
MENORÍA DESCRtPTiVA
correspondiente a ia soticitud de concesión de un... 

PATENTE DE INVENCION

SOUCiTANTE: ...INSTITUTO LLORENTE, S.A ..........................

RESiDENCiA:....G m l.... R o d r i g o , . 6 -  4 ^  p l a n t a ...... ...............

.................... .MAIBID (3.)..................................................

ENUNCiADO: UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE.......

ALBUMINA ..A. PARTIR...DE PLASMA. HUMANO.. ...

Prioridad: Patente n.°................  ......de).

MG.

- 1 -



1

- 2  _

RESUMEN DE LA INVENCION

*
Esta invención se re fie re  a un procedimiento nue-

5 vo y ventajoso de fraccionamiento a escala in d u stria l de -

10

proteínas sé r ic a s , basado principalmente en el poder in d i­

vidual de c ie rto s polímeros, como p o lie t ile n g lic o l para -  

desplazar p artícu las co lo idales en solución.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

18

La técnica del alcohol a baja temperatura para -  

fraccionamiento de plasma humano fué desarrollada in ic ia l, 

mente en la  Escuela de Medicina de Harvard por Cohn y cola 

boradores en 1940-1942. Desde entonces, e l proceso se ha -

20

mejorado y refinado considerablemente.

El objetivo de esta  técnica de fraccionamiento - 

era la  producción a gran esca la  de preparados de proteí -  

ñas sé r ic a s  de origen humano y ha demostrado se r  mucho más 

e ficaz  que otros métodos basados en la  precipitación  se-

le c tiv a  por " sa lt in g  out" (desplazamiento sa lin o ) . Este úl-

28

timo proceso es manifiestamente menos se lectiv o  y especí­

f ic o  que e l sistem a de " sa lt in g  in" (retención sa lin a ) de­

bido a que e stá  basado en los fuertes efectos precipitan­

te s de la s  sa le s  a elevada concentración aplicadas a pro-

30

teín as en solución . El sistem a " sa lt in g  in" (retención sa­

l in a ) ,  por otro lado, se basa en la  capacidad disolvente de 

la s  sa le s  a bajas concentraciones cuando se aplican a solu­

ciones sim ilares de proteínas co lo id a le s.

E d sall ha observado que: "E stas configuraciones -
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e lé c tr ic a s  son a menudo muy c a ra c te r ís t ic a s  para l a s  mole-

culas de proteínas in d iv iduales, para algunas de l a s  cua-

le s  se pueden conseguir grandes cambios en l a  so lubilidad  

con pequeñas variaciones de la  fuerza ión ica o constante

3
d ie lé c tr ic a  del d isolvente. Lo que es más, tanto lo s  efec­

to s de l a  sa l a ba já  fuerza ión ica como lo s  de lo s  re a c t i­

vos orgánicos ta le s  como el etanol son muy esp ec ífico s para

la s  d is t in ta s  proteínas in d iv iduales. En contraste con esto , 

e l efecto de retención sa lin a  ( " sa lt in g  in ")  en soluciones

10
de sa le s  muy concentradas es relativamente in sensib le a l a s  

c a ra c te r ís t ic a s  químicas e sp ec ífica s  de l a  proteína y depeji

de muchísimo de facto res relativamente in esp ecífico s como 

son e l tamaño general y l a  forma de la s  moléculas. El pro- 

ceso de desplazamiento salino  ("sa lt in g  out") incluye un

15 sistema que puede d escrib irse  en función de cuatro v aria­

b les esencialmente independientes, que son: concentración

de s a l ,  concentración p ro te ica , pH y temperatura".

Igualmente, en la  obra LEHRBUCII DER PHYSIJLOGIS 

CHEN CHEMIE de Eldbacher y Leuthardt, Cap. 22, aparece lo

20 sigu ien te: "Cuando el plasma se mezcla con cantidades ere-

cientes de solución concentrada de s a l ,  precipitan  cantida­

des cada vez mayores de proteínas de la  solución. De modo t 

que la s  proteínas son fraccionadas de acuerdo con su solubi 

lid ad , o sea que la s  proteínas menos solubles en la  solu-

2S ción sa lin a  concentrada son la s  primeras en p re c ip ita r . Pe­

ro de esta  forma,, no conseguimos compuestos químicamente 

homogéneos. Las zonas de precipitación  de la s  d is t in ta s  pro 

te ín as se superponen entre s í ,  es decir, una proteína empie 

za a p rec ip ita r  antes de que otra haya precipitado por com-

. 30 p la to ; todavía mas, la s  so lub ilidades de lo s  d is t in to s  com-

..
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puestos están in flu id as de manera complicada por la  presen, 

c ia  del re sto . Así, en el fraccionamiento normal de plasma 

o suero, se obtiene siempre una mezcla de proteínas en lu­

gar de su stancias homogéneas".

