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HVEHORI'A DESCRIPTIVA

........................................

correspondiente a una PATENTE DE INVENCION
por "Procedimiento para la obtencidn de al-
bimina bumana®, a favor de Laboratorlos Hub-
ber, S.A., entidad eapafiola, domiciliada en
Barcelona, calls Berlfn, 38.
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Se

i5.

25.

30.

ferecia a un procedimdento para la obtencidn de albimina lmmana, y mas
conoretamente a albimina elsctroforéticamente pura, obtenida de las mez-
clas protelcas propias de las denominadas Fracciones IV de Cohn, basado
en 1a mayar estabilidad témmica de la albdmina freate & las demds protei-
nas presentes en las mencionadas Fracciones IV de Cohn.

las Fraceiones IV obtenidas por al mgtodo de Cohn de fraccliona=-
niento de plasma hmmno, son una miy completa mezcla de protefnas, mayo-
ritarianents alfsglobulina, con profusicn de l{pidos y minoritaria pre-
sencia de betaprotefnss y albdmina.

Ios métodos de fraccionamiento plasmatico basades en el sistema
de Cohn, extraen la alléimina pura de la Fraccida V, y melen desechar las
dencainadss fracciones IV, dado que la compleja presencis de protefnas
impurificantes hace diffcil la obtencicn de la cantidad de albimina exis-
tente en una foma lo suficientemente pura come para poder darle una ulte-
rior aplicacidn elfinica.

los métodcs generales basados en el sistema de Cobn, han sido ya
suﬁcimi:emte descritos en la literatura general, por lo que no son ob-
Jeto aqu{ de mds especificacicn, anotando tan s6lo que la actual invencion
va encaminada dnica y exclusivamente a la extraccicn, & partir de la indi-
cada Fraccicn IV, de la mayor cambidad posible de una protefna tan escasa
¥ valiosa mndislmente como es la albimina humans.

Ea la iniciacion del procedimiento conforme la preseate invencion,
1a pasta componente de las mencionadas Fracclones, puede o no liofilizarse
y disolverse luego en agus destilada a 1%C, en la proporcidn de 35 a 40
litros de agua por cada kilo de pasta de fracoidn IV liofilizada.

Una perfecta suspensicn de las proteinas se consigue con una buena
agitacion durante % a 6 horas, a temperstura de 12.

Se procede a aumentar la concentracidn sleohélica de la suspensidn
hasta ws miximo del 40% al tiempo que se disminuye la temperatura hasta
-69. manteniendo un pH entre 5,5 y 6,5.

Terminada la precipitacicn, se mantiene en las mismas condiciones,
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agitando al menos durante dos horas.

Se centrifuga en centrffuga tipo Sharples a 16.000 rpm., & wn
candal medio de 500 a 600 ml/minuto, manteniendo la temperatura entre
=5,5% y «6,5¢ durante todo el proceso de centrigugacicn.

) El 1f{quido lechoso resiltante se calients a 2°, sfadidndole al

rrople tiempo algin tipo de tierras absorbentes, como por ejemplo Celitas,
en cankidad aproximada de 5 a 10 gramos por litro. En estas condiciones,
se obtiens una primers, y parcial, desasturalizacicn de alguna de las pro-
tefnas impurificantes de la alkximina.

Este 1{quido se filtra por placas clarificantes de tipo asbes-
tos, por los tamsfios decrecientes de poros necesarios, hasta obtener una
solucion clara y transparente. Finalmente, se filtre por placas esterili-
zantes, tembién de tipo asbestos.

Magteniendo la concentracidn alcohdlica en un 4O%, se baja el
pH entre 4,6 ¥ L9 al tiempo que se disminuye la temperatura hasta -8%.

Se deja el producto en agltacidn, por lo menos 12 horas, antes de proce-
der a la centrifugacion.

La centrifugacion para separacidn del precipitado, se realiza
en centr:iﬁgu tipo Sharples, a 16.000 rpm, con un candal de centrifugs-
cicn entre 300 y 600 ml/minuto.

