presente invencién. Adenis,
estas proteinas pueden ser aplicadas no solamente en
cuanto a su solucidn acuosa sind también en forma de una
dispersibén acuosa en suspensidn.

De acuerdo con ello, las proteinas eléctrica-
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mente depositables de acuerdo con la presente invencién
incluyen por ejemplo proteinas simples tales como ovoal-
bumina, lactalbumina, seroalbumina, leucosina, legumelina,
oveglobina, sero-globulina, lactoglobulina, glutenina,
prolamina, coligeno, elastina, queratina, fibroina, hie-
toina y protamina, fosfoproteinas tales como caseiﬁa,
vitelina y fosvitina, cromoproteinas tales como ferritina,
hemocianina, hemoglobina y mioglobina, glicoproteinas
tales como glucoproteina y mucoproteina, nficleoproteinas,
lipoproteinas, etc. Es especialmente interesante obserbar
que un producto complejo formado por la reaccién antifgeno-
-anticuerpo en la sangre se puede depositar el&ctricamente
por el método de la presente invencibn. Es decir, el
producto complejo antes mencionado formado en la sangre en
vivo se puede electrodepositar de acuerdo con la presente
invencidn y luego se puede eliminar de la sangre y por lo
tanto es posible esperar aplicaciones médicas de la pre-
sente invencién.

Ademds, cualesquiera mezclas de las proteinas
antes mencionadas pueden ser depositadas eléctricamente de
acuerdo con la présente invencidn.

Puesto que las proteinas antes mencionadas
poseen en sus moléculas tanto los grupos disociables en
forma dcida como los grupos disociables en forma bésica,
se encuentran presentes en su solucidn como idnes "zwitter™
(iones con carga positiva y negativa). Es decir, puesto
que la protefina lleva cargas el&ctricas negativas en la

gama de pH m&s alcalina que su punto isocelé&ctrico y lleva
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cargas positivas en la gama de pH m&s &dcida gque su punto
isoeléctrico, el pH de la solucién acuosa de la proteina
puede ser ajustado de acuerdo con los tipos de proteina-
que se deban depositar o de acuerdo con la opcién del
electrodo. De manera general, la gama aproximada de pH
adoptada en la presente invencidn va de 2,0 a 10,0, Las
moléculas de protefna cargadas positivamente o negativa-
mente que poseen un cierto valor de pH se desplazan hacia
el citodo o hacia el &nodo en la electroforesis o en la
aplicacién de una corriente continua y llegan a la super-
ficie de la membrana de intercambio idnico adoptada en la
presente invencién.

De manera general, la cantidad de agua absorbida
por una proteina fluctfia ampliamente de acuerdo con el pH
y de acuerdo con ello, en el momento o punto de tiempo en
que la molé&cula de proteina que llega a la superficie de
la membrana de intercambio idnico se deposita sobre la
membrana, es preferible que la cantidad de agua que ha
sido absorbida por la protelna sea lo m&s reducida posi-
ble, es decir, el pH de la proteina se encuentra en una
gama en la cual la protefna est& deshidratada. Especial~
mente, en el caso en que se tiene que producir un film
especialmente homogéneo de la proteina, es necesario hacer
que el pH de la superficle de la membrana de intercambio
i6nico se encuentre en la gama antes mencionada. Para esta
finalidad, es necesario ajustar el pH de la superficie de
la membrana de intercambio iénico de acuerdo con el pH de

la dispersidn acuosa de la proteina.
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Por ejemplo, en el casoc en que se deposita una
proteina cargada positivamente sobre la superficie de una
membrana de intercambio idnico situada en el lado del
cétodo, el grado de deshidratacién de la proteina deposi-
tada se eleva al eliminar el pH de la superficie de la
membrana de intercambio iénico en el lado alcalino. Es
decir, para elevar el grado de deshidratacién es necesario
elevar el pH de la superficie de la membrana de intercam-
bio iénico‘més que el pH de la dispersién acuosa de la
proteina y para esta finalidad la c8Smara del c&todo queda
llena de una solucibén alcalina acuosa. Generalmente se
utiliza para dicha finalidad una solucién acuosa 0,1 a 5 W
de hidréxido sbédico.

Inversamente, en el caso en gque una proteina
cargada negativamente es depositada sobre la superficie de
una membrana de intercambio idnico situada en lado del
&nodo, el grado de deshidratacidn del film resultante de
proteina se puede elevar al llenar la cémara anbddica
mediante una solucién acuosa &cida.

