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DESCRIPCION
Método para la inactivacion certificable de patdégenos por irradiacion en un fluido biolégico.

La presente invencion se refiere a un método para la inactivacion fotoquimica de patégenos mediante irradiacion por
lotes, la cual, antes de la presente invencion, se consideraba demasiado compleja e impracticable. En particular, la
invencion permite ventajosamente al experto en la técnica determinar una dosis de luz eficaz para la inactivacion
fotoquimica de patégenos.

El tratamiento de la sangre, de células sanguineas, plasma, suero, fracciones de plasma y de otros fluidos biolégicos
y soluciones proteinicas mediante irradiacién para inactivar virus patégenos, en particular virus de ADN
monocatenario sin envoltura pequefos, se esta investigando ampliamente. Ejemplos de tratamientos por irradiacion
actualmente en estudio incluyen con luz ultravioleta de onda corta, luz ultravioleta de onda larga, luz visible con
compuestos fotosensibilizantes y destellos de luz de alta intensidad de alto espectro.

En la década los '30 se expusieron pequefios volimenes de sangre total autéloga a la radiacién UV de una lampara
de vapor de mercurio de presion media para inactivar los organismos infecciosos. Con la reinfusidon de la sangre
irradiada se observaba un aparente efecto inmunoestimulatorio.

Entre 1946 y 1955 se investigé en Estados Unidos el tratamiento de pooles de plasma con luz UV-C para inactivar
agentes infecciosos. Los primeros resultados alentadores condujeron a un tratamiento con UV-C a 253,7 nm como el
requisito minimo para un plasma humano terapéuticamente aplicable (Murray y col., 1955). Con la introduccion de la
espectrofotometria electronica se comprobé que el plasma y las soluciones de cultivos virales que contenian plasma
0 suero eran opticamente opacos a la luz de 253,7 nm, con una profundidad de penetracion inferior a 1 mm
(Suhrmann y Kollath, 1928). Por esta razén se construyeron diversos irradiadores de pelicula delgada para
esterilizar volumenes grandes de plasma o para atenuar las vacunas. Ejemplos de ellos son el irradiador de Habel-
Sockrider (Habel y Sockrider, 1947), el dispositivo generador de peliculas centrifugo de Milzer-Oppenheimer-Levison
con lamparas refrigeradas por agua (Milzer y col., 1945; Benesi 1956; Taylor y col., 1957a; Taylor y col., 1957b;
McLean y Taylor 1958; Oppenheimer y col., 1959) y el irradiador de Dill (Murray y col., 1955) (Dill Instruments Co.),
que es el Unico disefio que sigue estando disponible en el mercado.

A pesar de los avances citados, la hepatitis sérica persistia (Neefe 1949; Barnett y col., 1950; James y col., 1950).
Ciertos estudios exhaustivos determinaron que las dosis UV requeridas para inactivar el virus de la hepatitis B
reducian seriamente la actividad bioldgica de las proteinas palsmaticas, abandonandose este método a finales de la
década de los '50 (Murray y col., 1955; Kallenbach y col., 1989). En 1958 se introdujo una administracion combinada
mejorada de beta-propiolactona e irradiacion subsiguiente con UV-C. Este proceso permitia inactivar los virus de la
hepatitis sérica, pero dejaba intactas al menos las actividades bioldgicas del complejo de protrombina, las
inmunoglobulinas y la albumina (Smolens y Stokes, 1954; Hartman y col., 1955; Prince y col., 1983). Desde 1968 en
adelante, este proceso fue el empleado en los fraccionadores de plasma comerciales para producir concentrados
séricos combinados de albumina-inmunoglobulina y a partir de 1976 para producir concentrados de complejo de
protrombina empleando un irradiador UV de pelicula delgada Dill (Stephan y col., 1981, Stephan, 1982a, 1982b). Los
estudios con chimpancés y posteriormente en cultivos celulares demostraron una inactivacion efectiva de la hepatitis
A, By C (Heinrich y col., 1982, 1987, Frosner y col., 1983, Prince y col., 1983, 1984, Stephan, 1989), mientras que el
VIH demostré ser mas resistente a la luz UV-C (Dichtelmiller y col., 1987, 1993). La aparente insuficiencia del
tratamiento con beta-propiolactona /UV-C para inactivar el virus del SIDA, el VIH, en un concentrado de complejo de
protrombina (Kleim y col., 1990, Kupfer y col., 1995) y la disponibilidad de otros métodos de inactivacién fisica y
fisicoquimica, como el tratamiento térmico o con detergentes, condujo al abandono del método beta-
propiolactona/UV-C en 1990 (Pustoslemsek y col., 1993).

