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Esta invencidn se relaciona con un procedimiento
para la adsorcidn selectiva de alblimina a partir de mezclas
que la contienen y para la elucidn practicamente cuantitativa
de la albfimina mediante el empléo de una nueva serie de com-

puestos soporte insolubles en colorantes.

La albfmina es una proteina principal del plasma
sanguineo o suero y constituye un producto comercialmente im-
portante usado en el campo médico. El proceso Cohn bien cono-
cido, o sus modificaciones, se utiliza en general en el frac=-
cionamiento del plasma en diversas fracciones proteinicas me-
dicamente fitiles e importantes, en adicidn a la produccidn de
albfmina. La alblmina, al ser una de las proteinas mis solu~
bles, se encuentra entre las filtimas-que se aislan en este
procedimiento de fraccionamiento largo y tedioso para la ob-
tencidn de una variedad de diferentes proteinas de plasma,
Como resultado, se han buscadé otros ﬁétodos para la separa-
cidén de alblimina a partir de plasma, sin sacrificio o perjuicio
de las vestantes proteinas, que sea mis r&pido y econdmico.
Por otra parte, con frecuencia es deseable aislar componentes
especificos de plasma, tales como . enzimas, que estln libres

del contaminante principal, alb{mina.

Recientemente, sé€ ha descrito un método estable-
ciendo que la albimina del plasma podria adsorberse selectiva-
mente v eluirse de'compuesfos insolubles éﬁe se producen a
partir de una clase especifica de colorantes copulades a aga-
rosa (German Offenlegungsschrift 2443119 presentada el 9 de
septiembre de 1.974; J. Travis y R. Pannell, Clin. Chim. Acta
49, PP. 49-52, 1973). Esta clase de colorantes se caracteriza,
por cada colorante, por tener un nficleo triazina que esté sus-
tituldo con grupos anilina o naftilamina sulfonados. Uno de
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los compuestos colorante-agarosa descrito es Sepharose 4B el
cual se activa primero con bromuro de cianbgeno y se copula
entonces a Blue Dextran. Blue Dextran es Cibacron Blue F3G-A
en donde el &tomo de cloro de la mitad triazina ha sido reeme-
plazado con O-~Dextran. El compuesto Dextran Sepharose 4B-Blue
parece absorber 96 % de la élbﬁmina del plasma con practica-
mente ninguna adsorcién de los otros componentes proteinicos.
La albfmina se eluye en un 80 % aproximadamente utilizando un
disolvente de elucibdn de fosféfo~etanol a pH 2,4, Se hardescri-
to otros compuestos de colorante-agarosa inciuyendo Cibacron
Blue F3G-~A copulado a Sepharose 4B reticulado. Aunque se han
descrito diversos solutos para la elucidén de albémina, inclu-
yendo una mezcla de &cido octamdico, tris hidrocloruroc y clo-
ruro sédico, cloruro de calcio, magnesio o potasio con tri hi-
drocloruro, y elevadas concentraciones molares de urea'acuosa,
no se ofrecen detalles algunos sobre la eficacia de la elu-
cibn. '

si bien este método de Travis et al parece Gitil
para la separacidn selectiva de albimina a partir de mezclas
de protefinas, la recuperacidn de albfmina no es suficientemen-
te alta para garantizar el empleo de este proceso a escala
comercial, Por otra parte, no existe indicacibén alguna de la
eficacia en la absorcidn selectiva de alblmina a partir de so-
luciones proteinicas distintas a las de plasma, en el caso de
que las soluciones contengan mayores o menores porcentajes de
alblmina como en ciertas fracciones Cohn, por ejemplo gamma-
globulina en bruto, fracciones Cohn IV-1, IV, IV-4, la proteina
en Supernatant II + III y Plasmanate'R (Fraceidn de proteina
de plasma aislada del Supefnatant Iv-1 de Colmn).

Se ha encontrado que una clase especifica de co-
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lorantes, cunando se copulan quimicamente a ciertos soportes
poliméricos insolubles, proporcionén compuestos de colorante-
soporte que no solo adsorben selectivamente albimina a partir
de mezclas de soluciones proteiéicés conteniendo albémina,

sino que también permiten la elucidn de albfimina de un modo
practicamente cuantitativo. Esta caracteristica mejorada con
respecto a la elucibén de albimina a partir de los compuestos
adsorbentes, es inesperada puesto que la estructura de los
colorantes que forman los compuestos colorante-soporte utiliza-
dos en el presente procedimiento y los colorantes de los sopor-
tes-colorantes utilizados por Travis et al no son notablemente
diferentes. Una diferencia estructural reside en que un colo-
rante se une a un soporte mediante un nficleo pirimidina segln
los compuestos utilizados en la présente invencidn, mientras
que los compuestos de la técnica anterior tienen un nficleo

de triazina que conecta un colorante a un soporte.

En el proceso de la presente invencidn, la al-
blmina es cuantitativa y selectivamente adsorbida a partir de
soluciones proteinicas que contienen dicha alblmina, poniendo
en contacto las solupiones con un compuesto insoluble de fdr-
mula general:

R
Nl .
(B)AQ—_*&N p R!
)
(AQ )

(1)

y separando el compuesto adsorbido de albimina de la fase
acuosa. El proceso de esta invencidn incluye también la etapa
adicional de tratar el compuesto adsorbido de albimina con un

eluente, para separar practicamente toda la alblimina del com-
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puesto colorante-soporte.

En la férmula general I, A y B son diferentes y
son intercambiables con respecto a sus posiciones en el anillo
pirimidina; A es un soporte éue'comprende un polimero insoluble
que tiene grupos hidroxilo, -alguno de los cuales han sido reem-
plazados por enlaces éter conectados a la posicidn 2 6 4 del
nficleo pirimidina; B es una mitad colorante de férmula general:

3
. v .
N “"(Cﬂz)x"‘t/ z ""RS
]
r2
RH )

sustituida en 1a posicibén 4 6 2 del nficleo pirimidina; R es
haldgeno, por ejemplo fluor o cloro, o alquilo inferior (c1 a
04); RT es hidrdgeno, haldgeno, por :jemplo £luor o cloro,
SCH, © alquilo inferior (cl a C4); R es hidrdgeno o alquilo
inferior (C, a 04); &3 y R, que pueden ser iguales o diferen-
tes, se eligen del grupo consistente en hidrdgeno, hidroxi,
alquilo inferior (C ac ), alcoxi inferior (C ac ) y

-30314, Xes 04 1; Y es (-H) 6 ~CH=CH-CH=CH-; Z es -NH b
=N=N-j R5 es arilo sustztuido, por ejemplo:

$03H CghoComH oy

o e B
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y r® y R7, que pueden ser iguales o diferentes, se eligen del

grupo consistente en hidrbgeno, alquilo inferior, alcoxi infe-

rior y SO,M; M es hidrdégeno o un metal alcalino; y Q es la re-

3 ’
lacidn en peso del polimero insoluble A a la mitad colorante B,

que oscila entre 1:1 ¥y 50:1.