Por e l lo , el proceso de desplazamiento salino 

ha quedado relegado casi exclusivamente a la s  preparacio­

nes comerciales de fracciones proteicas en la s  que se usan 

m aterias primas ta le s  como sangre p lacen taria , extracto de 

p lacen tas, plasma de animales u otros compuestos b io lóg i­

cos proteicos f á c i le s  de obtener, 
i

Después de 34 años de experiencia acumulada en

la  producción de fracciones p ro te icas utilizando el método

Cohn, hay todavía importantes inconvenientes que aparecen
\

'a  t r e s  n iveles d is t in to s :

(a) Económico: EL rendimiento in d u stria l de lo s 

dos productos p rin c ip a le s, inmunoglobulina, y albúmina, no 

pasa del 60% del contenido orig in al en e l plasma. Teniendo 

en cuenta e l coste de una p lanta y su mantenimiento, además 

de l a  necesidad de t r a ta r  grandes cantidades de materia p r i 

ma con e l fin  de lo grar  un rendimiento aceptable, e stá  cía 

ro que hay que buscar un método más económico.

(b) Técnico: La f a l t a  de uniformidad en el pro- 

cesado y en lo s  productos farmacéuticos f in a le s  a p a r t ir  - 

de derivados del plasma se debe a d iferen cias en la  solubi. 

lid ad , e stab ilid ad , f i l t r a b il id a d , agregados moleculares y 

grado da desnaturalización . Estas variab les dan lugar a d i­

fic u lta d e s  de fabricación , comunes en todo el mundo, que 

son debidas en 'gran parte a l efecto agresivo del p recip i­

tante sobre l a  f r á g i l  estructura* molecular de l a s  proteínas 

p lasm áticas. La Organización Mundial de l a  Salud, en su se-
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r íe  de Informes Técnico n2 327 sobre e l Uso de la  Inmunoglc

5

bulina Humana (versión in g lesa  en la  parte superior de la  - 

pag. 8 ) , d ice: "La técnica del etanol fr ío  ha sido la  más - 

empleada con d iferen cia . Sin embargo, es imperfecta ya que 

se producen alteraciones de la s  proteínas del plasma y se -

10

considera comúnmente como una técnica co sto sa " .

Los sistem as c lá sico s  de producción en uso no 

son capaces de asegurar la  cantidad y calidad  en la  p reci­

p itación  fraccionada de la s  proteínas sé r ica s  humanas. Es 

casi imposible a i s l a r  cuantitativamente cualquiera de estas

1S

proteínas en estado puro. Esto se debe a que no existen  cot 

diciones c laras ap licab les a la  precip itación  de proteínas 

individuales en una mezcla. En otras palabras, hay zonas - 

d ifu sas con valores comunes, de modo que en un proceso con 

tinuo y antes de que se precip ite  por completo una p rote í-

20

na individual, otras proteínas de la  mezcla empiezan a pre. 

c ip ita r . Por esta  razón, la  precip itación  fraccionada solo 

puede dar bajos rendimientos de proteína pura en una exposi 

ción corta a l  agente precip itan te 0 rendimientos a lto s  de 

una mezcla proteica durante una exposición prolongada.

2S

Los autores, por e l lo , decidieron que, con - 

e l fin  de conseguir cantidad y calidad , se deberían ev itar  

lo s sistem as de precip itación  fraccionada que llevan cons^ 

go un tratamiento agresivo y que habría que considerar la  

necesidad urgente de d esarro lla r  nuevas técnicas de fraccic

30

namiento proteico .
COMPENDIO DE LA INVENCION

Durante lo s últimos años, los autores de esta  

invención, han desarrollado una técnica,adecuada a l  fraccic  

namiento a esca la  in d u str ia l. Esta técn ica, que tiene gran
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des ven ta ja s, se basa principalmente en el poder individual

-
de c ie rto s polímeros para desplazar p artícu las co lo idales - 

en solución . Incluye procedimiento f í s ic o s  suaves que evi-

5
tan la s  precip itacion es fraccionadas mientras que e l meca­

nismo de "exclusión en e l espacio" asegura e l desplazamlen

to de moléculas co lo idales de proteínas s in  perjudicar a -

su estructura molecular in trín seca . 