En la década de los '80, Dichtelmdiller y col. (1987) y Kallenbach y col. (1989) confirmaron que la irradiacion UV-C
sola requeriria dosis excesivamente altas para inactivar el VIH en plasma sanguineo y que la irradiacién UV-B era
ineficaz para la inactivacion de patégenos (Prodouz y col., 1987).

Por otro lado, los virus de ADN sin envoltura pequefios que no son lo suficientemente sensibles a los métodos de
inactivacion fisica y fisicoquimica se inactivan de forma eficaz con luz UV-C. Un ejemplo es la familia de los
parvovirus, por ejemplo el Virus Kilham de la rata (Proctor y col., 1972), el Virus Minute Murino (MMV) (Harris y col.,
1974, Rommelaere y col., 1981) y el Parvovirus Porcino (PPV) (Brown, 1981). Por ejemplo, la Patente US 6.190.608
describe que una quenC|a UV-C a 253, 7 nm (dlstanma entre la energla radiante incidente en la muestra dividida
entre su area, expresada como erg/mm md/cm? o Jim? ) de 12 mJ/cm? inactivaba el MMV en una solucion que
contenia 2 mg de inmunoglobulinas/ml.

Ademas, una fluencia de 9-25 mJ/cm? es suficiente para inactivar parvovirus en una solucidon concentrada de
fibrinégeno (WO 96/02571) o en una solucién diluida de factores de coagulamon purificados (publ. de patente JP
196531/1995). Se ha informado de que una dosis UV mas alta, de 100 mJ/cm?, es la minima necesario para el
plasma (Chin y col., 1995), el fibrindgeno (Marx y col., 1996), la albumina, las |nmunoglobullnas (Hart y col., 1993;
Chiny col., 1997) y eI suero animal (Kurth y col., 1999) aunque fluencias tan bajas como de 50 mJ/cm? |nact|van de
forma efectiva los parvovirus (Chin y col., 1997).
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Otros ejemplos de tratamiento de muestras bioldgicas, como plasma y glébulos rojos, incluyen la generacion de
oxigeno singlete mediante un fotosensibilizador y luz o mediante efectos de fotdlisis flash de alta intensidad,
destellos de luz de amplio espectro en un tubo de xenoén. Los avances técnicos en la medida electrénica de la luz y
la disponibilidad de radidmetros digitales facilitd la determinacion de la irradiancia de una fuente luminosa, de modo
que ya los datos de fluencia se determinan y revelan de forma rutinaria.

Las proteinas plasmaticas han demostrado una alta sensibilidad a la irradiacion UV o a la irradiacion
fotosensibilizada. La alteracion del plasma y de las proteinas plasmaticas irradiados con UV-C condujo a una
prolongacion del tiempo de coagulaciéon (Cutler y col., 1950; Cutler y col., 1955), a un cambio de la movilidad
electroforética (Hellbriigge y Marx, 1952; Larin, 1958), a una agregacion (Engelhard y Eikenberg, 1955), a una
alteracion de las propiedades de sedimentacion en ultracentrifugacion (Claesson, 1956) y a una reduccion del titulo
de anticuerpos (Battisto y col., 1953; Kleczowski, 1954). Por ejemplo, el fibrinégeno tratado con UV-C sufre una
disminucion de la elasticidad del coagulo (Di Benedetto y col., 1963a, 1963b, 1963c) y la coagulaciéon se retrasa a >
100 mJ/cm? (Marx y col., 1996); la actividad del factor VIII se reduce en plasma tratado con UV-C (Kallenbach y col.,
1989; Chin y col., 1995); el tiempo de coagulacién del fibrin6geno aumenta notablemente y la actividad del factor von
Willenbrand y del factor VIII disminuye ligeramente en plasma recién congelado tratado con azul de metileno/luz
(Aznar y col., 1999).

