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Sposéb otrzymywania albuminy z krwi zwierzecej
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Przedmiotem wynalazku jest spos6b izolowania
frakcji albuminowej z osocza lub surowicy krwi
zwierzecej, a zwlaszcza wolowej, umozliwiajacy
uzyskanie albuminy o 100% czysto§ci elektrofore-
tycznej.

Przyjete ogblnie metody izolacji frakicji biatko-
wych opieraja sie badz na kolejnych ekstrakcjach
alkoholem w temperaturach ujemnych i przez. ste-
rowanie takimi wielko§ciami, jak pH S$rodowiska,
sila jonowa, stezemie bialka, zdolno§¢ tworzenia
komplekséw z niektorymi metalami dwuwartoscio-
wymi i temperatura pozwaladjag ma uzyskanie po-
zadanych grup biatek, bgdZz tez na wysalaniu tych
bialek solami nieorganicznymi takimi, jak sierczan
amonu i siarczan sodu w pH §rodowiska, okresla-
jacym punkt izoelektryczny izolowanej frakecji
biatkowe}j.

Ekstrakcja alkoholem jest procesem wieloetapo-
wym, czasochlonnym przebiegajacym w temipera-
turach —5 do —12° co wymaga kosztownych inwe-
stycji. Stosufje si¢ réwniez do izolacji frakicji
biakkowych w szczegblnosci do globulin z kmwi
ludzikiej metody taczace w sobie elementy ekstrak-
cji alkoholem ze straceniem mniektérych biatek
poprzez tworzenie nierozpuszczalnych kompleks6w
z cynkiem lub glinem, co przy réwnoczesnych
zmijanach pH pozwala na izolowanie poszczegblnych
frakeji biatkowych.
~ Metody te dotychczas mie zostaly przystosowane
do izolacji frakcji biatkowych krwi zwierzat rzez-
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nych, a w postaci oryginalnej mie pozwalaja na
uzyskiwanie czystych preparatéw. Natomiast kla-
syczne metody izolacji -albuminy jako jednej
z frakeji biatkowych, polegajace na wysalaniu jej
z roztworu surowicy krwi lub osocza ludzi i zwie-
rzat przy okre§lonej kwasowosci Srodowiska, mie

pozwalaja na uzyskanie wysokiego stopnia czys-

tosci biatka. Dzieje sie tak 'dlatego, Zze podczas do-
dawania do roztworu surowicy krwi lub osocza
soli nieorganicznych mimo fintensywnego mieszania
istnieja wewnetrz roztworu doéé znaczne lokalne
zréznicowania nasycenia, a co za tym idzie wy-
solone globuliny sg zanieczyszczone albuminami,
a stracone w pH = 4,5 albuminy sa znacznie za-
nieczyszczone alfa, beta i gama globulinami.

Celem wynalazku bylo opracowanie prostego, nie
wymagajacego zlozonej aparatury i ujemnych
temperatur sposobu izolowania albuminy z krwi
zwierzacej, a zwlaszcza wolowej. Okazato sie to
mozliwe dzieki opracowaniu metody, polegajacej
na izolowaniu albuminy o 100% czystosci elektro-
foretycznej na drodze oddzielenia 80% globulin
poprzez utworzenie ich mierozpuszczalnych kom-
plekséw z cynkiem, a nastepnie usunigcie pozo-
statych jeszcze w roztworze giéwmie alfa i beta
globulin przez wysolenie ich sianczanem amonu
i wreszcie spowodowanie wypadniecia czystych
albumin z roztworu po ustaleniu pH $rodowiska
na 4,5.
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Sposéb otrzymywania albuminy z krwi zwierze-
cej wedtug wynalazku przedstawia sie nastepujagco:
Do surowicy lub osocza krwi wobowelj 6 tempera-
turze od + 1 do +i4, korzystnie + 2°, umieszczo-
nej w reaktorze, dodaje sie soli fizjologicznej
w stosunku 1:1, a nastepnie wolno kroplami z roz-
dzielacza 0,5 M roztwér dwuwodnego octanu cynku,
réwnoczesnie silnie mieszajgc. Oatan cynku tworzy
z globulinami nierozpuszczalne kompleksy. Tworze-
niu sie ewentualnych komplekséw cynku z albu-
minami zapobiega sie przez ustalenie pH roztworu
na 7,4, a wiec w poblizu punktu izoelektrycznego
globulin i tym samym mniejszej ich rozpuszczal-

noéci. W roztworze nad osadem @glabulin pozostaje .

