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1
RESUMEN DE LA. INVENCION

5

E sta  in vención  se  r e f i e r e  a  un proced im ien to  nue­
vo y v e n ta jo so  de fracc io n am ien to  a e sc a la  i n d u s t r i a l  de -  
p ro te ín a s  s é r i c a s ,  basado p rin c ip a lm e n te  en e l  poder in d i­
v id u a l de c ie r to s  p o lím ero s , como p o l i e t i l e n g l i c o l  y en e l  
p roceso  de e le c tro d e c a n ta c ió n  multimembrana, p a ra  d e sp la z a r  
p a r t íc u la s  c o lo id a le s  en so lu c ió n .

10 ANTECEDENTES DE LA INVECCION
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20
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30

La té c n ic a  d e l a lc o h o l a  b a ja  tem p era tu ra  p a ra  -  
fracc io n am ien to  de plasma humano fué  d e s a r ro l la d a  i n i c i a l -  
mente en l a  E scuela  de M edicina de H arvar p o r Cohn y co la ­
bo radores en 1940-1942. Desde en to n ces , e l  p roceso se  ha -  
mejorado y re fin ad o  considerab lem en te .

E l o b je tiv o  de e s ta  té c n ic a  de fraccionam ien to  -  
e ra  la  producción  a gran  e sc a la  de p reparados de p ro te ín a s  
s é r ic a s  de o rig en  humano y ha dem ostrado s e r  mucho más e f i ­
caz que o tro s  métodos basados en l a  p re c ip i ta c ió n  s e l e c t i ­
va p o r " s a l t i n g  out" (desp lazam ien to  s a l i n o ) . Este ú ltim o  -  
p roceso  es m anifiestam ente  menos s e le c t iv o  y e sp e c if ic o  que 
e l  s is tem a  de " s a l t in g  in " ( re te n c ió n  s a l in a )  debido a  que 
e s tá  basado en lo s  fu e r te s  e fe c to s  p r e c ip i ta n te s  de la s  sa ­
le s  a e levada  co n cen trac ió n  a p lic a d a s  a p ro te ín a s  en so lu ­
c ió n . E l s is tem a  " s a l t i n g  in " ( re te n c ió n  s a l i n a ) ,  po r o tro  
la d o , se  basa  en la  capacidad  d iso lv e n te  de la s  s a le s  a ba­
ja s  co n cen trac io n es  cuando se  a p lic a n  a so lu c io n es  s im ila re s  
de p ro te ín a s  c o lo id a le s .

E d s a ll  ha observado que: "E stas co n fig u rac io n es
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e lé c t r i c a s  son a menudo muy c a r a c t e r í s t i c a s  p a ra  l a s  molé­
c u la s  de p ro te ín a s  in d iv id u a le s ,  p a ra  a lgunas de l a s  cua­
l e s  se pueden co n seg u ir grandes cambios en l a  so lu b il id a d  
con pequeñas v a r ia c io n e s  de l a  fu e rz a  ió n ic a  o co n stan te  
d i e l é c t r i c a  d e l d is o lv e n te . Lo que es más, ta n to  lo s  e fe c ­
to s  de l a  s a l  a b a ja  fu e rz a  ió n ic a  como lo s  de lo s  r e a c t i ­
vos o rgán icos t a l e s  como e l  e ta n o l son muy e s p e c íf ic o s  p a ra  
l a s  d i s t i n t a s  p ro te ín a s  in d iv id u a le s . En c o n tra s te  con e s to  
e l  e fe c to  de re te n c ió n  s a l in a  ( " s a l t in g  in " )  en so lu c io n es  
de s a le s  muy concen tradas es re la tiv a m e n te  in s e n s ib le  a l a s  
c a r a c t e r í s t i c a s  quím icas e s p e c í f ic a s  de l a  p ro te ín a  y depen 
de muchísimo de f a c to re s  re la tiv a m e n te  in e s p e c íf ic o s  como 
son e l tamaño g en e ra l y l a  forma de l a s  m olécu las. El p ro -  
ceso de desp lazam iento  sa lin o  ( " s a l t in g  o u t" )  in c lu y e  un 
sis tem a que puede d e s c r ib ir s e  en función  de cu a tro  v a r ia ­
b le s  esencialm ente  in d ep en d ie n te s , que son: concen trac ión  
de s a l ,  concen trac ión  p r o te ic a ,  pH y tem p era tu ra" .

Igualm en te, en l a  obra  LEHRBUCH DER PHYSIJLOGIS 
CHEN CHEMIE de E ldbacher y L e u th a rd t, Cap. 22, aparece lo  
s ig u ie n te :  "Cuando e l  plasm a se m ezcla con c an tid a d e s  c re ­
c ie n te s  de so luc ión  concen trada  de s a l ,  p r e c ip i ta n  c a n tid a ­
des cada vez mayores de p ro te ín a s  de l a  so lu c ió n . De modo * 
que l a s  p ro te ín a s  son fra c c io n a d a s  de acuerdo con su so lub¿  
l id a d ,  o sea  que l a s  p ro te ín a s  menos so lu b le s  en l a  so lu ­
ción s a l in a  concen trada  son l a s  p rim eras en p r e c ip i t a r .  Pe­
ro  de e s ta  form a, no conseguimos compuestos químicamente 
homogéneos. Las zonas de p re c ip i ta c ió n  de l a s  d i s t i n t a s  pro  
te ín a s  se superponen e n tre  s í ,  es d e c i r ,  una p r o te ín a  empie. 
za a p r e c ip i t a r  a n te s  de que o t ra  haya p re c ip i ta d o  p o r  com­
p le to ;  to d a v ía  mas, l a s  s o lu b il id a d e s  de lo s  d i s t i n to s  com-
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p u e s to s  e s tá n  in f lu id a s  de manera com plicada p o r  l a  p resen  
c i á  d e l r e s to .  A sí, en e l  fracc ionam ien to  normal de plasm a 
o su e ro , se o b tie n e  siem pre una m ezcla de p ro te ín a s  en lu ­
g a r  de s u s ta n c ia s  homogéneas".

P or e l l o ,  e l  p roceso  de desp lazam iento  sa lin o  
ha quedado relegado ' c a s i  exclusivam ente a l a s  p re p a ra c io ­
nes com erc ia les  de f ra c c io n e s  p r o te ic a s  en l a s  que se usan 
m a te r ia s  prim as t a l e s  como sangre p la c e n ta r ia ,  e x tra c to  de 
p la c e n ta s ,  plasm a de anim ales u o tro s  compuestos b io ló g i­
cos p ro te ic o s  f á c i l e s  de o b ten e r.