Para reducir al minimo el efecto nocivo de la ionizacién y la radiacion con UV-C en proteinas, se han utilizado
agentes de extincion de las especies radicales de oxigeno, en particular el flavonoide rutina (Erdmann, 1956, WO
948210), acido ascorbico (Erdmann, 1956) y creatinina (JP 11286453-A), asi como un aditivo de absorciéon de UV-C.
Sin embargo, aunque estos aditivos complementan una absorbancia adicional a la longitud de onda utilizada, en
realidad a los patégenos llega muy poca energia UV-C. No obstante, aplicar un exceso de energia deteriora
facilmente las proteinas y, por ello, es necesario no superar la dosis UV o de luz visible necesaria para una
inactivacion suficiente de los patégenos y calcular o determinar esta dosis con la mayor precision posible.

Otra posibilidad para proteger als proteinas frente al oxigeno singlete, el cual es generado a partir del oxigeno
atmosférico disuelto por sustancias fotoexcitadas tales como derivados de triptéfano presentes en solucion, consiste
en retirar el oxigeno disuelto de la solucion antes de la radiacion y sustituir éste por una atmaésfera de gas inerte, por
ejemplo mediante por de nitrégeno, durante la irradiacion (Henzler y Kaiser, 1998).

En relaciéon con lo indicado, se utilizan radidmetros y espectrorradiémetros electrénicos para medir la energia
radiante de una fuente luminosa (J/m?, mJ/cm?) y la radiancia (W/m?, mW/cm?) o la energia de luz incidente o
energia radiante en términos de potencia e irradiancia. Habitualmente, tales sensores radiomeétricos estan hechos de
materiales fotovoltaicos o fotoeléctricos, tales como células fotoeléctricas de semiconductores o fotodiodos,
opcionalmente revestidos con una capa de fosforo dopada con luminiscencia para convertir la radiacion ultravioleta
en radiacion visible (Latarjet y col., 1953). Una de las principales aplicaciones de los sensores radiométricos es el
control de las fuentes luminosas. Los sensores radiométricos se utilizan de forma generalizada en la desinfeccion de
aguas y en la fototerapia. La respuesta espacial de estos sensores es critica para determinar de forma precisa de la
potencia radiante, por ejemplo en cabinas de terapia con UV-A y UV-B (Pye y Martin, 2000, Martin y Pye, 2000).
Para aplicar la dosis de luz exacta, estos dispositivos han de ser certificados y calibrados por radiometria (Taylor y
col., 2002), pero los problemas derivados de la disminucion de la intensidad por el envejecimiento de la lampara solo
se han logrado resolver recientemente mediante el uso de una dosis suma diana radiométrica que ha de ser
alcanzada (Allen y Diffey, 2002). Una propuesta similar para compensar las variaciones de la intensidad de la
lampara en los experimentos de irradiacion de proteinas consistié en el uso de un monitor de lampara radiomeétrico
con un contador de integracion (Rideal y Roberts, 1951).

Los sensores electronicos montados al final de la trayectoria del haz luminoso (Taylor y col., 1941) sélo se pueden
utilizar de forma limitada en la irradiacion de fluidos biolégicos absorbentes y el uso de las medidas o las sefales de
los sensores radiométricos para determinar o calcular la fluencia (dosis) o la tasa de fluencia (tasa de dosis) en un
reactor fotoquimico o de fotoinactivacion de patégenos esta limitado por las leyes de la 6ptica. Una fuente puntual,
como una bombilla, obedece a una ley inversamente proporcional al cuadrado de la distancia en todas las
direcciones, mientras que esto no ocurre en caso de una fuente tubular, tal como un fluorescente. En teoria, sélo
seria posible calcular la distribucion de energia luminosa en un objetivo irradiado cuando se conocieran ciertas
propiedades especificas: propiedades de reflexion y dispersion de las superficies; propiedades refractivas de los
materiales; propiedades de absorcion de los medios atravesados e irradiados. Sin embargo, solo se han establecido
modelos para sistemas muy simples, tales como células tubulares o el fotorreactor eliptico (Alfano y col., 1986a,
1986b).

