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Sposéb wyodrebniania i zageszczania albumin obecnych w ekstraktach toiyskowych

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wyodrebniania izageszczania albumin, obecnych w ekstraktseh
totyskowyeh,

tozyska ludzkie s3 tatwo dostgpnym itanim Zrédtem biatek surowicy krwi, aprzede wszystkim
gamma-globulin i albumin. Zawartg w tozyskach surowice zazwyczaj ekstrahuje sig fizjologicznym reztworem
chlorku sodu. Uzyskane w ten sposdb ekstrakty tozyskowe, poza biatkami surowicy krwi, zawierajq biatka
tkankowe i hemoglobing w ilosci, przekraczajacej 50% og6inej ilosci biatka w roztworze. Niskie stgZenie bistek
surowicy przy réwnoczesnie wysokiej zawartosci hemoglobiny w ekstraktach tozyskowych sprawia, e kissyezne
metody frakcjonowania biatek surowicy alkoholem znajdujq zastosowanie tylko do wyodrgbniania gamma-globu-
lin. Dalsze frakcjonowanie ekstraktow tozyskowych metodami klasycznymi w celu wyizolowania obecnych
jeszcze albumin surowicy ludzkiej prowadzi do uzyskania preparatu, zanieczyszczonego berwnikami hemowy#ni.
Preparaty takie nie mogq byc¢ stosowane w lecznictwie, ¢

Znany jest sposéb otrzymywania albumin z ekstraktéw toiyskowych (Gordon T.M., Hyndmen L.A,,
Bloom T.C., Anderson H.D., Taylor H.L., McCall K.B., J,Am.Chem.Soc., t:76, nr 23, s.5858, 1853 r.). Stosowany
w nim ekstrakt zawierat okoto 5% biatka ogdtem, z czego az 60% stanowita hemoglobina, Wielostapowe,
skomplikowane frakcjonowanie (6 wirowart duzych objetoéci ptynéw na wiréwkach CEPA z szybkoscia
301/godz., 4 saczenia, zastosowanie jonowymiennej kolumny) prowadzito do otrzymania czystego preparatu
albumin z wydajnoscia 29%. Opisany proces technologiczny byt bardzo kosztowny ze wzgledu na duiq ilosé
uzywanych wiréwek, jak i niskg wydajno$é koricowego preparatu. Wedtug opisu patentowego Stanéw Zjednoczo-
nych Ameryki nr 3497 492 (1970) metoda wyodrebniania albumin z ptynéw odpadowych po produkcji
gamma-globulin opiera si¢ na frakcjonowaniu duzych objgtosci stosunkowo rozcieﬁqzonggo roztworu albumin,
co powoduje, ze wydajno$¢ koricowego preparatu albumin jest takze niska (41%). '

Zageszczenie ekstraktu foZyskowego znacznie poprawia wydajnos¢ albumin. Zageszczenie nie moze jednak
byé prowadzone sposobami zazwyczaj stosowanymi w przemysle, to jest przez odparowanie, nawet pod
zmniejszonym ciénieniem, gdyz stopniowe zageszczenie biatka isoli w roztworze prowadzi do denaturacji
albumin, Stosowanie za$ metod, ktére nie uszkadzajg albumin, takich jak ultrafiltracja i liofilizacja, nie wchodzi
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w rachutfe, gd.yi $3 to procesy o stosunkowo niskiej wydajnosci, niewspétmiernej z duzymi objetoéciami
ekstraktéw tozyskowych, ktére nalezy poddaé¢ zageszczeniu., Wymagajg one réwniez kosztownych i drogich
w eksploatacji urzadzen.

Sposéb Yved’ryg wyfwalazku usuwa te trudnosci, pozwala bowiem na 10-krotne zageszczenie albumin za
pon'locq szybk‘lego i wydajn_ego procesu chromatograficznego, ktéry jednoczesnie oddziela od albumin wigkszo$¢
zanlecgyszczen‘ hemoproteidowych. Istota wynalazku jest zastosowanie jonowymiennej chromatografii dla
wychwy tywania albumin z roztworu, zawierajacego alkohol etylowy o stezeniu do 20%, ewentualnie z dodatkiem
alk.oholu‘ rnetylowego przy steZeniu chlorku sodu nie nizszym niz 0,05 M w pH = 6,3—8,5. Do tego celu
najbardziej przydatne sa nierozpuszczalne wielocukry, w ktérych grupy hydroksylowe zostaty podstawione
resztami aminowymi lub ich pochodnymi (np, DEAE sefadeks),