PARTE EXPERIMENTAL

10
Mediante e l procedimiento de esta  invención -  

es posib le e l  aislam iento de albúmina en estado de gran pu-

1S

reza, con a lto s  rendimientos y mayor estab ilid ad .

El m aterial in ic ia l  es plasma en tampón c itr a -  

to -fo sfa to  a pH 7 ,0 . La temperatura durante todo el proceso 

se mantendrá entre 4B y 8S C y e l m aterial u tilizad o  debe 

e s ta r  e ste r iliz ad o  y lib re  de pirógenos de acuerdo con la s

normas.

E l procedimiento seguido es e l sigu ien te :

Se u t i l iz a  como m aterial de partid a  plasma hu­

mano exento de antígeno A u stra lia . Al mismo se añade una so
20 lución de cloruro calc ico  a l  10% para coagular e l fib rin ó-

25

geno. Se separa e l suso del precipitado por decantación y -  

se añade a l  primero s a l  sódica del ácido etilendiaminot.e- 

traacético  (EDTA), ajustado a l  pH entre 7 ,5  y 8 ,6  con c r is ­

ta le s  de fo sfa to  tr isó d ico . La Figura 1 representa a l  d ia­

grama e lectro fo ré tico  del plasma de partida conteniendo to-

30

das la s  p roteín as, mientras que la  Figura 2 es e l diagrama 

e lectro fo ré tico  del suero exento de fibrinógeno observándo­

se la  desaparición del pico correspondiente a este  último. 

Al suero mantenido a pH 7 ,5-8 ,6  se agrega entonces, de fo r­

ma continua pero no brusca, un volumen igu al de una solu-
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ción e s t é r i l  de FEG 6000 (p o lie tilen g lico l de peso molecular 

6000 a l  30% en peso/volumen y a pH comprendido entre 7;5 y 

8,6con lo  que se forma un precipitado o sedimento(SEG-lG) qu 

contiene laV -g lob u lin a  (también llamada inmunoglobulina) y 

cantidades menores de Y ^-globulinas a s í  como una pequeña 

cantidad de albúmina;el liquido que sobrenada(SNF-1A) contie 

ne la  mayor pate de albúmina y pequeñas cantidades de <?(l, -̂2 

y ^-globulinas. El sedimento se  separa del liquido sobrenadan 

te por centrifugación.Las figu ras 3 y 4 representan,respectiva 

mente,los diagramas e lectro fo rático s del sedimento SED-1G rej- 

d isu elto  en tampón a pH 6,9 d e l.liq u id o  sobrenadante,y del 

SNF-lA.En este  último, e l pico de la  izquierda es e l corresp 

diente a la  albúmina. ^

El liquido sobrenadante SNF-1A se d estin a a la  obtencióín 

de albúmina por barrido lento del pH y exclusión con PEG 60C0. 

Se a ju sta  e l pH a 6,2 con ácido fo sfó rico  dilu ido a l  10% apio 

ximadamente y se añade alrededor de un 7% de PEG en polvo ba 

jando seguidamente e l  pH hasta 4 ,5  con fo sfó rico .Se  centrifu 

ga obteniéndose un sobrenadante SNF-2A y un sedimento SED-2A 

Este último se disuelve en agua d estilad a  e s t é r i l  y apirógena, 

se a ju sta  el&H a 4 ,5  con ácido fo sfó rico  a l 10% y se añade u]n 

3% (p/v)de PEG en polvo. Se deja en reposo a4ac durante 48 

horas y después se separa e l  sedimento SED-3A que contiene 3a 

(^ -g lo b u lin a .E l líquido que sobrenada, SNF-3A, cuyo diagrama 

e lectro fo rático  está  representado en la  Figura 4 ,se a ju sta  a 

pH 5,2 con hidróxido sódico 2N.Se añade un 3% de PEG en polvo 

y se deja en reposo a 4SC durante 48 horas.Se separa un sedi 

mentó SED-4A que contiene la  (^ "S lo b u lin a  y parte d e^ -g lo  

bulina y un líquido sobrenadante SNF-4A,cuyo diagrama electro  

fo rático  está  representado en la  Fg. 5 .Se a ju sta  e l SNF-4A a 
pH 5 ,8  con hidróxido sódico 2N y se añade 6% en peso-volumen
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de PEG en polvo. Se deja en reposo a 4SC durante 18-22 horas 

