o RPN
................
..........
e

.R“PATLNTE“BE~INVENCION
anEsNaEEsiNataNSTn

larweii

Btern-l.

G?////ama-zm @(/A{/hﬁé}m
) da/w:

PROCEDIMIENTO PARA EL FRACCIONADO
DE BOLUCIONES LIQUIDAS DE MEZCLAS
DE PROTEINA

B '“/ , L N ) ° . N

Salhritande: HAROLD STERN, de nacionalidad norteamericana,
residente en Llewellyn Park, West Orange,
New Jersey 07052, EE, UU, de A.

La presente solicitud se’relacidﬁa con un procedimiento
para la aeparacion de hezclascompleaaarde proteina, mas parti-
cularmente al fraccionado y resolucion parcial de taleg méz-
clas por combinacion de-eiectrodigl&sis,y, como minimo, una de

5 les siguientes etapas: electroforesis de flujo forzado, elec-
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tes: (1) albfmina es el principal componente protefnico de

.que no solo se precipitan en sulfato de amonio saturado al 5

trodecantacion y precipitado con alcohol.

Fluidos biolégicos normalmente contienen una mezcla de
varias proteinas, y uno de los prinéipales logros ds la bioquf
mica moderna es el haber conseguido métodos para su deparacion,
El mejor ejemplo es plasma sanguinea o suero, para el cual axﬂg
ten métodos para la identificacion y separacion ge, como mini-
mo, 25 componeéntes brincipalea de proteina (Schultze and Here-
mans: Molecular Biology of Human Proteins, Elsevier, 1966).
Otros ejemplos de mezclas complejés de proteina, de ocurrencisl
natural son leche o éuero, orina, fluidos vertebralesz, clara
de huevo, etc, _

Para el objeto de la presente memoria, es convenionte de-
finir la siguiente nomenclatura de proteina, edtando bagada sul

clasificscion en su solubilidad en una variedad de disolven—

plasma, suero y clara de huevo, y se caracteriza por ser solu-

B}e tanto en sulfato de amonio saturado al 50% cuantc en agua !
destilada;: (2) globulinas son aquellas proteinas de plasma ui
otros fluidos biolbgicos que se precipitan en sulfato de amo-

nio saturado al 50%; (3) euglobulinas'son aquellas globulinas

sino tambien en agua desionizada, ya que aparentemente requie-

ren algo de sal para'ser,soluﬁles. dbviamente, esta clasific
cion es arbitraria, aunqué extensameﬁte usada en la quimica de
proteina, ya que la solubilided de todas las proteinag depende
igualmente del pH de la adluéioﬁ, de la temperatura, y derq- N
tros solutos presentes,. tal como hlcohol; (4) materiales ﬁ?po .
éuglobulina; _la'expfesioﬁ "tipo'euglobuiiﬁa“ se utiliza uqui'

para aquellas proteinas que precipitan en soluciones acuosas

desionizadas unicamente en presencia de varias cantidades de
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-los cuales siendo la desalacion, preferencialmente efectuada

alcohol. Estas préteinas no son verdaderas euglobulinag, sien
do solubles en égua desionizada en ausencia de alcohoi, aunque
poseen algunas de las caraeterisficas de las euglobulinés,siqg
do disolubles por incluso bajas concentraciones de sales,
Sera convenlente definir, en cuanto a la presents inven-
cion se refiere, los sigulentes procesos de membrana eléctric#
(1) Electrodiflisis se utiliza principalmente para la desala-
cion de soluciones acuosas, Norm&lmente, esto se consigue pox
medio de membranas iono-selectivas, dichas membranas permitien
do el paso preferente de iones bien de carga positiva o bien
de carga negativa, segln se describe en una veriedad Je Patend
tes de los EE, UU, de America, incluyendo la 2,694.€80, 2.848,
402, 2,860,091, y 2.777.811, La utilidad de esta técnica pa-
ra la separacion de proteinas no ha sido reconocida anterior-
mente.  Las membranas iono-selec#ivas tambien pueden ger_suaﬁ;
tuidas pbr membranaé esencialmente neutras electricamente, con
inclusion de polielectrolito? en algunos compartimentos, pola-
rizandose dichos 'polielectrolitos a lo largo de las 'mexbranas
badb la inrlﬁencia_de un campo eléctrico, asi trasladando a
las membranas neutras un elemento de iono-selectividad segin

ensefia la Patente de EE, UU, 3.677.923 y la 3.725.235. Ln o~

guientes dos secciones, algo de electrodidlisis inevitablemen-
te se sobreimpone a otros efectos buscados, siendo un resulta-
do directo del paab de éorriente eléctrica. A efectos de la

presente invencion, la expresion "electrqdiélisis" 5 reserva

réd para estos procesos eléctricos,‘élvprincipal objetivo de

bien con membranas iono-selectivas. o bien con el uso dé polie-

lectrolitos. 7 - : oo
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|tracion y separacion de una varicdad de coloides incluyendo prg

. . i
e plasma (en términos de electroforesis). Entre los objetivod

(2) Electrodecantacion es un proceso eléctrico para la concen+

teinas, segln ensefian las Patentes de EE. UU. WNoa. 2,057.1%6,
2.292.608, 2,762,770, 2.800.448 y 2,801,962, Eatos endeflan dlig
bositivos que contienen una multitud de membranas orincipalmend
te neutrales electricamente en una disposicioh paralela, acumu-
14ndose los coloides o las proteinas por influencia de la coz-
riente o campo eléctrico en los inmediatos alrededores de di-
chas membranas y son decantables a lo largo de dichas membranaé
como resultado de los gradientes de densided. Un proseco ani-
logo es conocido frecuentemente como electroforesis-conveccion

{en la Patente de EE, UU. No. 2.758.966), donde normalmonte so-

1o uﬁ par de membranas electricamente nesutrales és empleado pa-
ra el fin de crear electrodecantacion en a sclucion de protei-
na. Estas técnicas hén gido utilizadas extensamente para el

fraccionado de proteina, principalmente para la preparacion de

zamma globulinas, estas proteinas de plasma sierdo isceléctri-

cas y no decantables. Esta técnica no ha sido ensefiada para lé

preparacion de suero de alblimina, la mas mobil de las proteinaé

He la presente memoria estd el de ensefiar 1d utilizacion de taq
Pes técnicas de fraccionado para la preparacion de suero de ald .
bﬁmina .

(3) Electroforesis de Flujo Forzado incluye dispositivos simi-

lares a aquellos para la electrodecantacion, que tambien utili-

za una fila paralela de membranas eléctricamente neutrales, pe-

ro las particiones estan dispuestas entre pares de membranas ai

acentes. Dichas particiones permiten mejor control de los m6
ulos de flujo dentro del aparato, y tambien para actuar como !

arreras de dlfuslon. Dos tales d13p031t1vos de electrofor9314_



10

15

20

25

30

gin se resume en Internal Med. 3, 295, 1949, de C.A, Janeway,

[tiene un efecto de desnaturalizacion sobre algunas fracciones

se deseriben en las Patentes de EE, UU, Nos. 2,878.178 y .3.0794
318, y tambien 8; describe la téenica como "electroforesis de
flujo forzado" por M, Bier; "Eleétrophoresis“, Acsdemic Pross,
1959, pégina 295.

Los procesos de electrodecsntacion y electroforesis de flu
Jovforzado son similares en principio y resultados y, a efectog’

de conveniencia, sSe mencionaran como geparaciones por campo -

l8ctrico en lo sucesivo, ©Seglin se detallan a continuacion, es+
tos pusden ser utilizados intercambiuablemente.