La actinometria quimica mide el efecto de la luz en una mezcla reactiva fotoquimica (Kuhn y col., 1989; Favaro,
1998). En general, los actinometros fotoquimicos acreditados con limite cuantico conocido y dependientes de la
temperatura superan a los dispositivos electronicos en cuanto a reproducibilidad y estabilidad. Los productos de
reaccion fotoquimica se deberian medir en linea del modo méas conveniente, por ejemplo mediante
espectrofotometria o con sensores quimicos (Gauglitz, 1983). Por consiguiente, la propuesta fotoquimica ha sido
generalmente aceptada para determinar tanto de la tasa de fluencia como la potencia radiante.
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Una propuesta preferente se basa en la opacidad total de la solucién actinométrica a la longitud de onda medida, de
modo que la reaccion fotoquimica se produce unicamente de forma muy superficial (Kuhn y col., 1989; Favaro,
1998). Por ello, son preferibles concentraciones de reactivo suficientemente altas.

Los actindmetros clasicos para la medida UV-C son el actindmetro de oxalato de uranilo (Bowen, 1949, Kuhn y col.,
1989) y el actinometro de ferrioxalato, pero el uso del primero esta limitado por la radiotoxicidad del uranio y el del
segundo por la sensibilidad a la luz UV-B, UV-A vy visible (Kirk y Namasivayam, 1983). Los aductos de
hidrogenosulfito o de cianuro de hidrégeno de tintes trifenilmetano también son bien conocidos como actindmetros
sensibles a la luz UV-C. Por ejemplo, el leucocianuro verde malaquita incoloro disuelto en etanol no tiene
sensibilidad alguna a la luz UV de onda larga o luz visible, pero el fotoproducto verde absorbe adicionalmente en el
rango de luz UV-C (Calvert y Rechen, 1952, Fisher y col., 1967). El azobenceno (Actinochrome 2R 245/440) en
metanol permite reutilizar la solucién actinométrica (Gauglitz y Hubing, 1981, 1984, 1985), al igual que el
endoperéxido de heterocoerdiantrona (Actinochrome 1R 248/334) (Brauer y Schmidt, 1983). A pesar de la elegancia
de estos compuestos organicos complejos disueltos en disolventes organicos, se ha postulado que las sustancias y
soluciones actinométricas no deberian ser toxicas ni peligrosas.

Inmediatamente después de que aparecieran diversas lamparas ultravioletas a principios del siglo XX, se utilizaron
soluciones acidas de yoduro como actindmetro quimico (Bering y Meyer, 1912). El bajo limite cuantico, de 0,05,
condujo al uso de oOxido nitroso (N2O) como atrapador de electrones (Daiton y Sills, 1960, Rahn 1993). Una
propuesta mas reciente de actinometria UV-C opaca es la fotodescomposicion de yoduro estabilizada por yodato
(Rahn, 1997, Rahn y col., 1999, 2003). El triyoduro formado mediante fotdlisis del yoduro a 253,7 nm se determina
por espectrofotometria a 352 nm o a longitudes de onda mayores (375 nm, 400 nm). El sistema tiene la ventaja de
no ser sensible a longitudes de onda superiores a 300 nm.

También se ha propuesto el uso de soluciones actinométricas para sustituir los sensores UV por sondas de flujo o
estaticas que contienen la solucion actinométrica y que se insertan en el reactor de irradiacién. La solucion
actinométrica concentrada, por ejemplo el actindmetro de yoduro/yodato arriba mencionado (Patente US 6.596.542)
0 una solucion de uridina (Schultz y col., 2001) se bombea a través de un tubo transparente a UV que recibe la luz
UV desde una lampara o se introduce en una célula con una ventana transparente situada frente a la lampara UV a
la que se ha de exponer durante un tiempo determinado y después se miden los fotoproductos en un
espectrofotometro. Sin embargo, estos sensores sélo miden la fraccién de radiacién que incide sobre ellos, pero no
la fluencia media (dosis de luz) efectiva sobre el fluido a irradiar mientras se encuentra dentro del reactor de
irradiacion.

