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69 Verfahren zur Abtrennung ausgefillter Eiweissstoffe aus einer albuminhaltigen Suspension.

@ Die Gewinnung von Albumin fiir nicht-therapeutische

Verwendungszwecke aus einer aus Blutplasma gewon-
nenen Suspension erfolgt durch Schwemmfiltrierung der
Suspension an einem Gewebefilterelement. Die nicht-
albuminhaltigen Bestandteile der Emulsion werden auf
dem Gewebefilterelement gesammelt und als Filtrat wird
eine klare Albumin-Losung gewonnen. Das Verfahren er-
moglicht die Abtrennung von hitzegefillten Eiweisstof-
fen aus der Suspension mit gegeniiber bekannten Filtra-
tionsverfahren wesentlich geringeren Aufwand innert kiir-
zerer Filtrierdauer und unter Vermeidung einer Verstop-
fung der Filtereinsitze.
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PATENTANSPRUCHE
1. Verfahren zur Abtrennung ausgefillter Eiweissstoffe
aus einer albuminhaltigen, bei der Gewinnung von Albumin

fiir nicht therapeutische Verwendungszwecke aus Blutplasma

gewonnenen Suspension, gekennzeichnet durch Schwemm-
filtrierung der Suspension an einem Gewebefilterelement,
auf dem die nicht-albuminhaltigen Bestandteile gesammelt
werden und eine klare Albumin-Ldsung als Filtrat gewonnen
wird.

2. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Filtrierung in einem Zentrifugal-Reini-
gungsfilter mit geschlossenem Druckkessel und einer

Maschenweite der Filterelemente von 20-200 i, vorzugsweise

70-90 u, erfolgt.

3. Verfahren gemiiss Patentanspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Filtrierung iiber horizontal angeordnete
Filterelemente erfolgt, die Metalltressengewebe mit 80
Maschenweite aufweisen.

4, Verfahren gemiss Patentanspruch, dadurch gekenn-
zeichnet, dass eine Suspension mit einem Gehalt von
4-6 Gew.% Plasmaeiweiss mit 30-70 g Kieselgur-Filterhilfs-
mittel pro Liter versetzt wird.

5. Verfahren gemiss Patentanspruch, dadurch gekenn-
zeichnet, dass ein Zellulose-Filterhilfsmittel in vorgequol-
lenem Zustand verwendet wird.

6. Verfahren gemiss den Patentanspriichen 1,2 und 5,
dadurch gekennzeichnet, dass das in der Anschwemmungs-
masse befindliche Trubvolumen durch eine Restvolumen-
filtereinrichtung ausgebracht wird, nachdem entweder eine

kommen empfunden, dass relativ viel Albumin in dem abge-
schiedenen Konzentrat verbleibt, so dass noch mehrere
Wasch- und Zentrifugier-Arbeitsgéinge zur Gewinnung des
wertvollen Restalbumins erforderlich sind. Ausserdem ist das

5 Zentrifugieren sehr zeit- und arbeitsaufwendig und erzeugt

grossen Larm. Trotz dieser Nachteile wurde keine andere
Arbeitsweise in Erwigung gezogen, weil es bei der seit vielen
Jahren praktizierten Cohn-Methode (siche entsprechenden
Hinweis der genannten Verdffentlichung) iblich und not-

10 wendig ist, die Suspension, bestehend aus gefillten Globu-

linen und geldstem Albumin, duch Zentrifugieren zu trennen.
Versuche haben ergeben, dass die Suspensionen geméss der
Cohn-Methode praktisch bei normalen Anforderungen nicht
zu filtrieren sind.

Es sind verschiedene Filtermethoden getestet worden, um
die bei der kalten Athanol-Fraktionierung gewonnenen
gefillten Proteine zu entfernen. Nach der gewonnenen Erfah-
rung kénnen diese Niederschldge durch Filtration nicht
kostengiinstig gewonnen werden. Dies ist offenbar auf die

20 besondere Konsistenz der Stoffe zuriickzufiihren. Trotz

dieser Erfahrung wurden verschiedene Filtriermethoden ver-
wendet, da festgestellt worden war, dass Globuline, die bei
der Hitze-Athanol-Fillung gewonnen wurden, sich
betriichtlich von denen unterschieden, die bei der Kalt-Fal-

25 lung gewonnen wurden.

