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La presente solicitud se relaciona con un procedimiento 
para la separación de mezclascomplejas de proteina, mas parti­
cularmente al fraccionado y resolución parcial de tales mez­
clas por combinación de electrodialiais y, como mínimo, una de 

5 las siguientes etapas: electrofcrasis de flujo forzado, elec-

í
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trodecantación y precipitado con alcohol.
Fluidos biológicos normalmente contienen una mezcla de 

varias proteínas, y uno de los principales logros de la bioquí 
mica moderna es el haber conseguido métodos para su sepdracion. 
El mejor ejemplo es plasma sanguínea o suero, para el cual axis 
ten métodos para la identificación y separación &e, como míni­
mo, 25 componentes principales de proteica (Schultze and Here- 
mans: Molecular Biology of Human Proteins, Elsevier, 1966).
Otros ejemplos de mezclas complejas de proteina, de ocurrencia 
natural son leche o suero, orina, fluidos vertebrales, clara 
de huevo, etc.

Paya el objeto de la presente memoria, es conveniente de­
finir la siguiente nomenclatura de proteina, estando basada su 
clasificación en su solubilidad en una variedad de disolven­
tes: (l) albúmina es el principal componente proteinico de
plasma, suero y clara de huevo, y se caracteriza por ser solu­
ble tanto en sulfato de amonio saturado al 50% cuanto en agua 
destilada,;: (2) globulinas son aquellas proteínas de plasma u 
otros fluidos biológicos que se precipitan en sulfato de amo­
nio saturado al 50%; (3) euglobulinas son aquellas globulinas
que no solo se precipitan en sulfato de amonio saturado al.50% 
sino también en agua desionizada, ya que aparentemente requie­
ren algo de sal para ser solubles. Obviamente, esta clasifica 
cion es arbitraria, aunque extensamente usada en la química de 
proteina, ya que la solubilidad de todas las proteínas depende 
igualmente del pH de la solución, de la temperatura, y de o- 
tros solutos presentes, tal como alcohol; (4) materiales tipo 
euglobulina; la expresión "tipo euglobulina" se utiliza aquí 
para aquellas proteínas que precipitan en soluciones acuosas 
desionizadas únicamente en presencia de varias cantidades de
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alcohol. Estás proteínas no son verdaderas euglobulinas, sien 
do solubles en agua desionizada en ausencia de alcohol, aunque 
poseen algunas de las características de las euglobulinas,sien 
do disolubles por incluso bajas concentraciones de sales.

Sera conveniente definir, en cuanto a la presente inven­
ción se refiere, los siguientes procesos de membrana eléctrica 
(1) Electrodiálisis se utiliza principalmente para lá desala­
ción de soluciones acuosas. Normalmente, esto se consigue poi 
medio de membranas iono-selectivas, dichas membranas permitien 
do el paso preferente de iones bien de carga positiva o bien 
de carga negativa, según se describe en una variedad da Paten­
tes de los EE. UU. de America, incluyendo la 2.694.680, 2.848.. 
402, 2.860.091, y 2.777.811. La utilidad de esta técnica pa­
ra la separación de proteínas no ha sido reconocida anterior­
mente. Las membranas iono-selectivas también pueden ser. susti 
tuidas por membranas esencialmente neutras eléctricamente, con 
inclusión de polielectrolitos en algunos compartimentos, pola-

!rizándose dichos polielectrolitos a lo largo de las 'membranas [!
bajo la influencia de un campo eléctrico, asi trasladando a j 
las membranas neutras un elemento de iono-selectividad según 
enseña la Patente de EE. UU. 3*677.923 y la 3.725.235. En o- 
tros procesos de membranas eléctricas, detalladas en las si­
guientes dos secciones, algo de electrodiálisis inevitablemen­
te se sobreimpone a otros efectos buscados, siendo un resulta­
do directo del paso de corriente eléctrica. A efectos de la 
presente invención, la expresión "electrodiálisis" se reserva 
rá para estos procesos eléctricos, el principal objetivo de 
los cuales siendo la desalación, preferencialmente efectuada 
bien con membranas iono-selectivas o bien con el uso de polie­
lectrolitos.



5

10

15

20

25

(2) Electrodecantacion as un procesó eléctrico para la concen­
tración y separación de una variedad de coloides incluyendo pro 
teínas, según enseñan las Patentes de EE. UU. Nos. 2.057.156, 
2.292.608, 2.762.770, 2.800.448 y 2.801.962. Estos enseñan dio 
positivos que contienen una multitud de membranas principalmen­
te neutrales eléctricamente en una disposición paralela, acumu­
lándose los coloides o las proteínas por influencia de la cor­
riente o campo eléctrico en los inmediatos alrededores de di­
chas membranas y son decantables a lo largo de dichas membranas 
como resultado de los gradientes de densidad.. Un proceso aná­
logo es conocido frecuentemente como electroforesis-conveccion 
(en la Patente de EE. UUJ No. 2.758.966), donde normalmente so­
lo un par de membranas eléctricamente neutrales és empleado pa-j 
ra el fin de crear electrodecantacion en la solución de protei­
ca. Estas técnicas han sido utilizadas extensamente para el 
Fraccionado de proteina, principalmente para la preparación de 
gamma globulinas, estas proteínas de plasma siendo isoeléctri­
cas y no decantables. Esta técnica no ha sido enseñada para lá 
preparación de suero de albúmina, la mas mobil de las proteínas 
le plasma (en términos de electroforesis). Entre los objetivos 
le la presente memoria está el de ensenar la utilización de ta­
les técnicas de fraccionado para la preparación da suero de al­
búmina.
(3) Electroforesis de Flujo Forzado incluye dispositivos simi­
lares a aquellos para la electrodecantacion, que también utili­
za una fila paralela de membranas eléctricamente neutrales, pe­
ro las particiones están dispuestas entre pares de membranas ad 
yacentes. Dichas particiones permiten mejor control de los mé- 
iulos de flujo dentro del aparato, y también para actuar como 
barreras de difusión. Dos tales dispositivos do electroforesiJ30



se describen en las Patentes de EE. UU. Nos. 2.878.178 y 3.07% 
318, y también sé describe la técnica como "electroforesis de 
flujo forzado" por M. Bier; "Electrophoresis", Academic Press, 
1959) página 295.

Los procesos de electrodecantacion y electroforesis de flu 
jo forzado son similares en principio y resultados y, a efecton 
de conveniencia, se mencionaran como separaciones cor campo e- 
léctrico en lo sucesivo. Según se detallan a continuación, es­
tos pueden ser utilizados intercambiablemente.