Adem&s, en la presenteAinvencién, es asimismo
posible el depositar una proteina insolubilizada con
respecto al agua, conseguida salando una proteina que ha
sido disuelta en agua ¢ una proteina conseguida ajustando
el pH del espacio acuoso entre la membrana de intercambio
in6nico y un electrodo en una dispersién acuosa. Este
proceso es utilizado cuando se requiere un film de protel-
na insoluble en agua a partir de una proteina soluble en

agua.
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A continuacidn se explica el aparato segfin el
cual se realiza la invencidn de la presente invencién y
que hace referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 de los dibujos muestra un ejemplo de
una célula de electrodeposicién dotada de dos films de in-
tercamblo i8nico y en la figura 1, los numerales -1-, =2-,

«3-, =4~ y =4'~, ~5~, =6~ y -7~ muestran respectivamente
la c&lula, el &nodo, el c&todo, membranas de intercambio
catibnico respectivamente, la ci&mara anddica formada por
la membrana de intercambio catifnico -4'~ en funcién de
diafragma, la c8&mara de cdtodos formada por otra membrana
-4~ de intercambio catifnico en funcién de diafragma y el
espacio acuoso formado por las dos membranas antes mencio-
nadas de intercambio catibnico -4- y -4'-. Ademds, en la
clmara anddica -5-, queda situada una solucién &cida
inorginica, por ejemplo, solucidn acuosa de &cido clorhi-
drico 0,1 N y en la cémara de cidtodos -6- queda dispuesta
una solucién acuosa alcalina, por ejemplo hidréxido sédiceo
0,2N.

La cantidad de soluciones acuosas de electroli~-
to, respectivamente en la cémara anddica ~5- y en la
cimara catSdica -6- es ajustada respectivamente con reg-
pecto a la cantidad de dispersién acuosa de la protefna en
el espacio -7-.

En el funcionamiento de la c&lula de electrode-
posicibn antes mencionada, en primer lugar, se introduce
una dispersifn acuosa de una proteina que se desea depo-

sitar, en el espacio -7-, y una solucidn acuosa de &cido



10.

15.

20.

25,

- 16 -

inorgénico asf como una solucién acuosa alcalina que se
introducen respectivamente en la cimara anddica -5~ y en
la cémara catbdica -6~ y luego se aplica una corriente
continua con un voltaje estacionario fijo.

En el caso antes mencionado, en el que el pH de
la dispersién acuosa de la proteina es ajustado, por ejem-
plo, a 3,5 y por este procedimiento la dispersidn acuosa
es cargada positivamente, las molé&culas de la proteina se
desplazan por electroforesis hacia el citodo y se deposi-
tan el&ctricamente sobre la superficie de la membrana de
intercambio catifnico -4~ que es un diafragma gue forma la
cimara catddica -6-.

Ademds, es posible asimismo el proporcionar un
agitador magnético en el fondo del espacio -7- antes men-
cionado de la celda ~1- e introducir la dispersién acuosa
de una proteina desde una entrada dispuesta en un extremo
superior de uno de los lados del espacio -7-, de manera
continua y con una proporcidn fija y depositar la proteina
sobre la membrana de intercambio catidnico -4- con agita-
cidn y al mismo tiempo, descargar la dispersibSn acuosa
agotada desde una salida prevista en un extremo superior
de otro lado del espacio‘¥7~. Ademds, en este caso, pro-
vocando la circulacidn de la solucidn acuosa de &cido
inorgénico en la c8@mara anddica ~5- y la solucidén acuosa
alcalina en la c&mara catbdica «6-, respectivamenﬁe, y al
mismo tiempo ajustando la cantidad o proporcién de circu-
lacidn para mantener la concentracidn del &dcide y del

dlcali respectivamente constantes, la celda -l-mostrada a
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titulo de ejemplo en la figura 1 puede funcionar de manera
contfnua tal como se comprenderd de la explicacién antes
mencionada.

El aparato mostrado en la figura 2 ha sido
disefiado para el funcionamiento simult&neo y paralelo de
la electredeposicién de proteina, preveyéndose en el misro
dos espacios para la introduccién de la dispersidn acuosa
de la proteina. En la figura 2 los numerales -11-, -12-

y -12'~, -13-, -14-, -15-, -16-, =-17-, -18- y -18'-, -19-,
asi como -20- y -20'-, muestran respectivamente, la cé&lu-
la, dos cAtodos, un &nodo previsto en la parte central de
la celda -l~, respectivamente las cuatro membranas de
intercambio ifnico del mismo tipo, dos cémaras catddicas
respectivamente formadas por las membranas de intercambio
idénico ~l4- y -17~ como diafragmas, la cémara anbdica
formada por las membranas de intercambio iénico =15- y
~-16- y respectivamente los espacios formados por las mem-
branas de intercambio iénico -14- y -15- y -16-17-,

El funcionamiento de la c&lula mostrada en la
figura 2 se puede llevar a cabo de la manera mostrada en
la c&lula de la figura 1 y en el caso en que el pH de la
dispersifn acuosa de una proteina introducida en los espa-
cios -20- y -20'~ gqueda ajustado de manera que cargue la
proteina negativamente, las molé&culas de la proteina se
desplazan respectivamente hacia los &nodos en electrofore-
sis y llegan a las membranas de intercambio iénico -15- y
~16~. Es decir, en la celda mostrada en la figqura 2, el

depdsito de la proteina se lleva a cabo en paralelo y de
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acuerdo con ello, la cantidad de depSsito por unidad de
tiempo es dos veces la cantidad por unidad de tiempo que
se puede conseguir en la cé&lula mostrada en la fiqura 1,
siendo iguales el resto de condiciones.