Entgegen Erfahrung und Erwartung ldsst sich iiberra-
schenderweise die Aufgabe 16sen, mit wesentlich geringerem
Aufwand die hitze-gefillten Eiweisstoffe aus der Suspension
abzutrennen, indem gemiss der Erfindung die Abtrennung

Abreinigung durch Rotation und Gegenspiilung oder eine im 30 durch eine Schwemmfiltrierung der Suspension an einem

Kreislaufverfahren erfolgte Klirung des Filterapparatevolu-
mens stattgefunden hat.

7. Verfahren gemiss den Patentanspriichen 2 und 5,
dadurch gekennzeichnet, dass bei einem Filtrationsiiber-
druck von 4,0 * 2,5 bar gearbeitet wird.

8. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die klare albuminhaltige Losung durch eine
Dialyse-Membran diagefiltert wird.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zur Abtrennung ausgefillter Eiweissstoffe aus einer albumin-
haltigen, bei der Gewinnung von Albumin fiir nicht-thera-
peutische Verwendungszwecke aus Blutplasma gewonnenen
Suspension.

In der DE-OS 2415079 ist ein Verfahren zur Isolierung
von Albumin aus Blut, Blutprodukten, anderen Korperfliis-
sigkeiten oder Gewebeextrakten, durch Abtrennen des
Plasmas von den festen Bestandteilen des Blutes, Ausféllen
und Abtrennen der Globuline und Anreichern des Albumins
beschrieben, bei welchem die abgetrennte Fliissigkeit zum
Ausfillen der Globuline in Anwesenheit mindestens eines
Alkohols der Formel CH3-n(CH2)-OH, wobei n fiir Null, 1
oder 2 steht, und mindestens einer albuminstabilisierenden

Substanz auf 60-75°C erhitzt wird, worauf die Globuline aus-
gefillt und abgetrennt werden und das in der erhaltenen Fliis-

sigkeit befindliche Albumin angereichert wird.
Die Abtrennung der ausgefillten Globuline und eventu-
eller anderer ausgefallener Eiweissstoffe aufgrund einer Hit-

zefillung geschieht gemiss dem in der genannten Verdffentli-

chung beschriebenen Verfahren vorzugsweise bei einem
pH-Wert von 4,4 durch Zentrifugieren im kontinuierlichen

Gewebefilterlement erfolgt, auf dem die nicht-albuminhal-
tigen Bestandteile gesammelt werden und eine klare
Albumin-Lasung als Filtrat gewonnen wird. Das Schwemm-
filtrieren ist an sich bekannt. Die Schwemmfiltrierung erfolgt

35 iiblicherweise in Zentrifugal-Reinigungsfiltern, die im

wesentlichen aus einem geschlossenen Druckkessel bestehen,
in dem auf einer zentrisch laufenden Hohlwelle runde Filter-
lemente angeordnet sind, die entweder horizontal oder ver-
tikal parallel zueinander liegen. Die Filterelemente sind

40 iiblicherweise mit einem Metalltressengewebe ausgeriistet.

Die zu filtrierende Substanz wird mit Filterhilfsmitteln ver-
setzt, iiblicherweise Kieselgur, die je nach Triibungsart und
Charakter der Riickstinde dosiert zugemischt werden.

Das auf den Filterelementen sich ansammelnde Filtrat

45 kann durch Rotation der Filterelemene und Gegenspiilung

abgeschwemmt und die Riickstéinde kdnnen als sogenannter
Slurry ausgetragen werden.