Los productos proteinicos mas importantes del comercio son 
aquellos obtenidos de plasma o suero humano o animal. Dos ta- 
les proteínas, suero de albúmina y gama globulinas, bien de o- 
rigen íiumano o bien de origen animal, serán utilizadas como e- 
jemplos principales pero el alcance de esta invención también 
puede ser aplicado a otros fluidos biológicos u otras proteínas 
sin modificar. Los procesos comerciales actuales para la obteh 
cion de estas fracciones están basadas en fraccionado alcoh&li-

!co, un proceso desarrollado por Cohn et al y descrito' en las [ 
Patentes de EE. UU. Nos. 2.390.074 y 2.770.616. Esta técnica 
esta basada principalmente en precipitación por etapas de va­
rias fracciones por alcohol, bajo condiciones controladas de 
temperatura, contenido alcohólico, pH, y contenido de sal, se­
gún se resume en Internal Med. 3, 295, 1949, de C.A. Janeway. 
Esta técnica requiere una instalación grande, el producto obte­
nido de ciertas fracciones es pequeño, requiere exposición pro­
longada de las proteínas a elevados contenidos alcohólicos, qut 
tiene un efecto de desnaturalización sobre algunas fracciones 
le proteina. La técnica también esta limitada a la producción 
le Unicamente ciertas fracciones de plasma; otras fracciones 
de proteina no son recuperables en concentraciones suficientes..
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La presente invención se relaciona,con el fraccionado y 
resolución parcial de mezclas de proteina, principalmente mez­
clas tal como, pero no exclússivamente, plasma, suero, o sus 
fracciones derivadas, utilizando uno o mas de los procesos de­
finidos anteriormente, todos eléctricos, bien por si solos o 
en combinación unos con otros, y en combinación con fracciona­
do con alcohol. El esquema de fraccionado de esta invención 
permite una flexibilidad mas amplia en términos de fracciones 
obtenibles según los procesos eléctricos puedan reemplazar al­
gunas o todas las etapas de fraccionado en el fraccionado con­
vencional por alcohol, resultante en sustanciales ahorros en 
dineroJ tiempo, costos de instalación y en proporcionar supe­
rior rendimiento de productos. Mas esoecificamente, la inven­
ción comprende: ti) el proceso de fraccionado de proteninas
incluyendo plasma o fracciones de plasma, caracterizado porque 
comprende causar la precipitación de una fracción dé euglobuli 
na por medio derdesalacion electrodialítica bajo condiciones 
controladas de temperatura, pH, y conductividad, y la posterio^ 
recuperación del dialisato; (2)el proceso de fraccionado de 
proteínas incluyendo plasma o fracciones de plasma, caracteri­
zado porque comprende precipitar una fracción tipo euglobulina 
por medio de desalación electrodialítica bajo condiciones con­
troladas de temperatura, pH, conductividad y contenido de aleo 
hol; (3) el proceso de fraccionado de proteninas incluyendo 
plasma.ó fracciones de plasma, caracterizado porque comprende 
preparar un precipitado de tipo euglobulina por desalación elac 
trodialitica bajo condiciones controladas de temperatura, pH, 
conductividad y contenido de alcohol, seguido por la disolución 
selectiva de una fracción enriquecida con albúmina por el rea­
juste de temperatura, pH, conductividad o contenido de alcohol^
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(4) proceso de fraccionado de plasma, caracterizado porque com 
prende las etapas de primeramente una primera precipitación 
por alcohol, una segunda etapa de desalación olectrodialitica 
del sobrenatante de la primera precipitación, dicha segunda 
etapa causando la precipitación de una fracción tipo euglobuli 
na, una tercera etapa opcional que comprende la disolución se­
lectiva de una fracción rica en albúmina de dicho precipitado 
tipo euglobulina, y una última etapa de precipitación con al­
cohol de una fracción rica en albúmina de los sobrenatantes - 
combinados de la etapa de desalación electrodialitica o, altar 
nativamente, de los sobrenatantes combinados de la segunda eta 
pa y de la tercera etapa opcional del fraccionado; (5) proce 
so para mejorar el fraccionado de mezclas de proteina por elec 
trodecantacion o electroforesis de flujo forzado, caracteriza­
do porque comprende la reducción de s u ; contenido en sal por 
desalación electrolítica anterior, dicha desalación causando 
igualmente la precipitación de euglobulinas o materiales tipo 
euglobulina; (6) procedimiento para mejorar el fraccionado de 
mezclas de proteina por electrodecantacion o electroforesis de 
flujo forzado, caracterizado porque comprende la reducción dé 
su contenido de sal por desalación anterior, y adición poste­
rior de sal de amortiguación, dicha sal amortiguadora siendo 
una amfolita tal como glicina, dicha desalación causando tam­
bién la precipitación de euglobulinas; (7) proceso de fraccio 
lado de plasma, caracterizado porque comprendo una primera pre 
:ipitacion por alcohol, una segunda etapa de desalación elec- 
írodialitica del sobrenatante de dicha primera precipitación, 
Licha segunda etapa causando la precipitación de una fracción 
:ipo euglobulina de dicho precipitado tipo euglobulina, y una 
itltima etapa que comprende la concentración selectiva de. una



5

10

!
15

20

25

30

fracción^ rica en albúmina por medio de electrodecantacion o 
flujo forzado del sobrenatante de la etapa de desalación o al­
ternativamente los sobrenatantes combinados de la desalación y 
la tercera etapa selectiva de fraccionado; (8) productos de 
fabricación aoropiados para su uso de extensor de plasma, y 
comprendiendo por lo menos 90% dé la albúmina, obtenidos por 
los procesos detallados anteriormente, particularmente por los 
procesos 4 6 7 *

Estos y otros aspectos de la invención se apreciaran me­
jor con la descripción detallada a continuación.

Á-Electrodiálisis se utiliza extensamente para la desala­
ción de soluciones acuosas. En el campo de proteínas so ha 
utilizado en la desalación de leché, suero (patentes U.3.A. 
3*433*726; 3*447*930; 3*595*766? 3*757.005; 3*754.650), pe
ro estas patentes no tienen relación con la presente invención, 
ya que solo tratan de la reducción del contenido de sal del 
suero, y no con la incorporación del proceso de desalación en 
un esquema complejo de fraccionado.

También es bien conocido que la desalación causa la pre­
cipitación de euglobulinas. Las patentes U.á.A. 2.669.559; 
2.761.809; 2.761.811; 3*234.199 y 3.429*867 detallan la apli
cacion de desalado por medio de lechos de resina para el ínter 
cambio de iones, para el fraccionado de plasma, pero este pro­
ceso tiene una flexibilidad demasiado limitada en términos de 
productos obtenibles para ser de valor práctico significativo. 
Adicionalmente, columnas intercambiadoras de iones son difíci­
les de mantener en estado apropiado de limpieza y esterilidad 
para el fraccionado de proteina.

La.esencia de estq invención es el descubrimiento de que 
la desalación electrodialitica puede ser una herramienta valió
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sa en un esquema total de fraccionado de plasma, si se utilina 
juntamente con otras tácnicas, debido a que los r<mu l Lados do 
combinar varias técnicas incrementa la utilidad de cada una de 
un modo anteriormente insospechado.