frakcja albuminowa z domieszka alfa i beta glo-
bulin. Alfa } beta globuline usuwa sie nastepnie
przez wysolenie ich z roztworu siarczanem amonu
w pH zblizonym do 5,4, a wiec w granicach ich
punktu izoelektrycznego. W roztworze zawieraja-
cym tylko albuminy po odwirowaniu alfa i beta
globulin ustala si¢ pH na 45, w ktérym to pH
albuminy charakteryzuja sie najmniejszg rozpusz-
czalno$cia i wypadajg z Toztworu nasyconego
w 55%0 siarczanem amonu. Caly proces wysalania
' siarczanem amonu przeprowadza si¢ w tempera-
turze pokojowej.

Osad albumin po odwirowaniu i wymieszaniu
z solg fizjologiczng w stosunku 1:1 poddaje sie
dializie wobec soli fizjologicznej, a nastepnie suszy
sie ze stanu zamroZenia lub sgczy jatowo.

Proces otrzymywania albumin sposobem wedlug
wynalazku przeprowadza¢ moina przy zastosowaniu
zestawu aparaturowego, sktadajacego si¢ z ultra-
termostatu, zaopatrzonego w dwa pojemmnliki na
staty dwutlenek wegla — jest to chlodzenie
I stopnia oraz pompe tloczaca, ultratermostatu
i uktadu chtodzacego II stopnia. Ultratermostat
potaczony jest rurka szklang z ukladem chlodza-
cym II stopnia, sktadajacym sie z szeregu réwno-
legle utozonych rur szklanych, obbozonych suchym
lodemn i izolowanych podw6jng warstwa styropianu
i folii polistyrenowej. Uklad chtodzacy II stopnia
polaczony jest rurka spiralng ze szkla, stanowiaca
element chlodzgcy reaktora. Reaktor ponadto jest
zaopatrzony w mieszadlo mechaniczne i posiada
pokrywy z otworami, w ktérych sg zainstalowane
dozatory. Reaktor ma odplyw w idnie naczynia.
Element chlodzacy reaktora potaczony jest prze-
wodem gumowym z ultratermostatem, co stanowi
zamkniety uklad chiodzenia.

Albumina zwierzeca, a zwhaszcza wolowa, otrzy-
mana sposobem wedtug wynalazku, charakteryzuje
sie 100% czystoscia elektroforetyczna, ma barwe
biala i jest catkowicie rozpuszczalna w wodzie
! soli fiZjologicznej. Wydajno§é procesu waha sie
w granicach 50—55%.

Przyktad I. Do trzyddiestu litréw surowicy

lub osocza krwi wolowej o temperaturze -+ 2°,
rozcieficzonej w stosunku 1:1 ochlodzona sola
fizjologiczng dodano z rozdzielacza wolno po kropli,
stale mieszajac, 4 1 ochtodzonego do +:2° 05 M
dwuwodnego octanu cynku. (Nastepnie, nie prze-
stajgc mieszaé, przez dodatek okolo 1 1 1 M roz-
tworu mnieorganicznego wodorotlenku ustalono p™
roztworu na 7,4. W tym stefile pozostawiono piyn,
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wolno mieszajge do nastepnego ’ dnia. Nastepnie
odwinpwano osad, a :do roztworu dodano z roz-
dzielacza, silnie mieszajac, masycony roztwér siar-
czanu amonu az do osiggniecia 55% nasycenia roz-
tworu, zawierajgcego albuminy oraz okolo 20%
alfa i beta globulin. Te ostatnie jako charakitery-
zujgce sie mniejsza od albumin rozpuszczalnobcia
wypadalja z roztworu szczegblnie w pH = 5,4. Pro-
ces wysalania alfa i beta (globulin prowadzono
w temperaturze pdkojoweﬁ. Po odwirowanliu osadu
alfa i beta globulin w roztworze poprzez zmiane
pH na 45 spowodowano wypadniecie osadu albu-
min. W tym celu dodawano wolno z wkraplacza
0,75 1 1 M roztworu kwasu mnieorganicznego, np.
HCl. Uzyskany osad odwirowano w ciggu 20 minut
przy 3000 obrotéw na minute. Odwirowany osad
Wwazono, a nastgpnie rozcieficzano w stosunku 1:1
solg fizjologiczng i 'w woreczkach z tomofanu
dializowano wobec soli fiizjologicznej. Po dializie
roztwér, zawierajacy okolo '15% ibialka frakcji
albuminowej, suszono w prézni ze stanu zamroze-
nia.