Ademis, el aparato mostrado en la figqura 3 es un
aparato especialmente adecuado para la produccién continua
del film de proteina, en el que los electrodos y las’
membranas de intercambio idnico estén disefladas en forma
de tambor rotativo. En la figura 3, el numeral -lll-es la
celda designada para sostener el tambor rotativeo, -112-

y -113- son el citodo de forma semicilfndrica y el &nodo
con estructura de tambor, respectivamente. Los nume:ales
=114~ y -115- muestran la membrana de intercambio ibénico
del tipo semicilindrico o de semitambor y la membrana de
intercambio ibnico con una estructura de tambor, respec-
tivamente. El numeral -116- designa la c&mara cat&dica
formada por la pared interna de la celda -1ll- y el dia-
fragma de la membrana de intercambio ifnico -11l4-, Se de~
signa con el numeral -117- la c&mara anbdica formada por
la membrana de intercambio idnico -115- en funciones de
diafragma. Se designa con el numeral -118~ el espacio
formado por las dos membranas de intercambio iSnico -114-
y ~115-, para mantener la dispersidn acuosa de la proteina
que debe ser depositada, en los que por un extremo de la
parte superior se prevé una entrada ~21- y por otro extre-
mo de la parte superior una salida -22~ de la dispersidn
acuosa. En la figura 3 se muestra con el numeral -23- un

colector dotado de una abertura de suministro de la so-
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lucidn de electrolito acuoso hacia la c&mara catédica y
-24- muestra un eje rotativo, mostrando el numeral -25- un
rascador para el film de protefnas que se ha depositado
sobre la membrana de intercambio iénico -115-. Ademas, el
eje rotativo antes mencionado queda realizado de forma
tubular y queda disefiado de manera que la solucibn de
electrolito acuoso fluye en ida y vuelta con respecto a la
clmara anbdica ~117- a través del eje tubular.

El funcionamiento de la celda -111- tiene lugar
del modo siguiente:

La dispersifn acuosa de una proteina gue debe
ser depositada se introducie de manera contfnua en el
espacio ~118~ mediante la entrada -21-, después de haber
ajustado de forma que se haga negativa la carga de las
moléculas de protefna y una solucidn acuosa alcalina es
introducida en la cimara catfdica ~-116- por medio de la
entrada del colector -23- y es descargada por la salida
del mismo colector -23- para constituir una circulacién.
Por otra parte, una solucién acuosa de un &cido inorgénico
es introducida en la cémara anddica -117- a través del eje
rotativo -24- y es descargada de la cimara a través del
propio eje -24-, logrando circulacién. La membrana ~-115-
de intercambio iSnico de forma cilindrica y el &nodo -113-
de forma asimismo cilfndrica giran por la accién de un
motor de ré&gimen fijo conectado al eje rotativo -24-.

Al aplicar una corriente continua de voltaje
fijo al aparato -111-, puesto que la proteina del espa-

c¢io ~ll8-estd cargada negativamente, fluye por electrofo-
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resis hacia el &nodo -113- y queda depositada sobre la
superficie de la membrana -115- de intercambioc idnico que
ha sido situada en el lado del &nodo para formar un film
de la proteina. De acuerdo con ello, por rascado del film
de proteina depositado en la membrana -115- mediante el
rascador -25~ dispuesto en un lugar apropiado, en la
proximidad de la membrana, la ldmina de proteina se puede
producir de manera contfinua., Ademis, la dispersibn acuosa
agotada se descarga por medio de la salida prevista en el
otro extremo del espacio -118-.

Los aparatos mostrados anteriormente se han
indicado solamente a titulo de ejemplo y el aparato para
la realizacidn de la presente invencidn no queda restrin-
gido a ninguna de las realizaciones anteriores, y adeh&s,
se debe comprender que son posibles varias modificaciones
para la finalidad de la presente invencidn. Por ejemplo,
es posible instalar un aparéto en el cual los electrodos y
las membranas de intercambio ibnico quedan disefiadas y
construidas en forma de cintas contfnuas o un aparato que
posee los electrodos y las membranas de intercambio iénico
disefiadas y construidas de forma'cilindrica.

