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‘de plasmalhumano utilizando un disolvente selectivo y control

gamma-globulina y més'eépecialmenté’anxlmamdo para la produc-

<j eficacia por debajo de la media para este fin.

virica hepatitis B (HBV) ha sido puesta en cuestibn desde ha-~

_— - REF: ORD 5 -

. RESUMEN DE LA INVENCION

Se describe un mé&todo para la produccifn de un nuevo '
agente inmunizante. El agente inmunizante es gamma-globulina

anti—HBS eséncialmente exenta de fibrinbgenc, plasminbgeno,

~globulina 19 S y lipidos, que ha .resultado efectivo en la in<’

munizacifn contra la enfermedad virica hepatitis B. El méto-

do -de produccién de este material implica el fraccionamiento

del pH, de la temperétufa y de la fuerza iénica.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta. invencidn se refiere a la produccidn de una nueva

%

cidén de una nueva gamma=-globulina especifica hiper-inmune de-

nominada.globulina inmune de la hepatitis B.

Desde su aplicacidn publicada por primera vez en 1945

por Neefe, J.R. y Stokes, J.Jr. en el Journal of the American|

Medical Association,.145, 128, 1063, casi todos los prepara-

dos de globulina inmune humana 'normales han sido interesantes

{mal ha sido recomendada para uso rutinario en la prevencién de

los casos secundarios entre los contactos domésticos expues-
tos. Solamente algunos lotes ocasionales han presentado una
I

" Por el contrario, sin embargo, 'el valor de estos pre-

parados de globulina normal para la profilaxis de la infeccisy

ce tiempo. Véase, por ejemplo, Mosley, J.W., Galambos, J.T.,
Diseases of the Liver (editadec por L. Schiff), pdg. 410, Fila-
delfia, 1969 y National Academy of Sciences ~ National Researd

Council Committee on Viral Hepatitis, Morbidity and Mortality

"len la profilaxis de la hepatitis del tipo A. La globulina nory

h
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'ensayo ael antigeno superficial de la hepatitis B (HBsAg).

nizaxr eflca?mente contra el Llpo B de la enfermedad.

Weekly Report, 1972, 21, 133. Laf conclusiones discrepantes

de las diversas anCS;lg&CthGc sobre la eficacia de los pLe-
parados de globullna normal en la prevencidn de la hepatltls
del tipo B pueden haber 51do el rcsultaﬂo de alversog facLo-
res, tales como vqriaciones en la concentrac16n de aptlcuer--
pos espe;ificps (anti-HQs) en los lotes utilizados y la fal-

ta de fiabilidad de la diagnosis en estudios anteriores al-

En genera1 se estd de acuerdo, sin- embargo, en que la proflla

T

Xis efectlva con ]a globullna noxmal es demasiado inconsisten
te para justlflcar nlnguna recomendacxén de que sea utiliza~-

da en un .intento para evitar la enfermedad del tipo B.

Especiflcamente la capa01dad de diagnosis’ de la hepati

+

tis tipo B produjo el reconoc1m1ento de que el contacto estre

cho y continuado con los portadores puede dar lugar a una.

transmisi6én intra-dom@stica y esto ha despertado un gran inte;

rés en la obtencidn de una globulina inmune que pudiera inmu-

Por lo tanto, esta 1nvenc10n proporc1ona un materlal
de este tipo asi como un metodo para su produccibn y'utlllzaf
éién;en la inmunizacifn de hudspedes susceptibles.

DESCRIPCION GENE‘RAT... DE LA INVENCION

"La nuev& gamma-giobulina inmuﬁe anti~HB de eséa inven-
016n es pura y estd ercnc;almen+e exenta de fibr 1n6gcno, g¢o—
bulina 19 S, plasminbgeno y lipidos. Se prepara a partir de

piasma humano que contiene préferiblemente un elevado titulb.
de ese anticuerpo. Estd al élcance del experto en este campo'
el identificar y obtener este plasma como material de paftida.

