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PATENTE DE INVENCION

por VEINTE gfios

solicitada en Bspafia a favor>de NORDISK INSULINLABORATORIUM,
de nacionelidad denese, domicilisde en Ved Stadion 2, DK-2820
Gentofte, Dinamarca, por "Procedimiento pare obtener albimina
purificada", con prioridad de la solicitud damesa 258/77 de
fecha 21 Enero 1977 = = = = = - e - - - - - - -

MEMORI A DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a un procedimiento
pars recuperar glblimina purificada por precipitacién fracccio

nada de plasma sanguinec. - - = = = = - = B it

Anteriormenfe, se ha aislado albimina a partir de
plasma sanguineo por precipitacién fraccionada.con alcoholes,
tales como etanol, a bajas temperaturas, y por precipitacién
en disoluciones salinas, por ejemplo mediante la adicién es-
calonada de sulfato aménico. Estos procedimientos conocidos
tienen varias desventajas. Asi, las precipitaciones con eta-
nol implican cierta tendencia a desnaturalizar la proteina,

con una consiguiente reduccién del rendimiento, y las preci-
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pitaciones salinas dan productos impuros, puesto que no se

obtiene una separacién neta, — = = = = = = = = ~ o . - -

La memoria de la patente US 3.415.804 presenta un
procedimiento de precipitmcién fraccionade de mezclas de prg

tefnas en presencia de polietilenglicol (PEG), inhibiendo el

- polietilenglicol la disperéabilidad de las protefnas. Este

procedimiento, que se ha utilizado para fraccionar plasma san
guineo humeno, ha dado varias fracciomes, incluyendo una frac

cién de albimina que, sin embargo, esteba contaminada con

"betaglobulina y otras proteinas. Asi, por medio de estehpﬁé

cedimiento conocido, no ha sido posible obtener. una albimina

satisfactoriamente purificada para el uso terapéutico. - - -

)

Ta solicitud de petente danesa 1252/75 propone aig
lar albimina a partir de la sangre y de productos similares
por calentamiento del lfquido que contiene la albimina en pre
sencia de un alcohol y de substancias estabilizentes de la
albdmina, Se mencionan los caprionatos como uno de los e jem-
plos de las muchas subgstancias estabilizantes para este fin.
Sin embargo, no ha sido posible evitar totalmente las desven
tajas del etanol o de los alcoholes similares que desnatura-

lizan las protefNas, = = = = = = = = = = = = T -

Ademés es qonocido, por una soliecitud, publicada
con el ndmero 134.425, de patente demesa, preparar albﬁminal
sometiendo una disolucién de albimina, tal como plasma de pla

centa o de sangre humena, a una termocoggulecién en presencia
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de iones de 4cido caprflico a temperaturas de entre 52 y
649C y a un valor dé'pH de entre 4,8 y 5,25. Con la termo-
coagulacién, precipiten la hemoglobina, la albémina desnatu~
relizada y las proteinas extrafias. La albdmina purificada

permanece en la digolucién de la cual puede'.. recuperarse, - =

Sin embargo, este procedimiento conocido da un pro
ducto més bien impuro. La pureza puede me jorarse realizando

une precipitacién fraccionada antes de la termocosgulacién,

por ejemplo con Acido tricloroacético y etanol, pero de esta

menera no puede lograrse un producto puro adecuado para el

uUSo terapbuticCo. « = = = = = * - . = . . .- .- - . ---a

Se conoce también una, termocoagulacién, por la me
moria de la patente briténica 739.024, pero no con respecto

a una precedente precipitacién con PEG, = = = = = = = = = =

La presente invencién se basa en el descubrimiento
de que es posible, de manera simple y sin afiedir alcqhoieé,
combinar’una precipitacién fraccionada de alb‘ﬁmina‘,ég presen
cia de PEG con un tratemiento térmico en presencia de #cido
caprilico como estabilizante, lo Que origina’uniz coagulacién
de las impurezas que de lo contrario precipitarfam junto con
la albdmina. As{, sé obtiene wn alto rendimientoxde:falbdmina

con un alto grado de purezade = = = = = = = = « = = - = -

El procedimiento de la invencién se caracteriza

asl porque se mezcla plasmas sangulneo con polietilenglicol
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(FPEG) y se ajﬁsta e un pH de 6 a 7 para la precipitacién de
fibrinégeno y globulinas, porque el sobrenadsmte con un con-
tenido de 150 a 300 g de PEG, preferentemente de 180 a 200 g

por litro de liquido{ se gjusta a un pH de 4,5 a 5,3 para la

. precipitacién de la albimina, pdrque la alblimina con el PEG
arrastrado se redisuelve en un medio acuoso, porque la diso-