Los productos proteinicos mas importantes del comsvcio son
aquellos obtenidos de plasma o suero humano ¢ animal, Dos ta-
les protemnaa, suero de albimina y gama globulinas, bien de o-
rigen Numano o bien de origen animal, seran utilizades como e-|

jemplos principales pero el alcancs de esta invencion hambien

puede ser aplicado a otros fluidos bioldgicos u otras proteinaé
Ein modificar, ILos procesos comerciales actuales pava ia obtq%
cion de estas fracciones esta? bagadas en fraccionadc alcoh&liT
co, un proceso desérrollado por Cohn et al y descrito enr las !
Patentes. de EE, UU, Nos, 2.590;074 ¥y 2.770.616. IBsta técnica
LSta basada principalmente en precipitacion por etapas de va-
rias fracciones por alcohol, bajo condiciones controladas de

ltemperatura, contenido alcohélico, pH, y contenido de sal, se-

Esta técnica requiere una instalacion grande, el producto obted
nido de ciertas fracciones es pequeiio, requiere exposicion pro-

longada de las proteinas a elevados contenidos alcohdlicos, que

de proteina. ILa técnica tambien esta limitada a la produccion

de unicamente ciertas fracciones de plasma; otras fracciones

de proteina no son recuperables en concentraciones suficientes..
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‘compfende causar la precipitacion de una fraccion de euglobuli

por medio de desalacion electrodialitica baﬁo condiciones con-

A

Ta presente invencion se relaciona con el fraccionado y
resolucion parcial de mezclas de proteiha, principalmente Moz
clas tal como, pero no exclassivamente, plasma, suero, o sus
fracciones derivadas, utilizando uno o mas.de los procesos de-
finidos anteriorments, todos eléctricos, bien por si solos o
en combinacion unos con otroé,'y en combinacion con fracciona-
do con alcohol, El esquema de fraccionado de esta invencion
permite una flexibilidad mas amplia en términos de fracciones
obtenibles segfin los procesos eléctricos puedan reemplesar al-
gunas o todas las etapas de fraccionado en el fraccicnado con-
vencional por aleohol, resultante en sustanciales ahorros en
dinero; tiempo, costos de instalacion y en proporcionar supe-
rior r@ndimiénto de productos. Mas esvecificaménte, la inven-
cion comprende: (1) el proceso de fraccionado de proteninas

incluyendo plasma o fracciones de plasma, caracterizado porque

na por medio gerdesalacion electrodialitica bajo condiciones

recuperacion del dialisato; (2)el proceso de fraccionado de
proteinas incluyendo plasma o fracciones de plasma, caracteri-

zado porque comprende precipitar una fréccion tipo euglobulina

troladas de temperatura, pH, conductividad y contenido de alco
hol; (3) el proceso de fraccionado de proteninés incluyendo
plasma,o fracciones de plasmé, caracterizado porque comprende
preparar un precipitado de tipo euglobulina por desalacion eleg)
trodialitica bajo condiciones controladas de temperatura, pH,
conductividad y contenido de alcohol, seguido por la disoluciof

gelectiva de una fraccion enriquecida con alblmina por el rea-

controladas de temperatura, pH, y conductividad, y 1=z posterio?

3

juste de temperatura, pH, conductividad o contenido de alcoholy
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desalagion electrolitica anterior, dicha desalacion causando

1£flujo forzado, caracterizado porque comprende ls reduccion de

'su contenido de sal por desalacion anterior, y adicion poste~

|una amfolita tal como glicina, dicha desalacion.céusando tam-

(4) proceso de fraccionado de plasma, caracterizado porque com
prende las etapas de primeramente una primera precipitacion
por alcohol, una segunda etapa de desalacion electrodiaslitica
del sobrenatante de la primera precipit&cion, dicha segundsa
etapa causando la precipitacion de una fraccion tipo euglobuli
na, una tercera etapa opcional que comprende la disolucion se-
lectiva de una.fraccidn rica en alblmina de dicho pre¢ipitado-
tipé euglobulina, y una Gltima etapa de precipitacion con al-
cohol de una fraccion rica en albimina de los sobrenatantes
combinados de la etapa de desalacion electrodialitica o, altexr
nativamente, de los eobrenatantes combinados de la segunda eta
pa y de la tercera gtapa opcional del fraccionado; (5) proce-
8o para mejorar el fraccionado de mezclas de proteina por elec
trodecantacion o electroforesis de flujo forzado, caractefizaé

do porque comprende la reduccion de su: contenido en 53l por

igualmente la precipitacion de euglobulinas o materiales tipo
euglobulina; (6) procedimiento para mejorar el fraciionado de

mezclas de proteina por electrodecantacion o electroforesis de

rior de sal de amortiguacion, dicha sal amortiguadora siendo

bien la precipitacion de euglobulinas; (?7) proceso de fraccio
nado de plasma, caracterizado porque comprende una primera pre
cipitaéion por alcohol, una segunda etapa de desalacion elec-
trodialitica del sobrenatante de dicha priﬁera'precipitacion,
dicha segunda etapa causando la pfegipitacion de una ffﬁccion

tipo euglobulina de dicho precipitado tipo .euglobulina, y una’

Gltima etapa que comprends la concentracion selectiva de.una
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fracciog‘rica en alblimina por medio de electrodecantacion o
Aflujo forzado del sobrenatante de 1la etapa de desalacion o sl-
ternativamente 108 sobrenatantes combinados do la desualasion y
la tercera etapa seieotiva de fracecionado; (8) productos de
fabricacion anropiadoé para su uso de extensor de plasma, y
comprendiendo por lo menos 90% de la alblmina, pbtenidos por
los procesos detallados anteriormente, particularmente por los
procesos 4 6 7.

Estos y otros aspectos de ia invencion se apreciaran me=-
jor con la descrigcion detallada a continuacion.

A-Electrodiflisis se utiliza extensamente para ia desala-

cion de soluciones acuosas. En el campo de préteinas ge ha
utilizado en 1la desalacion de leche, suero (patentes U.3.A.
3.433.726;  3.447,9305 3.595.7665 3.757.005; 3.754.650), pe
ro estas pétentes no ‘tienen relacion con la presente invencion;
&a que solo tratan de la reduccion del cqntenido de sal del
suero, y no con la incorporacion del proceso de desalacion en
un esquema complejo de fraccionado,

Tambien es bien conocido que la desalacion causa la pre-
cipitacion de euglobulinas, Las patentes U,3.A., 2.669.559;
2.761.809; 2,761,811; 3.23%,199 y 3.429.867 detallan la apli
cacion de desalado por medio de lechos de resina para el inter
ﬁambio de iones, para el fraccionado de plasma, pero este pro-
ceso tiene una flexibilidad demasiado limitada en términos de
productos obtenibles para ser dé valor prédtico-significativo.
Adicionalmente, columnas intefcambiadoras de iones son diffci-
les de mantener en estado apropiado de limpieza y esterilidad |
para el fraccionado de proteina.

La.esencia de esta invencion es el descubrimiento de que

la desalacion electrodialitica puede ser una herramienta valio

-
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Sa en un esquema total.de fraccionado de plasma, al se ufiliza
Juntamente con otras técnican, debido a que los rasullados de
combinar varias técnicas incrementa 1a utilidad de cada una de
un mod¢ anteriormente insospechado.