y después se separa el SED-5A del SNF-5A. Este último es una 

solución de albúmina pura cuyo diagrama e lectro forático  se en 

cuentra representado en la  F ig . 6. Se eleva e l pH del SNF-5A 

a 6,2 con hidróxido sódico 2N y se añade, a 42C,un 10% en pe-- 

so/volumen de PEG en polvo. Después se desciende gradualmente 

e l pH hasta 4,9 con ácido fo sfó rico  a l 10% con lo que precip 

ta  toda la  albúmina. Este precip itado, SED-6A una vez d isuel 

to en agua d estilad a , e s t é r i l ,  apirógena y f r í a  (4SC),puede 

someterse a f i lt ra c ió n  c la r if ic a n te  y l io f i l iz a c ió n  y a pos­

te r io r  eliminación del PEG residual por extracción con cloro 

formo.

El PEG residual (entre 2 y 3%) es perfectamente inocuh 

intravenosa e intramuscularmente.Carece de toxicidad aguda y 

crónica.Se elimina rápidamente por orina a l  se r  inyectado i r  

travenosamente. Este PEG residu al e s ta b il iz a  la s  proteínas, 

mejorando su  so lu b ilidad  y f i l t r a b i l id a d . Por lo  tanto, no e  ̂

in teresante su eliminación to ta l .

A continuación damos algunos ejemplos de puesta en 

p rác tica  del procedimiento de la  invención.

EJEMPLO 1

Se anade c r is t a le s  de fo sfa to  trés.ódico a un suero 

de plasma diluido para a ju s ta r  e l pH a 8,6 y se ag ita  mientras 

se añade un volumen igual de solución a l 30% p/v de PEG 6000. 

El precipitado que se forma contiene toda la  '(-globulina 

junto con algo d e í^  y ^-globulinas y una pequeña cantidad de 

albúmina que queda ocluida en e l precipitado. El precipitado 

se centrifuga y. se  sigue pDcesando para obtener inmuno- 

globulina. E l líquido que sobrenada se  conserva para pro­

ducir albúmina. Se baja paso a paso el pH durante un 

periodo de varios d ia s , desde 8 ,6  a 5 ,8  aumentando la
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1 concentración de PEG paralelamente a l  descenso de pH, hasta 

conseguir una concentración f in a l aproximada del 22%. Se - 

forman unos precipitados copiosos que se pueden separar por 

f i lt ra c ió n  se n c illa  o por simple decantación. El f i lt ra d o  -

8 fin a l es transparente pero tiene color am arillo .

EJEMPLO 2

1. Coagulación del fibrinógeno

Al plasma exentode antígeno A u stralia  descongela-

do se añade una solución de doruro cálc ico  a l  10% (10 cc -

10 por l i t r o  de plasma). Cuando se considera necesario acele­

ra r  e l proceso de coagulación, se incluye en el lo te  de 10 

a 15 1 de plasma fresco  o congelado muy recien te . Se espera 

a que la  ge lificac ió n  sea to ta l .  E l plasma se ha de mante­

ner entre 4 y 82 C. El coágulo se t r i tu ra  (con pequeñas in-

18 terrupciones) hasta p artícu la  fin a y flo tan te . Se descanta -- 

e l suero claro a través de una malla inoxidable del n2 70 0 

100. La masa de fib r in a  se lava con agua d estilad a  e s t é r i l  

apirógena y e l líquido de lavado se  incorpora a l  suero. Se

recoge en un reactor e s t é r i l  e l suero y se afora con e l l í -

20 quido de lavado de la  fib rin a  hasta 250 l i t r o s .  El suero se

mantiene entre 4 y 82 C.