Específicamente:
la adición de varias cantidades de alcohol a proteínas 

desaladas causa la precipitación adicional de proteínas inesta 
bles o de tipo euglobulina. El proceso no es exactamente i- 
déntico al fraccionado con alcohol de proteínas, debido a que 
la calidad y composición de la fracción precipitada os inorde­
nadamente sencible a temperatura, pH, y cantidades mínimas de 
electrolito, características de toder fraccionado de euglobuli­
na. El valor de este descubrimiento es particularmente signi­
ficativo debido a que el esquema corriente del fraccionado con 
alcohol separa, en la primera etapa, una asi llamada fracción 
Cohn II y III, el precipitado comprendiendo la mayor parte de 
las gama clobulinas. El sobrenatante contiene aproximadamente 
20% del alcohol en ese momento, y si esto se desala 'en este 
instante, uno obtiene un,precipitado de fracción tipo euglobu­
lina que contiene"la mayor parte de las globulinas restantes 
de plasma (llamdas alfa y beta globulinas), que son indesea­
bles en la preparación de suero de albúmina. Ademas, debido 
al peligro de infección de hepatitis, es muy deseable preparar 
las gama globulinas en el modo tradicional de fraccionado con 
alcohol, siendo el producto resultante no infeccioso. Asi, el 
uso de la desalación electrodialitica encaja en 61 actual es­
quema de fraccionado porque proporciona un producto de gama 
globulina preparado por métodos aceptables en la actualidad, y 
ofreciendo adicionalmente un camino mas corto én la prepara­
ción de albúmina. Hepatitis no es un problema en la prepara-
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cion de albúmina, ya que estos pueden ser pasteurizados por 
tratamiento con calor según enseñan las patentes USA nos. '
2.705/230 y 2.958.628. ¡

!
Adicionalmente, debido a la sensibilidad inordenada a la 

temperatura, pH y fuerza iónica de la composición de la frac­
ción de euglobulina, esta fracción puede suer utilizada fácil­
mente para proporcionar una variedad de subfracciones, propor­
cionando productos útiles para la preparación de otras frac ció!

:
nes de plasma. i

Las fracciones tipo euglobulina obtenidas a un contenido -
de 20% en alcohol igualmente contiene una cantidad significati)

¡

va de albúmina que puede ser recuperada por disolución selecti 
va ilustrada en los ejemplos. Nuevamente se pueden obtener 
mas variedades de fracciones de dicha fuente. No es necesario 
primeramente separar la fracción tipo euglobulina de su sobre- 
natante para efectuar la disoluoion selectiva, pero la tempera 
tura, pH, conductividad o contenido de alcohol de la mezcla de 
proteina ¡desalada puede ser ajustado por una multitud de mo­
dos, nuevamente a ser explicado en los ejemplos, ilustrando 
que se obtiene-nina herramienta'de fraccionado nueva y versátil

¡
al combinar los factores anteriormente mencionados de conteni­
do en alcohol, pH, conductividad y temperatura.

Tampoco es necesario que la primera etapa en el fracciona:
!

do sea la etapa de precipitación por alcohol, por ejemplo la j 
separación de las fracciones II y III de Cohn. Este procedí- ; 
miento solamente es el mejor procedimiento al encajar en el es} 
quema actual de preparación de gama globulina. Pero también i 
es posible desalar el plasma en primer lugar, separar o no las! 
euglobulinas formadas, y a continuación añadir alcohol a el !j
plasma formado, para causar precipitación adicional de una fra^30
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oion tipo euglobulina. Esta fracción tipo euglobulina ya pre­
cipita a un contenido en alcohol del 10%, mientras que el fraoj
cionado Cohn requiere un contenido en alcohol del 20% para su {!
primera etapa; asi, pueden ahorrarse cantidades significativas' 
de alcohol. Este esquema de fraccionado es particularmente a-j 
tractivo si solamente se requiere albúmina, y no gama globuli­
nas, como es el caso de muchos, sueros de animal, donde la albú 
mina es el producto mas significativo del comercio. También
es útil si la separación de las, asi llamadas, macro-globuli- ¡¡
ñas o inmuno-globulinas IgM es la deseada. Estos se pierden 
en el esquema de fraccionado por alcohol de Cohn, poro se recü 
peran fácilmente en la primera fracción de euglobulina, por 
ser insolubles aun en ausencia de alcohol.

La precipitación óptima de euglobulinas o proteninas ti­
po euglobulina ocurre en sus puntos isoeléctricos, el cual es 
el punto de su mínima solubilidad. Es característico de proeje 
dimientos de desalado-'electrolítico llevados a cabo correcta­
mente que la mezcla final automáticamente viene al pH corres­
pondiente al punto isoeléctrico medio de las proteínas en la 
mezcla, ya que se extraen todos los iones libres y solamente

;se retienen proteínas. En el caso de plasma, esto corresponde;
a un pH de 5t3 ^ 0,2 unidades de pH. Debido a interacción pro}

tteina-proteina, existe la co-precipitacion de varias proteínas 
pero la composición del precipitado puede ser alterado y modi-j 
ficado ajustando el pH a una gama de valores pH entre 6 y 4,8, 
asi alterando significativamente la composición del precipita­
do, y permitiendo la precipitación selectiva de oiertas protei 
ñas, incluyendo las anteriormente mencionadas macro-globulinasj 

La precipitación de euglobulinas en plasma comienza a unaj 
resistencia especifica superior a los 1.000 ohms*cm, pero in- }

11

30
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crementa progresivamente hasta la desalación máxima. Para la 
mejor fraccionacion de euglobulinas o fracciones tipo euglobu-i 
lina, se requiere una resistencia superior a los,50.000 ohms*- 
cm, habiéndose llevado a cabo la mayor parte de los fraciona- 
dos entre los 50.000 y 200.000 ohms-cm*

¡La temperatura juega una parte significativa en la preci-j 
pitacion de la fracción tipo euglobulina. La mayor parte del i 
fraccionado se efectúa en la gama de temperaturas inferiores ! 
a los 5°C, pero el subfraccionado de la fracción tipo auglobu-¡ 
lina puede efectuarse desde los 15°C aproximadamente o menos. ;

Resumiendo, el fraccionado óptimo de proteínas, por consi} 
guíente, por desalado electrodialitico se obtiene dentro de 
las siguientes gamas estrechas de condiciones: temperatura in
ferior a los 15°C, pH de 5,3 ^ 0,2, resistencia superior a los 
100.000 ohms-cm. La influencia de estos parámetros se aprecia 
ran mas específicamente en ejemplos reales de fraccionado.

El equipo para efectuar el fraccionado electrodialitico 
no es de diseño critico, y se pueden utilizar varios- in3trumen 
tos comerciales. La mayor parte de los experimentos menciona­
dos aquí fueron efectuados en instrumentos obtenidos de la 
lonics Corp., B Watertown, Mass. Es importante seleccionar ¡ 
correctamente los pares de membranas de intercambio de iones 
que causen una extracción proporcional de iones de carba posi­
tiva y negativa de la solución, de este modo evitando cambios 
excesivos en los valores de pH. Esto se ha obtenido con mem- j 
branas de la Iónica Corp. sin duda esto también es obtenible ¡ 
con otros instrumentos, y en parte del trabajo se utilizaron ¡
aparatos fabricados por nosotros, de modo similar al descrito }¡
en las patentes USA nos. 3.079,318 y 3.677.923. También se 
puede efectuar el desalado utilizando el procedimiento descri­

12
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to en la .rocíen mencionada patente USA no. 3 . 6 7 ? . "<Ji evi­
tando la necesidad de utilizar membranas intercambiadoras de 
iones.

La solución de proteina se circula continuamente por el
aparato de electrodiálisis, refrigerado por medio de intercam-]!
biadores de calor, y un campo eléctrico de corriente continuaj 
superpuesta a través de las membranas para causar la electrodij 
álisis. La salmuera electrolítica baña ambos lados de las mem; 
branas, y lentamente se vuelve mas concentrada en sal según reí 
cibe la sal del plasma. Esta salguera puede ser de cualquier j 
composición normal apropiada, Su composición o conductividad } 
no es critica para el proceso. ¡

En la mayor parte de los fraccionados utilizando membra- ! 
ñas intercambiadoras de iones se empleo una solución de aproxi 
madameáte 0^5 g/lt de cloruro sódico. Otras soluciones elec­
trolíticas tambieh han sido aceptables.

