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MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un procedimien-
to de preparacién de albdming purificada, en particular al-

biming humang. = — - - & & & & & & & & o e o =

El procedimiento segin la invencién permite, en par
ticular, preparar la albimina purificada tanto a partir de
primeras materias no contaminadas por la hemoglobina, como
por ejemplo el plasma, como a partir de materias contamina-
das por la hemoglobina, como por ejemplo las placentas, la
sangre placentaria o de una manera general cualquler sangre

hemolizada. — «- = « & = m o o m e e e e .-

Existen ya un cierto nimero de procedimientos de -
preparacién de albimina purificada ninguno de los cuales ha
permitido sin embargo producir, por lo menos a un precio de
coste suficientemente econémico, cantidades importantes de
albimina purificada ﬁo desnaturalizada, sobre todo en el ca
s0 en que la materia prima es una materia que contiene nume

rosas impurezas y particularmente hemoglobina. - — - - - -

La presente invencidén se propone pues proporcionar
un procedimiento de preparacién de albiimina purificada, en
particular de albimina humana, que sea de realizacidn simple

y econdémica, y que permita preparar industrialmente grandes
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grandes cantidades de albimina muy purificada, a partir de

las fuentes mids corrientes. = = = = w = « w = = = - - = = -

La albdmina purificada obtenida, cuando es de ori-
gen humano, puede servir para la preparacidén de soluciones
de proteinas utilizables como lfquidos de trasfusidn, por -
ejemplo para el tratamiento de estados de shock o en el caso

de disminucidn peligrosa de la cantidad de sangre circulante.

Esta labémina purificada es soportada particular-
mente bien por el organismo receptor y no provoca las reac-
ciones que se producen a menudo con las preparaciones de al

bimina cldsicas, — - = = = = = = = = = = = = = - - - = = - -

La invencidén tiene por objeto un procedimiento de
preparacién de albdimina purificada, en particular de albumi
na humana, a partir de una solucién de albdmina a purificar,
que contiene proteinas extrafias o desnaturalizadas, caracte
rizado porque se efectiia una termocoagulacién de estos ele-
mentos indeseados por calentamiento de la solucién en presen
¢ia de 4dcido caprflico a una temperatura comprendida entre
52¢C y 642C, y preferentemente entre 569C y 60°C. La termo-
coagulacidén se efectia preferentemente durante un tiempo por
lo menos igual a 30 minutos con la ayuda de una cantidad en
peso de 4cido caprilico que, expresada en peso de caprilato
de sédio, estd comprendida entre 15% y 30% del peso en pro-

teinas de la solucién, a un pH comprendido entre 4,8 y 5,25.

De forma ventajosa, se utiliza preferentemente una
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solucién a purificar en la cual el contenido én proteinas
es inferior a 50 gramos por litro y preferentemente situa-

da en la proximidad de 20 gramos por litroe — - - = = = = -~

En un modo de realizacidn preferido, el 4cido ca~
prilico se introduce en forma de caprilato de sodio, pero es
también posible introducirlo en otras formas, como por ejem
plo en forma del Acido mismo y no en forma de una sal. En eg
te caso, el conbtenido en Acido caprilico seri determinado -
por un simple cédlculo a partir de los valores precedentes -
que corresponden al caso en que el 4dcido caprilico es intro

ducido en forma de caprilato de s0dig. - = = = = = = = = = «

De una manera general, el pH se elige tanto mayor
cuanto méds importante es la proporcién de caprilato con res

pecto a las proteinas. — - = — = = = = = = = - = = = - - - -

Asi, a tf{tulo de ejemplo, cuando el contenido en
caprilato es igual al 15% del contenido en proteinas, el pH
serd preferentemente del orden del 4,85 a 4,95, mientras -
que para un contenido en caprilato igual al 20% del conteni
do en proteinas, el pH mds favorable estari compreﬁdido en—~
tre el 4,95 y 5,05. Para un contenido en caprilato del 25%
el pH serd preferentemente préximo a 5,1, en tanto que para
un contenido del 30% en caprilato, el pH serd ventajosamen-

