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P A T E N T E I N V E N C I O ND E
por VEINTE años

solicitada en España a favor de NORDISK INSULINLABORATORIUM, 
de nacionalidad danesa, domiciliada en Ved Stadion 2, DK-2S20 

5. Gentofte, Dinamarca, por "Procedimiento para obtener albúmina
purificada", con prioridad de la  solicitud danesa 258/77 de 
fecha 21 Enero 1977.--------- - * ------------------- ---------- --  —

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invención se refiere a un procedimiento 
10. para recuperar albúmina purificada por precipitación fracccio

nada de plasma sanguíneo.-------------------- ---------------------------

Anteriormente, se ha aislado albúmina a p a rtir  de 
plasma sanguíneo por precipitación fraccionada-con alcoholes, 
ta les  como etanol, a bagas temperaturas, y por precipitación 

15. en disoluciones salinas, por ejemplo mediante la  adición es­
calonada de sulfato amónico. Estos procedimientos conocidos 
tienen varias desventajas. Así, las precipitaciones con eta­
nol implican c ie rta  tendencia a desnaturalizar la  proteína, 
con una consiguiente reducción del rendimiento, y las preci-



pitaciones salinas dan productos impuros, puesto que no se 
obtiene una separación neta. - - - - - - -  ------  - - - -  ----

La memoria de la  patente US 3.415.804 presenta un 
procedimiento de precipitación fraccionada de mezclas de pro 
teínas en presencia de po lietilenglicol (EEG), inhibiendo el 

--- polietilenglicol la  diápersabilidad de las proteínas. Este 
procedimiento, que se ha utilizado para fraccionar plasma san 
guineo humano, ha dado varias fracciones, incluyendo una frac 
ción de albúmina que, sin embargo, estaba contaminada con 
betaglobulina y otras proteínas. Así, por medio de este pro 
cedimiento conocido, no ha sido posible obtener una albúmina 
satisfactoriamente purificada para e l uso terapéutico. ------

t
La solicitud de patente danesa 1252/75 propone aijs 

la r  albúmina a p a rtir  de la  sangre y de productos similares 
por calentamiento del liquido que contiene la  albúmina en pre 
sencia de un alcohol y de substancias estabilizantes de la  
albúmina. Se mencionan los caprionatos como uno de los ejem­
plos de las muchas substancias estabilizantes para este fin . 
Sin embargo, no ha sido posible evitar totalmente las desven 
ta jas del etanol o de ios alcoholes similares que desnatura­
lizan las p ro te ín as .---------------------------- ------------------------

Además es conocido, por una solicitud, publicada 
con e l número 134. 425, de patente danesa, preparar albúmina 
sometiendo una disolución de albúmina, ta l  como plasma de pía 
centa o de sangre humana, a una termocoagulación en presencia



de iones de ácido caprilico a temperaturas de entre 52 y 
64SC y a un valor de pH de entre 4,8 y 5,25- Con la  termo- 
coagulación, precipitan la  hemoglobina, la  albúmina desnatu­
ralizada y las proteínas extrañas. La albúmina purificada 
permanece en la  disolución de la  cual puede recuperarse. —

Sin embargo, este procedimiento conocido da un pro. 
ducto más bien impuro. La pureza puede mejorarse realizando 
una precipitación fraccionada antes de la  termocoagulación, 
por ejemplo con ácido tricloroacótico y etanol, pero de esta 
manera no puede lograrse un producto puro adecuado para e l 
uso terapéutico. - - - - - -----------  —  - - - - - -

Se conoce también una, termocoagulación, por la  me 
moría de la  patente británica 739.024, pero no con respecto 
a una precedente precipitación con BEG.--------------------------

La presente invención se basa en e l descubrimiento 
de que es posible, de manera simple y sin añadir alcoholes, 
combinar una precipitación fraccionada de albúmina én presen 
cía de BEG con un tratamiento térmico en presencia de ácido 
caprilico como estabilizante, lo que origina una coagulación 
de las impurezas que de lo contrario precipitarían junto con 
la  albúmina. Así, se obtiene un alto rendimiento.de.-albúmina 
con un alto grado de pureza. ------------------------------------------

El procedimiento de la  invención se caracteriza 
así porque se mezcla plasma sanguíneo con polietilenglicol