La pasta obtenida contiene gran camtidad de albumina, bastantes
alfaglobulinas y trazas de begataglobulinas.

Para la purificacion de la albimina, se disuelve dicha pasta
centrifugada en agua destilada, en la proporcicn de 1,250 litros de agua
por cada kilo de pasta. ‘

Se deja 2 horas en camara & 2%, iniciandose la percipitacicn
de impurezas. Se filtre por places clarificantes tipo asbestos. ‘

Se coloca el filtrado entre 37 y 409 durante unas 20 a 30 ho-
ras, bajando después la temperatura a 28 por ;8pa.cio de 10 & 12 horas.

Se filtra nuevanete, afiadiendo al filtrado glucosa anhidra en
1a proporcicn de 1/5 de peso de la altimina pura, y se liofiliza.

Se obtiene una albumina en polvo que contiene a lo sumo mmy 1li-
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geros indicios de alfaglobulina.

Se procede a adicionar estabilizadores usuales en este caso,
como pueden ser dcido caprilico y acetil triptofano, y & fin de purifi-
carls ain mis, se scmete a nuevo tratamiento témmiso durante al menos

5. 10 horas a 602,

Se filtra por placa tipo asbestos c;larificante, ¥ finalmente,
por filtro de membrans esterilizante (0,22 micras).

El procedimiento habra oﬁtenido elbimina hupans, estable en
solucidn, y electroforéticammnte pura, estéril, stixica, y exenta de

10.  pirdgenos, apta para su aplicacion clfnica.

Para un mejor entendimiento de cuanto antecede, seguidamente
se hace refarencia a un caso concreto de realizacion para el astual pro-
cedimiento, paryiendo de 10 kilos de Fraccion IV, obtenida por el méto-
do de Cohn de fraccionamiento plasmitico.

15. Se susponden los 10 kilos de Fraccicn IV en 100 litros de agua
destilada & 1%, manteniedo la agitacién durante 5 boras, procurando
que no var{e la tenperstura. Se afisde alcohol et{lico de 96¢ 2 la
suspeasicn hasta un 40%. Se controla el pH antes, durante v después
de la adlcidn aleohdliea, de modo que tenga un valor de 5,80 mas/menos

20, 0,5. Se msntiene 2 heras en estas condiciones. Se centrifuga en
centrifuga tipo Sharples a 16.000 rpm. & un caudal medio de 550 ml/min,
manteniendose la temperatura del sobrenadante entre 5,52 y 6,5¢ duran-
te todo el proceso de centrifugaciocn. Se calienta el sobrenadante a 22
al tiempo que se afiaden 1000 gramos de Celite, manteniendo en agitaci&i

25. al menos toda la noche. Se filtra por placas tipo asbestos, por ejem-
plo Filtrox D3 y D5y ¥ finalmente por placa Filtrox tipo esterilizante
Estéril S. Sin variar la concemtracidn alcohdlica, se baja el pH has-
ta 4,8 mis/menos 0,1 por adicidn de dcido acético 1N, en una cantidad
variable que suele ser de unocs 2 litros. Se enfris a <82 y se deja

30. e agitacion, en estas condiciones, al menos 12 horas. ée centrifuga
en centrifuga tipo Sharples a 16.000 rpm., a un candal medio de 550 ml/min

a =82,  Se disuelve en agua la pasta centrifugada, en la proporcion de
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1,250’ 1itros de agua por cada kilo de pasta obtenida, himeda y sin lio-

filizar. Se lleva a camara 22 por 2/ horas. Se obtiene un miy abun-
dante res{duo no solubls, que se desecha. Se filtra el sobrenadsnte
por placas clarificantes, primero, y esterilizantes después, tipo Fil-
trox D3, Ds, S, Se coloca el filtrado a 4O° durante 24 horas en estufa.
Se saéa y‘hja’. la temperatura a 29, durante 12 horas. Se filtra nueva-
mete, por los mismos tipos de placas que antes. Se afiade glucosa en
la proporcida de 1/5 de peso de la albimina pura, y se liofiliza: la
cantidad de glncosa no puede determinarse con exactitud por cuanto la
concentracion de albumina ean cada ensayo puede variar. Se liofilizs
normalnente. Se prepara solucidn al 30% de albumina en formila usual
cuslauiera. Se somete por 10 horas a 602, Se riltra por placas cla-
rificantes tipo asbestos y, finalmente, por esterilizante de mebrana
0,22 . '