Das Schwemmfiltrieren bietet im vorliegenden Falle iiber-
raschende Vorteile, da andere Filterarten und Filtrierme-

so thoden derartig lange Filterzeiten bendtigt, dass sie keinerlei

Vorteile gegeniiber der zeitraubenden Zentrifugiermethode
ergeben. Dabei wurden folgende Filtermethoden getestet:
Klérfiltration mit Kohle- und Asbestscheibenfilter; Filter-
schichten auf Zellulosebasis; Glasfaserfilter; gesintertes Glas.

s5 Die verwendeten Filtriermethoden fiihrten entweder zu iiber-

missig langen Filtrierzeiten, Verstopfungen der Filterein-
sitze oder zu triiben gefilterten Fliissigkeiten. Nur die Ver-
wendung eines Schwemmfilters ermdglicht es, klare Filtrate
zu erhalten, die keine zusitzlichen Kléarfiltrationen not-

60 wendig machen und die damit ein optimales Arbeiten bei der

Albumin-Gewinnung ermoglichen.

Insbesondere wird vorgeschlagen, die Filtrierung in einem
Zentrifugal-Reinigungsfilter mit geschlossenem Druckkessel
und einer Maschenweite der Filterelemente zwischen 20 und

Fluss. Die abgeschiedenen Eiweisstoffe sammeln sichinden 65 200 p durchzufiihren.

Rotoren, und das Albumin verbleibt in der iiberstehenden
Fliissigkeit.
Bei der bekannten Abtrennmethode wird als unvoll-

Insbesondere wird fiir die vorliegenden Fliissigkeiten mit
einer Maschenweite von 70-90 p gearbeitet. Bei dieser
Maschenweite ergibt sich ein Optimum zwischen erreich-
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barem Durchsatz und vollstdndiger Ausfiltrierung, wobei tionsfahigen Hohlwelle 21 so verbunden, dass das Filtrat,
jeweils nur ein Filtergang durchgefiihrt werden muss. nachdem es durch die Filteroberfliche und das Filtermedium
Um die Filterfliche ausreichend fiir die nachfolgende Fil- hindurchgetreten ist, welches jedes Filterelement bedeckt, in
trierung vorzubereiten, ist in manchen Fillen giinstig, die Mittelsdule fliesst und anschliessend dort abgesaugt und
zundchst eine Primdranschwemmung mit einer Neutralfliis- s iiber eine Leitung 23 und ein Klarlaufventil 8 zum Klartank
sigkeit vorzunehmen, bei der das Filterelement mit einer ausgebracht wird. Die Filterelemente sind mit einem Metall-
Schichtdicke von etwa 0,5 cm des Filterhilfsmittels belegt tressengewebe bespannt. Die Filterelemente stellen im
wird. Als Filterhilfsmittel eignen sich {iblicherweise im Prinzip eine hohle Lade dar, die mit der Hohlwelle 21 in Ver-
Handel angebotene Kieselgur-Sorten mit den Markenbe- bindung steht. Das Filterhilfsmittel und die gefillten Globu-
zeichnungen «Hyflo-Super-Cel», «Celite 545» oder «Per- 10 line werden zwischen den Filtrationszyklen durch zentrifu-
lite». Daneben eignen sich auch Zellulose-Filterhilfsmittel gales Abschleudern von den Filterelementen entfernt und mit
bekannter Art, jedoch mit weniger guten Filterleistungen. Mit 1% NaCl-Losung nachgewaschen, so dass der Filter dann
ihnen Iésst sich ebenfalls ein fiir viele Fille ausreichendes wieder vorbereitet ist fiir den nichsten Zyklus.

Produkt gewinnen. Es empfiehlt sich, das Filterhilfsmittel Die ungefilterte Ausgangslésung wird in einem Triibtank
vorzuquellen. 15 24 unter stindigem Rithren mittels Rithrwerk 3 in Suspension
Gilnstige Filtereffekte ergeben sich mit einem horizontal gehalten. Mittels einer Pumpe 2 wird die Ausgangssubstanz
angeordneten, mit 80 p Maschenweite versehenen Metall- iiber das Triibzulauf-Ventil 10 iiber zwei Einlaufventile 11, 12
tressengewebe-Filterelement. in den Filterkessel 20 eingebracht. Der Kessel kann iiber ein

