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WEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
YFATENTE DE INVENCION
en

» sSPANA
: por VEINTE afios
t a nombre de NATIONAL RESEARCH DEVELOPMENT CORPORATION, enti-

dad briténica, establecida en 1, Tilney Street, Londres W. 1.

»

Inglaterra, pors:
" PROCEDIMIENTO PARA SEPARAR GLOBULINAS BETA Y
GAMMA DEL PLASMA SANGUINEC DE MAMIFEROS O AVES ",
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Ls memoria de la Patente briténica n? 603,998 des-

. cribe y reivindica un método para separar fibrindégeno y pro-
trombina de la sangre de mam{feros, en particular de la hu-
mana.- Seglin se describe en dichs memoria, después de la

5 precipitacién de la protrombina el lfquido que sobrenada se

separa y se sigue tratando (cuando se desea un tratamiento
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ulterior para sejarar otras globulinas) para producir un 1{-
quido adecuado para la transfusidn.-

El presente invento se refiere a la separacidén de
estas otras slobulinas mencionadas del lfguido gue sobrenada,
en particular globulinas gamma y beta, y a la separacién de
ﬁna,y otra gzlobulina.— HBsto se hace sesin el invento regu-
lando el pH del 1lfquidoqgie sobrenada separado de la protrom-
bina a un valor entre 5.U0 y 6,50, diluyendo con agua destila-
da esterilizada hasta una fuerza ibnica entre 0.12 y 0.012,
afiadiendo gradualmente éter hasta poner el contenido de éste
en la mezcla é 16-18.5 vollimenes por ciento ¥ reduciendo al
mismo tiempo la temperatura a un valor de -2 a -3.52 .y ¥
dejando en reposo, y separando por fin el precipitado resul-
tante que contiene la mayor parte de las globulinas beta y
Bamma. - _

La globulina beta se separa del precipitado resul-
tante disolviéndolo en suficiente solucibdn neutralizadora de
un pd lo bastante bajo para ponerla en solucibn por debajo
de, por ejemplo, un pHa 4.8, afiadiendo una solucibn neutrali-
zadora de un pn més alto para poner el pH de la solucidn entre
4.8 y 5.5; afiadiendo apua destilada esterilizada para reducir
la fuerze iénica a 0.012 y 0.006, afiadiendo éter para llevar
el contenido de éste entre 8 y 12 voldmenes por ciento, dejan
do en reposo, y sseparando el precipitado resultante que es
principalmente de globulina beta,- |

La 3zlobulina gamma se separa del lfiquido que sobre-

nada y del qgue se ha separado el precipitado de globulina

it b it
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beta, regulando el pH de este liquido entre 6.00 y 7.5 y afia
diendo éter para poner el contenido del-mismo de 10 a 18.5
vollmenes por ciento y separando el precipitado resultante de
Zlobulina gamma.-

Todas estas operaciones (incluyendo el tratamiento
del plasma sangulneo) sge efectlan a baja temperatura, esto es,
entre U2 ¢ y -3.59 U., en condiciones asépticas, y los reac-
tivos se mantienen a temperatura similar o ligeramente supe-
rior, por ejemplo 422 C.} también en todas estas operaciones
y en toda esta memoria, entendemos por éter el éter dietflico.

S8e dardn ahora detalles de las condiciones preferi-
das de la operacién con sangre humana, perv debe entenderse

que aproximadamente en las mismas condiciones se puede tratar

+ la de otros mamiferos, por ejemplo, sangre de buey, y la san-

gre de aves.-—

El procedimiento puede ser como se describe en la
gencionada solicitud de patente briténica n® 603.998 hasta
la precipitacidén de protrombina, que puede realizarse conve-
nientemente a un pH de 5.%75, y la separacidn de la solucibn
que sobrenada.-

La globulina gamma se prepara del lfquido que sobre

"nada en la globulina en tres periodos.-

PERIODO PRIMERO

. Precipitacidn de globulina beta y gamma del 1fquido que so-

brenada en la protrombina.-

Este es una solucién de proteina de 2 - 4% que tie-

ne la composicidn: albdmina 70.8%; globulinas alfa y beta
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14,5%; zlobulinas gamma 14,7%,~ La solucién contiene 10 voldme
neé por ciento de éter, y‘la fuerza ibnica es 0.12, calculada
por las conocidas concentraciones de 'sal.-

Bl pH de la soluéién se regula a 5.50 por 15 adicién de

solucibdn de bicarbonato sédico o de hidréxido sédico de molaridad

adecuada, por ejemplo 0,5 M de Na HCOE.— La solucién se diluye

afiadiendo tres vol@menes de agua destilada para‘dar una fuersza
idénica de 0,035.- El contenido de &ter de ia mezcla se eleva gra
dualmente a 18.5 vollmenes por ciento, y al mismo tiempo la tempe
ratura de la mezcla se reduce a -3,52 C,, dejando en reposo la va
sija de reaccién en un bafio de alcohol refrigerado a 52 C.- Se
forma un precipitado que se deja sedimentar durante la noche a
-3,5¢ C,- Todo lo josible del 1fquido que sobrenada se extrae
con sifén y el sedimento se separa del resto centrifugando a -3.59
C.- El 1fquido que sobrenada puede thatarse como en dicha.soli-
citud de patente briténica ndmero 603.998, para producir -un 1fgui
do adecuado pars transfusién.-—