(BEG) y se ajusta a un pH de 6 a 7 para la  precipitación de 
fibrinógeno y globulinas, porque e l sobrenadante con un con­
tenido de 150 a 300 g de PEG, preferentemente de 180 a 200 g 
por l i t ro  de liquido, se ajusta a un pH de 4,5 a 5,3 para la  
precipitación de la  albúmina, porque la  albúmina con e l PEG 
arrastrado se redisuelve en un medio acuoso, porque la  diso­
lución resultante de albúmina se somete a una termocoagula- 
ción a 50-652C y a un pH de 4,6 a 5,0 en presencia de una can 
tidad estabilizante de ácido caprilico y porque la  albúmina 
purificada se a ísla  de la  disolución por precipitación^ B& e l 
procedimiento en cuestión se u ti l iz a  plasma sanguíneo estabi 
lizado a l que se añade PEG en una cantidad adecuada para la  - 
precipitación, por ejemplo de 150 a 300 g por l i t ro ;  e l PEG 
4.000 es adecuado pero pueden emplearse pesos moleculares su' 
periores o inferiores, ta les como de 1.000 a 50.000. La can­
tidad preferida es de 180 a 200 g de PEG por l i t ro  de líqu i­
do. --------------------------------- --------------------------- -  - --------

La precipitación de la  fracción que contiene globu 
linas se realiza, como se ha mencionado, a un pH de 6 a 7, 
pero e l pH óptimo es de unos 6,7. El precipitado se separa 
convenientemente por centrifugación y la  disolución que con 
tiene albúmina, separada por centrifugación, se ajusta enton 
oes a un pH de 4,5 a 5,3, preferentemente 4,9, con lo que 
precipita una fracción que contiene albúmina. Esta fracción 
contiene algunas proteínas e impurezas, así como PEG. El pre 
cipitado se redisuelve en agua, por ejemplo a una concentra



ciÓn de unos 80 g/1. Entonces se añade ácido caprilico, con­
venientemente en una cantidad de 2 a 3 g/1* por ejemplo 2,5 
g/1. La disolución se ajusta a un pH de 4,6 a 5,0, convenien 
temente a 4,8 y entonces se calienta a 50-653C, preferentemen 
te  a unos 603C, siendo un periodo adecuado de calentamiento 
e l de unos 30 m inutos.---------------------------------- --  -  -  -  —

Por medio de este tratamiento térmico coagula, du­
rante la  precipitación, la  mayor parte de las impurezas pro- 
teinicas aún presentes. Si ta l  tratamiento térmico se re a li­
zara a una temperatura superior a unos 553C, sin la  adición 
dé ácido caprilico, la  albúmina se descompondría y e l rendi­
miento seria  insatisfactoriamente bajo. El producto se enfria 
después del tratamiento térmico'y e l coágulo se separa por 
centrifugación o filtrac ió n . La albúmina purificada de la  di 
solución centrifugada o f iltrad a  se a ísla  por precipitación 
de una manera conocida en s i .  Asi puede añadirse etanol, pre 
f  eren temen te al 40%, y la  albúmina purificada se precipita a 
un pH de 4,8 y por enfriamiento a una temperatura inferior a 
Ose. Esta albúmina se recoge, por ejemplo por centrifugación, 
y se seca por congelación. -  - ----------------  -  -------------------

El procedimiento de la  invención tiene la  ventaja 
de que puede producirse, de manera simple, un producto extre. 
mudamente puro de albúmina con un alto rendimiento. .Además, 
e l procedimiento en cuestión implica otra ventaja, a saber la  
de que es capaz de realización industrial. En este procedi­
miento se evita la  desnaturalización de las globulinas, lo que
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significa que las fracciones que contienen estas proteínas 
pueden tratarse adicionalmente para obtener globulinas valió 
sas con alto rendimiento y-en estado p u ro .-------------------- --

Aunque se han conocido, por separado, las precipi- 
5. taciones con PEG y las termocoagulaciones, no se han realiza

do hasta ahora intentos de combinar estos métodos de purifi­
cación. Tal combinación posib ilita  e l evitar la  desnaturali­
zación de la  albúmina lo que explica indudablemente e l alto 
rendimiento. Sin embargo, no era posible prever que se obtu- 

10. viera al mismo tiempo una pureza de producto substancialmen­
te mejor. -  —  -  -  -  - -------------------- --

Aón otra ventaja del procedimiento segdn la  inven- 
ción es que sé u ti l iz a  plasma sanguíneo como material de par 
tida . Esto es posible debido a que las globulinas, como se ha 

15. mencionado, no son desnaturalizadas, lo que significa que
pueden procesarse con alto rendim iento.--------------------------

El procedimiento de la  invención se ilu s tra rá  con 
mayor detalle a continuación por medio de un ejemplo. -  —

Ejemplo:

20. Se mezclaron 100 1 de plasma de sangre humana, es
tabilizado con c itra to , con 137 1  a l 33% en peso de una diso 
lución acuosa de polietilenglicol 3*000 para obtener 19% de 
PEG en la  disolución. Se ajustó e l valor de pH a 6,7 3; 0,1.