En experimentos basados en membranas eléctricamente neu­
tras, la "salmuera" fue una solución al 0,2% de ácido poliacrí 
lico, ajustado a un pH de*6 con hidróxido sódico. Para mejor 
control de temperatura.se enfrian las salmueras por medios de

!
enfriamiento tal como intercambiadores de calor. ¡

Con un sistema debidamente equilibrado, el pH del plasma ! 
disminuye gradualmente hacia su punto isoeléctrico medio de un 
pH de 5,2 i 0,2. La precipitación comienza a una resistencia ¡ 
especifica de aproximadamente 1.000 ohms-cm, y un pH de aproxi; 
madamente 5*6. Si el producto de partida no es plasma, sino ! 
una fracción de precipitación por alcohol de este, la precipi-i 
tacion ocurre cuando se obtiene una resistencia de aproximada­
mente 6.000 ohms-cm, ya que se han eliminado algunas de las eu 
globulinas. En cualquiera de losoasos, la precipitación es t
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mas completa a la mayor posible desalación, cuando la resisten, 
cía es superior a los 100.000 ohms-cm. }

La proteiña debo circularse vigorosamente a travos de las 
cámaras apropiadas del aparato electrodlalítioo, con el fin de 
proporcionar la máxima turbulencia dentro del aparato. Esto ¡ 
esta bien establecido en el arte de laelectrodiálisis. Una 
presión de 1757*7 g/cm fue empleada en la mayor parte de los i
experimentos. Esta turbulencia también es necesaria para evi-i

¡
tar la deposición de proteínas que se precipitan dentro del a-]

¡
parato, asi obstuyendo sus conductos al flujo. . j

Para minimizar el problema de obturación, también es posi 
ble instalar un centrífugo continuo en el circuito de flujo de 
la solución de proteiña.

La precipitación de euglobulina es rápida, y su centrifu­
gado completo se obtiene a velocidades relativamente bajas de 
centrifugado, siendo suficiente unos 2.000 rpm. Esta modali­
dad tiene ciertas ventajas, ya que permite el fraccionado de 
euglobulinás según se están formando, mediante la colección y 
segregación de los precipitados por separado a diferentes Valo 
res de pH o resistencia. También es ventajoso insertar en el 
trayecto de la circulación de proteiña instrumentos monitores 
apropiados, de accionamiento automático o manual, para contro-. 
lar el pH, la resistencia y la temperatura durante el proceso ^
de desalación. !t

Si fuera aparente la obturación de cualquier parte del a-¡j
parato, según indicaría una repentina subida de presiones,.es-j 
to puede ser remediado fácilmente por adición de un agente al-j 
calinizador apropiado, tal como una solución de hidrúxido sódjj
co, en cantidades para elevar el pH de la solución de oroteina)i
por encima de 6. Esto causa la rapida disolución de todos los]
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precipitados. Esta desopturacion no causa gran retraso en el , 
proceso global de desalación. La electrodiálisis de iones de ; 
sodio es mucho mas rápido que la de cualquiera de puchos otros}
iones en la solución de proteina. El tiempo global requerido '

í
para la desalación total esta limitado principalmente por es- i 
tos iones de electrodiálisis mas lentos y no por los iones de j 
sodio. Asi, es posible desalar la mezcla de proteina completa] 
mente,,después añádiraúficiente alcali para disolver nuevamen-: 
te todos los precipitados (que, por supuesto, reduce la resis-! 
tencia), y a continuación obtener un producto final en un pase 
adicional, final, a través del electrodializador, por el cual 
se extraera el hidróxido sódico añadido. Esto evita la acumu­
lación del precipitado en el aparato. La precipitación ocurre 
solamente después de su salida del dializaaor, debido a que la. 
mayor parte de la precipitación esta suficientemente retrasado 
en cuanto a tiempo.

Otro método para evitar la precipitación y obturación den 
tro del aparato es por la inversión periódica de la polaridad 
de la corriente.

Debido a los requerimientos de numerosas recirculaciones ! 
del plasma a través del aparato antes de la obtención de la de 
salación total, el procedimiento es esencialmente un proceso

!de cochura. No obstante, puede convertirse a semi-continuo : 
por una operación secuenciada según el cual un recipiente in- j 
termedio recibe una porción de la solución total de proteina, ¡ 
dicha porción siendo desalada posteriormente en su totalidad 
por repetida recirculacion a través del electrodializador, y ] 
después reemplazado por una nueva porción, como es bien conocí 
do en la ciencia de automatización de procesos, áecuenciando 
el paso de la solución de proteina a través de sucesivas cáma-í
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ras de diálisis, se reduce el contenido de sal en cada cámara 
sucesiva hasta llegar a la cámara final donde el contenido en 
sal está a un mínimo.

La neoesidad de potencia para la electrodiálisis no es 
critica. La mayor parte de los experimentos han sido comenza­
dos con una densidad de corriente de aproximadamente 0,03 amps 
/cm , requiriendo menos de 25 voltios/cm. Según la resisten- j 
cía del electrodializador disminuye progresivamente, debido alj 
incremento en resistencia de la solución de proteina, el volta! 
ge se incrementa gradualmente hasta 100 voltios/cm. Lá densi­
dad de corriente final es baja, normalmente menos de aproxima- 
damente 0,03 amps/cm . La limitación principal de la potencia 
es que causa el calentamiento de la solución. El control de 
la entrada total de potencia se basa en.ía comprobación de la 
temperatura de las corrientes efluentes. Se puede mantener la 
temperatura por debajo ide cualquier valor deseado, da consonan, 
cia con la estabilidad y manejo sanitario de las soluciones de 
proteina, por ejemplo, la temperatura puede mantenerse por de­
bajo de 5 ó 10°C durante todo el experimento.

La higienizacioh es de máxima importancia en el fracciona 
do de proteina. El aparato completo de electrodializacion, to 
das las conexiones, tubos, bombas, etc., se higienizan in situ 
por procedimientos convencionales, tal como aclarado con hidrá 
xido de sodio diluido, ácido clorhídrico, hipoclorito u otros 
agentes apropiados. Se prefiere el aclarado con hidrúxido dé
sodio ya que también es un medio efectivo de extraer proteinasj

)precipitadas. !
B - Ambos, electroforesis de flujo forzado y electrodecan] 

tacion, han sido utilizados para el fraccionado de proteínas 
de plasma según ilustran.las patentes USA 2.801.962, 2.878.178
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y 3*0'/9,.318. El objetivo normal ha oído el aislamí^nío de ga- 
ma globulina. La razón de este enfoque sobre la gama globuli­
na es que estos procedimientos son fácil y directamente aplica
bles debido a que la gama globulina es isoeléctrica o casi isg! 
" ) 

eléctrica a través de una gama relativamente amplia de pH en {
' !

tomo a la neutralidad. Los dos procedimientos arriba detalla 
dos se diferencian principalmente solo en cuanto a componentes 
isoeléctricos y mébiles. En ambos procedimientos, los compo- t
nentes mébiles se llevan a la electrodecantacion, u el sobreña' 
tahte esta compuesto principalmente de componentes isoeléctri-j 
eos o casi isoeléctricos, que (por definición de la palabra i 
"isoeléctrico" - teniendo iguales cargas positivas y negativasj 
es decir, teniendo una carga neta de cero) no se ven afectados} 
por la aplicación del campo eléctrico. La fracción de decanta 
cion contiene la mayor parte de la albúmina, que es el compo­
nente principal, mas mobil electroferóticamente, del plasma.
No obstante, la albúmina fraccionada de este modo esta contami 
nada en alto grado por globulinas de mobilidad intermedia, am­
pliamente referidas como alfa- y beta-globulinas.