En apenas ciertos casos la actinometria quimica ha sido el método elegido para determinar la cantidad total de
fotones absorbidos o la distribucién efectiva de la dosis de luz en reactores fotoquimicos y células de fotdlisis flash.
En la fase inicial de la fotoquimica de proteinas en la década de los '50, los lotes de células agitados se utilizaban
mas frecuentemente en experimentos de desnaturalizacion de proteinas que en experimentos de inactivacion viral
(Rideal y Roberts, 1951, Claesson, 1956, Kleczkowski y Gold, 1962) y la actinometria de oxalato de uranilo se
empleaba como método estandar para determinar la totalidad de cuantos incidentes. Heidt y Boyles (1951)
estudiaron el efecto de la temperatura y la corriente en la intensidad UV-C de una lampara de vapor de mercurio de
baja presidon en un fotorreactor por lotes de 12 ml utilizando el actindmetro de oxalato de uranilo. Engelhard y
Eikenberg (1955) construyeron una célula de recirculacién por lotes de 50 ml para experimentos de
desnaturalizaciéon de proteinas y determinaron los fotones UV absorbidos por un actindmetro de acido cloroacético.
Taylor y col. (1957) y Oppenheimer y col. (1959) describieron la validacién del irradiador Centrifiimer mediante dos
ensayos de radiometria fuera de linea para lamparas antes de utilizarlo con una célula fotoeléctrica de tantalio
electrénica y actinometria de adaptacion de absorbancia, basada en calculos de limite cuantico y no directamente en
la calibracion, con oxalato de uranilo. Aparentemente, con esta propuesta de validacion no se obtuvieron resultados
definitivos referentes a la dosis efectiva, tal como se informé en relacién con el tratamiento experimental de clara de
huevo liquida en el irradiador Centrifilmer para la inactivacion por UV-C de Salmonella spp. (ljichi y col., 1964),
mientras que al menos se podia determinar la potencia radiante superficial usando dosimetrias con papel
radiocromico (Launer y Hammerle, 1964). Alfano y col. (1986a, 1986b) intentaron confirmar los calculos para
modelos en reactores fotoquimicos por actinometria quimica. Yokota y Suzuki (1995) ensayaron un fotorreactor de
pozo sumergido configurado con multiples lamparas mediante actionometria con ferrioxalato estandar.
Recientemente, Vincze y col. (1999) han observado que un procedimiento de verificacion experimental de este tipo
todavia no es una norma comun. Von Sonntag (1999) describié experimentos de fotdlisis flash por laser donde una
profundidad de penetracion limitada de la luz incidente tenia como resultado una distribucién espacial irregular en los
productos de reaccion. No obstante, se utilizaron calculos de modelos para una célula de fotdlisis rectangular simple
y para evitar los procedimientos actinométricos de adaptacién de la absorcién.