En el procedimiento de la invencidn, las dos mo-
dalidades de compuestos de colorante-~$oporte insolubles, em—
pleados para adsorber selectivamente albimina a partir de
soluciones proteinicas. que cohtienen albfmina, estén repre-
sentados por la férmula general II:

fQ " '-OQ

I

o por la férmula gemeral III:

7 —R°
!Rli-- (CHZ) X

(x1) A

en donde A, R, R1 - RS, X, ¥, 2y Q se definen como en la

f6rmula I anterior.

El polimero A usado como soporte al cual se
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copula o acopla el colorani:e, puede ser cualquier polimero
insoluble que tenga un nlmero de grupos hidroxilo. Se inclu=
yen, pero no de forma limitativa, agarosa, agarosa reticulada
y dextranos modificados tales como los suministrados por
Pharmacia Fine Chemicals con los nombres registrados de

geles Sepharose, grados 2B, 4B, y 6B, geles Sepharose reticu~
lados, grados CL-2B, CL-4B, y CL-6B, y geles Sephadex, grados
G~75, G=100, G=150 y G~-200, respectivamente. Cualquier poli-
mero insoluble portador de grupos hidroxilo deberi tener un
tamafio de poro suficiente para permitir que 1avalbﬁmina entre
en los poros para adsorberse sobre el colorante que esti aco-
plado a la estructura soporte dentro de los poros. Los diver-
S0S grados de geles Sephafose and Sephadex indicados anterior-
mente caen bastante bien dentro de esta necesidad. Los geles

Sephadex son en general los preferidos.

Los compuestos colorante-soporte de férmula

general II se preparan por el esquema de reaccidn:

R i
N= R3
c»4< R ¥
\N . / + ng_(mz)x Z '—Rs —
LB "
(v) )
R
. =
- N : PN A (1)
22 "(C”z)x . L A L

“(v1) %;He
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en donde E es un &tomo de haldgeno, preferiblemente fluor, y
G es un Atomo de haldgeno, preferiblemente fluor, u otro

grupo reactivo tal como #Soagﬁs. Un nfmero de los &tomos (H)
de los grupos hidroxilo del soporte A son reemplazados con

el colorante reactivo VI. Un miembro preferido de agentes de
copulacién de pirimidina IV es 2,4,6-trifluor-5-cloropirimidi-

Na.

Los compuestos colorante-soporte de £érmula ge-

neral IIT se preparan por el esquema:

La reaccibén del agente de copulacidn IV con
el colorante V o soporte A se efectila generalmente a tempe-
ratura ambiente o inferior en un medio alcalino. Por ejemplo,
se puede afiadir IV a una solucidn acuosa bisica del colorante
V a 20-302C aproximadamente manteniéndose el pH de la mezcla
de reaccibén prdéximo a la neutralidad por la adicidn de solu-

cibén de carbonato sbdico.

La copulacidén del colorante reactivo VI con el

soporte A se efectha afladiendo una solucidn acuosa del colo-
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rante reactivo a una suspensidn acuosa famponada del soporte
insolublé; a temperaturas algo elevadas, y continuando la
reaccidn de copulacidén con agitacidn durante unos cuantos mi-
nutos hasta 1 hora o asi, El producto copulado II se lava en-
tonces totalmente con agua caliente seguido por un lavado

con tampdn Tris conteniendo azida sbdica como agente bacterio-
estltico. El compuesto colorante-soporte himedo se utiliza en
el acto o se puede almacenar a unos 52C durante periodos in-

definidos.

Las proporciones de reactantes, concentraciones,
tiempo y temperaturas no parecen ser criticos. Por ejemplo,
la relacidn del peso del colorante reactivo al peso del so-
porte insoluble puede variar, es decir entre 0,1 a 5 g aproxi-
madamente de colorante por 5 g de soporte insoluble. Una can-
tidad demasiado pequefia de colorante se traduciria en un des-
perdicio del soporte mientras,que una cantidad Qemasiado alta
de colorante constituiria un desperdicio del mismo. Entre 0,5
Y 1,5 g del colorante reactivo por 5 g de soporte, constituye
la proporcidn preferida. Puesto que los geles de Sepharose
se suministran comb suspensiones, es mis conveniente reali-
zar las medidas en volfmen que en peso. De este modo, 100 ml
de gel de Sepharose sedimentado corresponde a wnos 4 g de

soporte seco.

La solucidn de colorante reactivo se prepara
en general como una solucién al 5 % aproximadamente, si bien
se pueden utilizar soluciones mds diluidas o concentradas.
La suspensibén de soporte insoluble puede variar en una amplia
gama, si bien parece mis conveniente la utilizacién de una
suspensién al 2 %. La reaccidén de copulacidn se presenta a
un pH de 7 a 10 aproximadamente, el cual se proporciona por
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adicién de un tampdn adecuado tal como carbonato sddico u otro
81cali. La temperatura de la reaccién puede variar eantre 45

y 852C aproximadamente, -con preferencia 7o superior a 652C
cuando se utilizan geles de'Sepharose, ya que tienden a fun=-
dir a unos 702C aproximadamenté. Si se utilizan temperaturas
mayores, por ejemplo unos 852C, entonces se deberi utilizar
un gel reticulado de Sepharcse. CO# los geles de Sephadex,
pueden utilizarse los limites sﬁperiores‘(BSQC, si bien la
reaccién es ripida a temperaturas menores, prefiriéndose la
gama de 50 a 609C. En la préctica de la separacién de albfimina |
a partir de mezclas proteinicas acuosas que contienen dicha
albfmina, esta fltima se absorbe'éelectivamente sobre un come
puesto de colorante-soporte utilizando una operacidén discon-
tinua o en columna. Cualquier operaéién es conveniente a esca-
la comercial. El compuesto de colorante-soporte se equilibra
primero con una solucibén de concentracidn idnica adecuada,

tal como cloruro sbdico, tampdn de tris-HCl/cloruro sbdico,
tampdn de carbonato o fosfato sbdico, normalmente a una gama
pH de 6,5 a 8,5, preferiblemente a 8 aproximadamente,

El material de partida a partir del cual se pue~
de separar la albfmina, puede estar constituido por diferentes
soluciones proteinicas que contienen diversos porcentajes de
alblmina, incluyendo: plasma humano; Supernmatant II + III
(del proceso cohn; E. J. Cohn et al, J. Am. Chem. SOC., 68,
459 (1946); mezclas conteniendo predominante globulinas y al-
bimina, incluyendo la fraccidn de proteina Plasmanate
(Patente USA No. 2.958.628); fracciones Cohn IV-1, IV y IV-~4
(del proceso Cohn); y alblmina humana ligeramente impura,

La utilidad del proceso de esta invencidn no queda limitada

a las mezclas anteriores como materiales de partida, por equ‘
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plo se puede utilizar albfimina procedente de mezclas distintas
a las derivadas de personas. El proceso es también de utilidad
para la purificacidén de enzimas y otros productos bioldgicos
en los cuales las enzimas en bﬁuto u otros productos impuros

estin contaminados con albimina.