te del orden de 5,15, = == = = = = = - - - - .. - - - -

La termocoagulacién asi efectuada permite eliminar

una gran parte de la hemoglobina y precipitar la albimina
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Fn el caso en que la solucién a purificar haya si-
do obtenida a partir de un origen plasmético, el procedimien
to precitado permite obtener directamente una albimina puri-

ficada directamente utilizable, = = = = = = = = = = = = = = —

En el caso en que la solucién a purificar proviene
de una fuente previamente contaminada por cuerpos extrafios,
por ejemplo placenta, sangre placentaria o sangre hemoliza~
da, se puede hacer ventajosamente preceder la termocoagula-
cién por una, por lo menos, de las etapas que consisten en -
eliminar la mayor parte de la hemoglobina, en eliminar los
enzimas tales como las fosfatasas alcalinas por pfecipitacién
de las proteinas con la ayuda de un dcido tal como el 4cido
tricloroacético los 4dcidos polifosféricos, y en eliminar las

sustancias de grupo. — = = = = = = = = = - = = = = = = = = =

La eliminacién de 1a hemoglobina puede ventajosa-
mente efectuarse en presencia de una concentracidén de etanol
inferior al 60% con adicién de un hidrocarburo halogenado -
tal como el cloroformo. La misma sin embargo puede también
efectuarse por adicién de un hidrocarburo halogenado sin al

cohol o por otros procedimientos conocidos en sf. = = = - -

La eliminacién de los enzimas tales como las fosfa
tasas que se efectia preferentemente después de la etapa de
eliminacién de la hemoglobina, se efectia preferentemente -

en presencia de una concentracién de etanol inferior al 60%,
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con adicidn de 4cido tricloroacético. La concentracién del
4cido puede estar comprendida entre 3 y lO.lO_ZM/litro v es
preferentemente del orden de 4,2.10"2M/litro, adiciondndose
el 4cido a la solucidn proteica a una temperatura inferior a
0eC y preferentemente comprendida entre -5 y -108C, hasta -

precipitacién total de las proteinas. = = = = = =@ = = = = =

Ademéds de la eliminacidn de los enzimas, esta etapa
permite igualmente concentrar notablemente la cantidad de al

bimina en solucidn debido a que la BlbYmina precipita. - - -

En ciertos casos, es posible remplazar la precipita
cién con el 4cido tricloroacético por una precipitacién con

un 4cido polifosfdrico, — = = = = = = = = = = =~ - .- - -~

La etapa de eliminacidn de sustancias de grupo se
efectia preferentemente con una concentracidén én etanol su-
perior a 55%, por ejemplo del orden de 75%, con una concen—
tracién de proteinas de preferencia inferior o igual a 10g/
iitro adicionando 4cido tricloroacético a la solucidén a wna
temperatura inferior a 02, comprendida por ejemplo entre -5
y ~109C. La cantidad de 4cido tricloroacético puede ventajo-
samente ser del orden 8.10_2M/litro. El precipitado obtenido
es desechado. En este estado, las sustancias de grupo son -

eliminadag. — = = =~ = = = = = = - * - - .- — - .- .- - -

Esta etapa permite tembién eliminar las fosfatasas
alcalinas, de manera que la etapa precedente de eliminacidn

de las fosfatasas puede eventualmente ser suprimida. La misma
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es entonces preferentemente remplazada por una simple concen

tracién de 1as proteinas, = = = = = = = - = - - ---c_—--

Otras ventajas y caracterIsticas de la invencién a-~
parecerdn con la lectura de la descripcién siguiente, dada en

t{tulo de ejemplo no limitativo, y del plano anexo en el cual:

la figura 1 representa las curvas de porcentaje de
hemoglobina y de rendimiento en proteinas en funcién del pH

para un primer lote de albliming, = = = = = = = = = = = = = =
la figura 2 representa las curvas para otro lote, -

la figura 3 representa las curvas de rendimiento en
albdmina y de porcentaje de hemoglobina en funcién del conte

nido en caprilato para un mismo valor del pHe — = = = — - -
Con referencia a las figuras, = = = = = = = = = - -