Egpecificamente:

Ia adicion de varias cantidades de alcohol a proteinas
desaladas causa la precipitacion adicional de proteinas inesﬁg
bles o de tipd esuglobulina. EL proceso no es exactamente i~
déntico al fraccionado con alcohol de proteinas, debidv a que
la calidad y composicion de la fraccion precipitada o3 inorde-
nadamente sehcible a temperatura, pH, y cantidades minimas de
electrolito, caracteiieticas de todo:fraccionado de etglobuli-
na. El valor de este descubrimiento es particularmeate signi-

ficativo debido a que el esquema corriente del fraccicnado con

|alcohol separa, en la priméra etapa, una as{ llamada fraccion |

Cohn II y III, el precipitado comprendiendo la mayor pa>te de

las gama clobulinas. £l soB;enatante contiene aproximadamente

i

|20% del alcohol en ese momento, y si esto se desala sn este

instante, uno obtiens un, precipitado de fraccion tipo euglobu-
lina que contiene’la mayor parte de las globulinas restantea
de plasma (ilamﬁas alfa y beta globulinas), que son indesea-
bles en la prepanagion de suero de albﬁming. Ademas, debido
al peligro de infeccion de hepatitis, es muy deseable preparar
las gama.globulinas en el modo tradicioral de fraccionado con
alcohol, siendo el producto resultante no infeccioéo. Asi, el
uso de la desalacion électrbdialitica'encajg en &1 actual es-
quema de rr;ccionadé porque. proporciona ﬁn.produéto de gémé ’
globulina preparado por métodos. aceptables en la actualidad, y

ofreciendo adicionalmente un camino mas corto en la prepara-

cion de alblimina., Hepatitis no es un problema en la prepafa~_

[
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.| primeramente separar:la fraccion tipo euglobulina de sv sobre-

10

cion'de'albumina, ya que estos pueden ser pasteurizados por
tratamiento con calor segin enseilan las patentes U3A nos. !
2,705,230 y 2.958.628.

Adicionalmente, debido a 1la sensibilidad inordenada a ia;
temperatura, pH y fuerza ibnica de la composicion de la frac-
cion de quglobulina,'esta fraccion puede suer utilizeda facil-

mente para proporcionar una variedad de subfracciones, propor~

cionando productos Gtiles para la preparacion de otras fraceip;
nes de plasna, ' ;

Las fracciones tipo euglobulina obtenidas a un contenido-
de 20% en alcohol igualmente contiene una cantidad significatil
va de alblmina que puede ser recuperada por disolucion selectﬂ
va ilustrada en los ejemplos, Nuevamente se pueden obtener

mas variedades de fracciones de dicha fuente, No es necesario

natante para eféectuar la disolucion selectifa, pero la tempers
tura, pH, conductividad o contenido de alcohol de la mezcla de
proteina idesalada puede ser ajustado por una multitud de mo-
dos, nuevaménte a ser explicado en los éjemplos, ilustrando
que se obtieﬁenuné herramienta’ de fraccionado nueva y versatil
al combinar los faétores anteriormente mencionedos de conteni- ’

do en alcohol, pH, conductividad y temperatura,

Tampoco es necesario que la primera etapa en el fraccioqgi

f
1

do sea la etaps de precipitacion por alcohol, por ejemplo la

separacion de las fracciones II y III de Cohn, Este procedi- :
miento solamente ‘es el meaor proeedlmiento al encajar en ‘el eﬂ
quema actual de preparaclon de gama globulina., Pero tambien :

e3 posible desalar el plasma en primer lugar, saparar o no las

euglobulinas formadas, y a contlnuaclon aiiadir alcohol a sl

plasma formado, para causar preclpltaclon ‘adicional de una Irqg
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11

cion tipo euglobulinu. ata frncoxon Lipo euglobulina ya pro-
cipita a un contenido en alcohol del 10¥, mlenlras que el frqgg
cionado Cohn requieie un contenido en alcohol de; 20% para su !
primera etapa; asi, pueden ghorrarse cantidades significativasf

|
de alcohol. Este esquema de fraccionado es particularmente a-!

tractivo si solamente se requiere albimina, y no gama globuli-;
nas, como es el caso de muchos sueros de animal, donde la albi
l

mina es el producto mas significativo del comercio. Tambien |
i

es util si la separacion de 1aé, asi llamadas, macro-globuli-

nag o inmuno-globulinas IgM es la deseada. Estos se pisrden
en él egquema de fraécionado por alcohol de Cohn, pero se recy
peran facilmente eﬁ la primera fraccion de euglobulinz, por
ser insolubles aun en ausencia de aIcohol.

La precipitacion Sptima de euglobﬁlinas o proterinas ti~
po euglobulina ocurre’en sus puntos isoeléctricos, el cual es
el punto de su minima solubilidad. Es caracteristico de proce
dimientos dg desalado~electrolitico llevados a cabo correcta-
mente que la mezcla final automaticamente viene al pH corres-
pondiente al punto isoeléctrico medio de las proteinas en la
mezcla, ya que ée éxtraen todos los ilones libres y solamente

se retienen proteinas., 2n el caso ds plasma, esto corresponde

a un pH de 5,3 t 0,2 unidades de pH. Debido a interaccion pro
temna—protelna, existe la co-precipitacion de varias protelnag
pero }a composicion del precipitado puede ser alterado Yy mod1-|
ficado aJustando el pH a una gama de valores pH entre 6 y 4 8,,
ag{ alterando signific¢ativamente la composicion qel precipita-i
do, y permitiendo la precipitacion selectiva de éiertas protei!
nas, incluyendo las anteriormente menclonadas macro-rlobullna&

La preclpltaclon de euglobullnas en plaama comienza s una
I

resigtencia especiflca superior a los 1. OOO ohmg«cm, pero in- |
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lem, habiendose llevado a cabo la mayor parte de los fraciona- !

crementa progresivamente hasta la desalacion méxima, Para la

mejor fraccionacion de euglobulinag o fracciones tipo euglobu-!

lina, se requiere una resistencia superior a los 50.000 ohmge-~

dos entre los 50,000 y 200,000 ohms—Cmy
La temperatura juega una parte significativa en 1la preci-|

pitacion de la fraccion tipo suglobulina. Ia mayor parte del

fraccionado se efectua en la gama de temperaturas inferiores |
a los 5°C, pero el subfraccionado de la fraccion tipo auglobu~i
lina puede efectuarse desde los 15°¢ aproximadamenfe 0 menos,

Resumiendo, el fraccionado éptimo de proteinas, wor consi|
guiente, por desalado electrodialitico se obtiene dentro de
las siguientes gamas estrechas de condiciones: températura in|
ferior a los 15°C, pH de 5,3 1 0,2, resistencia supericr a los
100,000- ohms~cm, La influencia de estos pardmetros se aprecial
ran mas especi{ficamente en ejemplos reales de fraccioqado.