Después de la equilibracidn del compuesto colo-
rante-soporte, se deja que.la solucidn de proteina conteniendo
albimina entre en contacto con el compuesto colorante-soporte.
En general, se deja que la soiucién de proteina entre en con~
tacto con unos 10 ml de compuesto colorante-soporte experimen-
tado, en una cantidad de la solucién que contenga aproximada-
mente 100 mg de albfinina. Son también posibles el empleo de
cantidades mis pequefas o mayores de albimina por 10 ml de
colorante-soporte, por-ejemplo normalmente una gama preferida
es la de 10 a 500 mg/10 ml aproximadamente. La adsorcidn de
la alblimina sobre el compuesto colorante-soporte se puede
realizar segin un procedimiento discontinwo o en columna y
requiere solo un periodd muy breve de tiempo de contacto de
aproximadamente 1 minuto a varios minutos para efectuar la
adsorcidn practicamente cuantitativa de la albimina. En un
procedimiento en columna, las velocidades de flujo pueden ser

muy répidas.

Después de la adsorcidén. en el casoc de las ope-
raciones discontinuas, el 1iquido.sobrenadante se separa por
decantacidn o filtracibdn, etc., y el compuesto colorante-so-
porte se lava hasta liberarlo de cualquier proteina sin ad-
sorber, por ejemplo con tampdn tris-HCL 0,05 M. En las ope-
raciones en columna, se deja fiuir el tampdn a. través de la
columna hasta que se observa la ausencia de proteina, conve-

nientemente analizando los lavados por absorbancia U.V. a
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280 nm.

]

El proceso de la presente invencidn incluye ade-
més la elucidn practicaﬁente.cqantitativa de la alblmina, la
cual esti adsorbida en el compuesto coldrante—soporte, con
agentes eluyentes adecuados que no alteran la albimina y que
son Bisiologicamente aceptables. La mejora de la etapa de
elucibén de la presente invencidn con respecto a la técnica an-
terior, es decir la separacidn practicamente cuantitativa de
la albiimina del compuesto colorante-soporte, se cree que esti
relacionada al hecho de que la alblmina est menos unida fir-
memente a la porcidn colorante del compuesto utilizado en el
presente procedimiento. Sin embargo, la resistencia de la
unién de la alblmina al colorantéles bastante grande ya que
la totalidad de la albﬁmipa de las mezclas proteinicas conte-
niendo alb{mina est& absorbida sobre el compuesto colorante=so-
porte. Los compuestos coloranté—soporte utilizados en la pre-
sente invencidn son capaces de utilizarse repetidamente des-
pués de la elucidn de la albfmina, es decir mantienen sus
propiedades de adsorcidén para la ulterior separacibdn de al-
bimina de mezclas proteinicas conteniendo aibfimina,

La elucidn de la albfimina absorbida es practi-
camente cuantitativa cuando la-alblmina se obtiene esencial-
mente pura. La elucidn se puede efectuar con diversos tipos
diferentes de agentes eluyentes incluyendo soluciones basicas
tamponadas de Acidos grasos, de los cuales el &cido caprilico
es un miembro preferido ya que constituye también un buen es-
tabilizante para la albimina. Entre otros agentes eluyentes
adecuados se encuentran las soluciones de electrolitos, pre-
feriblemente aquellas que son también fisiologicamente acepta=—

bles, tales como cloruro sbddico, fosfato sddico, etc., tenien-
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do en general una concentracidén ibnica de aproximadamente

0,2 a 1 M, Otros agentes eluyentes eficaces son los aminolci-
dos tales como triptofano, N-acetiltriptofano, glicina con c¢lo-
ruro sbdico y tiocianato, sales:de calcio, potasio y magnesio y
bicarbonato ambnico o carbonato sbdico. Estas ﬁltimas sales,

si bien son eficaces, no son fisiologicamente aceptables en

un producto final y deben ser eliminadas, por ejemplo, por
diflisis, ultrafiltracidn u otro medio, antes de que la albfimi-
na resulte adecuada para uso ﬁérenreral.

El pH del agente eluyente deberi estar compren-
dido generalmente entre 6 y 8,5 aproximadamente, con preferen-
cia el pH debe ser de 8 aproximadamente, si bien resulta tam-
bién eficaz wn pH inferior; El mantenimiento del pH preferido
se puede llevar a cabo por la inclusidn de un tampdn, por
ejemplo, bicarbonato sbdico, fosfato sbdico o tris-HCl. La
cantidad de agente eluyente neéesaria para separar practica=-
mente toda la albfimina adsorbida, puede variar en funcidn de
1os eluyentes especificos utilizados. E1 término de la elucién
se puede determinar facilmente por absorbancia UV a 280 mm del
eluado. El eluado, conteniendo albimina que es esencialmente
pura o esti libre de otro material proteinico, se puede con-
centrar por métodos bien.conocidos en la téenica, tal como
precipitacidn, diafiltracidn, ultrafiltracida, etc., cuyos
procedimientos separan también parte o la totalidad del ma~
tefial utilizado como agente eluyente de la alb{mina. Las so-
luciones concentradas de la albiimina conteniendo agentes es—
tabilizantes adecuados, se pueden tratar termicamente para
destruir cualquier virus de hepatitis que pueda estar presen-
te, filtrarse hasta esterilidad y liofilizarse para propor-
cionar albimina seca y pura. Alternativamente, el eluado tra-
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tado termicamente se puede concentrar hasta una concentracidn
adecuada para uso parenteral, por ejemplo 5 %, tras lo cual se
Piltra bajo condiciones estériles en viales.

) Los compuestos coiorante—soporte utilizados en
el proceso de esta invencidén se pueden utilizar repetidamente
medianxe‘elisimpie hecho de re-equilibrar con una solucidn
adecuada, por ejemplo tris-HCl entre 0,05 y 0,1 M, cloruro sd-
dico, etc.’

Algunos de los colorantes reactivos VI utiliza-
dos para la copulacidn a los soportes A insolubles, incluyen
los siguientes:

Tabla 1

Colorante reactivo ’ Némero

RD=-2

RD~3




Colorante reactivo Nimero
po M Qo F
A
N——z RD-4
: HO3S
1 HO4S \ N
3 N—-/< RD-5
, F
503H
1 F
N
’\\_( ot
‘ cu3o e
03H
o
CeH CNH OH
¢ 5 N=N 1 F
- RD-7
N N
4
SogH F
La invencidn puede entenderse mas completamente
mediante algunas modalidades preferidas establecidas en los
siguientes ejemplos.

- 14 -




10

15

20

25

30

- 15 =

PREPARACION DE COLORANTES REACTIVOS (RD)
A. Preparacidn de RD=-1 ‘

Una solucién de 38,é g de 5cido 1-amino-4-bromo-
2-antraquinona sulfénico (suministrado por Pfaltz & Bauer, Inc.,
Flushing, N.Y.) y 1,5 g de cloruro cliprico en 750 ml de agua,
se aflade a una solucidén de 38 g de m-fenilendiamina, 20 g de
sulfito sbdico y 25 g de carbonato sbédico en 250 ml de agua.