Después de 34 años de e x p e rie n c ia  acumulada en 
l a  producción  de f ra c c io n e s  p r o te ic a s  u t i l iz a n d o  e l método
Cohn, hay to d a v ía  im p o rtan tes  in co n v en ien te s  que aparecen

\

a t r e s  n iv e le s  d i s t i n to s :
(a )  Económico: El rend im ien to  in d u s t r i a l  de lo s  

dos p rodu cto s p r in c ip a le s ,  inm unoglobulina, y  albúm ina, no 
p asa  d e l 60% d e l conten ido  o r ig in a l  en e l  p lasm a. Teniendo 
en cuen ta  e l  c o s te  de una p la n ta  y su m antenim iento, además 
de l a  necesid ad  de t r a t a r  grandes c an tid a d e s  de m a te ria  p r i  
ma con e l  f i n  de lo g ra r  un rend im ien to  a c e p ta b le , e s tá  c ía  
ro  que hay que b u sca r un método más económico.

(b ) T écn ico : La f a l t a  de un ifo rm idad  en e l p ro -* '
cesado y  en lo s  p ro d u c to s  fa rm acéu tico s f in a le s  a p a r t i r - 
de d e riv ad o s d e l plasm a se debe a d i fe r e n c ia s  en l a  so lu b i­
l i d a d ,  e s ta b i l id a d ,  f i l t r a b i l i d a d ,  agregados m olecu la res y 
grado de d e s n a tu ra liz a c ió n . E sta s  v a r ia b le s  dan lu g a r  a d i ­
f i c u l t a d e s  de f a b r ic a c ió n , comunes en todo e l  mundo, que 
son d eb id as en gran p a r te  a l  e fe c to  a g res iv o  d e l p r e c ip i ­
t a n te  sobre l a  f r á g i l  e s t r u c tu r a  m o lecu lar de l a s  p ro te ín a s  
p la sm á tic a s . La O rganización Mundial de l a  S alud , en su se -
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r í e  de Inform es Técnico n9 32? sobre e l  Uso de l a  Inmunoglo
b u lin a  Humana (v e rs ió n  in g le s a  en l a  p a r te  s u p e r io r  de l a  
pag . 8 ) ,  d ic e :  "La té c n ic a  d e l e ta n o l f r í o  h a  s id o  l a  más 
empleada con d i f e r e n c ia .  Sin embargo, es im p e rfe c ta  ya que:

3 se producen a l te r a c io n e s  de l a s  p ro te ín a s  d e l plasm a y se 
c o n sid e ra  comúnmente como una té c n ic a  c o s to sa " .

(c ) T eraD éutico: Las p ro p ied ad es a n t i tó x ic a s  y 
a n t i - in f e c c io s a s  de l a  inm unoglobulina homologa, a s i  como 
su u t i l i d a d  en e s ta d o s  d e f i c i t a r i o s  en inm unoglobulina ( Ig )

10
son b ien  conocidas. Se ha  tra b a ja d o  mucho en l a  form ulación 
de p reparados de inm unoglobulina de " lib e ra c ió n  le n ta "  que
puedan in y e c ta rse  in tram uscu larm en te . Uno de lo s  problem as
a su p e ra r  e s , s in  embargo, l a  degradación que lo s  s is tem as 
enz im áticos d e l cuerpo producen en l a  p r o te ín a  in y e c ta d a  du

18 ra n te  e s te  p e rio d o  de " lib e ra c ió n  l e n ta " .  M artin du Pan y
co labo rado res dem ostraron que e s to  produce una n o tab le  d i s ­
minución en l a  e f i c a c ia  potenciáL de lo s  p reparados de inmu-
n o g lo b u lin a . En consecuencia , to d o s lo s  p rep arad o s a in y ec ­
t a r  in tram uscularm ente  p re sen ta n  e l  problem a de ba jo  re n d í-

20 m iento ta n to  económico como te r a p é u t ic o . La so lu c ió n  e s tá  
en l a  a d m in is trac ió n  in tra v e n o sa , p e ro  e s to  hace s u rg i r  nue. 
vas d i f i c u l ta d e s  incluyendo l a  c u es tió n  de l a  seg u rid ad .
Los p reparados de uso in trav en o so  ob ten idos p o r  e l  método* 
Cohn n e c e s ita n  un tra ta m ie n to  complicado que compromete l a

23 p o te n c ia  inm unológica y además increm enta  e l  c o s to . Además, 
se sabe que lo s  d is o lv e n te s  o rgán icos de uso o rd in a r io  ade­
más de m o d ific a r  l a  f r á g i l  e s t r u c tu r a  de l a  m olécu la  de ga-
m m a-globulina, pueden p ro d u c ir  agregados m o lecu la res que, 
p o r  su a c t iv id a d  an ticom plem en taria  dan .un c a r á c te r  m arcada-

90 mente tó x ic o  a lo s  p reparados cuando se ad m in is tran  i n t r a -
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1
venosam ente.

En consecuen cia , e l  v a lo r  po ten cia lm en te  grande
de l a  t e r a p ia  con gam m a-globulina in tra v e n o sa  homologa se
ve r e s t r in g id o  p o r  lo s  r ie sg o s  de re a c c io n e s  vasom otoras,

s deb id as a l a  a d m in is trac ió n  in tra v e n o sa  de p reparados que 
con tien en  ag reg ad o s 'm o lecu la res  formados du ran te  e l  curso 
de l a  p re p a ra c ió n  (Stephan y  c o la b o ra d o re s ).

S te inbuch  y co lab o rad o res observaron en 1969
que: "E stud ios s is te m á tic o s  han dem ostrado que l a s  p re p a ra -

- c io n es  de inm unoglobulina hechas p o r  fracc ionam ien to  in d u s-
10 t r i a l  d e l plasm a t ie n e n  siem pre una p ropo rc ión  más o menos

.. e levad a  de gam m a-globulina d e sn a tu ra liz a d a  que hace a l  p ro -
ducto  an ticom plem en tario ". Stephan y  co labo rado res han re a -

18

liz a d o  un e s tu d io  comprehensivo de re v is ió n  de lo s  p ro b le ­
mas p re sen ta d o s  p o r l a s  d i s t i n t a s  té c n ic a s  u t i l i z a d a s  p a ra

- im ped ir l a  agregac ión  m o lecu la r. Sin embargo, e l  problem a
in h e re n te  a l a  e lim in ac ió n  de l a  a c t iv id a d  anticom plem enta-
r i a  de l a  inm unoglobulina s é r ic a  es de t a l  n a tu ra le z a  que
l im i t a  d rá s tica m e n te  l a  producción de inm unoglobulinas ade-

20 cuadas p a ra  uso in tra v e n o so .
Los s is te m as c lá s ic o s  de producción en uso no

son capaces de a se g u ra r  l a  c an tid a d  y c a lid a d  en l a  p r e c i -
p i ta c ió n  fra c c io n a d a  de l a s  p ro te ín a s  s é r ic a s  humanas. Es. ' 
c a s i  im posib le  a i s l a r  c u a n tita tiv a m e n te  c u a lq u ie ra  de e s ta s

25 p ro te ín a s  en estado  pu ro . Esto se debe a que no e x is te n  con.