La presente invencifn se explica de modo adicio-
nal haciendo referencia a los ejemplos no limitativos si-
guientes. 7

EJEMPLO 1:

Una pieza de carne de atfin cortada con un peso
de 20 gr. se homogeneiz$ con 500 ml de agua en un aparato

mezclador y depués de ajustar el pH del producto homogéneo
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que comprendfa principalmente una dispersibn acuosa de
mioproteina a 3,5, se filtrd separadamente mediante (A) un
medidor y (B) una lidmina de papel de filtro y los dos
tipos de filtrado transparente comprendfan principalmente
una dispersidn acuosa de mioproteina.

Los dos filtrados mencionados fueron designados
dispersidn acuosa de proteina para electrodeposicidn (A)

y (B), respectivamente y se sometieron respectivamente a
electrodepbsito en el espacio =-7- de una pequefia celula
-l-mostrada en la figura 1.

En la clmara catddica -6- de la cé&lula -1-, se
insertd un c&todo con un &rea efectiva de 4 cm x 9 cm rea~
lizado a base de rejilla de acero inoxidable, situéindose
en aquélla una solucién de hidréxido sbdico acuosa 0,2 N.
Por otra parte, en la cimara anbdica -5-, se insertd un
&nodo con un frea efectiva de 4 cm x 9cm de DSA (titanio
revestido de 6xido de rutenio) y se situd una solucibn
acuosa de &cido clorhidrico 0,1 N. Como membranas -4- y -
-4'- de intercambioc catifnico se utilizd Nafion (Marca
registrada de la E.I. Du Pont de Nemours & Co. Inc.)=# 110
de 10 milésimas de pulgada (0,254 mm) de espesor y con un
8rea efectiva de 4 cm x 9 cm, siendo el material de la
membrana una resina de fluoropolimero con grupos sulfonato
suspendidos introducidos quimicamente.

Las distancias entre la membrana de intercambio
idnico -4~ y el cltode -3~, entre las dos membranas de
intercambio i6nico y entre la membrana -4'~ de intercambio

ibnico y el &nodo -2~ eran respectivamente y de modo
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aproximado, 0,3 mm, 15 mm. y 0,3 mm. En cuanto a corriente
eléctrica, se suministrd corriente continua pof un recti-
ficador habitual conectado a una fuente de energfa eléctri-
ca estabilizada,

Al principio se llevd a cabo una prueba de
electrodepfsito con un voltaje fijo de 35 V. La fluctua-

cidn de la corriente se muestra en la tabla 1.

TABLA 1

Dispersién Corriente (mA) -

Después de 2 minutos de Después de 5
inicio del electrodepS- minutos del

(3d) o (B) Immediatamente despufs

sito inicio del elec-
trocdepbsito
(7) aprox. 500 460 360
(B) aprox. 500 : 320 270

Pasados 5 minutos del inicio de la operacién la
corriente se redujo lentamente hasta un valor précticamen-
te constante comprendido entre 150 y 170 mA, Después de
funcionar durante unos 10 minutos el proceso se detuvo
para determinar el pH de la superficie del film depositado
eléctricamente. Su valor fue de 4,7. La protefna de carne
de atfin depositada sobre la membrana -4- de intercambio
catidnico alcanzd un espesor aproximado de 200 p en el ca-
so (A) vy se pudo eliminar fdcilmente de.la membrana de
intercambio iénico. Asimismo en el caso (B) fue de 150 p
en cuanto a espesor y asimismo se pudo eliminar ficilmente

de la membrana. En estas laminas de proteina de atiin no
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se presentan burbujas de manera que la proteina ha formado
un film extremadamente homogéneo.

Ejemplo comparativo 1l:

Usando la misma celda que en el ejemplo pero no
utilizando las membranas de intercambio ifnico -4- y -4'-
y utilizando una placa de acero inoxidable de 4cm x 9 cm
en funcidn de citodo y un DSA como &nodo, el electrode-
pdsito de la misma protefna del ejemplo se llevd a cabo

del modo siguiente:

Después de introducir la dispersidn acuosa antes
mencionada de proteIna de atfin (A) en el interior de la
celda, se aplic6d una corriente continua de 35 V durante 10
minutos a partir de una fuente de energia el&ctrica esta-
cionaria. En dicho momento la corriente mostr6 una reduc-
¢idn notable desde 210 mA hasta aproximadamente 10 mA., 3i
bien la placa catddica de acero inoxidable se fecubrié con
proteina de atfin, la l&mina as{ conseguida de protefna
contenfia tantas burbujas que la apariencia del film era
grumosa.