La mezcla se agita bajo nitrégeno a temperatura ambiente du-
rante 6~-8 horas, se clarifica con carbdn vegetal y el producto
de condensacidn se precipita con la adicibén de 220 g de cloru~-
ro sddico.

A wna solucidn de 40,9 g de producto de conden~
sacibn, &cido 1-amino-4-(3'-aminoanilino)antraquinona-2-sul-
£énico, en 300 ml de agua, se afiaden 26,5 g de 2-metilsulfonil-
4,5-dicloro~6-metilpirimidina (Patente alemana No. 2242.507). -
La mezcla se calienta a 50°C y‘el fcido clorhidrico se neu-
traliza con solucién de carbonato sédico. El producto copulado
se seca, se pulveriza y se afiaden 220 ml de &cido sulffrico
fumante al 15 %, manteniendo la mezcla a una temperatura por
debajo de 30°C con enfriamiento. La mezcla se afiade a 500 g
de hielo, se filtra el precipitado, se disuelve en 300 ml de
agua, se neutraliza con hidréxido ¢édico, se calienta a 759C
Yy se trata con salina al 10 %. Con enfriamiento, se obtiene
el colorante reactivo RD~1 Que tiene la estructura mostrada an-

teriormente en la Tabla I,

B. Preparacidn de RD-2

El procedimiento es el mismo que el descrito
en la preparacidn A (anterior) para la sintesis de &cido 1-ami-
no-4~-(3'-aminoanilino) antraquinona-2-sulfdnico. A una solucidn

de 8,2 g de este intermedio, en una mezcla de 160 ml de agua,
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80 ml de dioxano y 1,05 g de carbonato sbdico, se afiaden gota
a gota 3,8 g de 2,4,6-trifluor-5-cloropirimidina a 02C. El1 pH
de la mezcla se mantiene entre 6 y 6,5 por adicidén de solucibén
de carbonato sddico 2N. El prodﬁcto de reaccibn se salifica por
adicidén de 5 g de cloruro sbdico a 209C, se lava con solucidn
de cloruro sbédico al 2‘% y se seca a 302C. Se afladen lentamente
10 g del preoducto seco a 70 g de oleum al 13 % a 02C, permi-~
tiendo que la temperatura suba. a unos 208C cérca del final de
la reaccidn. La mezcla se vieffe en 220 g de.agua de hielo
conteniendo 30 g de cloruro potisico. El producto precipitado
se filtra y se lava con solucidn saturada de cloruro potésico
hasta neutralidad, para dar el colorante reactivo RD-2 que
tiene la estructura mostrada en la Tabla 1.

La 2,4,6=trifluor-5-cloropirimidina . se obtiene
por el procedimiento descrito en la Patente briténica No.

1.157.948, . ’

C. Preparacidn de RD=-3

Siguiendo el procedimiento anflogo al descrito
en la preparatidn A, se condensa &cido 1-amino-4-bromo-2-an-
traquinona sulfénico con 4cido 2,6-diaminotolueno-4-sulfénico,
describiéndose la sintesis de este fltimo compuesto por
Biickel, Chem. Zentr. 28, p. 1410 (1904). Este producto con-
densado se copula entonces con 2,4,6~trifluor-5-cloropirimidi-
na de forma aniloga al procedimiento descrito en la preparaw-
cidén de B, para dar el colorante reactivo RD-3 que tiene la

estructqra mostrada en la Tabla I.

D. Preparacidn de RD-4

Por un procedimiento anflogo al descrito en la
preparacidén A, se condensa Acido 1-aminoc-4~bromo-2-antraquino-
na sulfénico con 3~metilaminometil-~4-metoxianilina, descri-
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biéndose la sintesis de este {ltimo compuesto en la Patente
alemana No, 2.107.914. El producto condensado se sulfona por
el procedimiento descrito en la preparacidn A. Se hace reac-
cionar una solucidn acuoéa al's'% aproximadamente del producto
sulfonado con un equivalente molar de 2,4,6=trifluor-5=-cloro-
pirimidina a 20-252C, manteniendo el pH entre 6 y 6,5 por adi-
cidn de carbonato sédico. Se afiade cloruro sbédico a la mezcla
de reaccibn la cual se ajusta a pH'S hasta que la precipita-
cidn parece completa. El producto cristalino se filtra, se
lava con solucidn de cloruro sddico al 15 #% y se seca para
dar el colorante reactivo RD-4 que tiene la estructura mos-
trada en la Tabla I, '

E. Preparacidn de RD=5

& 27 g de la sal sbdica de &cido 2-amino~5-hi-
droxinaftaleno~7-sulfbnico (J-acido suministrado por Eastman
Organic Chemicals, Rochester, y.Y.) en 150 ml de agua, se
afiaden 20 g de 2,4,6-trif1uor—5-cloropirimidina con agitacidn
a 302C, mientras se neutraliza el fluoruro de hidrdgeno forma-
do por adicidén de 34 ml de solucidn de carbonato sédico al 16%.
Una vez terminada la reaccidn, se afiaden 30 g de bicarbonato
sddico, S¢é aflade gota a gota, a 2oéc, en 15 minutos, una sus—
pensién de la sal de diazonio ppeparada a partir de 34 g de 12
sal disbdica del &cido 2-aminon$ftaleno-1,7—disul£6nico (sin~-
tesis de la amina descrita por Bﬁcherer et al, J. Pract. Chem.
(2) 103, 144 (1868) en 200 ml de agua. Después de la adicién
de 80 g de cloruro sbdico, la mezcia se agita 1 hora, se fil-
tra el colorante precipitado, se lava con solucidn diluida de
cloruro sbdico y se seca a 352C para dar el colorante reactivo

RD=5 que tiene la estructura mostrada en la Tabla I.
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F. Preparacidén de RD-6
Por el mismo procedimiento descrito en la pre-

paracidn E, se condensa J-icido con 2,4,6-trifluor-5-cloropiri-
midina, Este intermedio se copula entonces a acido 2-amino-S5-
metoxibencenosul #énico diazotado (sintesis de esta amina des-
crita en Chem. Zentr., 1903 II, p. 1301) por un pracedimiento
similar al descrito en la preparacidén E. Se obtiene el colorénr

te reactivo RD-6 que tiene la estructura mostrada en la

Tabla I.

G. Preparacidn de RD=7
A una solucibn de 21 ¢ de la sal sbdica de

4cido 2,4~diaminobencenosulfdénico en 100 mL de agua (sintesis
de esta amina descrita por Post et al, Ann. der Chem. 205,

107 (1880)) se aflade con ripida agitacibén 20 g de 2,4,6-tri-
fluor-5~cloropirimidina a 20 - 302C, mientras se neutraliza

el fluworuro de hidrdgeno formado. El producto resultante se
diazota utilizando 7 g de nitrito sbdico y 28 g de &cido clor-
hidrico, tras lo cual sghaﬁade a una .solucibn de 47 g de la
sal sbdica de &cido 1-hidroxi-8-benzamido-naftaleno-3,5-di-
sulfdnico (Sintesis descrita por Brieger et al, J. Pract. Chem.
(2) 89, 165 (1863) y 12 g de carbonato sbédico en 200 ml de
agua. El producto copulado se salifica, se filtra, se lava

con salina y se seca para dar el colorante reactivo RD-7 que

tiene la estructura mostrada en la Tabla I.