Como es sabhido, el plasma humano contiene muchos componentes

como alblmina, plasminégeno,‘globﬁlinasa r BY Y VY diversos

L
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de la fracecidn y la eliminacibn final de los compcnentes

_gque_ son indeseables en la globulina anti~HBs estdn determi-~

sistema. Por lo tanto, la invencidn utiliza una serie de

" etapas para efectuar la separacifh de los componentes que

plearse otros alcanoles inferiorcs como etanol y propanol..

jlas,diversasrfases del fraccionamiento es facilitada median-
te el uso de metanol. Cuando ge emplean otros disolventes,
- se realizardn los cambios apropiados en las cendiciones del .

proceso ya'que afectan a 'la solubilidad.

lfpidos. El fraccionamiento de este material para obtener .
el componente deseado de acuerdo con esta invencitn depende
de la solubilidad de los diversos componentes del plasma a

diversas fases ¥ bajo diferentes condiciones.

En cada fase de esc fraccionamiento, la separacidn

nados por el control critico del pH, de la temperatura, de

la-concentraci6n de precipitante y de la fuerza idnica del

son indgéeables mediante el control de condiciones que alte-
rén la solubilidad de esos compohenées. )

Diversos disolventes orgé&nicos de constante dielécéri—
ca baja, como las cctonas y los alccholes, precipitan laé
proteinas y han sidé utilizados eﬁ el fraccionamiento del

plasma. El disolvente orgénicb utilizado en el mftcdo de es-

ta invencidn es preferiblemente metanocl, auvngue pueden em- "

La capacidad para mantener las fuerzas ifnicas criticas en

.

Con objeto de evitar la desnaturalizacidén de las pro-

tefnas durante el fraccionamiento, la precipitacifn se reali-
za a temperaturas bajas. Como la solubilidad de las proteinag
depende de la temperatura, la temperatura seleccionada para

cada etapa del fraccionamiento debe. ser, por razones de eco-

nomia, la més baja posible que permita la separacidn deseada,

A0 5 el R IR s SRR, e 73
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Gltimo se fracciona despu#s para dar el Precipitado I y el

" mentalmente por fibrindgeno, se desprecia. El Sobrenadante 1

W estd constituido principalmente por gamma~globulinas, iso-

flina: colesterol y otros lipidos. Mediante un nuevo fraccio-

namiento, el frecipitadc TI + IIT W da el Sobrenadante ITI +

con objeto de evitar la desnaturaliéacién.

"Refiriéndonos al. diagrama de flujo, la fraccionacién:
transcurre desde el plasma humano completo. El plasma se’
enfria a unos O;SAC j después sec centrifuga para separar un

precipitédo insoluble frio de un liquico que sobrenada.: Estq
Sobrenadante I. EL Precipitado I, gque estd constituifdo fﬁn&g

es;fraccionédq para dar los Sobrenadantes II + III y los
PJ.:ecip.iéad«;.\g .T.;[ £ I1I. El Sobrenadante II + III, que se‘_des:,—
precia, gontiéng oy Bfglobuliﬁé y lipidos. El Precipitado
II + IIX ests constituido;prihcipalmente por'B.y'y—globuli—

nés e isoaglutininas, pero también contiene protrombina,

plasminégeﬁo,_colesterol y otros lipidos. EL Precipitado II # .
;II, mediante hh‘nuevo fraccionaﬁiento, da SObrénadante iI'+
IIIWy ﬁrecipitado II + III W. Lé nglobulina, el coleste-
rol y otros lipidos.son separados en gran parte en el Sobrej"

nadante II + III W que se desprecia. El Precipitado II + III

aglutininas, plasminégéno y protrombina y algo de B'-globu—

Pfedipitado IXI. EL Précipitado III; que se desP:ecié, con- -
‘tighe isoaglutininés, plésminégeno y-protrombing.'Ei:Sobrena-
dante‘III'estﬁ censtituido principalmente por_gémma—globu;i—
has y capntidades minoritarias de fibrinégeno ? lipides. La
etaéa'final del_fracci;namiento da lugar al Precipitado_II
Que es gamma—globuliné inmune anti~HBé esencialmente pura,

casi completamente exenta de globulina 19 §, plasminSgeno y

lipidos.
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_gujentes ejemplos,