En la figura 1 se han representado, en funcién del
pH, llevado en abscisa, unas curvas R de rendimiento en pro-
teinas y H de porcentaje de hemoglobina después de tratamien
to con caprilato. El lote de albimina humana placentaria con
tenfa inicialmente 20g de proteinag principalmente de albumi
na, por litro y un poco menos del 0,2 en porcentaje de hemo-
globina (densidad Sptica de una solucién al 1%). La curva R re
presenta asi el peso en gramos por litro de proteinas, esencial

mente de albdmina que queda en solucién después de termocoagu

lacién con caprilato.la coloracién H de la albimina es evalua

da fotométricamente por simple lectura del espectrofotémetro
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Beckmann, a 403mp después de haber ajustado la solucidn a

10g de proteinas por Litro. = = = = = « = - = « = = = -~ -

Como se ve en la figura, para una cantidad de capri
lato igual a 2g por litro, es decir al 10% del peso inicial
en proteinas, las curvas Rlo Yy HlO’ aue corresponden a este
contenido en caprilato, son sensiblemente horizontales. Esto
quiere decir que no hay précticamente proteinas gue precipi-
Ten y que el porcentaje de hemoglobina permanece précticamen
te constante. Para un contenido igual al 10% de caprilato,
no es pues posible efectuar la termocoagulacidn segin la in=-

Venceldtl, = = — = = 0 o e e e e e m e e e e - .- — -

Si se utiliza ahora el 15% en peso de caprilato con
respecto al peso de proteinas, es decir 3g de caprilafo por
litro, los resultados estén representados en las curvas R15
y HlS' Se ve que el rendimiento en proteinas es tanto mds -
elevado, cuanto mayor es el pH pero el porcentaje de hemoglo
bina evoluciona de la misma manera. Sin embargo, para un pH
préximo a 4,8, es posible hacer disminuir mds de la mitad el
porcentaje de hemoglobina, a condicién de permitir una pérdi
da del orden de 4g por litro en proteinas. Acerca de ello, -
conviene destacar que la pureza de la albimina obtenida ﬁor
el procedimiento segin la invencidn es relativamente indepen
diente del rendimiento en proteiggs, puesto que las proteinas
extrafias y la fraccidén desnaturalizada de la albémina preci-
pitan en primer lugar. Es suficiente pues tener un precipita

do franco para tener la seguridad de haber eliminado la casi

totalidad de las proteinas indeseables. ILa prosecucidn de la
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precipitacidn elimina una parte de la alblmina pura y hace

pues bajar el rendimientos = = = = = = = = = = = = = = = - -

Cuando el contenido en caprilato es igual al 20% del
contenido iniecial en proteinas, es decir a 4g por litro, los
resultados estan referidos en las curvas 320 y H2O' Se ve -
que para un pH préximo a 4,95 a 5, se conserva auin una canti
dad notable de albimina purificada, reduciendo al mismo tiem

po netamente el contenido en hemoglobina. - = - - - = - - = -
Con referencia a la figura 2. = = = = = = = = - = =

Un segundo lote de albimina placentaria ha sido tra
tado, en las curvas R' y H' representan respectivamente el
contenido en proteinas y el porcentaje en hemoglobina des-

pués de termocoagulacidn. = = = = = = = = = = = = - - « - — -

Para un contenido en caprilato igual al 20% del peso
inicial, de 20g por litro, en proteinas de la solucién a ter
mocoagular, se obtiene una curva a R'20 de rendimiento en -
proteinas, que corresponde sensiblemente a la curva R2O' La
curva H'20 toma un caracter que es iguatmente préximo a la
curva H20 ¥y, allfl también, la zona mis favorable estd situa-

da en los alrededores de un pH igual a 5¢ = = = = = = = -~ - -

3i aumenta el contenido de caprilato, con referen-
cia a las curvas R'25 y H'25 gue corresponden a un contenido
de caprilato del 25%, se constata que una zona favorable es-

t4 presente para un pH préximo a 5,1. = = = = = = = = = - -
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Finalmente, para un contenido de caprilato del 30%,
los resultados representados en las curvas R3O y H30 muestran
que el pH éptimo se halla situado en los alrededores de 5,15.
Es, en efecto, en esta zona del pH que ge obtiene un descen~
so importante del porcentaje de hemoglobina para un rendi-