Als giinstige Rezeptur erweist sich eine Suspension mit Druckluft-Ventil 5 mit Druckluft beaufschlagt werden.
einem Gehalt von 4-6 Gew.% Plasmaeiweiss, und ein Ver- 20  Zunichst werden die Filterelemente mit in aqua dest. auf-
setzen dieser Suspension mit 20-70 g Kieselgur-Filterhilfs- geschwemmten Filterhilfsmittel in einer Aufschwemmung
mittel pro Liter. Diese Suspension kann anschliessend fil- von 1 kp «Celite» 545 (Warenzeichen fiir ein Kieselgur-Fil-
triert werden. Niedrigere Eiweiss-Konzentrationen bedingen  terhilfsmittel) in 500 Liter Wasser mit einer Priméran-
u.U. auch niedrigere Filterhilfsmittelmengen. schwemmung von etwa 0,2 cm Dicke bei Atmosphiren-

Um auch das sich im Trubvolumen (Slurry) befindliche 25 Druck belegt. Anschliessend werden 500 Liter albuminhal-
Albumin noch zu gewinnen, wird vorgeschlagen, dass durch tige Suspension mit 25 kp «Celite» 545 versetzt und verriihrt.
eine Restvolumenfiltereinrichtung mit einem kleinen Teil der  Die Mischung wird vom Triibtank in den Filterkessel

Gesamtfilterfliche auch dieses ausgebracht wird, nachdem gegeben und bei einem Uberdruck von 2 bar durch die Filter-
eine Abreinigung durch Rotation und Gegenspiilung oder flichen der Elemente 22 gedriickt. Vor dem eigentlichen
eine im Kreislaufverfahren erfolgte Kldrung des Filterappa- 30 Abfiillen der gefilterten Fliissigkeit zum Klartank wird im
ratevolumens stattgefunden hat. Um die Ausbeute zu ver- sogenannten Kreislaufverfahren iiber Kreislaufventil 6 und
grossern, kann ohne Einbusse der Filterfihigkeit mit einem Pumpe 2 immer wieder die Substanz durch die Filterlemente
Druck von 4,0 t 2,5 bar gearbeitet werden. hindurchgeschickt, bis am Schauglas 25 das Filtrat hinrei-
Die Erfindung wird an den nachfolgenden Beispiclen chend klar erscheint. Anschliessend wird das Filtrat iiber das
erldutert. Die beiden Beispiele gehen aus von zwei verschie- 35 Ventil 8 zum Klartank abgefillt.
denen Suspensionen. Bei Beispiel 1 wird ausgegangen von Sobald die gereinigte, albuminhaltige Lésung das Filter
einer Suspension, die mit Hilfe des Verfahrens gemiss verldsst, wird eine 1%ige wissrige Kochsalz-Losung gleich-
DE-OS 2415079 gewonnen worden ist. Die prozentualen zeitig durch den Filter gepumpt. Die Menge dieser Losung ist
Konzentrationsangaben sind gewichtsmissig. etwa gleich dem Volumen der halben Einsatzmenge.
4  Die Durchflussmenge betriigt etwa 150 Liter pro Stunde.
Beispiel 1 Die Proteinkonzentration des Filtrats am Anfang des Pro-

Aus Humanblut werden die festen Bestandteile, d.h. Blut- zesses betrigt etwa 2,5%, wihrend die Endkonzentration
zellen und Blutplittchen, abgetrennt und die Gerinnungsfak-  ungefihr 0,05% betriigt. Die sich ergebende Losung ist klar
toren entzogen. Die Ausgangslosung enthilt etwa 5-6% Plas-  mit einer Proteinkonzentration von ungefihr 1,5% Albumin
maeiweiss. Geméss dem in der DE-OS 2415079 dargestellten 45 und einer Osmolalitiit von etwa 1000 mosm.