El equipo para efectuar'el fraccionado eleétrodialitico
no es de disefio criktco, ¥y sé pueden utilizar varios: inatrumen
tos comerciales, La mayor parte de los experimentos menciona-
dos aqui fueron efectuados en ingtrumentos obtenidos de 1la
Ionics Corp., B Watertown, Mass. Es importante seleccionar
correctamente los pares de niembranas de intercambio de iones
que causen una extraccion proporcional de iones de carba posi-
tiva y negativa de la solucion, de este modo evitando cambios
excegivos en los valores de pH, Esto se ha obtenido con mem-
branas de la Ionicé Corp. oinm dida esto tambien es obtenible
con otros in3trumentos, y en parte del trabajo se utilizaron
aparabos fabricados por gosotros, de modo similar al descrito

en las patentes USA nos. 3%.079,318 y 5.677.923. Tambien se

puede efectuar el desalado utilizando el procedimiento descri-

s
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tando la necesidad de utilizar membranas intercambiadoras da

iones,

La solucion de proteina se circula continuamente por el

aparato de electrodiflisis, refrigerado por medio de intercam-!
bisjores de calor, y un campo eléctrico de corriente continuﬂ
superpuesta a traves de las membranas para causar la electroigi
&lisis, La salmuera electrolitica bajia ambos lados de las megE
branas, y lentamente se vuelve mas concentrada en sal segin Te

i

cibe la sal del plasma, Esta salmuera puede ser de cuaiquier
composicion normal apropiada. Su compoéicion 0 conductividad,
no es critica para el proceso,

En la mayor parte de los fraccionados utilizandio membra-
nag intercambiadoras de ilones se empleo una solﬁcion da aprox;'
madamente 0,5 g/lt de’dloruro sbédico. Otras solucionss elec-
t?oliticas tambien han sido aceptables.

En éxperimentos'basados en membranas electricamente neu-

tras, la "salmuera" fue una solucion al 0,2¥ de 4cidw poliacri

lico, ajustado a un pH de'6 con hidréxido sédico. Para mejor

control de temperatura.se enfrisn las salmueras por medios de
l

enfriamiento tal como intercambiadores de calor, i
Con un sistema debidamente equilibrado, el pH del plasmag
disminuye gradualmente hacia su punto isoeléctrico medio de un:
pH de 5,2 : 0,2. ILa precipiﬁacion comienza a una resistenciaé
especifica de aproximadamente l.OQO ohms-cm, y un pH de aproxi.
madamente 5,6, &i el producto de partida no es plasma, sino i
una fraccion de précipitacion por alcohol de eéte, la precipi-i
tacion ocurre cuando se obtiene una resistencia de aproximadapg
]

mente 6.00b ohms-cm, ya que se han eliminado algunas de las eul

globulinas, En cualquiera de los msos, la precipitacion es |
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dad tiene ciertas ventajas, ya que permite el fraccionado de

14

mas completa a la mayor posmble desalacion, cuando la res;stenl

cia es superior a los 100,000 ohms-cm.

|

La proteinn debo circulnrse Vimoroaamohto a Lraves de Jna,

cimarss apropladas del npareto electrodialitico, con el Cin de!
proporcionar la mAxima turbulencia dentro del aparato. Isto
esta bien establecido en el arte de la electrodiflisis. Una

presion de 1757,7 g/cm2

i
fue empleada en la mayor parte de los
experimentos. [Esta turbulencia tambien es necesaria para evi—%
tar la deposicion de proteinas que se prec;pitan dentro del a-
parato, asi obstuyendo sus conductos al flujo. .

Para minimizar el problema de oﬁturacion, tambier es posi
ble instalar un centrifugo continuo en el circuito de flujo de
la solucion de proteina.

La precipitacion de euglobulina es répida, y su centriﬂu-'

gédo completo se obtiene a velocidades relativamente bajas de

centrifugado, siendo suficiente unos 2,000 rpm, Lsta nodali-

euglobulinas seg@n se estan formando, mediante la co}eccion y

segregécion de los precipitados pbr separado a diferenfes valo)
res de pH o résistencia. Tambien es ventaéoso insertar en el

trayecto de la circulacion de proteina instrumentos monitores

apropiados, de accionamiento automitico o manual, para contro-i.
lar el pH, la resistencia y la temperdbura durante el proceso.
de desalacion.
. Si fuera aparente la obturacion de cualquier parte del a- '
parato, segin indicaria una repentina subida de presidnes,.es—
to puede ser remediado facilmente por adicion de un agente al-r'
calinizador apropiado, tal como una solucion de hidréxido Sédl.

co, en cantidades para elevar el pH de la solucion de proteina

por encima de 6., Esto causa la rapida disolucion de todos los
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|iones en la solucion de proteina, El tiempo global requerido |

'solamente despues de su salida del dializajor, debido a que la

15

precipifados, Esta desopturacion no causa gran retraso en el‘
proceso global de desalacion. La electrodiilisis de iones de Z
sodio es ﬁucho mas répido que la de cualguiera de muchos otros!

H
'
I
1
|
'
H

bara la desalacion total esta limitado ‘principalmente por es- |
tos iones de electrodillisis mas lentos y no por los iones deI
sodio.‘ Asi, es posible deéalar la mezcla de proteina complets
mente,, despues afiadirsuficiente alcali para disolver nuevamen-f
te todos los precipitados (que, por supuesto, reduce la resis-
tencia), y a continuacion obtener un producto final er un pase
adicional, final, a traves del-electrodializa&or, por el cual

se axtraera el hidréxido sbédico aﬁadido. Esto evita la acumu-

lacion del precipitedo en el aparato. La precipitgcion ocurxre

ﬁayor parte de la précipitacion esta suficientemente rstrasado
en cuanto a tiempo,

Otro método para evitar la precipitacion y obturacion den
tro del aparato es por la inversion peribdica de la polaridad
dp-la corriente., ~

Debido a los requerimientos de numerosas recirculaciones |

del plasma a traves del aparato antes de la obtencion de la ig’

salacion total, el procedimiento es esencialmente un proceso

de cochura. No obstante, puede convertirse a semi-continuo

por una operacion secuenciada segin el cual un recipiente in-

termedio recibe una porcion de la solucion total de proteina,é

dicha porcion aiendo desalada posteriormente en su totalided
por repetida recirculacion a traves del electrodializador, y |

despues reemplazado por una nueva porcion, como es bien conoci

do en la ciencia de automatizacion de procesos, Secuenciando

i
6l paso de la solucion de proteina a traves de sucesivas céma-
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,'ras de dillisis, se reduce el contenido de sal en cada chmara :

{incremento en resistencia de la solucion de proteina, el volt%

‘temperatura de las corrientes eflﬁentes. Se puede méntqner 1g

{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 hidrd

16

sucesivﬁ hasta llegar a la cémarg final donde el contenido en
sal estd a un minimo.

La necesidad de potencia para la electrodiflisis no es
critica., La mayor parte de los experimentos han sido comenza-
dos con una densidad de corriente de aﬁroximadamente 0,03 ampg

/cmz,,requiriendo menos de 25 voltios/cm. Segin la resisten~

cla del eléctrqdializador disminuye progresivamente, debido a#
»
ge se incrementa graduslmente hasta 100 voltios/em. L& densi-
dﬁd de corriente final es baja, normalmente menos de proxima—
damente O,O§Aamps/cm2. La limitacion principal de la potencia
e3 que causa el calenéamiento de la solucion. .Ellcontr6l de

la entrada. total de_potencia ge basa en la comprobacion de la

temperatura ﬁgr debgjoﬁde cualquier valor deseado, da congonan) -
cia con la estabilidad y manejo sanitario de las soluciones de
protéina, por ejémpio, 1artemperatura puede maﬁtenenée poﬁ.dee
bajo de S 6.10°G duran?e todo el experimento. | |

La higienizacion es de méxima importancia en el fracciona

xido de sodio.diluido, &cido clorhidrico, hipoclorito u otros
agentes apropiadbs. Se prefiére el atlarado con hidréxido dé
sodio ya que tambien es un medio efectivo de extraer proteinas
precipitedas.