Ejemplo comparativo 2:

Se llevd a cabo el electrodepSsito de la protel-
na de atfin del ejemplo 1 en la misma celda que en el
ejemplo 1 si bien se utilizd Nafiong 110 como membrana
-4'- de intercambio iénico y membrana de filtro Nuclipore
(Marca registrada de la General Electric Co. con un did-
metro de poros de valor 5) en funciones de membrana de
intercambio idnico -4- y despu&s de introducir la dispersidn

acuosa de proteina de atfin (A) del ejemplo 1l en el espa-
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cio -7- se dispusieron una solucién acuosa de hidrdxido
sbdico 0,2 N en la cémara catSdica -6- y una solucién
acuosa de &cido clorhidrico 0,1 N en la cé@mara anddica -5-
con una corriente continua de 35V. Después de 10 minutos

de funcionamiento el pH de la superficie del film deposi-
tado de proteina de atfin tenfia un valor de pH alto, aproxi-
madamente 8 y la proteina de atfin no estaba bien deshidra-
tada y tenlia un aspecto poco compacto.

De acuerdo con ello, se demostr6 que el control
del electrodepdsito de la proteina es diffcil cuando se
utiliza una membrana porosa como sustituto de la membrana
de intercambio idnico. Ademids, la adherencia de la protei-
na a la membrana porosa era tan fuerte que la eliminacidn
completa del film de proteina de atfin con respecto a la
membrana porosa era extremadamente diffcil.

EJEMPLO 2:

Se desengrasd bien la grasa de protefna coldgeno
obtenida a partir de pieles ("oxhides") y después de
lavarla con agua se homogeneizd con agua que presentaba un
pH de 3,3 durante 10 minutos, formando una dispersidn
homogénea acuosa de coligeno que contenfia aproximadamente
0,3% en peso de la protefna. La dispersidn consequida de
este modo se introdujo en el espacio -7- de la celda del
ejemplo 1 y se llevd a cabo el eleétrodepésito bajo las
mismas condiciones que en el ejemplo 1 utilizando no
obstante un voltaje de valor 20. La corriente fué inicial-
mente de 150 mA, sin embargo, mostrd una reduccidn con el

transcurso del tiempo y llegd a ser aproximadamente de 50
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mA despuds de 10 minutos de funcionamiento. El film de
coligeno de la membrana -4- de intercambio idnico era
extremadamente homog&neo en cuanto a su calidad y se
deshidrat$§ favorablemente sin contener (o incluir) cua-
lesquiera burbujas. E1l f£ilm se podfa eliminar facilmentie

de la membrana.

Ejemplo comparativo 3:

La dispersifn acuosa de protefna de coligeno
utilizada en el ejemplo 2 se tratd en la celda del ejemplo
1 sin utilizar, tal como en el ejemplo comparativo 2,
membranas de intercambio i6nico -4- y -4'- y utilizando
una placa "Ferro" de 4 cm x 9 cm en funcién de cédtodo y
una placa de platino en funcibdn de &nodo. Si bien se
aplicd inicialmente una corriente con tensién 20 V.,
puesto que la corriente mostrd una r&pida reduccibn desde
120 mA hasta unos pocos miliamperios, el voltaje se elevd
a 35 V. Sin embargo, la corriente mostrd nuevamente una
reduccidén hasta aproximadamente 20 mA. El film de colédgeno
conseguido de esta manera lleva incluida una proporcidén
importante de gas generada en los electrodos siendo tan
poco estable que no se determinaron sus propiedades fIsi-
cas.

EJEMPLO 3:

Utilizando la dispersién acuosa de aproximada-
mente 0,3% en peso de proteina colfgeno obtenida en el
ejemplo 2 como liquido para el depbSsito elé&ctrico y después
de introducir el lIquido en el espacic -7- de la celda de

la figura 1 se llevd a cabo una operacidn de electrodepS-
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sito en la que, no obstante, la membrana de intercambio
i6nico -4'- del lado anbdico no se instals en la celda.
Después de llevar a cabo el depSsito utilizando solamente
una membrana -4- de intercambio iénico, el colé&geno se
depositd en la membrana de intercambio iénico en forma de
film homogéneo y bien deshidratado sin comprender burbusja
alguna, casi en el mismo estado que en el ejemplo 2. Sin |
embargo, el pH de la dispersién acuosa agotada se elevd
aproximadamente hasta 4,2,

EJEMPLO 4.:

Este ejemplo muestra el caso de electrodepssito
continuo de proteina.