Istota chromatografii jonowymiennej polega na elektrostatycznym wiazaniu biatek przez czasteczki
sorbenta o odmiennym tadunku. Wymywanie (elucje) frakcji biatkowych przeprowadza sie, stosujac bufory
o wzrastajacym stezeniu chiorku sodu w granicach 0,1—-0,3 M, ktdéry wypiera czasteczki biatka, elektrostatycznie
Zwigzane z jonowymiennym sorbentem,

Poniewaz w pH zblizonym do obojetnego tadunek elektrostatyczny albumin rézni sie od fadunku innych
biatek, znajdujacych sie w ekstraktach fozyskowych, istnieje mozliwo$é oddzielania ich na drodze chromatogra-
fii jonowymiennej od wigkszosci biatek balastowych, w odpowiednio dobranych warunkach pH i stezenia
chlorku sodu.

Stezenie chlorku sodu musi byé dobrane szczegdlnie starannie w momencie, gdy przeznaczony do
zageszczania ekstrakt jest w kontakcie zsorbentem. Zbyt niskie stezenie soli w roztworze moze w tych
warunkach spowodowaé wychwytywanie przez jonowymienny sorbent takze hemoglobiny iinnych biatek
balastowych. Natomiast wysokie stezenie elektrolitu w roztworze powoduje, ze sorbent w tych warunkach traci
zdolno$é do wychwytywania albumin, '

Staranne dobranie stezenia elektrolitow w roztworze, przeznaczonym do wymywania albumin z sorbenta
pozwala takze na oddzielenie biatek, mocniej zwiazanych przez sorbent, niz albuminy. Jest to mozliwe dzieki
temu, ze biatka mocniej wiazane eluuja sie z jonowymiennego sorbenta przy wyzszym stezeniu soli niz albuminy.
Mozna wigc tak dobrac stezenie soli w ptynie eluujgcym, aby mocniej wigzane biatka nie eluowaty sie wraz
z albuminami i pozostaty na jonowymiennym sorbencie,

Przyktad. Materiatem wyjsciowym do izolowania albumin by} ptyn odpadowy, uzyskiwany w trakcie
frakcjonowania gamma-globulin z ekstraktéw tozyskowych, Zawierat on 20% alkoholu etylowego i 1,5% biatka
ogétem. Stezenie albumin w tym roztworze wynosito 0,27%,

700 g namoczonego DEAE-sefadeksu A-50 zréwnowazono 0,01 M buforem fosforanowym opH = 7,0
w 0,02 M NaCl i przeniesiono do kolumny o $rednicy 50 cm ‘i wysokosci 40 cm, umieszczonej w pomieszczeniu
o temp. 47C. Sefadeks w kolumnie zréwnowazono 0,01 M buforem fosforanowym o pH = 7,0 w 0,62 M NaCl
i 20% atkoholu etylowym.

300 | sklarowanego ptynu odpadowego natozono na kolumne, podajac go z szybkoscig 15 |/godz. Po
przejéciu catosci ptynu kolumng przemyto 501 0,01 M buforu fosforanowego opH =7,0 w 0,04 Mi NaCl.
Albuminy wymyto z sefadeksu 501 0,04 M buforu fosforanowego opH =7,0 w0,15M NaCl z szybkosciq
10 I/godz. '

Eluat zbierano w porcjach po 5 I. Po przejsciu przez kolumne catosci buforu odczytano ekstynkcje przy
280 nm roztworu w poszczegélnych porcjach i potaczono ze soba roztwory, ktérych ekstynkcja byta réwna lub
wyzsza niz 3. _

Otrzymano 34,5 | roztworu o stezeniu biatka 2,41%. Stezenie albumin w tym roztworze wynosito 2,3%.

Wydajnosé procesu wynosita 95%.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wyodrebniania i zageszczania albumin obecnych w ekstraktach J(oiyskowimych, zZn ? mienny
ty m, ze ekstrakt tozyskowy zawierajacy alkohol etylowy o stgzeniu do 20%, ev'v.entualrne z dodatlflem alkoholu
metylowego, doprowadza si¢ przed chromatografig do sity jonowej nie nizszej niz 0,05i p'H w granicach 6,3-8,5
a nastepnie adsorbuje na anionowych sorbentach, najkorzystniej na nierOZpuszczalqych wuelo-cukrach, w ktérych
grupy hydroksylowe zostaty podstawione resztami aminowymi lub ich pochodnymi, uprzednio doprowadzonych
do pH w granicach 6,3-8,5 a nastepnie oddziela sig albuminy od sorbenta roztworem buforowym o steeniu

chlorku scdu w granicach 0,1-0,3 M w pH = 6,3-8,5.
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