30

d ic io n e s  c la r a s  a p l ic a b le s  a l a  p re c ip i ta c ió n  de p ro te ín a s  
in d iv id u a le s  en una m ezcla. En o t r a s  p a la b ra s , hay zonas 
d ifu s a s  con v a lo re s  comunes, de modo que en un proceso  con­
tin u o  y a n te s  de que se p r e c ip i te  p o r  completo una p ro te ín a  
in d iv id u a l ,  o t ra s  p ro te ín a s  de l a  m ezcla empiezan a  precip i^



t a r .  Por e s ta  razón , l a  p r e c ip i ta c ió n  f ra c c io n a d a  so lo  pue­
de d a r  b a jo s  ren d im ien to s de p ro te ín a  p u ra  en una exposi­
ción c o r ta  a l  agen te  p r e c ip i ta n te  o ren d im ien to s a l to s  de 
una m ezcla p ro te ic a  du ran te  una exposic ión  p ro longada.

Los a u to re s , p o r  e l lo ,  d e c id ie ro n  que, con e l 
f in  de c o n seg u ir c an tid a d  y c a l id a d , se deb e rían  e v i t a r  lo s  
s is tem as de p re c ip i ta c ió n  fra c c io n a d a  que lle v a n  consigo un 
tra ta m ie n to  a g res iv o  y  que h a b r ía  que c o n s id e ra r  l a  n e c e s i­
dad u rg en te  de d e s a r r o l l a r  nuevas té c n ic a s  de fraccionam ie.n 
to  p ro te ic o .

COMPENDIO DE LA INVENCION
' - Durante lo s  ú ltim o s años, lo s  a u to re s  de e s ta

in v en c ió n , han d e sa rro lla d o  una té c n ic a  adecuada a l  f r a c c io  
nam iento a e s c a la  in d u s t r i a l .  E sta  té c n ic a ,  que t ie n e  g ran­
des v e n ta ja s ,  se basa  p rin c ip a lm e n te  en e l  poder in d iv id u a l  
de c ie r to s  po lím eros p a ra  d e sp la z a r  p a r t í c u la s  c o lo id a le s  
en so lu c ió n . Inc luye  proced im ien to  f í s i c o s  suaves que e v i­
ta n  l a s  p re c ip i ta c io n e s  fra c c io n a d as  m ien tra s  que e l meca­
nismo de "exc lu sión  en e l espacio"  asegura  e l  desp lazam ien­
to  de m oléculas c o lo id a le s  de p ro te ín a s  s in  p e r ju d ic a r  a su 
e s t r u c tu r a  m olecu lar in t r ín s e c a .

P ara a is la m ie n to  c u a n t i ta t iv o  parece  razonab le  
a c u d ir  a p roced im ien tos basados e s tr ic ta m e n te  en p ro p ied a ­
des f í s i c a s  de m ezclas p r o te ic a s .  De momento, l a s  té c n ic a s  
más ú t i l e s  empleadas p a ra  co n se g u ir  una p r e c ip i ta c ió n  más 
e fe c t iv a  y más d e f in id a  se han basado en d i fe r e n c ia s .e n  l a s  
c o n s ta n te s  de sedim entación en e l in te rv a lo  de pesos molecu 
l a r e s  y en l a s  d i f e r e n te s  m ovilidades e l e c t r o f o r é t i c a s .  Des. 
g raciadam ente,' l a  u l t r a c e n t r í f u g a  no se h a  adaptado to d a v ía  
a l  uso in d u s t r i a l  p a ra  e s to s  f in e s .  De ig u a l  modo, l a  croma

-  7 -
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t o g r a f í a  de columna y  l a  ge l f i l t r a c i ó n  no se han adaptado 
to d a v ía  a l  fracc io n am ien to  a gran e s c a la . Por lo  ta n to ,  so­
lo  se d ispone de proced im ien to  e le c t r o f o r á t ic o s  p a ra  l a  p ro  
ducción a gran e s c a la  que a l a  vez sea  económica.

Polson in tro d u jo  l a  té c n ic a  de e le c tro d e c a n ta -  
c ión  m ulti-m em brana. En e s te  p roceso  es p o s ib le  e lim in a r  
una p r o te ín a  in d iv id u a l  en estad o  puro  a p a r t i r  de una mez­
c la  tamponada h ac ién d o la  c i r c u l a r  a tr a v é s  de un campo eléjc 
t r i c o .  EL tampón se a ju s ta  a l  punto i s o e lé c t r ic o  de l a  mole, 
c u la  de p ro te ín a  en c u es tió n  de modo que l a  p ro te ín a  perma­
nezca  n e u tra  e in m óv il, m ien tra s  e l re s to -d e  l a s  p ro te ín a s  
em igrarán e le c tro fo ré tic a m e n te  y  podrán s e r  reco g id as  p o r
d e ca n tac ió n . E stá  c la ro  que una p ro te ín a  separada  en esas

\

cond ic iones no se ha  expuesto  a ninguna forma de ag resión  
quím ica o f í s i c a  y  a s í  se ob tiene  en un es tad o  in a l te ra d o .

U tiliz a n d o  e le c tro d e c a n ta d o re s  adaptados a l  p ro  
ceso , lo s  a u to re s  han d e sa rro lla d o  un sistem a continuo  p a ra  
e x tra c c ió n  de una p ro te ín a  in d iv id u a l a p a r t i r  de suero hu­
mano. E sta  té c n ic a  se puede u s a r  a n iv e l i n d u s t r i a l  p a ra  pro  
d u c ir  inm unoglobulinas que no han soportado d e sn a tu ra liz a c ió n
y  a s í  conservan e l  mismo n iv e l  de p o ten c ia  que te n ía n  en e l  
p lasm a o r ig in a l .  Al s e r  un p roceso  continuo que a se g ú ra  l a  
e x tra c c ió n  t o t a l  de l a  p ro te ín a  req u e rid a  de l a  so luc ión  
i n i c i a l ,  p e rm ite  o b ten e r en l a  in d u s t r ia  ren d im ien to s cuan­
t i t a t i v o s  con una c a lid a d  e x c e le n te . Combinando e s ta  té c n i ­
ca con un sis tem a  de ex c lu sión  p o r  po lím eros , se e v ita n  lo s  
la rg o s  y  com plicados p rocesos de p u r if ic a c ió n , co n cen tra - 
cción  y  d i á l i s i s  f i n a l .  La e sen c ia  d e l p roceso  re s id e  en l a  
combinación p a r t i c u l a r  de etapas* su cesiv as de ex c lu sión  p o r 
po lím eros y  e le c tro d e c a n ta c ió n  que se combina con o tra s  ope-
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ra c io n es  f í s i c a s ,  co nvenc ion ales, p a ra  aum entar su  e f i c a -

3

c ia .
PARTE EXPERIMENTAL

M ediante e l  p roced im ien to  de e s ta  in ven ción  es 
p o s ib le  e l  a is la m ie n to  de Y -g lo b u lin a  en e s ta d o  de gran  pu
re z a  y con a l to s  ren d im ien to s .