La dispersidn acuosa (A} de proteina de atin
utilizada en el ejemplo 1 con un pH de 3,5 se introdujo de
manera contfnua con una velocidad de 280 ml/hora en el
espacio -7-de la celda mostrada en la figura 1 desde una
abertura en la superficie superior del espacio -7, agitan-
do la parte inferior o baja del espacio y luego se descar-
g6 desde otra abertura en la parte opuesta de la superfi-
cie del espacio ~7-. Los electrodos y la construccibn de
la celda eran los mismos que en el ejemplo 1. Se hizo
circular una soluciénrde hidréxido s&dico 0,2 N en exceso
en la c8&mara catfdica -6-, para mantener la concentracidn
del alcali en la solucién acuosa de la c8mara -6- continua-
mente con un valor 0,2 N. Asimismo en la c&mara aﬁédica»
-5~ se hizo circular una soluecién acuésa de &cido clorhi-
drico 0,1 N en exceso, para mantener la concentracidn de

Scido clorhidrico en la clmara -5- continuamente en el
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valor 0,1N., Las membranas de intercambio idnico -4- y -4'-
eran de Nafion N-110 tal como las utilizadas en el ejemplo
1.

Al aplicar una corriente continua con un voltaje
estacionario de valor 35 a la celda, la corriente fué
inicialmente de unos 500 mA, sin embargo, después de 2
minutos de funcionamiento, cuando la protefna se depositd
gradualmente sobre la membrana -4- de intercambio iénico,
la corriente se redujo hasta aproximadamente 400 mA. Er
este momento, la parte superior de la lamina de proteira
electrodepositada se separ$ de la membrana -4- y la parte
separada del film se tir§ continuamente hacia arriba para
lograr de forma continua una l&mina libre de proteina a
una velocidad tal que la corriente se mantuvo en una
escala de 230 a 300 mA. El film conseguido de manera
continua se lavd en agua con un pH de 7,0,

El film conseguido de esta manera de proteina de

atln tenfia un espesor promedio de 120 J en estado hfimedo,

8in incluir burbujas y tenfa una calidad extremadamente

homogénea.

EJEMPLO 5:

Se utiliz6 una solucién acuosa al 2% en peso de
ovo-albumina con un pH ajustado a 5,7 en un proceso de
electrodepbdsito doble en la celda mostrada en la figqura 2,
a2l mismo tiempo que se introducfa la solucidn en los
espacios -20- y ~20'-, siendo los tipos de electrodos y de
membranas de intercambio iénico utilizadas en este ejemplo

y las distancias entre cada una de las membranas de inter-
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cambio idnico y cada uno de los electrodos y las exis-
tentes entre cada dos membranas de intercambio iénico, las
mismas que en la celda utilizada en el ejemplo 1. Se situd
una solucidn acuosa de hidréxido s6dicoAO,2 N en las
cémaras catddicas -18- y -18'- y una solucién fisioldgica
salina se situd en la cédmara anbdica -19-, utilizando
ambas en. forma de soluciones eiectrolitiCas. En funciona-
miento se aplicé una corriente contfnua con un voltaje
fijo de valor 35 entre el citodo y el &nodo. Durante el
funcionamiento la corriente se elevd de 4 A a 6,5 A. La
ovo~alblimina se depositd en las membranas de intercambio
ibénico ~15=- y ~16~ en forma de films casi homogéneos y en
ninguno de los casos se observd contaminacidn alguna de
burbujas. No existfan aparentemente diferencias entre los
dos films conseguidos de esta forma. Despu&s de acabar la
operacibn, el valor del pH en las dispersiones acuosas
agotadas era de 11,9 y 12,1, respectivamente, no mostrando
diferencia notable alguna.

EJEMPLO 6:

Se situé una muestra de suero equino (Tipo#l,
Pel-Freez Biologicals Inc.) con un valor ajustado de pH
10,0 en el esbacio -7- de la celda utilizada en el ejemplo
l y en la cémara catfdica -6~ de la celda se situé una so-

lucién de hidréxido s8dico 0,2 N y en la cimara an6dica

- una solucibn fisiol&gica de agua; Después de aplicar una

corriente continua con un voltaje estacionario de valor 20
durante 5 minutos se observé un f£film de suero equino sobre

la membrana -4'- de intercambio ifnico instalada en el
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lado del &nodo. El f£ilm de proteinas conseguido de esta
manera era homogéneo en cuanto a su calidad, sin incluir

burbujas. El valor del pH del liquido acuose agotado era

de 11,5.
EJEMPLO 7:

El suero equino utilizado en el ejemplo 6 se
diluyS con 5 veces su volumen de agua desionizada y des-
pués de ajustar su pH a 7,5 se suministré de manera con-
tinua a la celda mostrada en la figura 3 desde la entra-
da -21- a la cimara -118-. En la c&mara catddica se in-
trodujo una solucidn acucsa de hidrdxido s&dico 0,2N desde
una entrada dispuesta en el colector =23~ y se hizo cir~-
cular hacia una salida prevista asimismo en el mismo
colector =23~, En la célmara anddica -117- una solucidén
acuosa salina fislolSgica se introdujo a partir de una
entrada tubular prevista en el eje rotativo -24- y se hizo
circular descargindola por una salida tubular prevista
asimismo en el eje -24-., El &nodo en forma de tambor -113-
y la membrana de intercambio iénico ~115- se hicieron
girar en sentido de las agujas del reloj por el eje ro-
tativo =24~ con una velocidad de 90 cm/hora.