Estos procedimientos de electroforesis de flujo forzado o!!
electrodecantacion todavía no han encontrado aplicación para ¡ 
la producción comercial de gama globulinas o cualquier otra ; 
fracción de plasma. Las razones para esto son numerosas, en­
tre las cuales están las siguientes: i

1. No existe dificultad en el suministro de gama globuli 
na. Se requiere mas albúmina que gama globulinas.

2. El método de fraccionado por alcohol Cohl proporciona} 
un producto libre de agentes de hepatitis infecciosos. Toda- : 
Via no es seguro si otros procedimientos, tal como los proce­
dimientos eléctricos arriba mencionados, proporcionarían con-30
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tinuamente un producto igualmente seguro. Por consiguiente, 
muchos requerimientos legales requieren el proceso de fraccio­
nado por alcohol. A la vista de la abundancia de este produc­
to, existen pocos incentivos para cambiar el proceso.

De igual importancia son, no obstante, algunos fallos pu-!
ramente téonicos de estos dos procedimientos eléctricos, que j 
son solucionados por la presente invención: ¡

1. Plasma contiene un número de proteínas relativamente 
inestables, que se precipitan fácilmente, bien como resultado 
de una baja solubilidad inherente o debido a desnaturalización, 
Por consiguiente, cuando se utiliza plasma, la longevidad de 
los conjuntos múlti-membranas, utilizadas en estos dos procedí 
miéntos, esta limitada debido a que las membranas se ensucian 
como resultado de la precipitación. Debido a que el ensambla­
je de estos aparatos multi-membrana es un elemento importante 
de coste, este hecho hace que el procedimiento sea costoso.
Con la práctica de esta invención este problema queda elimina­
do totalmente por.cualquiera de los dos tratamientos'detalla­
dos en secciones anteriores: (a) fraccionado previo con alco­
hol resultando en el sobrenatante de la fracción Cohn IL- + III, 
6 (b) la desalación electrodialitica. Cualquiera de estas dos 
etapas iniciales de fraccionado elimina las proteínas inesta­
bles, y no se observan membranas ensuciándose.

2. Aunque las ^membranas utilizadas en estos dos procedí 
mientos de electroforesis y electrodecantacion son esencialmen 
te neutras eléctricamente, su carácter se ve alterado como re­
sultado de la polarización de proteina a lo largo de las mem­
branas, causada por el campo eléctrico, según se observa y ex­
plica en la patente USA no. 3.677*923. De este modo, un ele­
mento de electrodi&lisis se sobrepone al proceso de fracciona-30
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do, y ocurre una desalación parcial de la fracción "isoeléctri ' *1
ca" que causa la precipitación prematura. Por consiguiente, 
las euglobulinas tienden a precipitar, y contribuyen al problejt
ma mencionado anteriormente del ensuciamiento de la membrana. ¡ 
Obviamente, se evita este problema en la presente invención yaj 
que se han eliminado todas las euglobulinas en la desalación 
electrodialitica.

^ '3. Plasma es altamente salino, correspondiendo a aproxiv!¡
madamente 0,9% de cloruro sódico. Esto limita severamente el i 
campo eléctrico aplicable debido a que el calentamiento Joule 
causado por el campo eléctrico es proporcional a la conductivi 
dad, es decir, contenido de sal, del fluido procesado. Como 
resultado, las relaciones de procesado son bajas (siendo nueva 
mente proporcional al campo aplicado), y, como mucho, marginal 
desde un puntó de vista comercial. Se ha abogado por la diso­
lución para remediar el contenido elevado de sal en la patente 
USA no. 2.878,178, Ejemplo 3; pero esto es, como mucho, un e- 
fecto paliativo, e incrementa los volúmenes a procesar comensu 
radamente.

Este problema se elimina totalmente en la presente inven­
ción. El efluente de la desalación electrodialitica no tiene 
sales residuales - y por consiguiente se evita el calentamien-¡
to excesivo como resultado del campo eléctrico. El calenta­
miento es perjudicial, por supuesto, debido consideraciones pu­
ramente sanitarias asi como por causar degradación química. ¡ 
Pueden aplicarse campos eléctricos superiores por el procedí- j 
miento de la presente invención, resultando en relaciones de } 
producción mas rápidas, haciendo el procedimiento economicamen! 
te mas atractivo. j

4. La mayor parte del contenido ¡de sal en plasma es reril!30



5

10

15

20

25

30

mente cloruro sódico, que no tiene ninguna acción amortiguado;
ra en la gama de* valores de pH a los que se efectúa el fraccio!

¡

nado de proteina. Asi, el pH del* fluido procesado no se con- ! 
trola bien con la resultante incertidumbre referente a la agu-

}
deca real del fraccionado, debido a que la mobilidad electrofo!

trética de proteínas son altamente dependientes del valor de pH¡*
La adición de amortiguadores apropiados a plasma no tratado ¡

!puede disminuir la situación, pero también añade a la conducta 
vidad global de la solución, el cual, segán se detalla ante- i 
riormente, es altamente indeseable. La previa desalación del 
liquido a procesar permite la adición apropiada de cualquier 
número de amortiguadores, tal como fosfato, tri(hidroximetil)a 
minometano, glicina, y similares, que ejercen su acción amorti 
guadora máxima en la gama de valores pH deseada, mientras que 
mantienen la conductividad del medio a un orden de magnitud in 
ferior al dél plasma no tratado. A este fin, los particular­
mente apropiados y preferidos son sales amortiguadoras amfoté-
ricas, por ejemplo glicina, la que mientras que estabiliza el 
pH, no contribuyen significativamente a la conductividad del
medio. Otras substancias amfotéricas son los varios ámino.'áci
dos, incluyendo alanina, 6 di- 6 tri-peptidas, incluyendo gli-!
cilglicina y glicil-glicil-glicina. Tales productos son fácil
mente obtenibles en él comercio, y proporcionan una gama apro-'
piada de puntos isoeléctricos. ;

5. Investigadores anteriores no han podido utilizar téc-i; . ¡
nicas tales como electroforesis de flujo forzado o electrode- j 
cantacion para la producoion de cualquier fracción de plasma' a'¡
excepción de gama globulina. Albúmina, en particular, fue im-¡

¡
posible de preparar con pureza suficiente para su uso como ex- 
pansor de plasma, por cualquiera de los. investigadores ante-
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riores., Esto ha sido Remediado en la presente invención, como 
resultado de: (a) eliminar el precipitado de las etapas de ;
fraccionado Cohn II y III; (b) precipitar euglobulinas o ma­
teriales tipo euglobulinas por desalación electrodialitica; j 
(c) mejores condiciones reinantes durante el fraccionado como ¡ 
resultado d&l contenido inferior de sal e introducción de amorj 
tiguador apropiado en el liquido procesado; según se explica ! 
en los puntos 3 y 4 anteriormente; y (d) finalmente, permitir 
la utilización de condiciones especiales durante el fracciona­
do propiamente dicho. ¡

Estas condiciones especiales (d) merecen un trato mas de-j 
tallado: j

Tanto en la electrodecantacion como en la electroforesis j
i

de flujo forzado, la corriente efluente se divide en dos frac­
ciones. 3e agregan ios componentes mas múbiles en la fracción 
decantada, en el fondo de los compartimentos definidos por las 
membranas. Estos contienen la fracción de albúmina deseada. 
Los componentes menos mébiles o isoeléctricos se segregan en 
la parte superior de los compartimentos definidos por las mem­
branas. La distribución relativa de los componentes en los 2

i
efluentes, a los que se denominaran en adelante, con el fin de! 
simplificar, como los efluentes superior e inferior, es una fuá

7oióh dé muches factores, incluyendo el campo aplicado, conduc-j 
tividad, temperatura, concentraciones relativas y la mobilidád} 
de cada componente de la mezcla.