E l m a te r ia l  i n i c i a l  es plasm a en tampón c i t r a -

10

to - f o s f a to  a  pH 7*0. La tem p era tu ra  d u ran te  todo e l p roceso 
se  m antendrá e n tre  4a y 83 C y e l  m a te r ia l  u t i l i z a d o  debe 
e s t a r  e s te r i l i z a d o  y l i b r e  de p irógenos de acuerdo con la s
norm as.

E l proced im ien to  seguido  es e l  s ig u ie n te :
Se u t i l i z a  como m a te r ia l  de p a r t id a  plasm a hu-

13
mano exento de an tig en o  A u s tr a l ia .  Al mismo se  añade una so 
lu c ió n  de c lo ru ro  c á lc ic o  a l  10% p a ra  c o ag u la r  e l  f ib r in ó g e
no. Se sep a ra  e l  su e lo  d e l p re c ip ita d o  por decan tac ió n  y se

20

añade a l  prim ero s a l  só d ica  d e l ác ido  e tile n d ia m in o te tra a c é , 
t i c o  (EDTA), a ju s ta d o  a l  pH e n tre  7 )5  y 8 ,6  con c r i s t a l e s  de 
fo s fa to  t r i s ó d ic o .  La F igu ra  1 re p re s e n ta  e l  diagram a e le c -  
t r o f o r é t ic o  d e l plasm a de p a r t id a  conten iendo to das la s  pro

25

te ín a s ,  m ien tras que l a  F igu ra  2 es e l  diagram a e le c t ro fo ré  
t i c o  d e l suero  exento de f ib rin ó g e n o  observándose la  desapa 
r lc ló n  d e l p ico  co rre sp o n d ien te  a e s te  ú ltim o . Al su e lo  man 
te n id o  a pH 7*5-8 ,6  se  agrega en to n ces , de forma co n tin u a  pt 
ro  no b ru sc a , un volumen ig u a l  de una so lu c ió n  e s t é r i l  de -

30

PEG 6000 ( p o l i e t i l e n g l i c o l  de peso m olecu lar 6000) a l* 30% ei 
peso/volum en y a pH comprendido e n tre  7*5 y 8 ,6  con lo  que - 
se  forma un p re c ip ita d o  o sedim ento (SED-l g) que c o n tien e  - 
la )L g lo b u lin a  (tam bién llam ada inm unoglotúilina) y can tid ad es  
menores deo( 2 y ̂ -g lo b u lin a s  a s i  como una pequeña c a n tid a d  -
de albúm ina; e l  l iq u id o  que sobrenada .
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(SNF-lA) co n tien e  l a  mayor p a r te  de albúm ina y  pequeñas can­
t id a d e s  de ^ 2  y  ^ -g lo b u lin a s . EL sedim ento se sep a ra
d e l l íq u id o  sobrenadante  p o r  c e n tr ifu g a c ió n . Las f ig u ra s  3 
y 4 re p re se n ta n , re sp ec tiv am en te , lo s  diagram as e le c t ro f o -  
r é t i c o s  d e l sedim ento SED-1 G r e d is u e l to  en tampón a pH 6 ,9  
d e l l íq u id o  so b renadan te , y  d e l SHF-1A. En e s te  ú ltim o , e l  
p ic o  de l a  iz q u ie rd a  es e l  co rresp o n d ien te  a l a  albúm ina.

El SED-1G se d isu e lv e  en agua d e s t i la d a  y  se 
a ju s ta  e l  pH a 5 ,8  con ácido  fo s fó r ic o  d i lu id o . Se c e n t r i fu  
ga l a  m ezcla y se recoge e l l íq u id o  que sobrenada (SHF-2G) 
que co n tien e  l a s  g lo b u lin a s . EL sedim ento con tien e  lip o p ro -

18

25

30

te ín a s ,  fo s fa to  t r i c á l c i c o  y o t ra s  im purezas y es desechado.
Se a ju s t a  a 6 ,9  e l  pH d e l SNF-2G se l l e v a  a l  volumen adecúa-

\

do con tampón f o s f a to s  e sp e c ia l de pH 6 ,9  y fu e rz a  ió n ic a  
f in a l  de 0,015  (+ 0 , 002) y se f i l t r a  p o r p la c a s  c la r i f i c a n ­
t e s  de carbón y a con tinuación  p o r p la c a s  e s t e r i l i z a n t e s .  A 
co n tin u ac ió n  l a  so lu c ió n  se somete a e le c tro d e c a n ta c ió n  en 
e l  punto  i s o e lé c t r i c o  de l a  inm unoglobulina, a tra v é s  de mem 
b ran as  m ú ltip le s  en un proceso  con tinuo . Se recoge e l e fluen  
t e  i s o e l é c t r i c o  (IE ) que se somete a concen trac ión  f in a l  y 
d e s io n iz a c ió n  p o r ex c lu sió n  t o t a l  con PEG. F inalm ente e l  pro^ 
ducto  se somete a f i l t r a c i ó n  c l a r i f i c a n te  y l i o f i l i z a c i ó n  y , 
s i  se d e sea , se separan l a s  t r a z a s  de PEG p o r e x trac ió n  con 
c lo roform o . S i e l  e f lu e n te  i s o e lé c t r ic o  se somete d i r e c ta ­
mente a l i o f i l i z a c i ó n ,  se ob tien e  una í -g lo b u l in a  exen ta  
de o t r a s  p ro te ín a s  pero  con algunos io n es que no e je rc en  
ningún e fe c to . La F ig u ra  3 ' es un diagram a e le c t r o f o r á t ic o  
de l a  inm unoglobulina con una pu reza  d e l 100%, concen trada  
y l ib e ra d a  de lo s  io n es  d e l tampón p o r ex c lu sió n  con PEG 
6000.