Vla (cubeta-, a 1° + 1°C, alimentando.a razfn dn 1000 + 50 mT
" por mlnuuo. El pre01p1tado insoluble frio se despr901a. Fl
VpH del liquldo que sobrenada se aju»ta a7,2+0,2. E1 con-

_ volumen) mealante la adicién de 177 ml. de metanol, al'71 % .

A,lentamente a -5° + 0,5°C durante 1 hora y se mantlene a -5°

‘un dispositivo de enfriamiento.
racidn, 601 ml de metanol al 71 % (volumen/volumen) , 0,88 ml
.de ééidolacético 10N ¥ 6,44 ml de acetato sédico 4N. Esto

lIeva la concentracidn ae metanol al 33,3 %, la fuerza ibni-

temperatura de =-5° + 0, 5°C y se agita lentamentp duranLe 2

!

La invencitn serd mejor comprendida mediante los si--

EJEMPLO 1
Un plasma de sangre humana, -con un titulo angl-PB de
6000 aprox1madamente, se enfria a 1° 4 1°C. El p;asma se cen|

trlfuga en una supercentrlfqp.Sharplas con tros a1etas en - .

tenldo en metanol del lote se lleva a 10,7 + 0,1 % (volumen/
(volumed/voleen) por litro de plasma. La soluc16n se aglta

+ 0,5°C durante 1a noche. La solucibn se centrlfuga en. una
supercentrifuga Sharples con tres aletas en la -cubeta a -“°
+ 0 5°C, allmentando a un caudal de 1000 + 100 ml por minuto}

Se recoge el Sobrenadante I en un receptéculo prov1sto de

A cada litro de Sobrenadante I se afiaden, con réfrigef

ca a 0,085 q}/lltro y el pHagg. La soluc¢5n se lleva a una.

horas. Después la solucibn se deja en reposo a -5,5° + 0,5°C
auranté ;6 horas. — '

VLa éo;ucién sa Eéntrifug; en una supercentrifuga
Sharples cohruna cubeta de tres aletas a -5° + 0,5°C, a un

caudal de 1000 ml + 100 ml por minuto. Bl Precipitado II +

III se saca de la cubeta, se pesa Y se almacena a una tempersa
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tura de -20°C.

“ginal del Precibitado II + III) de agué a 0°C en equilibrio

con agitaczén, tres vollmenes (Lres veces el peso original

©un porcentaje de metanol del 26,7 + 0, ,2 %, se afiaden 15 vo-

tres aletas, una temperétura de -5,5 + 0,5°C} a un caudal de

‘de 15 cubeta y se pesa.

hielo.A la suspensién se afiaden dos voldmenes (dos veces el

:guladora de acetato por cada gramo de pasta de Precipitado

Manteniendo una tcmperatura de 0°C, el Precipitado II

+ III se suspende en dos vollmenes (dos veces el peso ori-

con hielo, cortando la pasta con una espatula de acero inoxi
dable, en; una vasija de acero inoxidable y agitando hasta

que- la sus penalbn es unlforme. Se afaden a la suspensidn,

del Pr901p1tado II + .ITII).de solucibn 0,0187M de fosfato di-f.

pédlco. ‘se ana&en 20 volﬁmenes (20 veces el peso orlglnal
del Precipitado IT + II1) de agua a 0°C y se continfia agitan

do a\0°c durante 30-60 minutoé.ElpHps 7:2 + 0,2. para obtene

ldmenes (15 veces el peso original del Pre01p1tado II + III)
de metanol al 71 % (Volumen/volumen) a —lO“C. La fuerza 16n1
ca de la ‘solucidn es 0, 0052 + 0, 0003 1g/11tro.