Como norma, a máximo flujo constante, cuanto mas lento el¡ 
flujo inferior mas alto sera su contenido en proteina. Ahora 
se ha descubierto que paralelamente a este incremento en con- ; 
centracion de proteina, también existe un incremento en. pureza}j
de la fracción de albúmina, recuperada en el efluente inferior!30
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Para la concentración óptima de proteina, es necesario manto-  ̂
ner el efluente inferiora una concentración de entre 15 y 25% j 
del contenido total de proteina. Esto se consigue preferente­
mente manteniendo las relaciones de flujo superior a inferior ' 
a una relación entre 8:1 y 15:1* dependiendo de la concentra­
ción del abastecimiento de partida.

Slectroforesis de flujo forzado y electrodecantacion, se-¡ 
gún la presente invención, han sido efectuados utilizando los 
componentes de equipo según se describe en la patente USA no.
3.079.318. Se han utilizado tres diferentes modos de opera-

¡

cion con éxito. Estos se ilustran esquemáticamente en las fi-{
guras que son representaciones esquemáticas de las vistas late!

' ***! 
rales de las membranas y filtros utilizados en este tipo de a-¡
paratosi Los números no detallan los espaciadores que mantie-j

<nen los componentes en su sitio apropiado, que pueden incluir ! 
los medios de entrada y salida. Las-lineas sólidas represen­
tan membranas que son del tipo utilizado generalmente en diáli 
sis pasiva, es decir, membranas eléctricamente neutras, tal co 
¿(^celulosa regenerada vendida bajo el nombre comercial "Vis- 
king" por la empresa Union Carbide. La linea discontinua re­
presenta los filtros. Estos pueden ser de muchos diferentes ¡

i
tipos, incluyendo filtro de papel (por ejemplo Whatman No¿ 54 )¡! 
filtros microporosos según comercializa la firma Millipore ó i 
la Gelma Corp., o ciertos tipos de elementos separadores de a-i 
cumuladores tal como los utilizados por la Mallory Corp.

La diferencia esencial entre filtros y membranas, descri-i' 
ta anteriormente, es que los filtros son permeables a las pro-j 
teínas y permiten el flujo de liquido basto a través de los !! j
mismos. Las membranas, por otro lado, retienen proteínas y no! 
permiten el flujo de liquido basto a través de los mismos, pe-}
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ro únicamente una ultrafiltracion lenta. Las flechas en'las 
figuras indican la dirección del flujo de los líquidos a tra- i 
ves del aparato.

La Figura 1 ilustra el modo de electrodecantacion, míen- !
}tras que las Figuras 2 y 3 ilustran dos modalidades de electro}{

foresis de flujo forzado, diferenciándose en el emplazamiento j
de la entrada de abastecimiento. Estas dos modalidades se di-¡!
ferencian poco en cuanto a sus resultados y pueden ser utiliza! 
dos uno por otro.

Las Figuras también ilustran la diferencia esencial entre, 
la electrodécantacion y la electroforesis de flujo forzado. Ení 
la electroforesis de flujo forzado, los filtros separan cada 
compartimento electroforático en dos subcompartimentos. Los 
filtros actúan esencialmente como limites de fricción entre 
porciones de flujo ascendente y descendente de liquido, y asi 
añaden sustancialmente a la eficacia del procedimiento. Aun­
que, por consiguiente, la electroforesis de flujo forzado es 
la técnica preferida, resultados esencialmente similares se 
consiguen por la electrpdecantacion.

Un elemento deseado en el procedimiento, aunque no esen-
i

cial, es la separación de compartimentos electroforáticos indi 
viduales entre si por canalizaciones para el flujo de electro­
lito apropiado. El electrolito proporciona principalmente un ; 
máximo enfriamiento interno del aparato, y a este fin, se cir-j 
cula el electrolito a través de un intercambiador de calor de ; 
refrigeración externa. ' }

oe prefiere que este electrolito sea un amortigador, y ¡ 
que las mismas consideraciones son aplicables a este según se ¡
describe anteriormente respecto a la amortiguación de la solu-¡)
de proteina que se esta procesando. Asi, pueden utilizarse ¡30
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fosfato, glicina, octanoato sódico u otros amortiguadores. La.
¡conductividad eléctrica del amortiguador debe ser del mismo or¡ 

den que la conductividad de la solución de proteina que se pro 
cesa para asegurar un campo eléctrico relativamente uniforma

ipor todo el aparato. Este amortiguador también juega una par-¡ 
te adicional importante en el fraccionado de soluciones de pro 
teína que contienen alcohol. Por su difusión a través de las 
membranas, se puede eliminar una parte sustancial del alcohol

. íde- las soluciones de proteina efluentes, donde sea indeseado.!
EJEMPLO I- - - - - - - - - - - - - - :- - - - - - - -  I

Este Ejemplo demuestra la diferencia entre euglobulinas y¡ 
materiales tipo euglobulinas, as decir, la diferencia entré la 
precipitación de proteínas desaladas en ausencia o presencia 
de alcohol al 10%. Se desalaron 2 litros de plasma bovina en 
una célula de electrodiálisis consistente en dos pares de mem­
branas catiónica y aniónica, de 22,86 x 25,4 cm, hasta haber 
alcanzado la resistencia eléctrica especifica de 200.000 ohms- 
-cm, a un pH de 5)2. Se obtivo un precipitado voluminoso, que 
fue centrigudado a 0^0. El análisis del sobrenatante mostró
la presencia de albúmina de 84%, con todavía unos 4% de gema ¡!
globulinas. La adición a 0°C de 10% de alcohol por volumen al¡ 
sobrenatante resultó en una segunda precipitación, que nueva- j 
mente fue centrifugado a la misma temperatura. El sobrenatan-j 
te resultante se analiso y mostro 95% de albúmina, y menos de ¡
0,5% de gama globulina. }!