COMPUESTO COLORANTE~SOPORTE DE FORMULA GENERAL II

EJEMPLO 1

Preparacidn de Sepharose 4B reticulada

Por el procedimiento descrito por J. Porath
et al. J. Chromatogrs 60, 167 (1971), se suspende 1 litro de
Sepharose 4B (vollmen de gel sedimentado himedo) en 1 litro
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hidréxido sédico 1N conteniendo 5 ‘g de borohidruro sbdico.
Con suave agitacidn, se afiaden 20 ml de epiclorhidrina y la
mezcla se calienta a 602C durante 1 hora. La Sepharose 4B
reticulada asi obtenida se lava .con agua caliente hasta neu-
tralidad, .
EMPLO 2

copulacidn de colorante reactivo a Sepharose 4B reticulada

Por el procedimiento descrito por H.J. Boehme et
al, J. Chomatogrs 69, 209 (1972), 20 ml del gel de Sepharose 4B
reticulado himedo, enlechado en 20 ml de agua, se calienta a
65-702C, Con agitacidn, se afade uha solucidn de 0,2 g de wmn
colorante reactivo en 10 ml de aguﬁ, seguido por 20 ml de una .
solucidn conteniendo 75 g de cloruro sddico y 15 g de carbona-
to sédico por litro. La reaccidn se continfia durante 1 hora
aproximadamente a 65-702C. El compﬁesto de colorante-Sepharose
4B se filtra, se lava con agua'caliente hasta que los lavados
son incoloros, lavindose entonces con tampdn tris-HCl (tris-HC1
0,05 M, cloruro sbdico 0,5 M, PH 8) conteniendo 0,02 % de azida
sddica. Despuds de filtrar, el compuesto hiimedo se puede alma=

cenar indefinidamente a 52C,

Se obtienen los siguientes compuestos de colo=-

| rante reactivo-Sepharose 4B reticulada,

Ejemplo 2 . Colorante reactivo copulado a Sepharose 4B
reticulada
A RD=1
B RD=-2
c RD=3
D RD~4
E RD=5
F RD=~6
G RD=7
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EMPLO 3
copulacidn de colorante reactivo a Sephadex G=100

El procedimiento usado es similar al procedimiento
descrito para la copulacidn de un colorante reactivo a Sepharo-
se 4B reticulada (Ejemplo 2), eicepto que se utilizan condicio-
nes mis suaves. Se suspenden 10 g de polvo seco de Sephadex
G-100 en 500 ml de agua a 50-602C hasta que el hinchamiento
es completo, tras lo cual se aflade al gel agitado una solucién
de 2,5 g de colorante reactivoJen 50 mi de agua. A la mezcla
se afladen luego 20 g de cloruro sbdico y 5 g de carbonato sd-
dico y se continfia la agitacibn a 50-602C durante 1-2 horas
aproximadamente., El compuesto se filtra, se lava hasta estar
libre de colorante en exceso, seguido por un lavado con tam-

pén tris~HCl y se almacena a 59C,

Se obtienen los siguientes compuestos de colorante
reactivo-Sephédex G=-100:
Ejemplo 3 Colorante reactivo copulado a Sephadex G~-100
' RD-1
RD=2
RD=3
RD=4
RD-5
RD-6
RD=7
COMPUESTOS COLORANTE-SOPORTE DE LA TECNICA ANTERIOR

EJEMPLO 4

Cibacron Blue F3G-A copulado a Sepharose 4B reticulada

2 "W =B U QW

Se sigue el procedimiento descrito em el ejemplo
1 de la Offenlegungsschrift Alemana No. 2.443.119 utilizando
Cibacron Blue F3G-A (Procion Blue HBS) en lugar de Cibacron
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Brilliant Blue FBR-P. Se suspenden™100 ml de Sepharose 4B reti-
culada sedimentada (del ejemplo 1,  supra) en 250 ml de agua.

Se afiade una solucidn de 1'9 de ciﬁacron Blue F3G-A (obtenido
de Ciba-Geigy, Basilea, Suiza) en 25 ml de agua y la mezcla se
agita suavemente a 802C durante 45 ‘minutos. El pH se mantiene a
8 aproximadamente por adicidn de carbonato sbdico. Después de
enfriar a temperatura ambiente, el liquido sobrenadante se de-
canta y la fase sblida se lava primero con 3 litros de agua, .
luego con 2 lityos de solucidn de nidrocloruro de guanidina

5M y finalmente con una solucién que contiene tris-hidrocloruro
0,05 M y cloruro sbdico 0,5 M. El compuesto de Cibacron Blue
F3G-A~Sepharose 4B reticulado asi obtenido se utiliza como cone-
trol en una comparacidn con los compuestos colorante-soporte de
esta invencidn en el proceso de la invencidn como mis adelante
se describe,

EJEMPLO 5 .
Cibacron Blue F3G-A copulado a Sephadex G=100

El procedimiento es idéntico al del ejemplo 3 ex=
cepto que se utilizan 2,5 g del colorante Cibacron Blue F3G-A
(obtenido de Ciba=Geigy, Basilea, Suiza) en lugar de un coloran—
te reactivo, El producto copulado similar al compuesto colorante-
soporte del ejemplo 4, siendo el soporte Sephadex en lugar de
Sepharose reticulado.

ADSORCION Y ELUCION DE ALBUMINA
EMPLO 6

Separacidn de alblmina del plasma

Una solucibdn de 0,1 ml de plasma humano en 3 ml de
tampdn tris-HCL (tris~HCl 0,05 M + cloruro sbédico 0,15 M, pH 8)
se aflade a cada porcidn de 1 ml de un compuesto de colorante reac
tivo-~Sepharose 4B reticulado, sedimentado, himedo, en tubos de
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ensayo. Los contenidos se arremolinan ocasionalmente y después
de 30 minutos los compuestos sdlidos se recogen pbr centrifuga-
cidén, se separa la solucidén sobrenadante y los sblidos se lavan
dos veces con porciones de 3 mlfde tampdn tris-HCl. La parte so-
brenadante y los lavados se combinan en cada caso y se lee la
absorbancia en un espectofotdmetro U.V. para determinar la can-
tidad de proteina no adsorbida por el compuesto. Cada compuesto
se arremolina entonces ocasionalmente durante 10 minutos en 3 ml
de una solucidn conteniendo tiocianato sddico 0,2 M y tampén
tris-HC1 0,05 M, Las partes sobrenadantes de tiocianato-tampén
se .leen también mediante U.V. para determinar la cantidad de
alblimina eluida. Tanto los lavados compuestos como los eluados
se ensayan adicionalmente mediante electrofbresis con acetato de
celulosa para determinar el grado de adsorciém y el grado de
elucibn de albfmina a partir de un compuesto particular. Como
controles se tratan como anter?ormente cantidades de 1 ml de
Sepharose 4B reticulada y Cibacron Blue F3G-A-Sepharose 4B reti-

culada,

Los modelos electroforéticos indican que la albimi-
na eluida es practicamente pura. En general, los compuesto de co-:
lorante-Sepharose de la presente invencidén adsorben alblmina del
plasma tan eficazmente como el complejo del ejemploc 4 y en gene~

ral permiten un mayor grado de elucidn que el compuesto del ejen-

plo 4 (véase Tabla 2).