11. Exclusión nrevia

1 .-Secuestro de iones metálicos y a ju ste  de PH 

Una vez aforado a 250 l i t r o s  e l suero, se disuet

28 ven en e l mismo 400 g de EDTA sódico. Se a ju sta  e l pH a 8,6 

con c r is t a le s  de fo sfa to  tr isó d ic o . Se a g ita  y se  mantiene - 

la  temperatura entre 4 y 83 C.

2. Exclusión

Se añade de forma continua,.aunque no b ru sca ,-

30 por cada 100 1 de suero, 100 1 de solución e s t é r i l  de PEG -
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6000 a l  30% p/v y pH 8,6 (ajustado con fo sfa to  tr isó d ic o ).

-
Se ag ita  durante 5 minutos.

3. Centrifugación

3

Se centrifuga e l contenido del reactor (500 1), 

alimentando la s  centrífugas por medio de una bomba que ase.

10

gure un caudal y una presión constantes durante todo e l -  

proceso. Todas la s  piezas desmontables de la  in sta lac ión  -  

deben e sta r  e s té r ile s  y despirogenadas a ca lo r seco. La -  

. temperatura de lo s  cilin dros in te rio res de recogida de la s  

centrífugas se mantiene entre 4 y 8a C. E l sedimento cen-

18

trifugado se recoge en condiciones e s t é r i le s .  Se pasa a un 

reactor para su disolución . El sobrenadante (SNF-1A) se  re 

coge aparte y de forma e s t é r i l ,  destinándose a la  obtenciói 

de albúmina.

111.-Proceso de obtención de albúmina. Exclusión to ta l ore

20

' v ía *
1. Ajuste

El sobrenadante SNF-1A obtenido en la  operación 

11, fa se  3s se recoge en reactor e s t é r i l  y se en fria  a 4-5- 

C. Dicho sobrenadante ha de presentar una concentración de

proteínas de 1,8% (+. 0 ,2 ) , siendo la  fracción  electroforé- 

t ic a  correspondiente a la  albúmina e l 78% (+. 2) de la s  pro­

teín as to ta le s . Se ba ja  e l pH hasta 6,2 con ácido fo s fó r i-

25
co dilu ido a l  10% aproximadamente. Sin  interrumpir la  ag i­

tación , se añade un 7% de PEG en polvo. Se garantiza la  -

disolución to ta l  del PEG y una exclusión del tipo  de floou- 

lac ión , Es muy importante ev itar  la  formación de coacerva­

dos y pastas nó cen trifugab les. El pH se a ju sta  a 4,9 con - 

ácido fo sfó r ico  d ilu ido .
30 2. Centrifugación
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1 Se centrifuga según la s  normas de la  operación 111, 

fase  3. El sobrenadante SNF-2A no debe dar reacción p o s it i­

va de proteínas con e l reactivo Esbach. Se recoge asép tica­

mente e l SED.2A.
s IV .- Proceso de exclusión por barrido de pH 

1. Ajuste

Se redisuelve e l SED-2A en agua d estilad a  e s t é r i l  

y apirógena, hasta completar 230 1 de d iso lución . Se a ju sta  

e l pH a 4 ,5  con ácido fo sfó rico  a l  10%. Se añade un 3% -
10 (p/v) de PEG en polvo. Se asegura la  d iso lución . Se deja en 

reposo a 4S c durante 18-22 horas, pudiendo aumentar hasta 

48 horas y después f i l t r a r  por p laca c la r if ic a n te .

2. Separación .

Se extrae la  pasta  excluida, decantada y f i l t r a -
18 da a través de la  válvula in fe r io r , recogiéndola asép tica­

mente en recip iente inoxidable e s t é r i l .  Se congela la  pas-

ta  que constituye e l SED-3A.

3. Ajuste

Se eleva e l pH hasta 5,2 con hidróxido sódico 2N.
ao Sin  interrumpir la  ag itación , se añade un 3%de PEG en polvo 

Se asegura la  disolución y se deja en reposo a 43 C durante 

48 horas, después de lo  cual se f i l t r a .

4 . Separación

Se extrae la  pasta excluida y decantada por la  -
28 válvula in fe r io r , recogiéndola asépticamente en un recipien 

te  inoxidable e s t é r i l .  Se congela la  pasta  que constituye 

e l SED-4A.