EJEMPLO II  ̂ I
Este Ejemplo demuestra la recuperación, por desalación, ! 

de una fracción enriquecida de albúmina de la fracción sobreña!
t

tante denominada Cohn II 4 III, obtenida por precipitación de } 
plasma con alcohol al 18%. También demuestra la ventaja de laj
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redisolucion selectiva de parte de la albúmina, precipitada* ! 
con la fracción* tipo euglobulina, y el efecto de resistencia i
eléctrica y pH sobre la pureza así obtenida. 2 litros de so- ! 
brenatante Cohn II 4-111 feuron desalados según el/Experimento 
I, y separados en porciones de 100 mi. Cada porción fue proce 
sado independientemente, manteniendo todos ios líquidos a O^C !i
durante todo el proceso, incluso durante la centrifugación. j 

Después del desalado municioso, la resistencia de la solu! 
cion de proteina fue de 240.000 ohms-cm, pH.de 5;2. En algu- i 
ñas muestras, la resistencia disminuyo por la adición de cloruj 
ro sódico concentrado, que tuvo un efecto despreciable.sobre }
el pH. En dos muestras se elevó el pH por adición de h&dróxi-j

!do sódico. Esto también resulto en una significativa disminu-j 
cion de la resistencia. Después de estos ajustes, todas las ¡ 
porciones de muestra'fueron centrifugadas, decantadas y el pre 
cipitado lavado en la mitad del volumen original de bien agua 
destilada, o una solución alcohólica de concentración indicada 
Se volvio a suspender el precipitado en este lavado, y la sus­
pensión resultante nuevamente centrifugada. El sobrenatante 
es la "albúmina recuperable", mientras que él residuo es el 
precipitado. Los datos de la Tabla I muestran el contenido re 
sultante en albúmina de todas las fracciones: t

TABLA I
Se puede apreciar fácilmente que la pureza de la albúmina; 

recuperada esta influenciada fuertemente por el contenido en 
alcohol del medio de suspensión. Mientras que los precipita- ¡

i
dos podrían todavía tener un contenido relativamente alto de } 
albúmina, la pérdida de albúmina, considerando el pequeño peso! 
del precipitado es inferior al 8% de la albúmina total, siendoi 
la recuperación superior al 90% en todos los casos. !30
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TABLA I.í - ,
. Efecto de pH, resistencia y contenido alcohólico en la pú
reza de fracciones de proteina.

1------------- Resistencia Sobreña- Recupe- Precipi-!
i

tado ¡
tMuestra Especifica tante Lavado ración

Número (ohms-cm) pH %-Alb. %-Alcohol %-Alb. %-Alb.
1 240.000 . 5,2 95,5 15 93,1 70,5
2 240.000 5,2 95,3 10 95,9 62,5 ^

3 240.000 5,2 95,8 5 91,0 35,0 1
4 240.000 5,2 97,0 0 85,2 37,4
5 100.000 5,3 94,6 0 81,4 35,4
6 45.000 5,3 96,0 0 83,5 33,4

7 21.000 5,3 92,8 0 79,5- 27,5
8 . 1 0 .oop 5,3 92,1 0 7 1 ,2 2,5
9 6,300 5 ,3 96,2 0 62,4 9,2
10 58.000 5,4 94,9 0 74,6 3,1
11 30.000 5,7 ,91,2 0 60,2 3,2

EJEMPLO III
Este Ejemplo ilustra el efecto de la temperatura durante 

la separación del precipitado tipo euglobulina del plasma que 
contiene alcohol. El material de partida fue el mismo que el 
del Experimento II, es decir, sobrenatante Cohn II 4- III minu­
ciosamente desalado. Esto fue dividido en porciones de 100 ml̂  
y centrifugados a las temperaturas indicadas (vease Tabla II). 
Todos los precipitados fueron suspendidos nuevamente en un vo-¡ 
lumen igual de alcohol al 10% en agua destilada, y centrifuga-} 
dos una segunda vez. Esta etapa de lavado fue repetida una se! 
gunda vez, proporcionando una fracción segunda de albúmina re-; 
cuperable y el precipitado final. Todas las etapas fueron e- - 
fectuadas bajo control estricto de temperatura, según se indi-!30
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ca; loa datos so proporcionan en la Tabla II
TABLA II

%-Albúmina a temperatura indicada ¡
Muestra (0°C) (5°C) (10°C) (I5°c) ;

Primer Sobrenatante 97,7 94,0 91,8 85,5 [....i
Primera Recuperación 94,1 91,2 90,1 85,5
Segunda Recuperación 89,2 32,3 78,1 78,0 }
Precipitado 17,5 10,2 5,5 5,o ii

EJEMPLO IV
Este Ejemplo ilustra la aplicación del procedimiento de j 

la invención para la preparación de un concentrado de albúmina] 
utilizando las etapas de desalado de una fracción de proteina 
de plasma que contiene alcohol, separación de un precipitado 
de proteina tipo euglobulina, recuperación de una albúmina par 
cialmente precipitada! por un proceso de lavado en alcohol al 
10%, y, finalmente, concentración, y purificación adicional u- 
tilizando electroforesis de flujo forzado délos sobrenatantes 
combinados procedentes de la primera precipitación tipo euglo­
bulina y la proteina recuperada.

El material de partida fueron 10 litros del asi llamado 
sobrenátante de la Fracción Cohn IV-1, que es una etapa poste­
rior intermedia en el presente esquema de fraccionado por al- ¡

}
sohol. El material de partida fue primeramente desalado como ¡

¡
an el Ejemplo I, utilizando un conjunto de célqla de cinco pa-¡ 
res de membranas. La fracción precipitada, tipo euglobulina, j 
Cue centrifugada y lavada dos veces con poRéiones de 1 litro j 
le una solución al 10% de alcohol en agua destilada. Los so- i 
orenatantes de esta etapa de recuperación de albúmina fueron 
:ombinados con Al sobrenatante de la primera centrifugación.

t
[jos sobrenatantes combinados fueron ajustados a un pH de 7,5 '
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utilizando hidróxido de ggdio y concentrado por eleotroforesis.* * ¡ 
de flujo forzado, con un conjunto de 5 céluias del tipo ilus- ;
trado en la Figura 2, proporcionando un concentrado de fondo
de albúmina y una fracción de efluente superior, Los resulta-!
dos del fraccionado se detallan en la Tabla III. j

Tabla III
El concentrado de albúmina solo tiene un contenido en al-í!

cohol del $%, mientras que la alimentación original, concreta-!!
mente la Fracción Cohn IV-1 tenia un contenido en alcohol del ' 
40%. Asi, la concentración por flujo forzado resultó en una 
disminución significativa en el contenido de alcohol debido a 
la diálisis. El desalado no altera el contenido en alcohol.

Preparación de concentrado de albúmina a partir de Frac­
ción Cohn IV-1.

TABLA III ¡
Volu Concent. Proteína Albúmina %
men Proteínas % Total Total Rendimiento

Muestra (L) (gms/L) Albúmina - (gm) (gm) dp Albúmina
Aliment. 10 23,2 90,6 232 210 —
Albúmina 1,25 167,5 96,5 209,4 200,8 95,7

Preciado. 0,4 54,6 40,3 21,9 8,8 4,2
Efluente 12 0,3 40,0 3,6 1,4 o,7 .. —

EJEMPLO V
Este experimento ilustra la nueva metodología utilizada ¡ 

para recuperar fracciones valiosas do materiales actualmente 
rechazados. El material de partida fueron 2.000 gm de precipi 
tado húmedo del asi denomina paso IV-4 del esquema de fraccio­
nado por alcohol Cohn. Este material contiene-principalmente 
muchas alfa y beta globulinas, pero también contiene entre 40 i 
y 50% de albúmina, que actualmente se desperdicia. Este^precij
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pitado fue suspendido en 10 litros de agua, y mítmciouatnenü.e 
desalada según el Ejemplo I. Entonces se añadió 1 litro de al!
cohol, manteniendo la solución a 0°C. Esto resulto en la for-¡, ' ' ' !
macion de un precipitado copiosos Se aclaro el sobrenatante f 
por centrifugación, y se encontró que contenia 1,6% de albúmi-; 
na, a una pureza de 90,5%. Un total de 180 gm de albúmina fue/
ron recuperados de los 2.000 gm de pasta, que tenia un coñtenij

!
do total de albúmina de aproximadamente 320 gm. Por Consiguien

7"

te, mas del $0% de la albúmina normalmente desperdiciada fue ! 
recuperada.