"'lucién resultante de albimina se somete & una termocoagule~

cién a 50-652C y = un pH de 4,6 a 5,0 en presencia de una can
tidad estabilizante de 4cido eaprflico y porque la albimina
purificada se aisla de la disolucién por:precipitacidﬁmhﬂnﬂel
procedimiento en cuestidén se utiliza plasma sanguineo estabi
lizado al que se afiade PEG en una cantidad adecuada para la.
pregipitacidn, por ejemplo de 150 & 300 g por litro; el PEG
4,000 es adecuado pero pueden emplearse pesos moleculares su
periores o inferiores, tales como de 1,000 & 50.000. La can-
tided preferida es de 180 a 200 g de PEG por litro de lfqui-

do.-—u—-u-——-—a-o-n——--—-—u—--—--——

La precipitacién de la fraccidn que contiene globu
linas se reeliza, como se ha mencionado, a un pH de 6 afl,
pero el pH éptimo es de unos 6,7. Bl precipitado se separe
convenientemente por centrifugacién y la disolucién que con
tiene albumina, separada por centrifugacién, se ajusta enton
ces a wn pH dé 4,5 a 5,3, preferentemente 4,9, con lo que
precipite una fraceidén que contiene albémina. Esta fraccién -
contiene algunas proteinas e impurezas, as{ como FEG. El pre

cipitado se redisuelve en agua, por ejemplo a una concentrg
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ci6n-de unos 80 g/l. Entonces se affade 4cido caprflico, con-
venientemente en una cantidad de 2 a 3 g/;, por ejemplo 2,5
g/l. La disolucién se ajusta a un pH de 4,6 a 5,0, convenien
temente a 4,8 y entonces se calienta a 50-652C, preferentemen
te a unos 602C, siendo un perfodo adecuado de calentamiento

el de unos 30 minutoSe = = = = = = = = = = « © - o - “w o -~

Por medio de este tratamiento térmico coagula, du-
rante la precipitacién, la mayor parte de las impurezas pro-
tefnicas ain presentes. Si tal tratamiento térmico se reali-
zara a una temperatura superior g unos 55¢C, sin la adicién
de 4cido caprilico, la albimina se descompondria y el rendi-
miento serfa insatisfactoriamente bajo. El producto se enfria
después del tratamiento térmico y el codgulo se separa por
centrifugacién o filtracién. La albimina purificada de la di
solucién centrifugada o filtrada se aisla por precipitacién
de una menera conocidalen si. Asi puede afiadirse etanol, pre
fe}entemente al 40%, y la elbdmina purificada se precipita a
un pH de 4,8 y por enfriamiento a una temperatura inferior a
02C. Esta alblmina se recoge, por ejemplo por centrifugacién,

y se seca por congelaciffe = = = ~ = = = = - - - -

El procedimiento de la invencién tiene la ventaja
de que puede producirse, de maneré simple, un producto extre
madamente puro de'albﬁmina con un alto rendimiento.;Adgméa,
el procedimiento en cuestién implica otra'véhtaja,.a gsaber la
de que es capaz de realizacifén industrial. En este procedi-

miento se evita la desnaturalizacién de las globulinas, lo que
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significa que las fracciones que contienen estas proteines
pueden traterse adicionalmente para obtener globulinas valip

sas con alto rendimiento y-en estado puroe = = = = = = - - -

Aunque se han conocido, por separsdo, las precipi-

taciones con PEG y las termocoagulaciones, no se han realiza

. do hasta ahora intentos de combinar estos métodos de purifi-

cacién. Tal combinacién posibilita el evitar la desnaturali-
zacién de la albimina lo que explica indudablemente el alto

rendimiento. Sin embargo, no era posible prever que se obtu-
viera al mismo tiempo una pureza de producto substancialmen-

temejor.-——-.—_—-— ——————— - em o e o o e .