\
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También es p o s ib le  a p l i c a r  e s te  proced im ien to  -
a l  p re c ip ita d o  11 & 111 ob ten ido  según e l  método s ta n d a rd  -  
Cohn de a lc o h o l a b a ja  te m p era tu ra .

5
E ste  p re c ip ita d o  es de com posición s im i la r  a l  -  

SED-1G ob ten ido  según se  d e sc rib e  en p á r ra fo s  a n te r io r e s ;  y

10

debe s e r  tr a ta d o  de la  misma m anera.
Es de n o ta r  que ap lican d o  n u e s tro  proced im ien to  

de e le c tro d e c a n ta c ió n  a l  p re c ip ita d o  11 & 111 de Cohn, se  -  
o b tien en  v e n ta ja s  s u s ta n c ia le s  en cuan to  a l  rend im ien to  f i ­
n a l  en inm unoglobulina y en cuanto a sus c a r a c t e r í s t i c a s  -

15

f ís ic o -q u ím ic a s , que s i  se  s ig u ie ra n  con e l  p rop io  p ro ced i­
miento Cohn; t a l  y como se  d e t a l l a  en pág inas a n te r io r e s  de 
e s ta  misma Memoria d e s c r ip t iv a .

EJMPLO 1

Se añade c r i s t a l e s  de f o s f a to  t r i s ó d ic o  a un sue
ro de plasma d i lu id o  p a ra  a ju s t a r  e l  pH a 8 ,6  y se  a g i ta  -

20

m ien tras se  añade un volumen ig u a l  de so lu c ió n  a l  30% p /v  
de FEG 6000. E l p re c ip ita d o  que se  forma c o n tien e  toda  l a  -  
Y -g lobu lina  ju n to  con a lgo  de ó( g y P -g lo b u lin a s  y una peque, 
ña c a n tid a d  de albúm ina que queda ochida en e l  p re c ip i ta d o .

25

E l p re c ip ita d o  se  c e n tr ifu g a  y se  s ig u e  procesando p a ra  ob­
te n e r  inm unoglobulina. El l iq u id o  que sobrenada se  conserva 
p a ra  p ro d u c ir  albúm ina.

La inm unoglobulina se  puede o b ten er con buenos 
rend im ien tos p o r e le c tro d e c a n ta c ió n  d e l p re c ip i ta d o  re d isv e l.

30

to  en tampón fo s fa to  a pH 6 ,9 . A esa  co n cen trac ió n  de h id ro  
gen io nes , la s  inm unoglobulinas son i s o e l é c t r i c a s  y permane­
cen en e l  l iq u id o  sobrenadante  d e l e le c tro d e c a n ta d o r  o pa­
san po r e l  a p a ra to  cuando e l  f lu jo  es ccontinuo. Las p r o te í ­
nas r e s ta n te s ,  que comprenden l a  P y t \ 2**Slobulinas, se  con-



c e n tra n  en la s  reg iones in f e r io r e s  de la s  c é lu la s .  E s te  -  
concen trado  s irv e  de fu en te  p a ra  o tro s  componentes d e l p ías 
ma con m ovilidades en la  zona de la s  y .

EJEMPLO 2
I . C oagulación d e l fib rin ó n en o

Al plasm a exento de an tíg en o  A u s tra l ia  descon 
gelado se  añade una so lu c ió n  de c lo ru ro  c á lc ic o  a l  10% (10 

cc p o r l i t r o  de p lasm a). Cuando se  co n sid e ra  n e c e sa rio  ace, 
l e r a r  e l  p roceso  de coag u lac ió n , se  in c lu y e  en e l lo te  de 
10 a 15 1 de plasm a f re sc o  o congelado muy r e c ie n te .  Se es, 
p e ra  a que l a  g e l i f i c a c ió n  sea  t o t a l .  E l plasm a se  ha de -  
m antener e n tre  4 y 83 C. E l coágulo se  t r i t u r a  (con peque­
ñas in te r ru p c io n e s )  hast&  p a r t íc u la  f in a  f lo t a n t e .  Se de­
c an ta  e l  su ero  c la ro  a tra v é s  de una m alla  in o x id ab le  d e l -  
na 70 o 100. La masa de f ib r in a  se  la v a  con agua d e s t i la d a  
e s t é r i l  ap irógena  y e l  l iq u id o  de lavado se  in co rp o ra  a l  -  
su e ro . Se recoge en un r e a c to r  e s t é r i l  e l  su ero  y se  a fo ra  
con e l  l íq u id o  de lavado de l a  f ib r in a  h a s ta  250 l i t r o s .  E l 
su e ro  se  m antiene e n tre  4 y 8S C.
I I .  E xclusión  p re v ia

1 . S ecu estro  de iones m e tá lico s  y a ju s te  de pH 
Una vez afo rado  a 250 l i t r o s  e l  su e ro , se  d i­

su e lv en  en e l  mismo 400 g de EDTA só d ic o . Se a ju s ta  e l  pH -  
a 8 ,6  con c r i s t a l e s  de fo s fa to  t r i s ó d i c o .  Se a g i t a  y se  man 
t i e n e  l a  tem p era tu ra  e n tre  4 y 8S C.

2 . E xclusión
Se añade de forma c o n tin u a , aunque no b ru s c a ,-  

p o r cada 100 1 de su e ro , 100 1 de so lu c ió n  e s t é r i l  de PEG -  
6000 a l  30% p /v  y pH 8 ,6  (a ju s ta d o  con fo s fa to  t r i s ó d ic o ) .  
Se a g i t a  d u ran te  5 m inutos.
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3 . C en trifu g ac ió n
Se c e n tr ifu g a  e l  conten ido  d e l r e a c to r  ($00 l ) , -  

alim entando la s  c e n tr ifu g a s  po r medio de una bomba que

5
asegure  un caudal y una p re s ió n  co n s tan te  duran te  todo -  
e l  p ro ceso . Todas la s  p iez as  desm ontables de la  i n s t a l a -

10

ción  deben e s t a r  e s t é r i l e s  y desp irogenadas a c a lo r  seco . 
La tem pera tu ra  de lo s  c i l in d r o s  in te r io r e s  de recog ida  -  
de la s  c e n tr ifu g a s  se  m antiene e n tre  4 y 82 C. E l sedimen 
to  cen trifu g a d o  se  recoge en cond iciones e s t é r i l e s ,  Se -  
pasa a un r e a c to r  p a ra  su  d iso lu c ió n .. E l sobrenadan te  ( -

18

(SNF-lA) se  recoge a p a r te  y de forma e s t é r i l ,  destinando, 
se  a la  ob tención  de albúm ina.

4 . R edisuspensión  d e l SED-1G o d e l  p re c ip ita d o  
11 & 111 d e l método Cohn proceden te  tam bién 
de 2^0 1 de plasm a humano.