W, celu zapewnienia prawidlowego przebiegu
wyzej opisanego procesu technologicznego przepro-
‘wadzono go, umieszczajge surowice lub osocze krwi
wolowej rozcienczone solg fizjologiczng w reak-
torze o pojemnoéci 100 1, wyposazonym w miesza-

“dio mechaniczne oraz spirale z rurki szklamei,

przez ktéra przeplywata mieszanina chbodzaca,
pozwalajaca mna uzyskiwanie w czasie izolacji
frakeji biatkowych temperatur w granicach +2 do
+ 3° wewnatrz roztworu. Przez te spirale w czasie
izolowania frakcji bialowych przeplywat roztwoér
10% glicerolu w wodzie. Roztwoér glicerolu: byl
cze$ciowo ochlodzony w ultratermostacie, zaopa--
trzonym w dwa pojemniki zawierajgce staty dwu-
tlenek wegla. Z ultratermostatu 10% roztwoér glice-
rolu byl przepompowany do systemu réwmolegle
utoZonych rurek ze szkla Simax, oblozonych sta-
tym dwutlenkiem wegla i izolowanych szeczelnie
od otaczajgcej atmosfery dwoma warstwami sty-
ropianu oraz folig, co umoZliwialo wutrzymanie
temperatury roztworu glicerolu w granicach —i15°
w ciggu godzin, nawet po zuZyciu sie ‘statego dwu-
tlenku wegla 'w pojemnikach ultratermostatu. Roz-
twér glicerolu po przeplynieciu przez zestaw rurek
oblozonych suchym lodem w pojemmiku styropia-
nowym i po osiggnieciu —15° sptywatl dalej rurks:
szklang, umieszczong wewnatrz rektora, a stano-
wigca element chtodzacy reaktora. Z reaktora roz-
twor glicerolu przewodem wracat do ultratermo-
statu, gdzie ponownie ulegal schlodzeniu i byt
dalej przepompowany opisang juz droga.

Przyktad II. Postepowano, jak w przykla-
dzie I, do momentu otrzymania osadu, zawierajg-
‘cego albumine o 100% rczystoSci elektroforetycznej
w postaci nierozpuszczalnego kompleksu z rodni-
kiem amonowym. Nastepnie osad ‘'wazono, 1oz-
cieficzano solg fizjologiczmg w stosunku 1:2 i na-
noszono na kolumne chromatograficang napelniong
amberlitem IRC-50 podstawionym sodem. Po prze-
puszczeniu przez kolumne rozpuszczalng albumine
poddawano procesowi suszenia ze stanu zamnoZe-
nia w prézni. - '
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Przyktad III. Postgpowano, jak w przykia-
dzie I, do momentu otrzymania 15% roztworu roz-
puszcezalnych albumin o 100% czystoci eleitro-
foretycznej, a nastepnie dtrzymany roztwér sgczono
jatowo.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb otrzymywania albuminy z krwi zwierze-
cej, a zwlaszcza wolowej, o 100% czystosci elek-
troforetycznej, znamienny tym, ze roztwory bialek
surowicy lub osocza krwi zwierzecej poddaje sig

10

- dziataniu soli cynku w temperaturze + 1‘ do + 4°,

korzystnie + 2°, przy pH okolo 7,4, nastepnie od-
wirowuje sie powstaly osad, skladajgcy sie z nie-
rozpuszczalnych kompleksé6w globulin z cynkiem,
po czym pozostate jeszcze gléwnie alfa i beta .glo-
buliny usuwa sie z roztworu przez wysolenié ich
siarczanem amonu i odwirowanie, a pozostalty roz-
twoér zakwasza sie przy pomocy kwasu mineral-
nego do uzyskania pH =4,5 po czym powstaty
osad albumin po odwirowaniu i wymieszaniu
z sola fizjologiczng w stosunku 1:1 poddaje sie
dializie, nastepnie liofilizuje lub sgczy jalowo.
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