Adn otra ventaja del procedimiento segin la inven.
cién es que sé utiliza plasma sangufneo como materiel de paé
tida. Esto es posible debido a que las globulinas, como se ha
mencionado, no son desnaturalizadas, 1o gue significa que

pueden procesarse con alto rendimientoe = = = = = = = = = -

El procedimiento de la invencién se ilustraréd con

mayor detalle a continuacidén por medio de unm ejemplos ~ ~ =

Ejemplo:

Se mezclaron 100 1 de plasma de sangre humana, es
tabilizado con citrato, con 137 1 al 33% en peso de una diso
lucién acuosa de polietilenglicol 3.000 para obtener 19% de
PEG en la disolucién. Se ajusté el valor de pH a 6,7 & O,1.
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La mezcla se dejé reposar durante 45 minutos y entonces se
centrifugé. E1 precipitado estaba compuesto por fibrindégeno
¥y globulina. El sobrenadante contenfa la albdmina. El sobre

nadante albuminoso se mezclé con 4cido acético hasta un pH

igual a de 5’0 a 4,8. -------- - e Et Em s ek s m ma e we

El precipitado resultante, compueéto por albdmina,
se sépar6 por centrifugacién. La albimina se redisolvié en
80 1 de agua destilada a unos 409C y se afiadieron 200 ml de
écido caprflico. Se ajustd el valor de pH a 4,8  + 0,1 con
uha disolucién de NaCH 1M en agua. La disolucién se calenté
a 604 0,5¢C durante 30 minutos. El precipitado resultante
se separd por centrifugacién. La disolucidén centrifugada se

precipité con etanol frio (40% 'de etamol, ~52C, pH = 4;8).

La albimina precipitada se separé por centrifuga

cién y se secé por congelacién. Después de redisolver en

.agua destilada, de afiadir fcido caprilico 0,04 M y de:'aju_sw

tar el pH.a 7,0 + 0,4, la disolucién se envasé, se traté
térmicamente a 60°C durante 10 horas y entonces resultd ade
cuada para el uso terapéut:.co. El contenido de substancias de
alto peso molecular, es decir la fraccidén que ;enia un .peso
molecular superior a .200.000 g/mol, era menor del 0, 1% de
la cantidad total de protelnas. El rendimiento de albimina

es de wnos 90% de la albimina contenida en el plasma. - — -

Une exploracién de la albimina por medio de una

electroforésis con poliacrilemida seca demostré una pureza




no inferior 8 99,5% = = = = = = = = = .~ - - - -

A los efectos consiguientes se declaran de novedad
y propiedad para Espafia, sus territorios y plazas de sobera-

nia, las reivindicaciones que siguene. = = = - - - -
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REIVINDIGCACIONES

1.~ Procedimiento para obtener albdmina purificegda,
por precipitacién fraccionada de plasma sanguineo a fin de
obtener una fraccién que coﬁtiene albdmina, que se redisuelve
en agua y se somete a una termocoagulacidén en una disolucién
acuosa en presencia de una cantidad estabilizante de 4cido
caprilico, caracterizado porque se incorporan conjuntamenfe
el plasma ssngufneo con polietilenglicol (PEG) y se ajusta
a un pH de 6 a 7 para la precipitacién de fibrindgeno y glo
bulinas, porque el sobrenadante con un contenido de 150 a
300 g de PEG, preferentemente de 180 a. 200 g por litro de 1f
quido, se ajusta a un pH de 4,5 a 5,3 para la precipitacién
de la albdmina, porque la alblimina con el PEG arrastrado se
redisuelve en un medio acuoso, porque la disolucién resultan
te de slbimine se somete a una termocoagulacién a 50-659C
Yy & un pH de 4,6 a 5,0 en presencia de una cantidad estabili
zante de 4cido caprilico y porque'la albimina purificada se

gisla de la disolucidén por precipitacibhe = = = = = = = = « -

2.~ Procedimiento segin la rezvindicaclén 1, caragc
terizado porque el écldo caprilico se utlllza en une centi-
ded de 2 a 3 g de 4cido caprilico por litro de disolucién de

albimina durante la termocoggulaciffe = = = = = = = = = = -

3.~ Procedimiento segin la reivindicecidén 1, carag
terizado porque después de la termocoagulacidén, la separacién

del codgulo y el enfriamiento, la disolucién de albimina se
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mezcla con un alcanol inferior, preferentemente etanol, para

precipitar la albdmina purificadfe = = = = = = = = = = = « =

4.~ "PROCEDIMIENTO PARA OBTENER ALBUMINA PURIFICA

DA".--—--Anun--nq----—-——l- ———————

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.
NADRID 2 ¢ CIE. 1578
PA M. CURELL SUROL
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