Se desmenuza mecánicamente e l  SED.l G lo  más -

20

p o s ib le  en e l  seno de agua d e s t i la d a  e s t é r i l ,  ap irógena y 
f r í a  (4-82 C ). La mezcla ha de ocupar un volumen de unos 
240 1 . Se d e ja  en in h ib ic ió n  (con a g ita c ió n  in te rm ite n ­
te s )  h a s ta  l a  mañana s ig u ie n te .  Se re d isu e lv e  h a s ta  su s -

25

pensión  homogénea, ev itand o  la  form ación de espuma con -  
Antifoam e s t é r i l  y /o  v a c io .
1 1 1 .-  P roceso de ob tención  d e / -  g lo b u lin a . T ratam iento  -  

d e l SED-1G o d e l p re c ip ita d o  11 & 111 d e l método -  
Cohn proceden te  tam bién de 250 1 . de plasma humano

3Ó

1 . A.iuste d e l pH
Se a ju s ta  e l  pH a 5 ,8  con PO4H3 d i lu id o  y a g i­

tando . Se tra n sv a sa  b a jo  p re s ió n  de n itró g e n o  f i l t r a d o  a 
un r e a c to r .

2 . C en trifu g ac ió n
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Se c e n tr ifu g a  e l  con ten ido  d e l r e a c to r  (240 1 apro. 
xim adam ente), m anteniendo la s  mismas cond iciones de l a  ope­
ra c ió n  11. Se recoge e l  sob renadan te  (SNF-2G) en cond ic io ­
nes e s t é r i l e s .  E l sedim ento in s o lu b le  (SED-2G) debe s e r  -  
recog ido  asép ticam en te  y congelado . Cuando, después de f r a ­
c c io n a r  v a r io s  l o t e s ,  se ha recog ido  una c a n tid a d  a p re c ia ­
b le  de SED.2G e s to s  pueden resu sp en d erse  en e l  menor volu­
men p o s ib le  de tampon e s p e c ia l  p a ra  MMED:

Com posición:
P04HNa2.2H20 2$,29 g
P04H2Na.H20 21 ,78 g
G lico co la  98 ,84  g
C itr a to  sódico., 2H20 9 ,6 7  g
Agua d e s t i la d a  ap irógena  c .s.p . 50 l i t r o s
pH . 6 ,9
La su spensión  tu rb ia  se  c e n tr ifu g a  en la s  condi­

c iones e s ta b le c id a s  y e l  so b renadan te  (SNF-3G) se  in co rp o ra  
entonces e l  SNF-2G que e s tá  en proceso  en ese  momento o se  
emplea p a ra  la v a r  lo s  f i l t r o s ,  de la  f a s e  4 . E l SED-3G se  -  
desecha s í ,  p re v io  c o n tro l  e le c t r o f o r á t i c o ,  se  observa que 
co n tien e  una c an tid a d  d e sp re c ia b le  de inm unoglobulinas (en 
caso c o n tr a r io ,  se  r e p e t i r í a  e l  lavado  p o r c e n tr i fu g a c ió n ) .

3 . A ju ste  de pH y c o n c e n tra c ió n . Aforo 
E l SNF-2G debe s e r  tamponado, a fo rado  y a ju s ta ­

do en p ro te ín a s  en la  misma o p erac ió n . P ara  e lb ,  prim ero -  
se  a ju s ta  e l  pH a 6 ,9  con h id ró x id o  sód ico  y después .se  a fo ­
ra  a  250 1 , b ien  con so lu c ió n  madre concen trada  de tampon -  
MMED (MULTIMEMBRANA DE DECANTACION) y agua d e s t i la d a  e s té ­
r i l  ap iró g en a , o b ien  con lo s p roductos s ó l id o s  de que se  -  
compone dicho tampon. La so lu c ió n  c e n trifu g a d a  y a pH a ju s -
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W
tado  se  d e ja  en nevera  (4- 5SC) p a ra  com pletar l a  p r e c ip i -
ta c ió n  de (PC  ̂) 2Cs$ .

4 . F i l t r a c ió n
Se c l a r i f i c a  y se  f i l t r a  asépticam ente. Se

s 2m antiene una r e la c ió n  máxima de 300 1 p o r  m de s u p e r f ic ie
f i l t r a n t e  e s t e r i l i z a n t e .  La so lu c ió n  f i n a l  debe te n e r  la s  
s ig u ie n te s  c a r a c t e r í s t i c a s :

T ran sparenc ia  y o p a lin id a d  " su i g én e ris"

10

C oncentración de p ro te ín a s :  3 % ( 0 ,5 )  
Contenido en inm unoglobulinas (según p ro te in o

gram a): 50% (+ 10)

13

Zona de tampón : pH 6 ,9  ( + 0 ,1 )  
Volumen: 250 1 (+. 10%)
Fuerza ió n ic a :  0 ,015 (+. 0 ,002) 
C onductiv idad: 1 mmho/cm (+̂  0 ,0 5 )
P iro g e n ic id ad : debe cum plir lo s  r e q u is i to s  -

20

mínimos p a ra  inm unoglobulins.
IV .-  E le c tro d e ca n ta c ió n

Una vez aseguradas la s  a n te r io re s  c a r a c te r í s ­
t i c a s ,  a medida que se  va obten iendo l a  so lu c ió n  f i l t r a d a  -

25

se  somete a e le c tro d e c a n ta c ió n  en e l  punto i s o e lé c t r i c o  de 
l a  inm unoglobulina, u t i l iz a n d o  la s  s ig u ie n te s  co n d ic iones: 

Número de c é lu la s  de d ecan tac ió n : 7 
Número de c é lu la s  de r e f r ig e r a c ió n :  8 

E sp ac iado res: c in ta  P -3 de 0 ,8  mm

30

Caudal p o r c é lu la :  280 c c /h o ra  (+ 20) 
C o rrie n te  e l é c t r i c a :  330 v o l t io s  y 1 amperio 
con márgenes de + 10%
Recogida au tom ática  y espon tánea de e flu e n ­
te s  no i s o e lé c t r ic o s  decan tado s.
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S istem a de bombeo a sp irá n te - im p e le n te  ¿ 
A lim entación de c é lu la s  en p a ra le lo  
Tem peratura d e l tampón a l a  e n trad a  en la s  c é lu ­
la s  : 4S C (+ 12 C)
Tem peratura máxima de s a l id a  de lo s  e f lu e n te s  -  
i s o e lé c t r i c o s :  IOS c
Tem peratura de la  so lu c ió n  de a lim en ta c ió n : 42 C 
(+ i s  C)
El e f lu e n te  i s o e lé c t r i c o  (IE ) ha de recogerse  ^ 

a sép ticam en te  en r e c ip ie n te s  e s t é r i l e s  y desp irogenados.
La tem p era tu ra  debe m antenerse a lre d e d o r  de lo s 42 C. To­
do e l  m a te r ia l  y p ie z a s  u t i l i z a d a s  en e s ta  operac ión  debe 
e s t a r  e s te r i l i z a d o s  y despirogenados según normas e sp ec ia ­
l e s .