EJEMPLO 7

Este ejemplo es esencialmente una repeticidn del
ejemplo 6 excepto con ciertas modificaciones menores. Se utiliza
una cantidad mucho més pequeiia de agénte eluyente para obtener
una solucidn mis concentrada de alblmina adecuada para el anfli-

sis de pureza mediante electrofdresis con acetato de celulosa.

Los compuestos de colorante-soporte (1 ml) se tratan con 0,2 ml



- 23 -

de plasma humano en 3 ml de tampbén tris-HC1 durante 2 minutos

aproximadamente y a continuacidn se lavan 4 veces con el tampdn.

La albfmina se eluye con solamente 0,5 ml de la solucidn elu~

yente de tiocianato-tris~HCl. LOS iesultados se muestran en la

5 Tabla 3.
) TABLA 2

Compuesto Absorban % pro- Absor- Eficacia Modelo electro-
coloran- cia a teina Dbancia relativa forético, grado
te—-soporte 280 nm  sin li- del (1) de elu- de absorcidn Elucibn

gar eluado cibn ~
Ejemplo 4 0,685 56,8 0,137 1,0 (2) ++ ++
(Control)
Ejemplo 1 1,205 100,0 0,000 - - -
(control) -
Ejemplo 2A 0,910 75,5 0,161 1,18 + ++
EBjemplo 2B 0,755 62,7 0,157 1,15 ++ ++
Ejemplo 2C 0,658 54,6 0,309 2,25 - 4+
Ejemplo 2D 0,788 65,4 0,267 1,95 -+ b
Ejemplo 2E 0,932 77,3 0,112 0,82 + +
Ejemplo 2F 1,000 83,0 0,114 0,83 + +

(1) Absorbancia del eluado menos absorbancia del tiocianato solo (0,026)

(2) Asignado un valor de 1 al control (Ejemplo 4)

Compuesto
colorante~
soporte

Ejemplo
Ejemplo
Ejemplo
Bjemplo
Ejemplo
Ejemplo
Bjemplo
Ejemplo

2A
2B
2C
2D
28
2r
2@

TABLA 3

Absorbancia Absorbancia Eficacia Modelo electro-
de proteina del eluado relativa de £érético,
sin lugar a elucidn grado de elucidén
280 nm

2,147 0,110 1,0 +

2,789 0,148 1,35 R

2,262 0,224 2,04 -+

2,207 0,700 6,36 e

2,397 0,540 4,91 s

2,985 0,400 3,64 bt

2,983 0,376 3,42 ek

2,698 0,272 2,47 bt
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Todos los compuestos de colorante reactivo-Sepharose 4B
reticulada demuestran una aglomeracidn mis débil de albfimina que
el compuesto colorante-soporte del ejemplo 4. Esta caracteristica
deseable permite que la alblmina sea eluida mis eficazmente.

EJRMPLO 8

Este ejemplo ilustra la aplicacidn del proceso de la
invencidén a una mezcla proteinica que contiene un mayor porcentaji
de alblmina que el plasma. Se comparan con el control (Ejemplo 4)
dos compuestos de diferente resistencia de wnidn (Ejemplos 2D y
2E). Se utiliza un procedimiento en columna.‘

Se llenan pipetas Pasteur, que tienen un volfmen de
1,8 ml, con los compuestos seleccionados de colorante-Sepharose
4B reticulada y se equilibfa con tampdn tris-HCl. A las pipetas
separadas se aplica 0,5 ml de una solucibn de plasma humano
diluida al 50 % con tampdn tris HCl o una solucidn tamponada al
1 % de fraccidn proteinica de flasma humano (fraccidn proteinica
Plasmanate de Cutter Laboratories, Inc., Berkeley, California,
que contiene aproximadamente 83% de albimina y 17 % de alfa y
beta=-globulinas). A contimuacidn se afiade 1 ml de tampédn tris-HCl
y se recogen luego 0,5 ml de eluado como volfmen en vacio para
el anflisis de la proteina no ligadas, Se deja fluir 2,5 ml més
de tampbn, seguido por 1 ml de solucidn eluyente (tiocianato sb-
dico 0,2 M, tris-HC1 0,05 M) y a continuacidén con més solucidn
eluyente, para recoger entonces 1 ml que contiene albémina.
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TABLA 4

Compuesto Proteina Contenido en albfmina Absorbancia de
colorante= usada por electroforesis solucidén de lavada
soporte Vollmen vacio Eluado _ proteina sin ligaxr
Ejemplo 4  Plasma T - : ;' e 0,940

Plasmanate - % 0,074
Ejemplo 2D Plasma £ - 1,000

Plasmanate - R 0,080
Ejemplo 2E Plasma F4t f» +t 1,450

Plasmanate - Y e _ 0,105

Los resultados indican que ciertos compuestos de
colorante-soporte de la invencidn tienen una mayor utilidad que
el compuesto del ejemplo 4 cuando ?e utiliza sobre mezclas pro-
tefnicas que contienen una superior proporcién de albfimina. Por
ejemplo, el compuesto de colorante;soporte del ejemplo 2B ab-
sorbe alblmina esencialmente de modo cuantitativo, como 1o hace
el compuesto del ejemplo 4, pero la recuperacidn de alblmina es
mcho mayor. '

EJEMPLO 9

Bste ejemplo muestra la eficacia de colorantes
reactivos que se copulan a Sephadex G-100 como soporte, El com-
Puesto de colorante-soporte se empaca en columnas de 1,6 x 20 cm,
equilibradas con tampbén tris-HCl y se aplican a las columnas va-
rias mezclas proteinicas a una velocidad de 25 ml/hora aproxima=
damente. Las columnas 1 a 4 reciben aproximadamente 2 ml de plas=
ma humano; las columnas 5, 6 y 23 reciben una solucidn de 100 mg
de polvo de Plasmanate disuelto en 3 ml de agua, ajustada a pH 8
con hidréxido sbdico; las columnas 7 a 10 reciben 3 ml de una so-
lucidn conteniendo 150 g de la mezcla proteinica obtenida por
liofilizacidén de Cohn Supernatant II + iII; las columnas 11 a 14
reciben una solucidn de 150 mg de fraccidn IV de Cohn en 3 ml

-
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ajustado a pH 8; las columnas 15 a 17 reciben una solucién de
150 mg de fraccidn Cohn IV-IV en 3 ml ajustados a pH 8; y las
columas 18 a 22 reciben 3 ml de cada una de las soluciones de
alb{mnina humana ligeramente imﬁura (100 mg, pH 8). Después de
la aplicacidén de las mezelas proteinicas, se pasa tampdn
tris-HC1l a través de las cblumnas, controlando constantemente

gln paso mas de proteina sin absorber, se aplica la solucidén
eluyente de tiocianato tamponéda y se controla el eluado.