La solucidn se lleva a una temperatura de -5°C y se

centrifuga en la supercentrifuga Sharples con'una cubeta de

500 + 50 ml por mimito. El Precipitado II + IIL W' se saca ‘

El Precipitado II + III W se suspende en dos voltmenes

(dos veces el peso del Precipitado I +'III W) de agua de
: : 5

peso del Precipitado IIX + IIT W) de acetato SédLCO 0,175M.
Se agrega otro volumpn (una vez el peso de1 Precipitado II +

III-W) de agua de hielo conteniendo 0,216 ml de solucién re-

II + III W. La solucién reguladora de acetato se prepara di-

luyendo 40 ml de &cido acético 10N y 20 ml de acetato sbdico

T

LAY
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.che. La éolucién contiéne«metanol'al 22,7 % y tiene un pH’

; -6°+ 0,5° C, y 'a un-caudal de 500 + 50 ml por minuto. Se mide

filtra a través de un filtro-prensa Eitel que contiene fil-’

.tros D~8.

;como sigue:-se llevan a 100 ml con agua'desti1ada 25 ml de

22,7 %. Esta soluci6n tiene una fuerza iénica de 0,01 ig/li-

'

4N hasta 100 ml con agua destilada. El pH de la solucidn' es
5,2 + 0,2. La solucidn se agita lentamente durante -una horé.'
Después se afiaden 13,5 volﬁmcnes (13,5 veces el peso orlgl—
nal del Pre01pltado II + III W) de ag0a de hlelo y 8, 66 vo-
lUmenes (8,66 veces el peso original del Prec;pltado I+

IITI W) de metanol al 71 2 (volunen/volumen) mientras se man-
tiene la temperatula a ~6° + 0,5°C. La solu016n se agita len

tamente durantq una hora y se deja en reposo durante la no-

de 5,2 y una fuerza 16nlca de 0 015 1c/lltr0.
La solu016n se centrifuga en una supercentr;fuga

3

Sharpl°s Gon una cubeta de tres .aletas, una temperatura’ de
el volumen de Sobrenadante III. El Prec1p1Lado I1I se des~
prec;a.
EL Sobrenadante III se trata con 0,4 % en peso/volumen

de Celite 512 y se agita durante 20_m1nutos. La mezcla se

Se prepara una solucibn reguladora de acetatoa pH 5,2

acetato s6dico 4N y 3 ml de §c1ao acétlco 10N.. La soluc;én

reguladora de 'acetato se dlluye 100 veces con metano] al

tro. 'Un filtro-prensa BEitel se recubre previamente con la

solucisn reguladora de acetato mis Celite 512 (O,E_g/pulgadaz

' j - . B
(6,25 cm™) de superficie de filtro) utilizando 40 ml de so-

2 (6,25 cm?) ae

lucidn reguladora de acetato-metanol /pulgada
superficie de filtro . Se filtra el Sobrenadante IIIL y al £il

trado se afiaden 50 milimoles (2,923 g) de cloruro sbdico y

A ey 0l WO ERe 0T - SRS Ty oo
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'exgnta de plasminégeno, flbrlnégeno,-liplaoo Y globulipas

Bl plasma humano de partida deriva de uhidades de plaéma que

Vderiva de unas unidades de plasma sin anti-HB detectable

7,65 ml de bicarbonato sddico 1M po; litfo de Sobrenadante
IIT filtrado. El pH del filtrado es 7.2 + 0,2, - .

AL filtrado se anaden 160 volﬁmcncs de metanol al
100 % a una temparatura inferior a ~5°C. La NGZClu se atha
lentaménfe durante‘una hora a una temperatura de ~6,5° *
0,5°. La muzcla se dcja en reposo durante la noche.