El radio de la membrana ~1l15- de tipo de tambor
rotatorio, para intercambio ibénico, era de 5 cm y el &rea
efectiva de la membrana era aproximadamente de 2 cm x 15
cm y el radio de curvatura de la membrana -1l4- de tipo
£fijo, de forma semitambor, para intercambio iSnico, era de

6,5 cm.

Se aplicd una corriente continua con voltaje es-
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tacionario de valor 20 al mismo tiempo que se trataba el
liquido acuoso de 400 ml durante 1 hora para formar un
film de gel de protefna de suero equino, depositada sobre
la membrana ~115- de intercambio ifnico en forma de tambor
rotativo. Despu&s del rascado del film delgado asf formado
con el rascador -25- se consiguid un £ilm homegéneo de
proteina de suero equino. La corriente cambib de 2,2 A a
1,8 A durante el funcionamiento -y el pH del liquido acuosc
agotado estaba comprendido entre 10,5 y 11,0.

Todo cuanto no afecte, altere, éambie o modifi-
que la esencia del método descrito, ser& variable a los

efectos de la actual Patente.
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NOTA

Se reivindica como objeto de esta Patente de
invencidn:

l.- Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una protefina en una membrana de
intercambio ifnico, caracterizado porque dicha proteina
disuelta o dispersa en suspensién en un lIquido acuoso
situado en un sistema de electrodepbsito, en el cual por
lo menos una membrana de intercambilo iénico queda prevista
entre los electrodos, es desplazada electroforéticamente v
depositada sobre dicha membrana de intercambio ifnico.

2.- Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una protefina en una membrana de
intercambio ibnico, seglin la reivindicacidén 1, segfin el
cual dicho sistema de electrodepbsito comprende como
minimo dos clmaras formadas por membrana(s) de intercambio
i6nico en funciones de diafragma(s); una solucién acuosa
de un electrolito es suministrada hacia, como minimo, una
clmara de electrodo formada por dichos diafragmas y dicha
proteina es desplazada electroforéticamente en una cémara
adyacente a dicha céimara de electrodos.

3.~ Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una proteina en una membrana de
intercambio iénico, segfin la reivindicacién 2, segfin el
cual la cémara en la que dicha proteina es desplazada
electroforéticamente, es la cémara de electrodos formada
por el &nodo y una membrana de intercambio iénico.

4,~- Método y correspondiente aparato para la
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electrodeposicidSn de una protefna en una membrana de
intercambio idnico, segfin la reivindicacién 2, en el que
la cémara en la cual dicha proteina es desplazada elec-
troforéticamente es la cimara de electrodos constituida
por el citodo y una membrana de intercambio idnico.

5.~ M&todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una proteina en una membrana de
intercambio idnico, segfin la reivindicacién 2, en el cual
la cémara en que dicha proteina es desplazada electrofo-
réticamente es la cidmara formada entre dos membranas de
intercambio ifnico montadas entre los electrodos.

6.~ Mé&todo y correspondiente apafato para la
electrodeposicidén de una proteina en una membrana de
intercambio i6nico, segln la reivindicacién 2, en el que
el. pH de la superficie de dicha membrana de intercambio
ibénico es controlado formando una diferencia entre el pH
de dicha solucién acuosa del electrolito y el pH de dicha
solucidn acuosa o suspensidn de la mencionada protefna.

7.~ M&todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una proteina en una membrana de
intercambio ifnico, segfin la reivindicacif6n 6, en el que
el pH de dicha solucién acuosa o suspensién de dicha
proteina se encuentra comprendido entre 2,0 y 10,0.

8.~ M&todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una protefina en una membrana de
intercambio ibnico, segfin la reivindicacién 2 o reivin-
dicacidn 6, en el que dicha solucién acuosa del electro~~

lito es una solucidn alcalina suponiende que dicha pro-
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teina est® cargada positivamente y dicha solucién alcalina
es suministrada hacia dicha camara catSdica con una con-
centrancibén alcalina de 0,1 N a 5 N.

9.- Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una protefna en una membrana de
intercambio ifnico, segfin la reivindicacibén 8, en el que
dicha solucifn acuosa alcalina esti constituida por una
solucibn acuosa de hidréxido sédico.