5. Ajuste

Se eleva e l pH hasta 5 ,8  con.hidróxido sódico -
30 2N. Sin interrumpir la  ag itación , se  añade un 6% p/v de PEG
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en polvo. Se asegura la  disolución y se deja en reposo a -

4a C durante 18-22 horas y después se f i l t r a .  

6. Separación

8
Se extrae la  pasta  excluida y decantada por la  -  

válvula in fe r io r , recogiéndola asépticamente en un recipien

10

te inoxidable e s t é r i l .  Se congela la  pasta que constituye -  

e l SED-5A. El líquido sobrenadante SNF-5A se pasa a un reac­

to r .

V.- Exclusión to ta l  f in a l  

1. Ajuste

Se eleva e l pH a 6,2 con NaOH 2N. Sin interrumpir 

la  ag itación  y a 43 C, se añade un 10% p/v de FEG en polvo.

1S

Hay que asegurarse que se-produce una exclusión del tipo  de 

flocu lac ión , evitando la  formación de coacervados no centrl 

fu gab les. Se desciende gradualmente e l pH hasta 4 ,9  con ác i-

20

do fo sfó r ico  a l  10%.

.2 . Centrifugación

Se centrifuga siguiendo la s  normas de la  operación 

111, fa se  3. Se recoge asépticamente e l SED-6A. El SNF-6A da 

be dar reacción negativa con el reactivo Esbach.

28

V I.- Tratamiento del SED-6A.

1. Redisolución

Se redisuelve hasta  una concentración del 10% en 

proteínas aproximadamente (60-80 1) en agua d estilad a  estéril 

y apirógena f r í a  (43C). Se a ju sta  a pH 6 ,8  con hidrósido só-

30

dico 2N.

2 . C larificac ión

Se f i l t r a  a presión (1 atm ósfera). Aunque la  f i l ­

tración  no es e s te r iliz a n te , toda l a  in sta lac ión  deberá es­

ta r  e s te r il iz a d a . La f i lt ra c ió n  debe re a liz a rse  a una tempe—
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ratura máxima de 6a C.

V il .-  L io filizac ió n

El f i lt ra d o  an terior se l i o f i l i z a  inmediatamente. 

La operación Vll-A se programa de manera que enlaza d irec­

tamente con la  V lll-A , evitándose tiempos muertos entre am­

bas. La l io f i l iz a c ió n  se re a liz a  en bandeja.

V l l l .-  Tratamiento f in a l

1. Eliminación del PEG residual

El polvo seco l io f i l iz a d o  se suspende en cloro­

formo Q.P. f r ío  y seco. Se a g ita  la  suspensión a 6-72 C du­

rante 10 minutos. Se f i l t r a  a vacío lentamente y se escurre 

bien e l cloroformo. Se vuelve a d e s le ír  e l l io f i l iz a d o  en -  

cloroformo Q.P. fr ío  y seco . Se f i l t r a  de nuevo y se elimina 

a l  máximo e l cloroformo. El l io f i l iz a d o  se recoge en bande­

ja s  inoxidables y en capa fin a , sin  grumos.

2 . Secado

Se seca a vacio en estu fa  e stá tic a  a- 20-252 C, 

durante 3 horas o hasta desaparición absoluta del CI3 CH.

EJEMPLO 3

Recuperación del PEG

Siendo e l PEG un producto caro, es in teresan te ,-  

su recuperación para volver a u t i l iz a r lo .

Para lo garlo , primero se separa la  proteína que - 

queda (prealbúmina) en la  solución de polímero, bajando el 

pH a 4 ,2  con ácido fo sfórico  y centrifugando, Luego, la  mayoi 

parte del PEG se separa por extracción del concentrado de -  

polímero con cloroformo. El PEG y e l  cloroformo pueden en­

tonces recuperarse por d estilac ión  de la' solución. El coefi 

cíente de d istribución  del PEG entre el cloroformo y e l agua 

es e l  orden de 11:1. Así pues, más del 90% del polímero pue-
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de recuperarse cuando se extrae e l PEG con un volumen de -

cloroformo igu al a l  de la  solución del PEG.