B - Ambos, electroforesis de flujo forzado y elec%rodecqg

'tacion, han sido utilizados para el fraccionado de nroteinas .

de plasma segfn ilustran las patentes USA 2,801,962, 2.878.178
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,417

¥ 3.079,318, L1 objstivo normal ha usido el aislaminnto de pa-
ma globulina, La razon de este enfoque sobre la gama globuli-
na es gue estos prooédimientos son facil y directamente aplica
ples debido a que la gama globulina es isoeléctrica o casi isg,
eléctrica a traves de una gama relativamente amplia de pH en
torno a la neutralided. Los dos procedimientos arriba detalla

dos se diferencian principalmente solo en cusnto a componentes

isoeléctricos y mébiles. En smbos procedimientos, los compo- ;
nentes mébiles se llevan a la eléctrodecantacion, u el sobreng
tante esta compuesto principalmente de componsntes isoeléctriﬁ
cos o cagi isoeléctricos, que.(por definicion de ia palabra |
"igoeldctrico" - teniendo iguales cargas positivas y négativaq
es decir, teniendo una carga neta de cero) no se vén afectados!
por la aplicacion del campo eléctrico. La fraccion de Jdecanta
cion contiene la may;r parte de la alblimina, que es ¢l compo-
nente principal, mas mobil electroforeticamente, del plasma,
No obstante, la alblmina fraccionada de ests modo esta contani
nada en alto grado por globulinas de mobilidad intermedaia, am-

plismente referidas como alfa- y beta-globulinas,

Estos procedimientos de electroforesis de flujo forzado o

electrodecantacion todavia no han encontrado aplicacion para

la produccion comercial de gzamsa globulinas o cualquier otra

fraccion de plasma, Las razones para esto son nuUMerosas, enw

tre las cuales eatan las siguientes: . %
1. No existe dificultad en el suministro de gama globuli
na, 3e requiere mas alblimina que gama globulinas. !
2. £l método de fraccionado por alcohol Cohl pioporciouai
un producto libre de agentes de hepatitis infecciosos. Toda- !

via no es seguro si otros procedimientos, tal como los proce-

dimientos eléctricos arriba mencionados, proporcionarian con-
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6 (b) la desalacion electrodialitica, Cualquiera de estas dos

|etapas iniciales de fraccionado elimina las proteinas inesta-

18

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 produce

to, existen pocos incentivos para cembiar el proceso,

De igual importancia son, no obstante, algunos fallos pu=
ramente téonicos de- estos dos procedimientos eléctricos, que l
son solucionados por la presente invencion: . !

1. Plasma contigne un némero de proteinas relativemente %-
inestables, que se precipitan facilmente, bien como resultado '
de una baja solubilidad inherente o debido & desnaturalizacion}
Por consiguiente, cuando se utiliza plasma, la longevidad de -
los conjuntos multi-membranas, utilizadas en estos dos procedi
mientos, esta limitada debido a que las membranas se ensucian |
como resultado de la precipitacion. Debido a que el ensémbla—
je de estos aparatos multi-membrana es un elemento importante
de coste, este hecho hace que el procedimiento sea costoso. -
Con la préctica de esta inveqcion este problema queda elininae-
do totalmepte por: cualquiera de los dos tratamientos'detalla-
dos en secciones anteriores: (a) fraccionado previo con alco~-

hol resultando en el sobrenatante de la fraccion Cohn II:4 IIL

bles, y no se opservan membranasg ensuciandose. :
2. Aunque. las :membranas utilizadas en espOS‘dos_prdcea; )
mientos de electroforesis y electrodacantacion son esencialmen
te neutras electricamente, su caracter se ve alterado como re-
sultado .de la polarizacion de proteina a lo largo de las mem—
branss, causada por el campo eléctrico, segin se observa y ex-

plica en la patente USA no. 3.677.92%,. De este modo, un ele-

mento de electrodiflisis se sobrepone al proceso de fracciona-
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.ca" que causa la precipitacion prematura, Por consiguiente,

[ fecto paliativo, e incrementa los volumenes a procesar comensu

19

do, y ocurre una desalacion parcial de la fraccion "isoeléctri

' =
las euglobulinas tienden a precipitar, y contribuyeh al proble
ma mencionado anteriormente del ensuciamiento de la membrana, ;
Obviamente, se evita sste problema en la presente invencion ya

que se han eliminado todas lag euglobulinas en la desalacion

electrodialitica, i

4 . s -
3., Plasma es altamente salino, correspondiendc a aproxie
|

madamente 0,9% de cloruro sédico. Esto limita severamente el !
éampo eléctrico aplicable debido a que el calentamiento Joule
‘causado por el campo eléctrico es proporcional a la conduétiqﬁ
dad, es decir, contenido de sal, del fluido procesado. 'Como
resultado, las relaciones de procesado son bajas (siendo nuevg!
mente proporcional al campo aplicado), y, como mucho, warginall
desde un punto de vi%ta comercial, Se ha abogado por la diso-
lucion para remediar el contenido eievado de sal en la patente

USA no, 2.878,178, Ejemplo 3, pero esto es, como mucko, un e-

radamente.
Este problema se elimina totalmente en la presente inven-

cion, Bl efluente de la desalacion electrodialitica no tiene

sales residuales - y por consiguiente se evita el calentamien=-
i

'to excesivo como resultado del campo eléctrico. L1 calenta-

miento es perjudicial, por supuesto, debido consideraciones pu'

Pueden aplicarse campos eléctricos superiores por el procedi-
miento de la presente invencion, resultando en relaciones de
produccion mag répidas, haciendo el procedimiento economicamen

'
i
i
i
i
|

|
te mas atractivo. ;

4, La mayor parte del contenido:de sal en plasma es real

ramente sanitarias asi como por causar degradacion quimica. |
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ferior al dal plasma no tratado. A este fin, los particular-

cilglicina Y glicil-glicil-glicina, 'Tales productos son facil

20

mente cloruro sbédico, que nb “tiene ninguna accion amortiguado
ra en la gama de valores de pH a los gue se efectua el fracéiol
nado de proteina, Asi, el pH del fluido procesado no se cdn—

trola bien con la resultante incertidumbre refercnte a la agu-
deca real del fraccionado, debido a que la mobilidad electrofo)

rética de proteinds son altamente dependientes del valor de pHi-

Ta adicion de amortiguadores apropiados a plasma no tratado
puéde disminuir la situacion, pero tembien afiade a lu conducﬁ#
vidad global dé la solucion, el cual, segin se detalla ante- i
riormente, es altamente indeseable. La previa desalacion dalz
1iquidq a procesar permite la adicion apropiada de cualquier
nimero de amortiguadores, tal como fosfato, tfi(hidroximetilhg
minometano, glicina, y similares, que ejercen su accion amortii

guadora maxima en la gama de valores pH deseada, mientras que

mantienen la conductividad del medio a un orden de magnitud inl

mente apropiados y preferidos son sales amortiguadoras amfoté-

ricas, por ejemplo glicina, ia que mientras que'estapiliéa el
pH, no contribuyen significativamente a la conductividad del

medio. Otras substancias amfotéricas son los varios &mino.:ici

dos, incluyendo alanina, 6§ di- 6 tri—beptidas, incluyeundo. gli~i

mente obtenibles en el comercio, y proporcionan una gamarapro-g

piada de puntos isoeléctricos. - : . !

!

5. Investigadores anteriores no han podido utilizar péc#
: i

nicas tales como electroforesis de flujo fprzadd o electrode- ‘.
cantacion para la produccion de cualgquier fraccion de blasma‘a

excepcion de gama globudina. AlbGmina, en particular, .fue im-

posible de preparar con pureza suficiente para su uso como ex-

pansor de plasma, por cualqulera de los. invesbtigadores ante- i
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do propiamente dicho.

de cada componenfe de la mezcla.