10.~- MEtodo y correspondiente aparato para la
electrodeposicidn de una proteina en una membrana de
intercambio iénico, segln la reivindicacidn 2 6 reivin-
dicacién 6, en el que dicha solucidn acuosa del electro-
1lito es una solucién acuosa de un &cido inorgénico, su-
poniendo que dicha proteina est& cargada negativamente y
dicha solucibén acuosa de un &cido inorg&nico es suminis-
trada a dicha cé&mara anSdica con una concentracién de
dicho &cido inorg&nico comprendida entre 0,1 y 5 N,

1l.- M8todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una proteina en una membrana de
intercambio ibnico, segfin cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 5, en el gque dicha membrana de intercambio
ibnico esti constituida por una substancia seleccionada
del grupo que comprende fluoropolimeros, resina de &cido
acrilico puenteada de forma intermolecular, resina de
Scido metacrflico puenteada de forma intermolecular,
copolimeros de estireno sulfonado y divinilbenceno asi
como resina de vinilpiridina cuaternalizada dotada con,

como minimo, un grupo substituyente seleccionado del grupo
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que comprende grupo sulfonato, grupo carboxilato y grupo
fenol.

12.- Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una proteina en una membrana de
intercambio ibnico, segfin la reivindicacidn 1 6 2, en el
que dicha proteina es un miembro o una mezcla de mis de
dos miembros seleccionados del grupo que comprende ovo-
proteina lacto-proteina sero-protefina, mio-proteina,
proteina de semillas, escleroproteina, cromoproteina,
fosfoproteina, glicoprotefina, nficleo proteina y lipopro-
teina.

13.- Mé&todo Y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una protefna en una membrana de
intercambio idnico, segfin la reivindicacién 2, en el que
el suministro de dicha solucidn acuosa del electrolito a
dicha cfmara de electrodos se lleva a cabo con circulacién
y la electroforesis de dicha proteina se lleva a cabo de
modo continuo.

14,- MEtodo y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una proteina en una membrana de
intercambio i6nico, seqln las reivindicaciones anteriores,
en el que el aparato para su realizacidn estf caracteri-

zado porque como minimo una membrana de intercambio iénico

"queda situada entre el &nodo y el catodo y dicho aparato

estd constituido como minimo por dos cémaras formadas a
partir de dichas membranas de intercambio idnico en fun-
ciones de diafragmas.,

15.- Mé&todo y correspondiente aparato para la
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electrodeposicifén de una protefna en una membrana de
intercambio i6nico, seglin la reivindicacién 14, en el que
como minimo una cimara de electrodos formada por membranas
de intercambio ifnico en funcidn de diafragmas queda cons-
tituida como cimara a partir de la cual es suministrada el
electrolito liguido y una clmara adyacente a dicha cémara
de electrodos queda constituida como c&mara en la cual
dicha proteina es desplazada electroforé&ticamente.

16.,- M&todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una proteina en una membrana de
intercambio ibSnico, segln la reivindicacién 14, en el que
dos membranas de intercambio ibnico quedan instaladas
entre dicho &nodo y dicho cétodo y una c&mara formada
entre las dos mencionadas membranas de intercambio ifnicec
queda conétituida en funciones de cémara en la cual dicha
proteina es desplazada electroforéticamente y dicha clmara
catddica y dicha c8mara an6dica, formadas respectivamente
cada una de ellas por una membrana de intercambio iénico
en funcidn de diafragma, estén constituidas respectivamen-
te como las correspondientes cimaras desde las cuales es
suministrada dicha solucifn de electrolito acuoso,

17.- Método y correspondiente aparato para la
electrodeposicién de una proteina en una membrana de
intercambio ifnico, segfin la reivindicacién 16, en el que
dos membranas de intercambio i16nico estin dispuestas
respectivamente entre cada uno de dichos anddos y cada uno
de dichos cftodos habi&ndose dispuesto en orden dichos

dnodos y los mencionados c&todos.
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18.- M&todo y correspondiente aparato para la
electrodeposicifn de una proteina en una membrana de
intercambio ifnico, segfin cualquiera de las reivindica-
ciones 15 a 17, en el que dicha cfmara a partir de la cual
la mencionada solucién acuosa de electrolito es suminis~

trada, queda constituida para poder suministrar dicha

" solucién de electrolito acuoso de manera circulante y

dicha c&mara en la cual la mencionada proteina es despla-
zada electroforéticamente queda constituida para poder
introducir dicha solucidn acuosa o suspensién de la men-
cionada protefna de manera continua.

Sean cuales fueren las circunstancias que coa-
curran en.la esencialidad de la Patente de invencidn
definida en las anteriores reivindicaciones, cuyo objeto
es:

19.- "METODO ¥ CORRESPONDIENTE APARATO PARA LA

ELECTRODEPOSICION DE UNA PROTEINA EN UNA MEMBRANA DE

INTERCAMBIO IONICO".

Consta la presente memoria de treinta y seis
hojas foliadas, mecanografiadas por una sola cara y de los
dibujos unidos a la misma.

Barcelona, = { Nov. 1978

P.A, de KUREHA KAGAKU KOGYO KABUSHIKI KAISHA

ALFONSO DURAN
p.F.
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