La desinfeccién del agua potable mediante luz UV-C (Gelzh&user, 1985) ha requerido la certificacion actinométrica
de los iluminadores de flujo para asegurar una esterilizacion completa. En general, el agua potable presenta una
absorcion UV-C muy baja, siempre que no haya trazas de impurezas tales como Fe(lll) o acidos humicos. Por ello,
se han desarrollado actinébmetros quimicos basados en la descomposicion de perdxido de hidrégeno (Kryschi y col.,
1988) o peroxodisulfato de potasio sensibilizado con terc-butanol (Mark y col., 1990). Otro actindmetro sensible a la
luz UV-C se basa en la hidroxilacion inducida por UV de benzoato en solucidon alcalina para obtener
dihidroxibenzoato fluorescente (Moroson y Gregoriades, 1964).
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Se ha descrito el uso de un tinte de trifenilmetano soluble en agua (4,4'4”-tris-di-B-hidroxietilaminotrifenil-acetonitrilo)
como sustancia actinométrica a afiadir para la “esterilizaciéon en frio” de patégenos en zumos de frutas, jugos y
savias vegetales mediante irradiacion de flujo con UV-C (Koutchma y Adhikari, 2002, Adhikari y col., 2002). Existen
equipos comerciales para este proceso, por ejemplo los irradiadores de pelicula delgada "Cidersure" o "Sap Steady”
fabricados por FPE Inc. de Macedon, NY, o el irradiador de tubo espiral "Light Processed System" fabricado por
Salcor Inc., Fallbrook, CA. Los zumos y jugos de frutas exprimidas muestran una alta turbidez de particulas en
suspension y una alta absorciéon UV-C para los compuestos fendlicos disueltos y acido ascérbico y, ademas, una
viscosidad similar a la de las soluciones proteicas. El zumo de manzana clarificado tiene un coeficiente de absorcién
de 9/cm a 253,7 nm. La sustancia actinométrica se afiade al jugo altamente absorbente y se irradia en un aparato de
haz colimado, tal como se utiliza para determinar la cinética de inactivacion absoluta por UV de microorganismos en
suspensién no absorbente (Bolton y Linden, 2003). La absorbancia del fotoproducto actinométrico a 600 nm
aumenta, pero en realidad la sustancia actinométrica afiadida sélo recibira la fracciéon de cuantos luminosos
correspondiente a su fraccion de absorbancia con respecto a la absorbancia total. La dosis efectiva se calcula
después a partir de la destruccién del tinte actinométrico afiadido. Como se puede deducir de una “dosis absorbida”
de 190 mJ/cm? que inactiva no mas de 3log1o unidades formadoras de colonias (ufc) de E. coli K12/ml en zumo de
manzana en una placa Petri, la propia adicion de una sustancia actinométrica a la muestra suministra obviamente
resultados falsos con respecto a la dosis efectiva. En una suspensién no absorbente, 5logie ufc/ml de E. coli se
inactivan a -10 mJ/cmy (Wright y Sakamoto, 1999). Sin embargo, la dosis efectiva en solucidon ha de ser igual a la
dosis efectiva en el microorganismo. Por consiguiente, la adicidon propuesta de una sustancia actinométrica a un
medio ya absorbente no permite realizar una medida exacta de la dosis efectiva.

Un método actinométrico directo para asegurar la aplicacién de la cantidad correcta de luz UV en el tratamiento
virucida de flujo con UV-C de las soluciones proteicas se basa en el aumento de absorbancia UV-B inducida por UV-
C (WO 03/007998). Se dice que este aumento de la absorbancia esta en correlacién con la inactivacion del
bacteriéfago Phi-X 174, que se utiliza como indicador de dosis biolégica. En base a los datos obtenidos se puede
realizar una calibracién inversa del aumento de la absorbancia con respecto a la reduccién del titulo de bacteriéfago
correspondiente, e incluso a la dosis equivalente de reduccién (RED), si se ha establecido un grafico de calibracion
utilizando la reducciéon del titulo dependiente de la dosis del bacteriéfago Phi-X 174. Sin embargo, la dosis
equivalente de reduccion (RED), que es el parametro estandar determinado en la desinfeccién de agua por UV-C, no
es igual que la dosis media efectiva en el fluido. La dosis equivalente de reduccién (RED) expresa en realidad una
distribucién de dosis que depende de la eficiencia de la mezcla. Debido a la reduccion logaritmica decimal del titulo
del bacteriéfago, las fracciones volumétricas poco irradiadas contribuyen mas al titulo de bacteriéfago residual medio
que a la magnitud actinométrica de la dosis efectiva media, que normalmente muestra un cambio dependiente de la
concentracion idealmente lineal en base a los fotones de luz convertidos.

La dosimetria biolégica utilizando un microorganismo fotoinactivable fue el primer método para determinar la dosis
aplicada en la irradiacion de plasma (Oliphant y Hollaender, 1946), aunque no se dieron detalles sobre la dosimetria
con el uso de Aerobacter aerogenes (nombre obsoleto de Klebsiella pneumoniae). Durante el uso de luz UV-C para
inactivar el virus de la hepatitis sérica, se utilizd esta cepa bacteriana para validar los irradiadores de pelicula
delgada (McCall y col., 1957). Ademas, los bacteriéfagos de ADN monocatenario de la familia microviridae, como
S13 (Latarjet y Wahl, 1945) y Phi-X (phi chi) 174 (Setlow y Boyce, 1960) dan como resultado una disminucion lineal
del titulo a una dosis creciente de irradiacion UV. Se ha desarrollado la biodosimetria basada en la inactivacion de
bacteriéfagos (por ejemplo Phi-X 174 (Battigelli y col., 1993) o del bacteri6fago de ARN monocatenario MS2
(Havelaar y col., 1991)) o en la inactivacion de esporas de Bacillus subtilis para testar los desinfectadores de flujo de
agua por ultravioleta (Sommer y col., 2001). El coeficiente de absorcidon del agua se puede ajustar con tiosulfato de
sodio disuelto de forma que éste reduzca las transmisiones UV (Cabaj y col., 1996). No obstante, para este método
sigue siendo necesario un radiémetro electrénico al final de la trayectoria del haz luminoso y una mezcla de flujo
eficiente para una distribucion estrecha de dosis (Cabaj y Sommer, 2000) y el tiempo de incubacién para el cultivo
de esporas no permite una certificacion rapida.