miento en albimina an conveniente. = = = = = = = = = = « ~

Con referencia a la figura 3, se ve el comportamien
to para un lote de albimina termocoagulada en funcidn del -
porcentaje de caprilato, a un mismo pH igual a 5. La tempera -
tura es de 602, la termocoagulacién se efectdia en 1 hora. Se -
constata que el rendimiento en proteinas, igual que el por-
centaje de hemoglobina baja cuando el contenido de caprilato
aumenta, pero se alcanza un punto Sptimo para un contenido -
en caprilato de 20%. En efecto, para este valor, el xendi-
miento es igual al 90%, lo que quiere decir que solamente el
10% de las proteinas han precipitado, en tanto que el porcen .
taje de hemoglobina ha pasado de aproximadamente 0,20 a un

valor comprendido en 0,1 y 0,05, = = = = = = = = ¢ = w =~ =

' Se describird shora un ejemplo de realizacién deta-

1llada del procedimiento segin la invencidn. — = - = = = «~ = <

A partir de siete toneladas aproximadamente de pla-
¢centa se preparé, de uns forma en sf{ conocida, el sobrenadag,'

te de las gibbulinas por precipitacién de las globulinas por

12.~ Eliminacién de 1la hemoglubina:
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Se adiciona el sobrenadante alcoholico al 25% de
gtanol y que contiene aproximadamente 58g de proteinas por
kg de placenta, cloroformo de forma que el volumen total de
aproximadamente 17.000 litros contenga 0,6% de cloroformo.

Se ajusta.el pH a un valor comprendido entre 6,0 y 6,1. - -

Manteniendo el sobrenadante en estas condiciones a
una temperatura del orden de 242C, se forma un precipitado

que se separa y se desecha. ~ = = = = = @ @ = = = = = = = =

El volumen de sobrenadante se halla por este hecho
reducido a aproximadamente 16.000 litros. En este momento, el
rendimiento protéico es del orden de 8g/kilo y la mayor parte.

de la hemoglobina ha sido eliminada. — - = = = = = = - - - ~
22 .~ Eliminacidén de los enzimas: = = = = = = = - - =

Se adiciona al sobrenadante de 16.000 litros obteni
do precedentemente y que contiene aproximadamente 25% de eta
nol, despuéds de descender la temperatura a -82C, 4cido tri-

cloroacético para obtener una concentracidn de 4,2.10_2M/1i-

La cantidad de proteinas es del orden del 4g/litro.

Se obtiene de esta manera un precipitado de aproxi-
madamente 1.000 kg en cuanto que el sobrenadante, de un volu
men de aproximadamente 15.000 litros, es desechado. A este -
objeto, se utilizan preferentemente unas centrifugadoras her

méticas de eyeccidn continua del precipitado. — = = = = - - -
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De esta forma, las fosfatasas alcalinas y otros
enzimas, tales como las transaminasas son eliminados o des

naturelizados. = - = = = = & o C m - e e .. e - - - = -

El precipitado es seguidamente redisuelfo en sosa
diluida hasta un pH neutro y el volumen se ajusta a 1.300 1i

tr0s coOn agUa. = = = = = = = = = - & m - - - m .. -
3%,- Clarificacidn: - - e T

Este precipitado redisuelto recibe una adicidén de
polvo de silice (azerosil) para obtener una concentracidén de
aerosil de aproximadamente 0,2%: Se forma asi un precipitado
de aproximadamente 50 kg que es desechado por centrifugacidn:
La solucidn sobrenadante clarificada corresponde a un rendi-

miento protéico de aproximadamente 6,6g por kilo. - = ~ - - -
42 .~ Eliminacién de las sustancias de grupo:- - - -