La, go]ucmén se cenfrlfuga en una supurﬂenurifuga
Sharples.con una cubeta de tres aletas, a una temperatura
de’ —6° + 0, 5°C y a un caudal de. 500 + 50 wl poxr mlnuto. se
despx ec1a c] liquldo sobmenadante.

Se separa, cl Pre01p1tado II,_se susgmtb en. cuatro volii-

")
mcnbs de agua de hielo y se lloflllza. El polvo liofilizado
se pesa y se uconserva a una temperatura 1nfer10r a —5°C.

El Prec1p1;ado ‘II preparado med:anre éste - ejomnlo as

gamma—globullna Inmune dntl-hB con. una purez ‘del 29 %,.

19 8.
EJEMPLO 2
Se preparan 2 gloﬁulinas inmunes humanas como solucio-

nes al 13,5 + 1,5 g/dl pox el procedimiento del.Ejemplo 1.

se sabe que contleqen antm—HB ‘en titulos entre moderados y

altoa por hemoaqutlndc16n pasiva. La gLobullna de control

po& hemoaglut inscibn paolva. Ambos pruparaaos de g]obullna
inmune son dispensados COmMoO volﬁmenes de 5 ml en viales idénn
tigds de una sola dosis, clasificados con una désignacién de
dos digitos atriﬁuida al azar. Ambos preparados complen to-

das las normas aplicables para la "Globulina Inmune {Humana) '

del . Bureau of Blologlcg, Food and Drug Administration, De-

v
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" La globulina inmune a la hepatitis B contenfa 442 g de anti

de 19 2y chwomore de 1974, se identificaron 96 pacientes hu-

' da y un ensayo positivo de HB_Ag confirmado por subtipifica-

2 meses antes de la aparicién de la enfelm dad.  Se formarpn

~dos arinos de tratamiento con los c&muge de ‘estos pacientes

antes. Otros criterios adicionales para el cényuge: incluian

‘enfermedad hepdtica crdnica, que no fueran usea os de inyec-

mag durante los 10 meses subsiguientesz.

el grupo. tratado y 53 en el grupo de control. Debido a exclu-

!..\
frn’
.

partamento de. dwtados Unidos de Selud, Educacsén y Bienestar:

HB, especifico/ml mediante un anilisis radioinmune en fase
s6lida, cuantitativo. Su tftulo anti~HB§ por hemcaglutinacifSi

pasiva era 1:200.000 ¥y 1;150,000, leﬂpectlv mcnce, contra

1=,

células recubiertas con loc subtipos adw y ayw de HB Py,

Durante el perloao dn 29 meses transcurrido entre uhl]}
manou de hepatitis ictérica, con inLomas, indicios y resul-

tadoe de laboratokio compatibles con una hepatitis viral agurt

cién o especificidad. Durante ‘este periodo, estes pacientes
expusieronja un +otal de 100 compaﬁefos sexuales con los que

vivieron duravte un periodo transcurrido ‘entre 2 semanas y

y se administxd una sola inyeccién intramuscular.de 5 ml de

la globulina inmune anti-HBS, preparada como se ha descrito
la falta de historia de hepatitis o icterici' pfevias o de

tables, gue no hubiera historia de transfusiones dentro de

los 6 meses previos y la disponibilidad de geguir los sinto-
i .
Entre los 100 ebnyuges, 47 fueron colocados al azar en

siones de un tipo u otro, quedaron 33 para el andlisis en el
grupe tratado y 40 en el grupo de control. En €1 momento pre-

sente, 58 de los 73 conyuges: eli 5bles'habian_§jdo estudiados

-

durante 150 dfias o més después dc’}n;lhyecciéh de la globuli-

-

o SRR e eI e 5 G
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v ninguno'en 1erc6mn@es tratados con la globulina inmune de

‘en - suero de ? mg/dl o mis alto. La hepatitis anictérica se

{po B basdndose en los 51gu1entes criterios: (1) aparlclén de

novo de HB Ag; (2) aparicifn de novo de anti-HBs en los recap-

ral. El material es admihistrado parenteralmente y de preferen

na de esta invencién.