El 1{quido resultante es una solucicn de albumina electrofo-
réticamente pura, ataxica, estéril, apirogena y estable, utilizable a

la concentracion que se desee, para uso clinico.
Cusnto se deja expuesto no debe suponer inconveniente para que

el procedimiento objeto de la actual invencidn, pueds ser realizado con
variecicn de alguna de las condiciones expresadas, siempre cue no se al-
ters o modifique su esencialidad, que es la que se describe en la rei-
vindicacion que sigue.

NoTA.

Se declara de novedad y propledad, para Espafia y sus territo-
rios, las siguientes

REIVINDICACIONES.

1. Procedimiento para la obtencidn de albtimina humena, caracte-
rizado por partir de la Fraccion IV de Cohm, presentada en pasta que es
susceptible de liofilizacién y ulterior disolucidn en agua destilada a
una temperatura de un grado, en la proporcicn de treinta y cinco a cuaren-
ta litros de agua por cads kilo de pasta liofilizada, y sometiéndose a
agitacicn durate cuatro a seis horas para conseguir una adecuada sus-
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pensicn de las protefmas, procediéndoss a aumentar la concentracidn al-
cchélica hasta un méximo del cuarenta por ciento, al tiempo que se dis-
minuye la temperatura hasta menos seis grados, manteniéndose un pH entre
cinco y medio y seis y medio, y scmetiéndose a pecipitacidn, en las mis~
mas condiciones, agitando durante al menos dos horas, para luego ceatri-
fugarse a un candsl medio de qui.niétos & seiscientos mililitros por mi-
mto, mmteniendo la temperatura entre menos cinco y medio y menos seis
y medio durante toda la centrifugacién, obtenmiéndose un 1fquido leshoso
que se calienta a dos grados, aiiadiendale tierra absorbente en la propor-
cién de cinco a diez gramos por litro, en cuyas condiciones se logra un
1{quido que es filtrado por placas clarificantes hasta conseguir una so-
Incion clara y transparente, sometiendose luego a filtraje por placas de
tipo asbestos, menteniéndose la concentracion alcoholica en un cusrenta
por ciemto, bajando el pH entre cuatro con seis y cuatro con nueve al
tiempo que ase dlsminuye la temperatura hasta mencs ocho grados, dejando
el producto en agitacidn por lo memos doce horas, antes de profeder a su
centrifugacion pars separar el precipitado, en un caudal de trescientos
a seiscientos mililitres por minuto, consiguléndose asi una pasta que
se purifica disolviéndols en agua destilada, ea proporcica de 1,250 li-
tros de agua por kilo de pasta, dejandolo veinticuatro heras en cdmara
a dos grades, para luego filtrarse por placas clarificantes, mantenién-
dose el filtrado entre treinta y siete y cuarenta grados durante veinte
a treinta horas, bajando después la temperaturs a dos grades por espacio
de diez a doce horas, para filtrarse de nuevo, afiadiendo al filtrado gln-
cosa anhidra en la propercion de un quinto del peso de la allwimine pura,
liofilizandose para obtener una albumina em polvo a la que se adicionan
estabilizadores que consiguen una mayor estakilizacidn, sometiendose
después a nuevo tratamiento teérmico a sesenta grados durante al menos
diez horas, pars finalmente filtrarse, obteniéndose una albimina elec~
troforéticamente pura.

2. Procedimiento pare la obtencion de albimina homana.

Todo ello, tal y como se describe y reivindica en la presente me-



moria, que consta de slete hojas foliadas y mecanografiadas por una

sola cara.
Barcelona a diez y nueve de julio de mil noveclientos seten-

ta y tres.
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