21

riores, Esto ha sido remediado en la presente invencibﬁ; como
resultado de: (a) eliminar el precipitado de las etapas de |
fraceionado Cohn II y IIT4 (b) precipitar euglobulinas o Ma-!
teriales tipo euglobulinas por desalécion electrodia}itica; j
i

(c) mejores condiciones reinantes durante el fraccionado como !

resultado del contenido inferior de sal e introduccion de smor

'tiguador apropiado en el 1iquido procesado; segin se explica |
:

en los puntos 3 y 4 anteriormente; y (d) finalmente, permitir

la utilizacion de condiciones especiales durante el fracciona-.

Estas condiciones especiales (d) merecen un tratc mas de-

tallado;

Tanto en la electrodecantacion como en la electroforesis

de flujo forzado, la corriente éfluente se divide en dcs frac-
ciones;_ 3e ggregan ios componentes mas m6biles_en la fraccion
decantada, en el fondo de los compartiméntos definidos por las
membranas., Estos contienen la fraccion de albimina aeseada.
Los componéntas menos mébiles o isoeldctricos se segregan én
la parte superior de los compartiméntos definidos por las mem-
branas, La distribucion relativa de los componentes en los 2

i
efluentes, a los que se denominaran en adelante, con el fin de;

gimplificar, como los efluentes supsrior e inferior, es una fu
' |

cioéh de muches factores, incluyendo el campo aplicado, conduc-é

tividad, temperatura, concentraciones relativas y la mobilidadi

Como norma, a méximo 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, tambien existe un incremento en pureza
i

de la fraccion de alblmina, recuperada en el efluente inferion
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Para la concentracion dptima de proteina, es nécesario maate- :
ner el efluente lnferxora una concentracion de entre 15 y 25% :
del contenido total de proteina, "Esto se consigue preferente- !
mente manteniendo las relaciones de flujo superior a inferior %
a una relacion entre 8:1 y 15:1, dépendiendo de la concentra- %
cion del abastecimiento de partida. i
_ Electroforesis de fluao forzado y electrodecantaﬂlon, sa-%
gin la presente invencion, han sido efectuados utilizendo los '
componentes de equipo segin se describe en la patente U3SA no.
5,079,318, Se han utilizado tres diferentes modos de opera—
cion con &xito. Estos se ilustran esquemétlcamente en las fl—[
guras que son representgclones esqueméticas de las vistas late
rales de las membranas y filtros utilizados en este tipo de a-
paratosi Los nimeros no detallan los espaciadores que mantie-
nen'losAcomponenteg en su gitio apropiado, gue pueden incluir
los medios de entrada y salida. Las-liheas sélidas represen-
tan membranas que son del tipo utilizado generaimente en didli
sis pasiva, es decir, membra;as electricamente neutras, tal co

dadeiulosa 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

tipos, incluyendo filtro de papel (por ejemplo Whatman No, 54)

filtros microporosos segin comercializa la £irma Millipore & @
’ g

la Gelma Corp., o ciertos tipos de elementos separadores de &{

cumuladores tal como los utilizades por la Mallory Corp.

La diferencia esencial entre filtros y membranas, descrm—h

ta anterlormente, es que los filtros son permeables a las pro—{

teinas y permlten al fluao de ligquido beato a traves de lo3s i

N
mismos. Las membranas, por otro lado, retienen proteinas y no;
permiten el flujo de liquldo basto a traves de los mismos, pe—i
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compartimento electroforético en dos subcompartimentos. Los

‘filtros actuan esencialmente como 1l{mites de friccion entre

cial, es la separacion de compartimentos electroforéticos indi

. 23

TO unicamenté una ultrafiltracion lenta, Las flechas en”las
figuras iﬂdican la &ireccion del flujo de los liquidos a tra- E
ves de} apﬁrato. ,

La Figura 1 ilustra el modo de electrodecantacion, mien- !
tras que las Figuras 2 y 3 ilustran dos modalid;des de electro

foresis de flujo forzado, diferenciandose en el emplazamiento

de la entrada de abastecimiento, Estas dos modalidades se di-

ferencian poco en cuanto a sus resultados y pueden sey utitiqgi
dos uno por otro. X

Las Figuras tambien ilustran la diferencia esencial entre:
la electrodecantacion y la electroforesis de flujo forzado. En§

la electroforesis de flujo forzado, los filtros separan cada

porciones de fiujo aséendente y descendente de l{quido, y asi
afiaden sustancialmente a la eficacia del procedimiento. Aun-
que, por consiguienfe, la electroforesis de flujo forzado es
la técnica preferida, resultados esencialmente similares se
consiguen por la electrodecantacion,

Un elemento deséado en el procedimiento, aunque no esen—
|

viduales entre si por canalizaciones para el flujo de electro-

lito apropiado, El electrolito proporciona principalmente un

méximo enfriamiento interno del aparato, y a este fin, ge cir-

cula el electrolito a traves de un intercambiador de calor de |
refrigeracion externa. ' |

Se prefiere que este electrolito sea un amortigador, y
que las mismas consideraciones son aplicables a easte seglin se
describe anteriormente respecto a la amortiguacion de la solu-

o |
de proteina que se esta procesando. Asi, pueden utilizarse §
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|den que la conductividad de la solucion de proteina que se pro

de alecohol al 10%. Se desalaron 2 litros de plasma bevina en

globulinas. Ia adicion a 0°C de 10% de alcohol por volumen al

‘plasma con alcohol al 18%. Tambien demuestra la ventaja de la|

24
fosfato, glicina, octanoato sédico u otros amortiguadores. Ia

conductividad electrica del amortiguador debe ser del mismo oI

cesa para asegurar un campo eléctlico relativamente uniforma
por todo el aparato. Este amortiguador tambien juega una pér-
te adicional importamte en el fraccionado de soluciones de pro

teina que contienen alcohol. Por su difusion a traves de las

membranas, se puede eliminar una parte sustancial del- alcohol
de: las soluciones de proteina efluentes, donde sea indeseado.
EJEMP;O I é

Este Ejemplo demuestra la diferencia entre euglobulinas ¥
materiales tipo euglobulinas, es decir, la diferencia entre la

precipitacion de proteinas desaladas en ausencia o presencia

una célula de electrodifilisis consistente en dos pares de mem-
branas catiénica y anibnica, de 22,86 x 25,4 cm, hasta haber
alcanzédo la resistencia elégtrica especifica de 200,000 ohms-~
-cm, a un pH de 5,2, BSe obtivo un precipitado voluminoso, que
fue centrigudado a 0%C., £1 anflisis del sobrenatante -mostrd

la presencia de albimina de 84%, con todavia unos 4% de gama

sobrenatante resultd en una segunda precipitacion, que nueva-~

mente fue centrifugado a la misma temperatura, El sobrenatan-

te resultante se analiso y mostro 95% de albémina, y menos de
0,5% de gama globulina,
EJEMPIO IX

Este Ejemplo demuestra la recuperacion, por desalacion,
de una fraccion enriquecida de albGmina de la fraccion sobrena

tante denominada Cohn II 4 III, obtenida por precipitacion de
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redisolucion selectiva de parte de la albimina, precipitada

1
1

con la fraccion tipo euglobulina, ¥y el efecto de resistencia

i
eléctrica y pH sobre la pureza asi obtenida, 2 litros de so- |

brenatante Cohn II &.III feuron desalados segln el -Experimento!