Ventajas del nuevo método de fraccionamiento
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Las ventajas que e l método de exclusión con po­

límeros tiene sobre e l método del criotanol son la s  sigu íer

10

t e s :

a) puede re a liz a rse  a temperaturas superiores a 03 C.

b) no se emplean sustancias químicas que pueda perjudicar - 

a lo s componentes del plasma ( e l  uso de cloroformo es 

opcional y además se emplea sobre producto seco Tütalmen-

1S

te  terminado, sobre e l que no e jerce  ningún e fec to ), 

c) e l rendimiento de recuperación de la s  fracciones es ele  

vado, en comparación ,con e l obtenido en e l procedimien­

to del crio tan ol, obteniéndose l a  pureza aceptada por -  

todas la s  farmacopeas.
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d) e l polímero (PEG) puede recuperarse c a s i por completo -  

de la  solución madre para volver a se r  u tilizad o , por -  

extracción con cloroformo.

e) Ia s0 (i- ,D (2 -  yP -globulinas se separan de forma que su 

estructura molecular permanece in a lterada , lo  que per-
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m itirá su futura aplicación  c lín ic a  una vez que ésta  -  

sea desarro llada, como está  p rev isto .

En resumen, la  Patente de Invención que se so­

l i c i t a  deberá recaer sobre la s  sigu ien tes:

REIVINDICACIONES
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1. UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE ALBUMINA 

A PARTIR DE PLASMA HUMANO, que con siste  en:

A), añadir a l  plasma humano, exento de antigeno 

A u stra lia , una solución de cloruro cálc ico  para coagular -  

e l fibrinógeno; separar e l suero del precipitado por decan



tación y añadir a l  primero sa l  sódica de ácido etilendiam i- 

n otetraacético, ajustando e l pH entre 7 ,5  y 8 ,6  con c r is t a ­

le s  de fo sfa to  tr isó d ico ; agregar después alsu ero , de forma 

continua pero no brusca, una solución e s t é r i l  de PEG 6000 -  

a l  30% en peso/volumen y a pH comprendido entre 7 ,5  y 8 ,6  - 

con lo que se forma un sedimento (SED-1 G) y un liquido so­

brenadante (SNF-1A) que se separan por centrifugación :

B) a ju sta r  el pH del SNF-1A a 6 ,2  con ácido fos. 

fórico  diluido y añadir alrededor del 7% de PEG en polvo,-  

bajando e l pH a continuación hasta 4 ,5  centrifugar para ob­

tener un sobrenadante SNF.2A y un sedimento SED-2A; re d iso í 

ver este último en agua d estilad a  e s t é r i l  y apirógena, ajus, 

ta r  e l pH a 4 ,5  con ácido fo sfó rico  y añadir un 3% (p/v) de 

PEG en polvo; d e jar en reposo a 4S C durante 48 horas y des­

pués separar el sedimento SE-3A; a ju s ta r  a pH 5,2 e l l iq u i­

do sobrenadante de e sta  última operación, SNF-3A, empleando 

hidróxido sódico 2N; añadir un 3% de PEG en polvo y d e jar  -  

en reposo a 42 C durante 48 horas; separar de esta  última -  

mezcla un sedimento SED-4A y un líquido sobrenadante SNF.4A 

ajustando el pH del mismo a 5 ,8  con hidróxido sódico 2N; -  

añadir un 6% (p/v) de PEG en polvo y d e jar  en reposo a 43 C 

durante 18-22 horas para después separar e l SED-5A del SNF- 

5A; elevar e l  pH de este  último a 6 ,2  con hidróxido sódico - 

2N y añadir, a 43 C, un 10% (p/v) de PEG en polvo; después 

reducir gradualmente e l pH hasta 4 ,9  con ácido fo sfó r ico  -  

con lo  que p rec ip ita  toda la  albúmina, que se puede someter 

a f i lt ra c ió n  c la r if ic a n te  y l io f i l iz a c ió n  y p o ste r io r  e l i ­

minación del PEG residu al por extracción con cloroformo.

2. Se reiv indica por último como objeto so­

bre e l  que ha de recaer la  Patente de Invención que se so lic  

ta : UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE ALBUMINA, A PARTIR -
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1 DE PLASMA. HUMANO.

Todo conforme queda d escrito  y reivindicado en

la  presente Memoria descrip tiva que consta de d ie c ise is  -  

páginas mecanografiadas y dibujos adjuntos.
s Madrid, 30 de Abril 1.975 
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