N O T A
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Descrita suficientemente ia naturaleza del invento, asi ¡
.!

como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse consj 
tar que las disposiciones anteriormente indicadas son susceptij 
bles de modificación de detalle en cuanto no alteren su princi 
pió fundamental. También se hace constar que el invento se re 
fiere a una Solicitud de Patente Norteamericana, no. 467.115* 
presentada el 6 de Hayo de 1.974, acogiéndose por lo tanto a 
los beneficios que conceden los Convenios Internacionales? en 
vigor y siendo lo que constituye la esencia del referido inven
to y por lo que se solicita Patente de Invención por 20 años !

!
9n España, sobre:: PROCEDIMIENTO PARA EL FRACCIONADO DE 80LU- ¡ 
3I0NES LIQUIDAS DE MEZCLAS DE PROTEINA; caracterizándose por 
Lo siguiente:

i1. Procedimiento para el fraccionado de soluciones liqui' 
Las de mezclas de proteina, seleccionadas del grupo consisten-i 
;e en plasma, suero, y fracciones derivadas de estos, caracte-jt
rizado porque comprende las etapas de:. (a) someter dichas so-̂  
Luciones a electrodi&lisis en la gama de pH entre 4,8 y 6; (b)¡ 
sfectuar dicha electrodiálisis a temperaturas inferiores a los)
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15°C; (c) continuar dicha electrodi&lisis hasta que la resis-.
tencia especifica de la mezcla resultante exceda los 1000 ohm-j 
-cm y precipita una fracción de dicha mezcla de proteica; (d)¡j
separar el precipitado de la solución de proteina soluble so- ' 
brenatante; y (e) recuperar dicha solución de proteina solu- } 
ble sobrenatante.

2. Procedimiento según la reivindicación 1, caracteriza­
do porque la resistencia especifica de la mezcla resultante, '¡
al completarse la electrodi&lisis, 6st& en la gama dé 50.000 -¡ 
200.000 ohm-cm y se mantiene la temperatura por debajo de apro 
ximadamente 5°C.

3. Procedimiento según la reivindicación 2, caracteriza­
do porque la electrodi&lisis de desalado se efectúa hasta que 
el pH final de 5,3 - 0,2 se alcanza, siendo este el punto iso­
eléctrico de proteínas de euglobulina y/o de tipos de eiglobu-

4. Procedimiento según la reivindicación 3, caracteriza­
do porque la fracción precipitada separada en la etapa (d) es 
la euglobulina y/o de tipo euglobulina en plasma.

5. Procedimiento según cualquiera de las reivindicacio­
nes anteriores, caracterizado porque la mezcla de proteina de­
rivada del plasma es una fracción que contiene albúmina, obte*)i 
nida por el fraccionado de plasma por el proceso de alcohol 
Cohn, tal como la fracción sobrenatante Cohn II y III, dicha 
fracción conteniendo como mínimo 20% de alcohol, según el cual 
la fracción de euglobulina y tipo de euglobulina que se hizo 
precipitar por el proceso de electrodi&lisis y se separó en la{ 
etapa (d) incluye alfa- y beta-globulinas, principalmente, con! 
lo que se consigue una mayor pureza de albúmina en la fracción:
e proteina soluble recuperada. !

30
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6. procedimiento según la reivindicación 5, caracteriza-;
do porque la solución de proteina soluble, sobrenatante, desa-¡ 
lada, de la etapa (e), se trata con alcohol para precipitar ! 
sus proteínas, consistentes principalmente en albúmina. !

7. Procedimiento según cualquiera de las reivindicado- ¡ 
nes 1, 2, 3 6 5, caracterizado porque la solución o suspensionj 
electrodializada se ajusta a un contenido en alcohol de 10 - j 
20%, dicho contenido de alcohol en plasma, o soluciones o sus-! 
pensiones derivadas de plasma, electrodializadas causan el 6p-¡ 
timo fraccionamiento de proteínas de euglobulinas o de tipos 
de euglobulinas de proteínas solubles aobrenatantes, y dan el 
resultado de una mayor pureza de albúmina en la fracción sobra 
natante y en la separación y recuperación de dicha fracción so 
brenatante.

8. Procedimiento según cualquiera de las reivindicación 
nes 5, 6 6 7, caracterizado porque la euglobulina, o material 
de tipo euglobulina, recuperada se redisuelve parcialmente en 
una solución que contiene alcohol al $ - 1%, y se combina la 
solución de proteina sobrenatante que resulta con la fracción 
de protaina sobrenatante que resulta con la fracción de prote­
ina soluble que contiene albúmina.

f

9. Procedimiento según cualquiera de las reivindicacio-j 
nes 1, 2, 3 ú 5, caracterizado porque la solución de proteina ¡ 
soluble sobrenatante, recuperada de la etapa (e), se trata adi} 
cionalmente por amortiguación en la gama de pH de máxima mobi-j 
lidad electroforética de proteina y a continuación se trata enj
una etapa de separación por campo eléctrico. i

!
,10. Procedimiento según la reivindicación 9, caracteriza} 

do porque la etapa de separación por campo eléctrico es una eJ 
lectrodecantacion. ^
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11. Procedimiento según la reivindicación 9$ caracteriza­
do porque la etapa de separación por campo eléctrico es una e- 
tapa de electroforesis de flujo forzado.

12. Procedimiento según la reivindicación i, 2, 3 6 $ ,  ca
racterizado porque la fracción precipitada separada en la eta-j 
pa (d) se redisuelve por adición de una solución alcalina paraj 
elevar el pH a aproximadamente 6, y electródializar la frac- j 
cion precipitada redisuelta nuevamente. <

13. Procedimiento según la reivindicación 9* caracteriza-i!
do porque la solución de proteina soluble sobrenatante, recupe 
rada en la etapa (e&, es anfútero, y se trata con amortiguado­
res anfóteros con elevada capacidad de amortiguación y que con 
tribuyen poco para incrementar la conductividad eléctrica tape 
oifica de la solución.

14. Procedimiento según la reivindicación 9 ú 13, cerscte 
rizado porque dicho amortiguador anfútero se selecciona del 
grupo consistente en tri(hidroximetil)aminometano, glicina, a- 
lanina, glicil-glicina, diglicil-glicina.

1$. Procedimiento según la reivindicación 9, caracteriza 
do porque dicho producto amortiguador de la etapa de diálisis 
se divide durante dicho proceso de separación por campo eléct 
trico en efluentes superior e inferior, como resultado de di­
cho proceso de separación y la relación de flujo de dichos e- ¡ 
fluentes superior e inferior se mantiene en una relación entre! 
8:1 y 15:1.
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16.- Procedimiento para el fraccionado de soluciones 
líquidas de mezclas de proteina, tal y como queda sustancial- ! 
mente descrito en la presente Memoria y en los dibujos adjun-} 
tos.

Esta Memoria consta de 33 hojas escritas a máquina 
por una sola cara.

Madrid, 5 9M. 1976

HAROLD STERN
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