~ |
I, y separados en porciones de 100 ml. Cada porcion fue proqg[
. }

sado indepsndientemente, manteniendo todos los liquidos a 0°c
' [

durante todo el proceso, incluso durante la_centrifugacion. i

Despues del desalado municioso, la resistencia 4e¢ la solu
cion de proteina fue de 240,000 ohms-cm, pH de 5,2. En algu-%
nas muestras, la resistencia disminuyo por la adicion de clorw
ro sédico concentrado, que tuvo un efecto despreciable.sobre !

el pH, En dos muestras se elavé el pH por adicion de hadréxi-

|
do sédico, Eato tambien resulto en una significativa disminwﬁ

1

cion de la resistencia., Despues de estos ajustes, todas las ;
porciones de muestra’ fueron centrifugadas, decantadas y el prg
cipitado lavado en la mitad del volumen original de bien agua
destilada, o una solucion alcohdlica de concentracion irdicadsy
Se volvio a suspender el precipitado en este lavado, y la sus-
pension resultante nuevamente centrifugada., El sobrenatanfe

es la "alblmina rocuporabie", mientras que &l residuo es el

precipitado. Los datos ds la Tabla I muestran el contenido Tg '

sultante en alblimina de todas las fraccidnea: i

TABLA T

Se puede apteciar facilmente que la pureza de lé albﬁminag
recuperada esta influenciada fuertemente por el contenido en

alcohol del medio de sdspension. Mient;as que lo0s precipita~;

dos podfian todavia tener un contenido relativamente alto de E

albimina, la pérdida de albdmina, considerando el pequefio peso
del precipitado es inferior al 8% de la albimina total, siendo:

la recuperacion superior al 90% en todos los casos., !
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TABLA I. i
. A : |
bfecto de pH, resistencia y contenido alcohdlico en la QQ

reza de fracciones de proteina, l i
i : L
]

Resistencia Sobrena~ Recupe- Precipi—uf
Muestra|Especifica |°  |tante |Lavado racion |tado I% f
Némero | (ohms-cm) | pH |#-Alb, |%-Alcohol %~Alb~ %—Alb- }:A'

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 | 350 |
5 | 280,000 | 5,2 97,0 o |85,2 | 37,4

5 100,000 | 5,5 | 9.6 YN E
5 45,000 | 5,3 | 96,0 0 | 83,5 | 33,4

9 21,000 | 5,3 | 92,8 0 79,5 | 27,5

8 . 10,000 | 5,3 | 92,1 0 71,2 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

: EJEMPIO III S !
_ Este Ejemplo ilustra el efecto de la temperatura‘durante
la geparacion del precipitado tipo euglobulina del plésma que | .
cohtiene alcohol. El material de partida fue el mismo que el
del Lxperimento II, es decir, sobrenatante Cohn IT ¢ III minu-
ciosamente desalado. Esto fue dividido en porciones de 100 mﬁ
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 agga_destilada, ¥y centrifuga~
dos una segunda vez. Esta etapa de lavado fue repetida una sg%
gunda vez, pfoporcionando una fraccion segunda de albimins re-é
cuperable y-el precipitado final. Todas las etapas fueron e- :

factuadas bajo control estricto de temperatura, segin se indi-

L]

o,
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ca; log datos se proporcionan en la Tablae II.

_ﬁtilizando las etapas de desalado de una-fraccion de proteina

|de plasma que contiene alcohol, separacion de un precipitado [

TABLA II
%-Albfimina a temperatura indiéada-
| Muestra ' (0°¢) (5°¢) 1.(10°) (15°C):
Primer Sobrenatante 97,7 94,0 91,8 85,5 7
Primera Recuperacion . 94,1 91,2 90,1 85,5
Segunda Recuperacion 89,2 83, 78,1 78,0
Precipitado ' 17;5 10,2 5,5 5,0 j
~ EJEMPLO IV |

Este ljemplo ilustfa la aplicacion del procedimiento de ;

la invencion para la preparacion de un concentrado de albﬁmin#

de proteina tipo euglobulina, recuperacion de una albimina paxr

clialmente precipitad§ por un proceso de lavado en alcohol al

'10%, ¥y, finalmente, concentracion, y purificacion adicional u-|

tilizando electroforesis de flujo forzado delos sobrenatantes

combinados'procedentes de la primera precipitacion tipo euglow:

bulina y la proteina recuperada,
E)l maperial de partida fueron 10 litros del asi llamado
sobrenatante de la Fraccion Cohn IV-l, que es una etapa poste-

rior intermedia en el presente esquema de fraccionado por al-

cohol., El material de partida fue primeramente desalado como -

en el Ejemplo I, utilizando un conjunto de célyla de cinco pa-!
res de membranas, - La fraccion precipitada, tipo:euglobulina,

fue centrifugada y lavada dos veces con poréiones de 1 litro

de una solucion al 10% de alcohol en agua destilada, - Los so~ i

brenatantes de esta etapa de recuperacion de albimina fueron

combinados con &l sobrenatante de la primera centrifugacion,

Los sobrenatantes combinados fueron ajustados a un pH de 7,5
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‘utilizando hidréxido de gpdio y concentrado por electroforesis.

‘ de flujo forzado; con un conjunto de 5 células del tipo-ilus-f

1
trado en la Figura 2, proporcionando un concentrado de fondo ! A

de albfinina y una freccion de efluente superior, Los resultapz
dos del fraccionado se detallan en la Tabla III, %
Tabla IIT 'f
£l concentrado de albimina solo tiséne un contenido en al-g
cohol del %%, mientras que la alimentacion original, concreﬁa—?-
mente la Fraccion Cohn IV-1 tenia un contenido en alcvhol delf
40%, Asi, la concentracion por flujo forzado resultd en ﬁna :
disminucion significativa en el contenido de alcohol debido a
la diflisis, El desalado no altera el contenido en alcohol,
Preparacion de concentrado de albﬁminé a partir de Frac-

cion Cohn IV-l,

TABLA TII
Volu{Concent. Proteina|Albdmina %
men |Proteinas % Total. |[Total Retdimiento
Muestra 1 (L) (sms/L) Albﬁ&ina . (gm) (gn) |de Albdminal
Aliment, |10 23,2 90,6 | 232 210 -
_Albémina 1,25 167,5| 96,5 | 209,4 | 200,8 - 95,7
Preci'do0,4 54,6 40,3 21,9 8,8 4.2 -
Efluente |12 0,3 | 40,0 3,6 1,4 0,7 |
EJEMPLO V :

S —————————————

Este experimento ilustra la nueva metodologia utilizada |
$ i

para reduperar fracciones valiosas de materiales actualmente

rechazades. El material de partida fueron 2,000 gm de precipil

tado himedo del as{ denomina paso IV-4 del esquema de fraccio-y
nado por alcohol Colin, Este material contiene.piincipalmente

muchas alfa y beta globulinas, pero tambien contiene entre 40

|
]
|
|
y 50% de albimina, que actualmente se desperdicia. Este-precij

.
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-{cohol, manteniendo la solucion a 0°C. Esto resulto en la for- -
‘ ' N P

' flere a una Solicitud de Patente Norteamericana, no. 467. 115,

' presentada el 6 de layo de 1,974, acogiendose por lo tanto a

29

pitado fus sugpendido en 10 litros de agus, ¥ minuoiunumunLn,:'

desalada segin el Eﬁgmplo I. GLntonces se afiadié 1 litro de al

macion de un preclpltado copiosog Se aclaro sl sobrenatante ;f’
por centrlfugaclon, y sSe encontro que conten;a 1,6% de albﬁml-
na, a una pureza Qe 90,5%. 'Un total de 180 gm de albumlna fuef
ron recuperados de los 2,000 gm de pasta, que tenia un c;ntenilf
do total de alblimina de aprox:xmadamento 320 gm. Por- oons;.p;u:.e_q.‘r P
te, mas del 50% de 1a albfimina normalmente desperdici&da fue } |
recuperada, * _;}
| N o T 4 | }
Descrita suficientemente la naturaleza:del inventon, aéi.;
como la manera.de realizarlo en la préictica, debe hacerse con%
tar que las disposiciones anteriormente indicadas son ouscept1|

bles de modificacion de detalle en cuanto no alteren su priﬁéi

pio fundamental., Tambien se hace constar que el 1nvento se re

los beneficios que conceden 108 Convenios Internacionalew en’
vigor y siendo lo que constituye la esencia del referido invqg.'
to y por lo que se solicite Patente de Invencion por 20 afios

en Espafia, sobre:: PROCEDIMIENTO PARA EIL FRACCIONADO DE 30LU- !