Los resultados de la_Tabla 5 muestran el grado gene-
ralmente elevado de utilidad de un compuesto de colorante reac-
tivo-gel de Sephadex en el proceso de aislamiento de alblmina
pura én alto rendimiento a partir de mezclas de proteinas, inde-
pendientemente de la composicidn de la mezgla o de la propor-
cién de albfmina en la misma. Igualmente, los datos muestran que
los compuestos de esta invenci6n se pueden utilizar para aislar |
albfmina convenientemente sobre materiales de partida (por ejem
plo, Supernatant II + III) disponibles con anterioridad en el
proceso de fraccionamiento Cohn, evitando con ello el proceso
Cohn mucho mAs largo y costoso que conduce a la preparacidn de
alﬁﬁmina. Adicionalmente, los datos muestran que la albfmmina
se puede recuperar de fracciones que normalmente son desechadas
siguiendo el aislamiento de albimina del proceso Cohm, por ejem=
plo fracciones IV y IV~1, El compuesto colorante-soporte conoci-
do utilizado en la columna 23 Se. incluye para compararlo con el
compuesto 3A y 3D utilizado en las columnas 5 y 6. La superio-
ridad de los compuestos 3A y 3D en la obtencibén de albfmina
pura a partir de la mezcla proteinicda Plasmanate, resulta muy

evidente.

El anflisis de los eluados por electrofbresis con




acetato de celulosa confirma la selectividad de adsorcién y

la elucibn eficaz de la alblmina a partir de estos compuestos.
Por ejemplo, en los experimentos de las columnas 1 y 3, no exis—
te albimina detectable en 10'5 eflu;dos proteinicos sin ligar y
los eluados de tiocianato muestran solamente alblmina em alto
rendimiento. Con los experimentos de las columnas 5 y 6, exis- »
te solo wna traza de albimina en los eluados sin ligar de 1la

columna 5, nada en la columna € y los eluados de tiocianato solo

tienen albfimina en altos rendimientos.
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IABLA 5
Compuesto ‘Modelo de
colorante~ _absorbancia
Columna soporte del Proteina 'U.V. a 280 mm
ejemplo: Proteina sin ligar Eluado
1 3A Plasma L-sh, M-sh M=-sh
2 3c Plasma  Leb, M=-sh, S-b L=b-t
3 3D Plasma. L-sh, M-sh Le-sh
4 3G Plasma L-sh, M~b-t M=b=t
5 3A Plasmanate ' ML-sh, M=sh M=sh
6 3D Plasmanate M=-sh, S-b Li~sh
7 3B Supernatant L-sh, Msh Lesh=t
II + I1X
8 3c Supernatant Le-sh, M-sh L-sh
I + III
9 3D Supernatant Lesh, S«b L=b
IT + III
10 3G Supernatant M-b, S-b L-sh=t
IT + III
11 3B - Fraccibén IV L-sh M-sh
12 3C Fraccién IV L-b, M-b ML-sh-t
13 3D Fraccidén IV L-b-t M-b
14 3G Fraccibén IV L-b,S-b-t L=b=t
15 3B Fraccidn IV-4 L-gh,M-sh-t ML-sh
16 3c Fraccidn IV-4 L-sh,S=b-t M~-sh
17 3D Fraccidén IV-4 Leb,S~b-t M=b
18 3A Albfmina, ML-b,MS-t Mw~sh

Humana
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TABLA 5 (Continuacidn)

Compuesto Modelo de
colorante- absorbancia
soporte del UsVe a 280 nm
Columna ejemplo: Proteina Proteina sin ligar Eluado
19 "~ 3B Albfmina, S=-sh, VS-b L-b~t
Humana
20 3C Alblmina, S-sh, VS=b L-sh
Humana '
21 3D Albfmina, s~t, VS-b L-b
Humana
22 36 Alblmina, S~sh-t, VS~b Le=b-t
Humana
23 -4 Plasmanate M-b, S~b . 8=b-t

*Las siguientes letras designan la altura (cantidad) y caricter
de la absorbancia continua de los eluados: L = grande, M =
medio, S = pequeflo, ML . Grande medio, MS = pequefio medio,

sh = agudo, b = amplio, t = residuo,

EJEMPLO 10

Electrolitos de alta concentracidn idnica como agentes eluyentes

Una solucibn de 100 mg de albfimina humana ligeramen-
te impura en 3 ml de tampdn TrisQHCl, se aplica a una columna
de 1,6 x 20 cm rellena con el compuesto colorante-soporte del
ejemplo 3D. El tampdn tris-HCl se pasa entonces a través de la
columna seguido por una solucidn que contiene tris~HCl 0,05 M
y cloruro sbdico 1 M. Para determinar si el cloruro sbdico eluye
completamente a la albfimina adsorbida, la columna se lava adicio-
nalmente con soluciones de tiocianato sbédico 0,2 My 4 M. Los la-
vados de proteina sin ligar contienen solamente cantidades may
pequefias de proteina (controlado por U.V.) y los eluados de clo-
ruro sbdico muestran una cresta aguda muy alta. El1 eluado de
tiocianato 0,2 M muestra solamente una traza de alblmina y el
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eluado 4M no contiene albﬁmipa. Eiicloruro sbdico es un agente
eluyente muy eficaz para la albimina adsorbida sobre compuestos
de colorante reactivo-Sephadex,

La columna se lava-hasta estar libre de tiocianato
sbdico y se equilibra con el tampdn usual tris-HCl. Por el mismo
procedimiento, se absorbe albfinina sobre la columna y se eliuye
con una solucidn conteniendo Tris-HCL 0,05 M y cloruro cllcico
0,2 M, seguido por tiociamato sbdico 0,2 M. La albfmina se eluye
completamente pero existen ciertos residuos. Mediante el tiocia-
nato no se eluye alblmina adicional. Este experimento demuestra
que el cloruro cllcico es un buen agente eluyente, demostrando
igualmente que los compuestos de colorante-soporte de la inven-
cibn pueden trabajar eficazmente con el uso repetido después
de la regeneracidn.

EMPLO 11

Acidos carboxflicos y aminofcidos como agentes eluyentes

Se absorbe albfmina sobre el compuesto colorante-
soporte como se describe en el ejemplo 10 ¥y se eluye con una So=
lucidn conteniendo DL-N-acetiltriptofano 0,02 M y tampdn
Tris-HCl 0,05 M ajustado a pH 8 por hidrdéxido sbdico. La albfimina
se eluye de modo practicamente ;ompleto pero con ciertos resi-
duos., El lavado ulterior con tiécianato 0,2 M eluye menos del
2 % de la albfmina total eluida.