Se recuerda que las sustancias de grupo estén prin
cipalmente constituidas por polisaciridos de paredes de he-
matfes que se han disuelto al tener lugar la hemolisis y que

deben ser eliminadoS. = = = = = = = = m - 0 - - - - - o - -

La solucidén clarificada es diluida en una mezcla de
etanol y 4cido tricloroacético, siendo el porcentaje final
de alcohol de aproximadamente 75% y el porcentaje de dcido
tricloroacético de aproximadamente 8.10"2M/litro. El conte-
nido en proteinas es del orden de 10g/litro. Manteniéndose
en la temperatura a aproximadamente ;790, se forma un preci

pitado de aproximadamente 10kg que es desechado y las sus-
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tancias de grupo eliminadas. Esta etapa completa también la

gliminacidn de los eventuales enzimas residuales, - - - - -

El sobrenadante que contiene aproximadamente 8g de
proteinas por litro es filtrado. Se ajusta el pH a un valor
comprendido entre 6,5 y 7, manteniéndose siempre la tempera
tura entre -52 y -102C. En este momento, se forma un precipi

tado de albimina que es centrifugado. = = = = = = = = = = - -~

Se obtienen asi 140 kg aproximadamente de precipita

do y se desecha el sobrenadante. - — - = = ~ =« = = = = = - -
59 .~ Purificacidén de la albimina: - - = = = - - - -

El precipitado es redisuelto en agua para formar un
volumen de aproximadamente 280 litros, siendo el rendimiento

protéico en este momento de 5g/kilos — - = = = = = = = = — -

Después de una didlisis con agua destilada para eli-
minar el zlcohol, se ajusta el porcentaje de proteinas a 20g/
litro, se adiciona a la solucién caprilato de sodio a una con
centracidn de 2,41.10_2M/1itro (4g/1itro) y se ajusta, por -

ejemplo con un tampdn acético, el pH a un valor comprendido

entre 5,0 ¥ 5,05, — = = = = = = = = = % = = = %~ = = — = - = -

Esta solucidn se mantiene a 602C durante zproximada-

mente 1 hora,s - = =~ = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = -

Las proteinas restantes, salvo la albimina, son asi

coaguladas y Son desechadas en un precipitado con las Ultimas
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trazas de hemoglobina as{ como la fraccién desnaturalizada
de la albimina. Queda solamente en solucidén la albdmina pric

ticamente pura. — — = = = = = = = = - = - =~ = &4 = - - - - =

El sobrenadante llevado a aproximadamente 1.750 li=-
tros es seguidamente filtrado. La solucién diluida de albdmi
na es entonces concentrada ajustando 40% de etanol a un pH
comprendido entre 4,8 y 4,9, a una temperatura del orden de
-82C. Se forma entonces un precipitado que es recogido y des
pués redisuelto, siendo esta nueva solucidn entonces dializa
da y después tratada sobre gel de alimina. Se efectia segui-
damente una concentracién bajo vacio y después una filtra~
cidén esterilizante que d4 aproximadamente 95 litros de solu-
cidén concentrada prédcticamente pura de albimina a 200g/litro.
En este estado final, el rendimiento protéico es del orden de
2,7¢/kilo. La coloracién de la solucién es comparable a la

de la mayor parte de las buenas soluciones de origen plasmé-

La invencién descrita con la agyuda de este ejemplo
es desde luego susceptible de numerosas variantes. Asf, algu
nas de las etapas preliminares pueden ser omitidas o incluso
remplazadas por ebapas similares en si ya conocidas. Ademis,
el orden en el Gual estas etapas preliminares han sido lleva

das puede ser modificado. = = = = = = = = & = - - - - - - - -

La albimina humana asi preparada est4 desprovista
de sustancias de grupo y de fosfatasas alcalinas placenta-

rias.yno producen efecto hipotensor en el perro perfusionado
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Su bajo porcentaje de hemoglobina la hace comparablé'é inclu

80 superior a la mayor parte de las alblminas de origen plasg

MAbico, = = = = = = = = = o - e - - - - - - - - - - -

Esta albimina puede ser utilizada con fines terapéu
ticos en el hombre sin inconvenientes y responde a todos los

criterios establecidos para el control de la albimina, = - -

N O T A

Se declara de novedad y propiedad para Espafia, sus

territorios y plazas de soberania, las siguientes: =~ -~ - - -

REIVINDICACIONES

l.- Procedimiento de preparacién de albimina purifi
cada, en particular de albimina humana, a partir de una solu
cién de albmina a purificar que contiene proteinas extrafias
o desnaturalizadas, en la cual se efectdia una termocoagula-
cibén de estos elementos indeseados por calentamiento de la -
solucién en presencia de 4eido caprilico, caracterizado por-
que el pH estd comprendido entre 4,8 y 5,25, porgue la canti
dad de dcido caprflico, expresada en peso de caprilato de so
dio, estd comprendida entre 15% y 30% del peso de proteinas
de la solucidn a purificar y porque se efectia el calentamien