La mezcla se dejó reposar durante 45 minutos y entonces se 
centrifugó. El precipitado estaba compuesto por fibrinógeno 
y globulina. El sobrenadante contenía la  albúmina. El sobre 
nadante albuminoso se mezcló con ácido acético hasta un pH 
igual a de 5*0 a 4*8. - - -------------- --------------------------

El precipitado resultante, compuesto por albúmina, 
se separó por centrifugación. La albúmina se redisolvió en 
80 1 de agua destilada a unos 40SC y se añadieron 200 mi de 
ácido caprilico. Se ajustó e l valor de pH a 4,8 ¿  0,1 con 
una disolución de NaOH 1M en agua. La disolución se calentó 
a 6Q*& 0,53C durante 30 minutos. El precipitado resultante 
se separó por centrifugación. La disolución centrifugada se 
precipitó con etanol frío  (40%'de etanol, -53C, pH = 4*8).

La albúmina precipitada se separó por centrifuga 
ción y se secó por congelación. Después de redisolver en 
agua destilada, de añadir ácido caprilico 0,04 M y de ajus­
ta r  e l pH a 7*0 +, 0,4, la  disolución se envasó, se trató  
térmicamente a 60SC durante 10 horas y entonces resultó ade 
cuada para e l uso terapéutico. El contenido de substancias de 
alto  peso molecular, es decir la  fracción que tenia un .peso 
molecular superior a .,200.000 g/imol, era menor del 0, 1% de 
la  cantidad to ta l de proteínas. El rendimiento de albúmina 
es de unos 90% de la  albúmina contenida en e l plasma. —  -

Una exploración de la  albúmina por medio de una 
electroforésis con poliacrilamida seca demostró una pureza
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no inferior a 99, 5%.

A los efectos consiguientes se declaran de novedad 
y propiedad para España, sus te rrito rio s  y plazas de sobera­
nía, las reivindicaciones que s ig u en .------------------------------
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R E I V I N D I C A C I O N E S

1 . -  Procedimiento para obtener albúmina purificada, 
por precipitación fraccionada de plasma sanguíneo a fin  de 
obtener una fracción que contiene albúmina, que se redisuelve 

5. en agua y se somete a una termocoagulación en una disolución
acuosa en presencia de una cantidad estabilizante de ácido 
caprilico, caracterizado porque se incorporan conjuntamente 
e l plasma sanguíneo con polietilenglicol (PEG) y se ajusta 
a un pH de 6 a 7 para la  precipitación de fibrinógeno y glo 

10. bulinas, porque e l sobrenadante con un contenido de 150 a
300 g de PEG, preferentemente de 18o a 200 g por l i t ro  de l í  
quido, se ajusta a un pH de 4,5 a 5,3 para la  precipitación 
de la  albúmina, porque la  albúmina con e l PEG arrastrado se 
redisuelve en un medio acuoso, porque la  disolución resultan 

15* te de albúmina se somete a una termocoagulación a 50-659C
y a un pH de 4,6 a 5,0 en presencia de una cantidad estab ili 
zante de ácido caprílico y porque la  albúmina purificada se 
a ísla  de la  disolución por precipitación. -  - -  - -  —  -  - -

2. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac
20. terizado porque e l ácido caprílico se u ti l iz a  en una canti­

dad de 2 a 3 g de ácido caprílico por l i tro  de disolución de 
albúmina durante la  termocoagulación.------------- - - - - -

3. -  Procedimiento según la  reivindicación 1, carac 
terizado porque después de la  termocoagulación, la  separación

25. del coágulo y e l enfriamiento, la  disolución de albúmina se
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mezcla con un alcanol inferior, preferentemente etanol, para 
precipitar la  albúmina p u rificad a .------  -------------------------

4 .- "PROCEDIMIENTO PARA OBTENER ALBUMINA PURIFICA 
DA".------------*--------------------------------------------------------------

Todo ello  conforme se describe y reivindica en la  
presente memoria que consta de diez hojas foliadas y mecano­
grafiadas por una sola de sus caras.

A1ADRID 2 O E;!E. ¡378
P.A MCUREHít/ÑCí
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