Verfahren werden der Gerinnungsfaktor VIII und das Fibri- Das klare Filtrat wird anschliessend diagefiltert unter Ver-
nogen durch Kryo-Athanol-Sedimentation entfernt. Der Pro- wendung eines «Millipore Pellicon» Kassetten-Systems (Fil-
thrombin-Komplex wird durch Absorption entfernt. Das teroberfliche etwa 0,9 m2, Hersteller: Millipore GmbH Neu-
urspriingliche Plasma ist HBAg-negativ, hat normale Trans-  Isenburg, Deutschland) bis eine 25%-Protein-Losung mit
aminase-Werte und enthlt kein sichtbares Himoglobin. s0 einer Osmolalitdt zwischen 100-200 mosm erreicht ist. Die
Dem Ursprungsplasma wird Natriumcaprylat zugefiigt, bis Durchflussrate bei Beginn des Verfahrens betrigt 5-6 Liter
eine Konzentration von 0,004 Mol erhalten wird. Die Filtrat pro Minute. Diafiltration ist eine Filtration durch eine
Mischung, welche etwa 9% Athanol enthilt, wird bei einem Dialyse-Membran.
pH-Wert von 6,5 erhitzt. Der pH-Wert wird durch 0,5 n HCI Die Filterreinigung erfolgt durch Rotation der Filterele-
erreicht. Die Temperatur wird innert etwa 3 Stunden bei s5s mente mit Hilfe des Antriebsmotors 1 und Austragen des
gleichmdssiger Warmezufuhr bis auf 68°C gebracht. Slury iiber das Austragsventil 9. Uber das Ventil 4 kann die
Anschliessend wird die Fliissigkeit abgekiihlt auf 10°C. In ausgetragene Substanz nochmals aufgeschwemmt und fil-
einem mittels Aussenmantel kiihlbaren Zentrifugal-Reini- triert werden.
gungsfilter wird die Suspension bei 10 °C weiterverarbeitet. Die Fliissigkeit weist schon nach Durchgang durch den
Die zur Weiterverarbeitung gelangende Lésung enthilt 60 ersten Filter keinen Tyndall-Effekt mehr auf und ist wasser-
2-2,5% Albumin. klar. Die Fliissigkeit ist praktisch frei von Begleitsubstanzen,
In der Zeichnung ist in einer Prinzipskizze dargestellt, wie ~ wie Lipiden oder Fremdeiweissen. Sie kann auch unmittelbar
die Ausgangslosung verarbeitet wird. Zentrale Vorrichtung der Albuminanreicherung und dem beschriebenen nachfol-
der gesamten Einrichtung ist ein Filterkessel 20 mit Doppel- genden Filtrationsprozess zugefiihrt werden. Die Album-

mantel, der sowohl erhitzt als auch gekiihlt werden kann. Der 6s inanreicherung ist an sich bekannt und in der DE-OS
Kessel hat eine Kapazitit von etwa 220 Liter und eine Filter- 2415079 beschrieben.

oberfliche von ungefihr 3 Quadratmetern. Die runden Filter- Im Prinzip werden folgende Schritte insgesamt durchge-
elemente (Filterscheiben) 22 sind mit einer zentralen, rota- fithrt:
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Plasma, 600 kg der Albumin-Konzentration zugefithrt werden, wie sie z.B. in
enthilt: 33,6 kg Protein, davon 18,48 kg Albumin (= 55%) der DE-OS 2415 079-erlautert ist.
1. + 9% Athanol Es sei darauf hingewiesen, dass die Schwemmfiltrierung
+ 0,004 M Natrium-Caprylat sowohl mit als auch ohne Primdranschwemmung durchge-
+ HCI (auf pH-Wert 6,5) 5 fithrt werden kann. Die Abreinigung der Filterelemente
2. Hitzefillung: 30 Minuten, 68 Grad Celsius erfolgt durch Rotation und Gegenspiilung, wobei die Filtere-
3. + HCIpH-Wert4,4 lemente in Drehung gebracht und die Riickstédnde als Slurry
4. Schwemmfiltrierung ausgetragen werden. -
Bei Anwendung geniigender Waschfliissigkeit (aqua dest.
Filtrat 10 oder NaCl-Losung) kann eine Ausbeuteerhdhung bis auf
5. Diafiltration (Konzentration und Dialyse) etwa 96% der eingesetzten Albuminmenge erreicht werden.
6. + NaOH pH-Wert 7,0 Die bei anderen Separationsverfahren, wie z.B. der Zentrifu-
7. Klarfiltration giertechnik, insbesondere bei der Elution der erstmals abge-