to a una temperatura comprendida entre 50°C y 649C, = = = = =

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte
rizado porque se efectia la termocoagulacidﬁ durante por lo

menos 30 minutosS. = = = = - & m o - - - e b C e m m e e - o
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3.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi

caciones 1 y 2, caracterizado porque se efectda la termocoa

gulacidn entre 562C y 602C. = = = = = = = = = = = = = = — =

4.- Procedimiento seglin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 3, caracterizado porque el contenido en protei

nas de la solucién es del orden de 20g/litro. — = = = - - -

5.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 4, caracterizado porque la termocoagulacién se

efectia en presencia de caprilato de sodioe = = = = = = = =

6.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 5, caracterizado porgue se aumenta el pH cuan-
do se aumenta la proporcién de caprilato con respecto a las

proteinas. = = = = = = = = = = = = - - - - - - - - -

7.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 1 a 6, en particular para una solucidén que provie-
ne de placenta, de sangre placentaria o de sangre hemoliza-
da, caracterizado porque se hace preceder la termocoagula-
cidén por una por lo menos de las etapas que consisten en ell
minar la mayor parte de la hemoglobina, en eliminar los enzi
mas tales como las fosfatasas alcalinas por precipitacidn de
las proteinas con ayuda de un 4cido tal como el 4cido triclp
roacético o los 4cidos polifosfédricos y en eliminar las sus-

tancias de grupoe — = = = = = = = —- - - - - - - - - - - =~ =

8.~ Procedimiento segin la reivindicacgidén 7, carac
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terizado porque se efectia la eliminacidén de la hemoglobina

en presencia de una concentracién de etanol inferior al 60%

con adicién de un hidrocarburo halogenado, en particular clo

roformoe = = = = = = = = - - - - - - - - - - - - - e - - -

9.~ Procedimiento seguin cualquiera de las reivindi-
caciones 7 y 8, caracterizado porque se eliminan los enzimas
en presencia de una concentracién de etanol inferior al 60%

con adicidn de 4cidortricloroacético. — = = = = = = = = = - =

10.~ Procedimiento segin la reivindicacién 9, carac
terizado porque la concentracién de 4cido tricloroacético eg

t4 comprendida entre 3 y 10.10"2M/1itro. - — = = = = = = ~ -

11.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
caciones 7 a 10, caracterizado porque se eliminan las sustan
cias de grupo con una concentracién de etanol superior al
55% adicionando dcido tricloroacético a una temperatura infe

rior 2 02, — = = = = = = = & = = m e e e e e - - - - - -

12.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
caciones 8 a 11, caracterizado porque se efectda una clarifi

cacién de la solucidén con la ayuda de un gel de silice. - -

13.~ Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 12, caracterizado porque después de la termocoa
gulacidén se efectda la separacién del precipitado por centri

fugacibn y filtracidén del sobrenadante. ~ - = = = = = = - -~

14.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi
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caciones 1 a 13, caracterizado porque después de la termo-
coagulacién, la solucidén de albimina es concentrada por pre

cipitacién por adicidn de etanocl. = = = = = = = ¢ @ = = = =

15.- Procedimiento segin la reivindicacién 14, ca-—
racterizado porque el precipitado es redisuelto, siendo en-

tonces la solucién dializada y después tratada sobre gel de

16.- Procedimiento segin la reivindicaciédn 15, ca-
racterizado porque se efectia seguidamente una concentracién

bajo vacio y una filtracidén esterilizante. - - -« = = - - « =

17.- "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE ALBUMINA PURL
PICADAM: — = = = = = m e e e e e e e et e m = -

Todo ello conforme se describe y reivindica en la
presente memoria que consta de dieciocho hojas, foliadas y
mecanografiadas por una sola de sus caras, y de tres ldminas .

de dibujos que la ilustran.
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