En la certificacion de irradiadores de flujo para la irradiacion ultravioleta en la “esterilizacion en frio” combinada con
beta-propiolactona y ultravioleta de proteinas plasmaticas también se han empleado bacteriéfagos (Dichtelmdiller y
Stephan, 1988). Sin embargo, estos procesos estan limitados por fracciones de flujo réapido con dosis menores y
potencialmente insuficientes (Qualls y Johnson, 1983).

Sdlo aquellas capas de liquido muy delgadas en cuanto a la absorcién de luz no requieren una correccién de la tasa
de fluencia para la autoabsorcion. En otras circunstancias es necesario calcular la disminucién de la fluencia con la
distancia (Morowitz 1950). Los efectos de la absorciéon de luz en las suspensiones virales referidos a la cinética de
inactivacion UV-C se investigaron en experimentos pioneros en células de cuarzo de 1,5 cm de diametro con
iluminacion lateral (Taylor y col., 1941). La célula se agitaba lentamente y se observaba una desviacion de la cinética
de inactivacion (lineal a una concentracion de 10 pg virus/ml) para concentraciones de 20 pg/ml y 200 pg/ml.
Utilizando placas Petri agitadas con iluminacién superior se demostré que se vitaba la proteccion de los virus en las
capas estaticas mas profundas, donde la luz no penetraba con su intensidad inicial, si la suspension viral se agitaba,
de modo que la cinética de inactivacion viral se mantenia lineal (Budowsky y col., 1981).

Los parametros de los ultimos disefios de irradiadores de sangre total han sido certificados por Temovoy y col.
(1988). Para comparar la eficiencia de las células de pelicula delgada y de los dispositivos capilares se eligio la
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actinometria con sales de diazonio solubles en agua. El diametro interior del aparato descrito no era superior a 3 mm
y estaba construido para exponer la maxima superficie interior a la luz UV. Tanto las altas concentraciones de
proteina como los componentes celulares absorben la luz incidente en superficie y los perfiles de flujo laminar en las
células o cilindros hacen que la distribucion de la dosis sea mas irregular, exponiendo las capas exteriores de flujo
lento a una radiaciéon UV mas alta en comparacion con los voliumenes interiores de flujo mas rapido. Por ello, estos
dispositivos son inadecuados en el contexto de la inactivacion de patégenos en sustancias bioldgicas.

La mayor parte de los dispositivos de irradiacion de plasma sanguineo se basan en los principios de pelicula
delgada, lo que limita la capacidad de procesamiento de las muestras. No obstante, se han desarrollado irradiadores
de alto rendimiento con espesores de capa liquida superiores a las profundidades de penetracion UV-C del pasado.
Por ejemplo, el irradiador de pelicula delgada fabricado por Dill Instruments Co. es un instrumento muy utilizado para
irradiar fluidos bioldgicos. En particular, la Patente US 5.567.616 describe un cilindro giratorio inclinado transltcido a
la luz UV con iluminacion externa que permite que el fluido biolégico fluya hacia abajo por gravedad a lo largo de una
pared interior. Dos sensores de luz montados en el extremo superior de la superficie interior y en una cavidad interior
miden la intensidad de la luz transmitida por la pelicula de fluido y el espesor de la misma. El irradiador Dill ha sido
utilizado para el proceso de beta-propiolactona/UV y para irradiar preparaciones de fibrinégeno estabilizadas con
cistina (McCall y col., 1957) o rutina (Marx y col., 1997).