schiedenen Eiweissstoffe erhaltenen Trubstoffmengen - ver-
Albumin-Lsung mit 17,2 kg Albumin (Wirkungsgrad 93%). 15 ursacht durch Anderung des Dichteverhiltnisses Losungs-

mittel: Feststoff und feinste mechanische Verteilung - werden

durch eine Restvolumenfilterung vermieden, nachdem ent-

Beispiel 2 weder eine Abreinigung durch Rotation und Gegenspiilung
Aus einem Placenta-Extrakt wird zunéchst mit Losungs- oder eine im Kreislaufverfahren erfolgte Klarung des Filter-
mitteln, wie z.B. Trichlor-Essigsdure, Chloroform, Didthyld- 20 apparatevolumens stattgefunden hat. Eine Filtration vor der
ther, das vorhandene Himoglobin entfernt. Anschliessend Weiterverarbeitung der verdiinnten Albuminlésung kann
wird der eiweisshaltige Uberstand bei pH-Wert 6,5 auf 68°C wegen der grossen Reinheit unterbleiben.
erhitzt. Nach Abkiihlung und Einstellen des pH-Wertes von Die Abtrennung der Feststoffe ist tempeaturunabhéngig.

4,4 durch Zufiigen von 0,5 n-HCl werden 100 Liter der erhal-  Die Filtrationsgeschwindigkeit dndert sich mit zu- oder
tenen Fliissigkeit mit 3 kg Filterhilfsmittel versetzt und ver- 25 abnehmender Temperatur nur geringfiigig und kann ver-
riihrt (Filterhilfsmittel: « Hyflo-Super-Cel»; Warenzeichen nachlissigt werden. Ublicherweise wird das auf pH-Wert 4,4

fiir ein Kieselgur-Filterhilfsmittel). angesduerte, hitzebehandelte Plasma bei Zimmertemperatur
Bei einer Temperatur von 18°C und einem Druck von4bar  in einem mittels Aussenmantel kiihlbaren Zentrifugal-Reini-
wird die Fliissigkeit durch ein bereits beschriebenes gungsfilter zur Abtrennung gebracht. Das Filtrierverfahren
Anschwemm-Filter mit 70 p Maschenweite gedriickt. Es wird 30 kann auch bei anderen Temperaturen stattfinden. Die Erfah-
demnach ohne Primidranschwemmung gearbeitet. Die Fliis- rungen haben ergeben, dass ein Temperaturbereich von 4 bis
sigkeit wird im Kreislauf solange gefiihrt, bis sie am Schau- 40°C als Arbeitsbereich moglich ist. Der Filtrationsdruck
glas wasserklar und frei vom Tyndall-Effekt erscheint. lasst sich nach der fast drucklos erfolgenden Priméran-
Anschliessend wird durch bekannte Verfahren das in der schwemmung auf 4,0 + 2,5 bar erhdhen. Die daraus resultie-
Fliissigkeit befindliche Albumin in die gewiinschte Konzen- 35 rende Filtrationsleistung betrégt ca. 150 Liter Filtrat/m?/h.
tration gebracht. Als Filterhilfsmittel erweist sich besonders Kieselgur, wie
Nach Durchsatz der Gesamtfliissigkeit wird das sich im eingangs genannt, geeignet.
Anschwemm-Filter befindliche Trubvolumen mit aqua dest. Die in den Beispielen genannten Mengen sind variabel je
oder 0,9%iger NaCl-Losung nachgewaschen. Auch die nach Filterfassungsmenge. Es wurden sowohl Versuche in
hierbei gewonnene Fliissigkeit ist wasserklar und enthélt 40 kleinen Volumina von ca. 101 als auch in grossen Behdltern

noch etwa 0,5-20% Albumin. Sie kann ebenfalls unmittelbar ~ von ca. 5001 erfolgreich durchgefiihrt.
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