Log intervalos transcurridos desde el reconocimiento
de la ‘ictericia eﬁ los pacientes y la inyeccibn derlds conyu~
ges: oscilé entre 7 aias antes a 30 dfas después con una me-
dia de 9'dias; En tdtal hubo 11 casos de hepatltls reglstra—
da en lésrcagmge o de ’ov cualeo 9 eran de hepatltls 1ctér1ca)

In el grupo de control se predujeron 9 casos de. hepatitis B’

la hepatltls B de esta invencién.
En e; santldo utilizado en este estudio, el tﬁrm1no ha-
patitis ictdrica se define como ictericia sospechosa de la

piel o dq los ojos, confirmada'ppr un nivel de bilirrubina

define como thatltlS sintomitica confirmsda por niveles y
dlugramag apropladcs de auth1daaes de amxnotransfe ~asa eﬁ
uueyo pexo sin que la bilirrubina obsurvada en suero llegara
al nivel de 2, O-mg/dl. Ambas formas ictérica y anictérica de_

hepatitis 81ntomatlca fuexon deflnldas como enfermedad del tl

ﬁnreshde globulina de control- (3) ﬁn titulo declinante de
dnLJ~HR d.upues de la 1nyecc16n de alobullna inmune a la he-
patltzs seguado de un aumento de cuatro veces o mayor. LOu
caqos ngtOﬂdflCO° que no cumplien astos crltcrlos fueron cla-
gificados como hepatitis "no B".

Una, cantidad efectiva del material de esta invencién-ads~
cnada'1axa 1mp°d1r la Jnc1den01a de la cnfermedad viricia he-

pat:f:s B en huéspedes susceptibles o oscila preferiblemente en-

tre 25y 50 pg‘de anti-HBS especifico/ml por kg de peso corpo-

Mo i BN, ki WSS
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. - o Masa de plasma i

: . _ gy

Precipitado insoluble f£rio ’ o , : _Sobrenadant
se desprecia _ . Lo ' pPH "
- ' Metanol

Fuerza i6ni

: Temperdtura

Precipitado I ' ' : Sobrenadant

se desprecia...|. . . . pH

o © | Metanol

Fuerza io6ni

Temperatura

" -

| ———

. Precipitado II + IIL - - Sobrenddant
pH ) o 7,2 + 0,2 . . © se des
Metanol 26,7 + 0,2 : .
Fuerza idnica N 0,0052 + 0,0005 ig/litro
Temperatura - -5 +2%

] R
Precipitado. II + III W : Sobrenadant
PH . . 7 5,2 + 0,2 : se desp
Metanol e 22,7 % + 0,2 %8 - ] e -
Fuerza idnica 0,013 + 0,005 ig/litro
Temperatura > ~-6° + 2°C .
1%

Precipitado IIIX . o : Sobrenadante

se desprecia )

Filtrc

|

\ ) j
Filtrado ajustade & : Sobrenadante
pH 7,2 + 0,2 se desprecia
Metanol . 33,2 + 0,2 % :
Fuerza ifnica 0,06 + 0,005 ig/litro
Temperatura . -6,5° + 2°C