La reco g id a  d e l e f lu e n te  no IE  se  i n i c i a  cuando -  
en e l  fondo de l a s  c é lu la s  de d ecan tac ió n  se  hace ev iden te  
una a l t a  co n cen trac ió n  de p r o te ín a s .  La reco g id a  se  r e a l i ­
za p o r sim ple c a íd a  l i b r e  (g o te o ) , La co n cen trac ió n  en -  
p ro te ín a s  debe s e r  s u p e r io r  a l  15%.

Se recogen lo s  e f lu e n te s  IE  en r e a c to r  e s t é r i l  -  
despirogenado h a s ta  com pletar unidades de 250 1 (cada 5 -  
d ía s  aproxim adam ente), Se a g i t a  y homogeneiza.
V .- C oncen trac ión , p u r if ic a c ió n  y d e sm in e ra liz ac ió n  d e l IE 

1 . E xclusión
Se excluye con PEG en polvo (previam ente co n tro ­

lado ) a  pH 6 ,9  (±  0 , 1 ) según la  s ig u ie n te  re lac ió n :*
S i  l a  co n cen trac ió n  de 
p ro te ín a s  e s tá  e n tre :

0 ,2 -  0 ,5  % ' 15 %
0 ,5 -  1 % 11 %

La co n cen trac ió n  de PEG en 
% p /v  debe s e r :________
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1 l -  1 ,5  % 9 % 
1 , 5-2  % 7 %

Temperatura de l a  e x c lu s ió n : 65 C (¿ IB C)
Se a g i t a  h a s ta  d iso lu c ió n  com pleta d e l PEG. La -

3 a g ita c ió n  ha de s e r  en érg ica  p a ra  a se g u ra r  un tamaño peque
ño de la s  p a r t íc u la s  e x c lu id a s , m anteniéndose duran te  to ­
do e l  p roceso  de c e n tr ifu g a c ió n  p a ra  e v i t a r  d ep ó s ito s  y -  
p o s ib le s  o b s tru cc io n es  de l a s  v á lv u la s .

2 . C en trifu g ac ió n
10 Se c e n tr ifu g a  sig u ien d o  la s  normas de l a  opera­

c ión  11 , Se recoge e l  sobrenadante  p a ra  comprobar l a  ausen 
c ia  de inm unoglobulinas. E l sedim ento se  recoge a sé p tic a ­
mente p a ra  su  d iso lu c ió n .

5 . R ed iso luc ión  d e l sedim ento
18 E l sedim ento p roced en te  de l a  oan trifug ac ión  de 

cada unidad  de 250 1 se  re d isu e lv e  en agua d e s t i la d a ,  es­
t é r i l ,  ap irógena  y e n fr ia d a  a  6-75 C, añadiendo a lgo  de -  
Cl Na s i  fu e ra  n e c e s a r io . La so lu c ió n  se  ha de p re p a ra r  -  
len tam en te , ten iend o  previam ente d e s le íd o  e im bibido e l  -

20 p re c ip i ta d o , ev itando  form ación de espuma y obten iéndose -  
un volumen f i n a l  de 30 1 de so lu c ió n , aproximadamente a l  -  
5-8  % de p ro te ín a s .

4 . F i l t r a c ió n  c l a r i f i c a n te
U tiliz a n d o  una in s ta la c ió n  lavada  con agua d e s-

28 t i l a d a  y e s t e r i l i z a d a  en a u to c la v e , se  f i l t r a  cada lo t e  de 
30 1 de sedim ento r e d is u e l to  a tra v é s  de p la c a s  c l a r i f i c a n  
te s  a d so rb e n te s , de carbón .
V I.-  L io f i l iz a c ió n

Se l i o f i l i z a  según la  té c n ic a  e s p e c ia l  p a ra  so-
30 lu c io n e s  de inm unoglobulinas, en bande jas e s t é r i l e s  de acjs
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ro  in o x id a b le . Se recoge asép ticam en te  e l  p roducto  seco l i e

s

f i l i z a d o .
V i l . -  T ratam ien to  f i n a l

1 . E lim inación  d e l PEG re s id u a l
E l p roducto  l i o f i l i z a d o  a n te r i o r  se  suspende -

en 5-1  de cloroform o Q .P ., seco y f r í o .  Se a g i t a  l a  suspen

10

s ió n  a 6-73 C d u ran te  10 m inutos. Se f i l t r a  a  vac io  le n ta ­
mente y se  e sc u rre  b ien  e l  c lo roform o . Se vuelve  a d e s le í r  
e l  l i o f i l i z a d o  en 5 1 de cloroform o Q .P ., seco y f r í o .  Se 
f i l t r a  de nuevo. Se e lim in a  a l  máximo e l  cloroform o y e l  -
l i o f i l i z a d o  se  recoge en bandejas in o x id ab le s  y en capa f i i  
s in  grumos.

15

2 . Secado ,
Se seca  a vacio  en e s tu fa  e s t á t i c a  a 203 C -  

d u ran te  3 ho ras h a s ta  d e sa p a ric ió n  a b so lu ta  d e l c loroform o.
En lu g a r  de l a s  operac iones V+V1+V11 se  puede 

p ro ced er a  una l i o f i l i z a c i ó n  d i r e c ta  p a ra  o b ten e r Y -g lobu- 
l i n a  exen ta  de o tra s  p ro te ín a s  pero  conteniendo algunos io, 
n e s .