Bl precipitado preparado en las condiciones arriba des-
critas contiene 90% de la globulina geamma existente en el materiél
de partida, y su anflisis eléctroforético es el sigulente:

Albdmina 10%; globulinas alfa y beta 46.5%; globulins
zamma, 43.5%.-

Las condiciones arriba expuestas son las preferidas,
pero las globulinas pueden precipitarse del 1fquido gue sobrenada
en la protrombina en el siguiente campo de condiciones:

 pH 5.00 - 6.50; I 0.12 - 0.012; &ter 16 - 18.5 voldme-

nes por cientoj temperatura -22 ¢, a - 0.58 C.-

[’
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La composicién electrofolética del precipitado varia
ré en funcidn de las condiciones precisas dela precipitacidn.
PERIODO SEGUNDO
Separacién de globulinas alfa y beta de la globulina gsmma.—

_ El precipitado se disuelve en suficiente neutraliza-
dor de fosfato y acetato de pH 4.0 (H Ac 0,043 M - Na,HPO,0.007
M) para ponerlo em solucién a un pH de 4.6- La solucién se
enfria a 02 C,, y por la adicién de neutralizador de acetato
y fosfato de pH 6.0 (H 4c 0.023 M - Nay,HPO, 0.027 M), el pH
gse regula a 4,97 + 0,02, se afiade agus destilada psra reducir
la fuerza idnica a 0,010 y el éter se lleva a 9 volimenes por
ciento a 02 C.,- El precipitado que se forma contiene el grue-
80 de las globulinas alfa y beta, y se separa como se ha desg-
erito arriba, después de dejar que tenga lugar el equilibrio
durante la noche a 02 C.-

Las condiciones para la sepmracién de las globuli-
nas beta y gamma son criticas, pero se consigue la separacidn
parcialmente en las condiciones:

" pH 4.8 - 5.35 I 0.012 - 0.006; éter 8 -~ 12 volime-
nes por cientoj temperatura 02 C,.-
PERIODO TERCERO

Precipitacifn de globuline gamma del liguido gue sobrenada
en las globulinas beta.-

La globulina gemma se precipita del liquido que so-
brenada regulando el pH a 6.50 — 6.75 con solucidén de bicar-~
bonato sbdico o hidréxido sbdico, de molaridad adecuada, por
ejemplo, 0.5 i Na HCO3, y llevando el éter a 18.5 voldmenes

i~ -
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por ciento a -3,58 U,- g fuerza idnica es 0,025.- Este
procedimiento precipitaria el 90% de la globulina gamma en
golucidn.~ '

Las condiciones anteriores son las preferidas, pero
la globulina gamma puede precipltarse en un campo de pH de
6,00 - 7.5 y con 10 - 18.5 voltmenes de éter por ciento.-

La globulina gamma asi obtenida tiene electroforé-
ticamente una pureza de 95%,.- La pureza de la globulina
beta es diffcil de establecer por causa de su compleja conduc-
tg electroforética, pero no esti contaminada con albfimina ni
globulina gamma.- .

Las zlobulinas zamma pueden purificarse ulterior-
mente disolviendo el precipitado en neutralizador de fosfato
de pH 7.0; I - 1,0, llevando la fuerza idénica a 0.05 por di-
lucidn con ajua destilada esterikizada, y el éter a 13 volid-
menes por ciento a temperatura de -3.52 C.- La globulina
gamma precipitada estéd libre de contawinacidn de alblmina y
zlobulina beta.-—

La presente solicitud que corresponde a la presen-—
tada en uran Bretafia con fecha 30 de Agosto de 1.949, bajo el
nimero 22.521/4%, se acoge a los beneficios del articulo 51

del vigente Bstatuto-Ley sobre FPropiedad Industrial.-

oo 0Ooo
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Los puntos de invencidn propla y nueva gque se pre-
sentan para gue sean objeto de la presente solicitud de
Patente de Invencidn en HKspafia, por VEINTE afios, son los si-
gulentes:

1¢,- Un procedimientb para separar zlobulinas
beta y samma del plasma sanguineo de mamiferos o aves, que
comprende las operaciones, todas a baja temperatura, de cla-
rificar el plasma por filtracién, precipitar f£ibrinbgeno por
tratamiento con éter y dejando en reposo, separar el liquido
que sobrenada del fibrindgeno, precipitar protrombina del
1{quido regulando el pi del mismo y dejéndolo en reposo, se-
parar el 1fquido que sobrenada de la protrombina, rezular el
pi de este Ultimo ligquido a un valor entre 5,00 y 6.50, di-
luir con agua destilada esterilizada a una Tuerza idnica
entre 0,12 y 0,012, éﬁadir fter para llevar el contenido de

la mezcla a 16 - 18.5 voldmenes por ciento, reducir la tem-—

peratura de -2 a -3.58 v, y dejar en reposo y separar el

precipitado resultante que contiene la mayor parte de las
slobulinas beta y sanna.-
29.- Un procedimiento sezlin se reivindica en el

punto 12, en el cual el pHa del liquido que sobrenada separa-—

do de la protrombina se pone & 5.50.-



10

-}

20

< 25

164355

30,~ Un procedimiento seyln se reivindica en el

punto 22, en el cual el pi se lleva al valor especificado
por la adicién de 0.5 M de bicarbonato sédico.-

49,~ Un procedimiento seyin se reivindica en los
puntos 12, 22, o 3¢, en el cual la dilucién se toma a una
fuerza ifnica de 0.055-" ‘ | |

50,~ Un procedimiento seglin se reivindica en cual
quiera de los puntos anteriores, en el cual la adicidn final
de &ter es tal que lleva el contenido del mismo a 18.5 vold-
menes for ciento.-

68 ,~ Un procedimiento sezin se reivindica en
cualquiera de los puntos anteriores, en el cual la temperatu-
ra al tiempo de la adicibn final de &ter se reduce a -3.52 C.

72 .~ Un procedimiento para sepafar globulina beta
del plasma sanguineo de mam{feros j aves, gue comprende las
operaciones expuestas en cualquiera de los puntos anteriores,
y luego disolver el precipitado final en suficiente solucién
neutralizadora de pH lo bastante bajo para ponerlo en la so-
lucién a pH 4.8, afiadir una solucibn neutralizadora de pH
més alto para poner la solucidn entre 4.8 y 5.3, afiadir agua
destilada esterilizada para reducir la fuerza ibnica entré
0.012 y U,006, afladir éter para llevar el contenido del mis-
mo entre 8 y 12 volﬁménes por ciento, dejar en reposo y sepa-
rar el precipitado resultante, principalmente de globulina
beta.-

ge,- Un procedimiento sezlin se reivindica en el

punto 72, en el cual la disolucidn se efectfia en un neutrali-
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zador de acetato y fosfato de pH 4.0, en cantidad suficiente
para producir una solucién de pH 4,6, y el pH se regula a
4,97 - 0,02 afiadiendo un neutralizador de acetato y fosfato
de pH 6.0.-

99, Un procedimiento sezlin se reivindica en los
punbtos 72 u 82, en que la dilucidén con agua destilada se lle-
va a una fuerza ibénica de 0,010,.-

10e.,.- Un procedimiento sezfin se reivindica en los
buntos 79, 82 6 92, en el cual la adicidén de éter se lleva a
9 voldmenes por ciento.-

112,- Un procedimiento seplin se reivindica en
cualquiera de los puntos 72 a 102, en el cual la disolucibn
y operaciones subsigulentes se efectdan todag a 02 C,-

129 .-~ Un procedimiento para separar la globulina
gamma del plasma sanguineo de mamiferos, que incluye las ope-
raciones expuestas en cualquiera de los puntos 72 a 119, ¥y
luego regular el pH del lfquido separado final de 6.00 a 7.5,
v afiadir éter para llevar el contenido de éste de 10 a 18.5
vollimenes por ciento, y separar el precipitado resultante
de globulina gamma, -

138.,~ Un procedimiento segin se reivindica en el
punto 122, en el cual el pH se lleva a 6.50 - 6,75.-

142,~ Un procedimiento sesdn se reivindica en el
punto 139, en el cual la rezulacidén se efectida con 0.5 M de
bicarbonato sédico.-

158, -~ Un procedimiento segin se reivindica en

los puntos 122, 139 6 140, en el cual el contenido de éter
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se lleva a 18,5 voldmenes por ciento.-~
162.- Un procedimiento segin se reivindica en cual-

quiera de los puntos 12¢ a 159, en el cual las operaciones se

efectuédn a -3,52 C,-

172.- Un procedimiento segin se reivindica en cual-
quiera de los puntos 122 a 162, en la cual las globulinas gaem-
ma se purifican ulteriormente disolviéndolas eﬁ un neutralize-
dor de fosfato de pH 7 y fuerza idénica 1.10, diluyendo con
agua destilada hasta una fuerza iénica de 0.05, afiadiendo
éter hasta 18 volimenes por ciento a la températu:a de -%.58
C., ¥ sepasrando el precipitédo de globulinas gamma.~-

180.~ Procedimiento para separar globulinas beta y
gamma del plasma sesnguineo de memiferos ¢ aves.-

Tal y como se ha descrito en la Memoria que entece—‘
de y para los fines que se han especificado.- d

La presente Memoria consta de diez hojas escritas a

miquina por una sola de sus caras.-

Madrid, - 5 D\C'\QSO

F. A,
Alberte de Elzebur

g-———-——-- w——
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