Precipitado IX

Se suspende en agua a 0°C (4-5 volﬁmenesf
Se liofiliza .
Se almacena a ~20°C
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Masa de plasma SR -

r Enfriar a 1°C

- /i

" |Centrifugar a 1 litro por minuto

.Sobrenédante ajustado a
pH - . 7,2 + 0,2
Metanol : 10,7 + 0.2 %
Fuerza ibnica 0,136 ig/litro
- Temperdtura . =2° + 2°C
Sobrenadante I ajustado a
pH 6,9 + 0,2
Metanol 33,3 % + 0,05 3
Fuerza .idnica 0,086 + 0,005 ig/litro
Temperatura 7 =5° + 2°c =~ .7
r , :
. Sobrenadante II + III
0,2 . + se desprecia -
0,2 & .
+ 0,0005 ig/litro .
3 .
J : 7 .
5 Sobrenadante IT + III W
=0,2 se desprecia
s+ 0,2 % ‘ '
5¥ 0,005 ig/litro
2°C .
& |sobrenadante III
i Filtro
- |
1
Sobrznadante
0,2 se desprecia :
0,2 % : -
- 0,005 ig/litvo
+ 2°C
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cia intramuscularmente mediante una sola dosis inyectada.

anti-HB, a partir de plasma humano, gque comprende las eta-

precipitado;

tar la Lemperatura a ~2°C aprox1madamente, SLendo la canti~

|~ fuerza ibnica entre 0,081 y 0, 091 1g/11tro y- separar del sis
20 | tema ligquido resultante un tercer precipitado y un tercer

~sobrenadante,'

' fuerza i6nica entre 0,0047 y 0,0057 ig/litro v éeparar del

En.resumen, la Patente de Invencidén que se solicita
deberé recaer sobre las siguientes:

© REIVINDICACIONES

1.’ Un método de preparacién de una gamma-globulina

pas de:
(a) enfriar el plasma humano a 1°C aproximadamente y

sepqrér de dicho plasma un primer sobrenadante y un primex
(b) anadll metanol a dlChO primer soblenadante ¥ ajus-

dad de metanol entre 1o, 5 % y 10 9°%, el pH entre 7y 7,4y
la fuerza iénica 0,136 1g/l;tro y separar del sistema ;iqula
resultante,un éegundo precipitado y'uh segundo:sobrenadahte;

| (cj agregar metanol al.seguﬁdo éobrenadante Yy ajuséar
lagtemperatura a ;5°C aproximadameﬁte, siendo la cantidad de

metanol entre 33,25 % y 33,35 %, el PH entre 6,7 y 7,1 y la

(d) anadir metanol al ‘tercer precipitadc y ajustar la
ﬁemperatura.a -5°C aprbximadamente,-s;endo la cantldad de

metanol entre 26,5-% y 26,9 &, el pH entre 7,0 y 7,4 y la

sistema liquido resultante un cuarto precipitadc y un cuarto
sobrenadénte; ‘

(e) anad1¥ meLanol al cuarto prec1p1tado y ajustar la
temperatura a -6°C aproximadamente, 51endo la cantidad de

metanol entre 22,5 % y 22,9 %, el pH entre 5,0 y 5,4 y la

\J .
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| ta: UN METODO DE PREPARACION DE UNA GAMMA-~GLOBULINA ANTI- -

S

fuerza ibnica entre 0,008 y 0,018 ig/litro y separar del
sistema liquido resultante un quinto precipitado y wn quin-
to sobrenadante; o '

(£) afiadir mebtanol al quinto sobrenadante y ajug-
tar la temperatura a —6,500 aproximadamente, siendo la can-
tidad de metanol entre 35,0 % & 33,4 %, el pH entre 7,0y
7,4 y la fuerza idnica entre 0,055 y 0,065 ig/litro y sepa-
rar el sistema'liquido resultante en un sexto precipitado ¥
un sexto sob:enaaah%e. ‘ ‘

2. Un~métod9 seghn la Reivindicacibn 1, dondérei
sexto precipitado es liofiiizado._ L

3, Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el

que se ha de recaer la Pabente de Invencién que se solici-

HB A PARBIR DE PIASHMA HUMANO. .
Todo conforme queda descrlto ¥ reivindicado en 1a
presente memorla descrlptlva que conota de catorce paginas

mecanografiadas. \

Madrwd, 27 aullo l 976
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