20 EJEMPLO 5

25

R ecuperación d e l PEG
Siendo e l  PEG un p roducto  c a ro , es in te r e s a n te  

su  recu p e rac ió n  p a ra  v o lv e r a  u t i l i z a r l o .
P ara  lo g r a r lo ,  se  b a ja  e l  pH a 4 ,2  con ácido  -  

fo s fó r ic o  y se  c e n t r i fu g a . Luego, l a  mayor p a r te  d e l PEG -

30

se  se p a ra  p o r e x tra c c ió n  d e l concentrado de polím ero con -  
c lo ro fo rm o . E l PEG y e l  cloroform o pueden entonces recupe­
r a r s e  p o r  d e s t i la c ió n  de l a  s o lu c ió n . E l c o e f ic ie n te  de -  
d is t r ib u c ió n  d e l PEG e n tre  e l  c loroform o y e l  agua es d e l  - 
orden de 1 1 :1 . A si p u es, más d e l 90 % d e l po lím ero  puede -
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1 rec u p e ra rse  cuando se  e x tra e  e l  PEG con un volumen de c lo ­
roformo ig u a l  a l  de l a  so lu c ió n  d e l PEG.
V enta jas d e l nuevo método de fracc io n am ien to

Las v e n ta ja s  que e l  método de ex c lu sió n  con po-
s lim eros y e le c tro d e c a n ta c ió n  tie n e  so b re  e l  método d e l c r io -

ta n o l son la s  s ig u ie n te s :
a) puede r e a l i z a r s e  a tem pera tu ras s u p e r io re s  a  Os C.
b) no se  emplean s u s ta n c ia s  quím icas que pueda p e r ju d ic a r  -

a  lo s  componentes d e l plasm a ( e l  uso de cloroform o es op-
10 c io n a l y además se  emplea sobre  p roducto  seco to ta lm en te

term inado, sobre  e l  que no e je rc e  ningún e fe c to ) .
c) e l  rend im ien to  de recu p e rac ió n  de la s  fra c c io n e s  es e le ­

vado, en comparación con e l  ob ten ido  en e l  p roced im ien to  
d e l c r io ta n o l ,  ob ten iéndose la  pureza  acep tada  p o r todas

15 la s  farm acopeas. En algunos c a so s , se  ha ob ten ido  un re n -
dim iento  d e l orden de un 40 % s u p e r io r  a l  ob ten ido  con -  
o tro s  proced im ien to  convencionales de ob tención  deV- g lo ­
b u lin a  .

d) e l  polím ero (PEG) puede re c u p e ra rse  c a s i  p o r completo -
20 de l a  so lu c ió n  madre p a ra  v o lv e r a  s e r  u t i l i z a d o ,  p o r ex­

tr a c c ió n  con cloroform o.
e) la sh (i- ,t!(2-  y 3 -g lo b u lin a s  se  separan  de forma que su es­

t r u c tu r a  m olecu lar permanece in a l te r a d a ,  lo  que p e rm it irá  
su  fu tu ra  a p lic a c ió n  c l ín ic a  una vez que é s ta  sea  d e sa rro

28 l ia d a ,  como e s tá  p r e v is to .
En resumen, l a  P a ten te  de Invención  que se  s o l i ­

c i t a  deberá re c a e r  sobre  la s  s ig u ie n te s :
REIVINDICACIONES

1. UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE INMUN0GL0
30 BULINA A PARTIR DE PLASMA HUMANO 0 DEL PRECIPITADO CORRESPOI
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DIENTE A LA FRACCION 11 & 111*DEL METODO COHN, p o r  exclu ­
s ió n  con un polím ero y e le c t ro f o r e s is ,q u e  c o n s is te  en:

A) a ñ a d ir  a l  plasm a humano, exento de an tígen o  
A u s tr a l ia ,  una so lu c ió n  de c lo ru ro  c á lc ic o  para  co ag u la r -  
e l  f ib r in ó g e n o ; s e p a ra r  e l  suero  d e l p re c ip ita d o  p o r decan 
ta c ió n  y a ñ a d ir  a l  prim ero s a l  só d ic a  de ác ido  e ti le n d ia m i-  
n o te t r a a c é t ic o ,  a ju s tan d o  e l  pH e n tre  7*5 y 8 ,6  con c r i s t a ­
le s  de f o s f a to  t r i s ó d ic o ,  a g re g a r  después a l  su e ro , de f o r  
ma co n tin u a  pero  no b ru sc a , una so lu c ió n  e s t é r i l  de PEO -  
6000 a l  30 % en peso/volum en y a pH comprendido e n tre  7*5 
y 8 ,6  con lo  que se  forma un sedim ento (SED.l G) y un l í q u i  
do so brenadan te  (SNF-1A) que se  sep a ran  p o r c e n tr ifu g a c ió n : 

B) d is o lv e r  en agua d e s t i la d a  e l  SED.l G ob te­
n ido  según e l  punto A, o b ien  e l  p re c ip ita d o  11 & 111 ob te­
n ido  según e l  método s ta n d a rd  Cohn de a lc o h o l a  b a ja  tem pera 
t u r a ,  y a ju s t a r  e l  pH de c u a lq u ie ra  de lo s  dos p re c ip ita d o s  
a 5 ,8  con ácido  fo s fó r ic o  d i lu id o ;  c e n t r i f u g a r  la  mezcla -  
y rec o g e r e l  l íq u id o  que sobrenada (SNF-2G), que se  a ju s ta  
a pH 6 ,9  y se  l le v a  a l  volumen adecuado, con tampón espe­
c i a l ,  f i l t r á n d o lo  después a t ra v é s  de p lac as  c la r i f i c a n te s  
de carbón y a co n tin u ac ió n  a tra v é s  de p lac as  e s t e r i l i z a n ­
t e s ;  som eter l a  so lu c ió n  ob ten id a  a e le c tro d e c a n ta c ió n ,e n  -  
e l  pun to  i s o e lé c t r i c o  de la  inm unoglobulina, a tra v é s  de -  
membranas m ú ltip le s , en un p roceso  con tin u o ; rec o g e r e l  -  
e f lu e n te  i s o e lé c t r i c o  y so m eterlo  a co n cen trac ió n  f i n a l  y 
d e s io n iz a c ió n  p o r ex c lu sió n  t o t a l  con PEG; fin a lm en te  some. 
t e r  e l  p roducto  a f i l t r a c i ó n  c l a r i f i c a n t e  y l i o f i l i z a c i ó n  y, 
opcíonalm ente, s e p a ra r  la s  t r a z a s  de PEG p o r e x tra c c ió n  con 
c lo ro fo rm o , ob ten iéndose  a s í  l a  inm unoglobulina pu ra ;

2 . -  Se r e iv in d ic a  p o r ú ltim o  como o b je to  so -
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1 b re  e l  que ha de re c a e r  la  P a ten te  de Invención  que se  so­
l i c i t a  p o r: UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENCION DE INMUNOGLOBU
LINA A PARTIR DE PLASMA HUMANO 0 DEL PRECIPITADO CORRESPON 
DIENTE A LA FRACCION 11 & 111 DEL METODO COHN.

s Todo conforme queda d e s c r i to  y re iv in d ic a d o  en
l a  p re se n te  Memoria d e s c r ip t iv a  que consta  de v e in tiu n a  -  
pág inas m ecanografiadas y d ib u jo s  a d ju n to s .

M adrid, 30 A b ril 1.975 
BERNARDO UNGRIA
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