Después de la regeneracidn de la columna mediante
lavados con Tris-HCl, la albfmina se absorbe de nuevo como ante-
riormente y se eluye con una solucidn que contiene caprilato sb-
dico 0,027 M, seguido por tiocianato 0,02 M. ElL eluado de capri-
lato muestra una separacidn practicamente completa de 1z albfmina,
sin residuos. El ulterior lavado con tiocianato eluye menos del
2 % de la cantidad total de alb{inina.
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EJEMPLO 12

Este ejemplo muestra la capacidad de los compuestos
de colorante-soporte para 1igag alblmina. Cuatro partes alicuo-
tas secuenciales (2 ml) conmteniendo cada una de ellas 100 mg
de albimina humana ligeramente impura en agua a pH 8, se aplican
a una columna (0,9 x 14 cm) conteniendo 8 ml del compuesto co-
lorante-soporte sedimentado himedo del ejemplo 3G. Se pasa tam-
poén de tris-hidrocloruro a trgvés de la columna después de la
aplicacidn de cada parte alicuota, para separar cualquier pro-
teina sin ligar y cada lavado se analiza mediante U.V. Se ob-
tiene un total de 5,9 % de proteina no derivada de alblmina,
tal y como se determina por U.V. y electrofdresis. E1 lavado
después de la cuarta porcidén alicuota contiene una traza de al-
bimina, indicando que se ha alcanzado la capacidad de ligacidn.
La capacidad de ligacidn es de este modo de unos 400 mg de al-
blmina por 8 ml de compuesto colorante-soporte o de 50 mg por

ml.

La alblmina se eluye con tiocianato sbédico 0,2 M
en tampbén tris 0,05 M y por anilisis U.V. se determina que se
recupera 93,3 % de la proteina aplicada como albfmina (evaluada
como pura mediante ensayo electroforético) lo cual indica la
recuperacidn pfacticamente cuantitativa de 1a albimina disponi-

EJEMPLO 13

BEste ejemplo ilustra la eficacia mejorada en la elu~
¢idn de alblmina de los compuestos colorante-soporte de esta in-
vencibén, en c.mparacidén con un compuesto colorante-soporte de la
técnica anterior. Mediante el procedimiento descrito en el ejem-
Plo 12, se aplica albimina ligeramente impura a columnas de 10s
compuestos colorante-soporte del ejemplo 3G y ejemplo 5, con
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los siguientes resultados:

. TABLA VI
Compuesto del Compuesto del
ejemplo 3G ejemplo 5
Capacidad de adsor- '
cibén de albfmina aprox. 50 mg/ml. aprox. 50 mg/ml.
Proteina sin ligar 5,9 % 8,2 %
Alblmina eluida 93,3 % 74,8 %
Albldmina recuperada 99,2 % 83,0 %

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarse en la prictica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus~
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su
principio fundamental.
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento para separar selectivamente albimi
na de flufdos acuosos que la contienen, caracterizado porgue
comprende las etapag de:
a) absorber la albimina sobre un compuesto de férmula general:

. R
N=
1
AQ—<\ R
’ /

B

en la que A y B son diferentes, siendo A un soporte consisten-

te en un polimero insoluble que tiene grupos hidroxilo y siendo

B un colorante de férmula:

- ?*(CHz)x

r2

en la que R esg haldgenc o aljuilo inferior, Rl es hidrégeno,
SGHé, halégeno o alquilo inferior, B2 es hidrégeno o alquilo

inferior, R Yy R4 son cada uno miembros del grupo congistente

en hidrégeno, alquilo inferior, alcoxi inferior, hidroxi y
-S04, X es un entero de O-1, ¥ es ~/B/, 6 =CH=CH~CE=CH-; 2 es i
~NH~ § =N=Ne} R5 es un arilo sustituldo seleccionado del grupo!
|
1

congistente ent

§04M . CehComn o
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en donde R6 Yy R7 gon cada uno miembros del grupo consistente en
hidrdgéno, alquilo inferior, alcoxi inferior y -505M, en donde |
M es hidrégeno o un metal alcalino; ¥y Q es la relacién en peso
> del polimerc insoluble al resto del compuesto, siendo del orden
de 1:1 & 50.1; efectudndose este etapa de absoreién durante un
periodo de a2l menos un minuto aproximademente y a un pH de 3 a
3,5 aproximadamente;
b) separar el compuesto, sobre el cusl se ha shsorbido la albd-
10 mine, de le fase acuosa; ¥y -
¢) separar la albémina por tratamiento del compuesto sobre el
cual se ha absorbido la albimina, con una solucién eluyente que;
contiene une sustancia que separa sustancialmente toda la a;bﬁ-
mina azbsorbida del compuesto, efectudndose la etapa de elucién
15 a un pH de 7 a 9 aproximadamente, durante al menos un minuto.

2.~ Procedimiento segim la reivindicacién 1, carzcte-
rizado poerque la relacién Q es de 3,75:1 a 10:1,

3.- Procedimiento segfn la reivindicacién 1, carscte-
rizado porque A se elige del grupo consistente en agarosa, aga-
20 »osa reticulada y dextrano modificado.

4.~ Procedimiento gegln la reivindicacién 1, caracte-
rizado porque el compuesto se elige del grupo consistente en un
4dcido carboxilico conteniendo hasta 10 &tomos de carbono,'un
| aminoécido, electrolitos inorgdnicos fisiologicamente aceptablﬁs,
- 25 y sales de calcio, magnesio y potasio de tiocianatos y carbone

tos.

iy
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5.= Procedimiento segin la reivindicacién 4, carac-
terizado porque el dcido carboxilico es dcido caprilico.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacibn 5, caracte
rizado porque la solucién de 4cido caprilico es al menos 0,02 M

aproximademente y el pH de la solucién eluyente es de 8§ aproxi-

madamente,
T.= Procedimiento segfin la reivindicacién 4, caracte-
rizado porque el electrolito inorgénico es cloruro sédico. :
8.~ Procedimiento segfin la reivindicacién 4, caracte-}
!

rizado porque la solucién de electrolito inorgédnico tiene una i
concentracibén idnica de 0,2 a 1 M aproximadamente. I

9,~ Procedimiento segin la reivindicacién 4, caracte-s
rizado porque el aminodeido es N~acetiltriptofano. !

10.~ Procedimiento segin la reivindicacién 9, carac~ !
terizado porque el N-acetiltripbtofano es al menos 0,02 M aproxi
medamente y el pH de la solucién eluyente es de 8 aproximadamen
te.

11l.~ Procedimiento para separar selectivamente albimi
ne de fluldos acuosog gue la contienen, tal y como queda sustan
cialmente descrito en la presente Hemoria,

Egsta Memoria consta de 34 hojas escritas z mégquine

por una sola cara.

16 W9 978

Madrid,

CUTTER
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