CIONES LIQUIDAS DE MEZCLAS DE PROTEINA; caracterizandose por

lo siguiente: ;

l. Procedimiento para el fraccionado de soluciones liqul
das de mezclas de proteina, salecclonadas del grupo conslston-
te en plasma, suero, y fracciones derivadas de estos, caracte-
rizado porque comprende las etapas de: . (a) someter dichas so-@
luciones a electrodiflisis en la gama de pH éntre 4,8y 63 (b)

. ) s £ s , R . |
efectuar dicha electrodillisis a temperaturss inferiores a los
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15°C; (¢) continuar dicha Qlectrﬁdiélisis hasta que la resis-
tencia éspecifich de 1la mezcla resultante .exceda los 1000 ohm—
-cm y precipita una fraccion de dicha mezcla de proteina; (d)
separar el precipitado de la solucion de proteina soluble so- !
brenatante; y (e) recuperar dicha solucion de proteina solu-

ble sobrenatante.

2. Procedimiento seglin la reivindicacion 1, ceracteriza-
do porgque la reéistencia esbecifica de la mezcla resultante, !
al completarse la electrodiflisis, eésté en la gama deé 50.000 —i
200,000 ohm-cm y se mantiene la temperatura por debajo de apro;
ximadamente 5°G.. ‘

3. Procedimiento segin la reivindicacion 2, carascteriza-
do porque la electrodidlisis de desalado se efectua hasta que
el pH finél de 5,3 : 0,2 se alcanza, siendo este el punto iso-

eléctrico de proteinas de euglobulina y/o de tipos de eiglobu~-

4, Procedimiento segin la reivindicacion 3, caracteriza-
do porque la fraccion precipgtada separada en la etapa (4) es
la euglobulina y/o de tipo euglobulina en piésmg. '

5. Procedimiento segfn cuslquiera de las reivindicacio-

rivada del plasma es una fraccion que contiene albdmina, obteai

nes anteriores, caracterizado porque la mezcla de proteina de-

nida por el fraccionado de plasma por el procesc de alcohol

| y
Cohn, tal como la fraccion sobrenatante Cohn II y III, dicha i

]
i
i
la fraccion de euglobulina y tipo de euRlobulina que se hizo |

1S

precipitar por el proceso de electrodi&lisis y se separd en'lﬁ

fraccion conteniendo como minimo 20% de alcohol, segln el cual

etapa (d4) incluye alfa- y beta-globulinas, principalmente, con
lo que se consigue una mayor pureza de albimina en la fraccioni

e profeina soluble recuperada,
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‘nes 5, 6 6 7, caracterizado porque la euglobulina, o material

-|una etapa de separacion por campo eléctrico.
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6. JProcedimiento segdn la reivindicacion 5, curacteriza-,
do porque la solucion de proteina soluble, sobrenatante, daaa-g

lada, de la etapa (e), se trata con alcohol para precipitar |
:

7. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicacio- !

sus proteinas, consistentes principalmente en albiimina,

nes 1, 2, 3 6 5, caracterizado porque la solucion 0 suspensioni
electrodializada se ajusta a un contenido en alcohol de 10 - L
20%, dicho cqntenido de alcohol en -plasma, 0 soluciones o sus—;
pensiones derivadas de plasma, electrodializadas caussn el ép- -
timo fraccionamiento de proteinas de euglobglinas o de tipos ’
de euslobulinés de proteinas solubles sobrenatantes, y dan el:‘
resultgdb de una mayor pureza de albfimina en la fraccion sobq%
natante y en la separacion y reéuperacion de dicha fraccion sg
brenatante.

8., Procedimiento segin cudlqiiera de las reivindicacion

de tipo euglobulina, recuperada se redisuelve parcialmente en
una solucion que contiene alcohol al 5 - 15%, y se combina la
gsolucion de proteina sobrenatante que resulta con la fraccion

de protgina sobrenatante que resulta con la fraccion de prote-

ina soluble que contiene alb@mina, l
9, Procedimiento segin cualquiera de.las reivindicacio=!
nes 1, 2, 3 § 5, caracterizado porque la solucion de proteina
soluble sobrengtante; recuperada de la etapa (e), se trata a@ﬁ
cionalmente poxr amértiguacion en 1z gama de pH de méxima mobiJ

lidad electroforética de proteina y a contmnuaclon se trata on

_lO. Procedlmlento gegin la re1v1ndmcaclon 9, csracteriza

i
{
2
do porque la etapa de separacion por campo eléctrlco es una e‘

lectrodecantacion,



10

15

20

a5

laninsg, glicil-glicina, diglicil-glicina.
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11. Procedimiento segin la reivindicacion é; caracteriiﬁ-f'

|do porque la etapa de separacion por campo eléctrico es uma e-§

tapa de electroforesis de flujo forzado.

12, Procedimiento segin la reivindicacion 1, 2, 3 § 5, ca
ractgrizado porque la fraccion precipitada separada en la eta-
pa (d) se redisuelve por adicion de una solucion alcalina‘para'.

elevar el pH a aproximadamente 6, y electrédializar 1& frace

cion precipiteda redisuelta nuevamente,. 1
13. Procedimiento segfn la reivindicacion 9, caracterizapf‘
do porque la solucion de proteina soluble sobrenatants, recups;
rada en la etapa (e, es anfétero, y se trata con amortiguado-
res anféteros con elevada capacidad de amortiguacion y que cqq
tribuyen poco para incrementar la condustividad eléctrica espe
offica de la solucion. .
14, Procedimiento segfin la reivindicacion 9 6 13, cexecte
rizado porque dicho amortiguasdor anfétero se selecciona del

grupo consistente en tri(hidfoxiﬁetil)amihdmetano, g}icinq, a=

15. Procedimiento segfin la reivindicacion 9, caracterizal
do porque dicho producto amortiguador de la etaps de didlisis
ge divide durante dicho proceso de separacion por campo elécé
trico en efluentes superior e inferior, como resultado de di-
cho proceéo de separacion y la relacion de flujo de dichos 23~
flﬁeﬁtes superior o inferior se mantiene en una relacion eatre

8:1 y 15:1, _ | ‘ !
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16;- Procedimiento para el fraccionado de aoiucioneq
1fquidas de mezelas de proteina, tal y como queda sustancial-;
mente descrito en la presente Memoria y en los dibujoé adjunri
08,

Esta Meuworia consta de 33 hojas escritas a mdquina

por una sola cara.

Maarig, 15 Dic. 1978

HAROLD STERN
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