La Patente US 5.133.932 describe un método de irradiacion UV-C para la inactivacion de patdégenos en un recipiente
con deflectores que gira horizontalmente alrededor de su eje, estando contenido el liquido bioldgico en un depésito
inferior y dispersandose con la rotacién para formar una pelicula delgada sobre la pared interior, que después se
mezcla de nuevo en el depdsito. Este principio de irradiador por lotes mezclados de pelicula delgada ya ha sido
empleado por Oliphant y Hollaender (1946). En la invencién descrita, las lamparas UV-C se insertan en el cuello del
recipiente y se montan paralelas al eje de rotacion. Unicamente una pequefia fraccién del volumen del recipiente se
puede llenar con el fluido, lo que reduce la capacidad y la escalabilidad del método.

La Patente US 6.190.608 describe un método de flujo para tratar productos sanguineos con radiacion UV-C con el
fin de inactivar el erythrovirus B19, ya que, como se ha descrito mas arriba, los parvovirus son susceptibles a dosis
bajas de radiacion UV. En un tubo de cuarzo de flujo recto o de plastico transparente a la luz UV-C se puede generar
un flujo turbulento mediante obstaculos o burbujas de nitrégeno. La intensidad UV se ajusta mediante un filtro
dispuesto entre una lampara y el tubo de cuarzo midiéndose la irradiancia UV mediante un radiémetro electrénico.
La dosis UV se ajusta regulando el caudal para un tiempo de exposicién apropiado.

La Patente US 6.540.967 da a conocer un cilindro giratorio inclinado, translicido a la luz UV y con iluminacion
interna sobre cuya superficie exterior fluye el liquido hacia abajo por gravedad. El espesor de pelicula de la capa
liquida se controla con un interferometro. Se propone este aparato para la inactivacion viral y micoplasmatica en
fluidos bioldgicos.

La Patente US 6.586.172 da a conocer una célula de flujo transparente a la luz UV-C en la que una mezcladora axial
estatica proporciona una mezcla suficiente para asegurar la irradiacién uniforme de la muestra. También se da a
conocer un método de certificacion que utiliza soluciones acuosas de yoduro no sensibles a la luz del sol para
controlar la irradiancia del aparato de lamparas UV mediante espectrofotometria de triyoduro a 352 nm (Hackradt,
1920, 1922, Rahn, 1993). En los ejemplos dados en el documento correspondiente WO 00/20045 se utiliza una
solucion de Nal al 1% para todos los productos, independientemente de su coeficiente de absorcion UV-C, tal como
una solucién de albumina al 4,5%, plasma o una soluciéon de inmunoglobulina concentrada. No se adapta la
absorbancia ni la viscosidad de las soluciones proteicas y, por consiguiente, el fallo del control actinométrico de las
lamparas en la determinacion de la dosis UV aplicada o de la dosis equivalente efectiva en la solucién proteica se
evidencia por el uso de constantes empiricas para la ecuacioén dosis/inactivacion. En este contexto, para asegurar
una inactivacion efectiva de los patdgenos con un aparato de mezcla estatico es necesario optimizar
experimentalmente los parametros de calculo modelo, tales como el caudal, la longitud del dispositivo y el tiempo de
permanencia.

En general, una desventaja conocida del uso de las soluciones de yoduro es el bajo limite cuantico de la reaccion
fotoquimica y la respuesta no lineal a la dosis (Rahn, 1997). En caso de los procesos en linea, los radiémetros
permitirian una medida de la intensidad UV en resolucion temporal como indicador de un envejecimiento de las
lamparas y de cambios de radiancia de corta duracion.

El documento WO 01/74407 da a conocer un dispositivo de flujo portatil para la inactivacién de patégenos, aplicable
especialmente a donaciones individuales de sangre o plasma sanguineo, por irradiacion con UV-C. Este dispositivo
se puede certificar utilizando un actinometro de Nal al 1% en tampon Tris 20 mM, pero la alta absorbancia de este
actindmetro se utiliza para determinar una “dosis absoluta” expresada como energia aplicada por volumen (J/ms).
Sin embargo, esto no se ajusta al concepto fotoquimico de fluencia como energia incidente sobre un area y
absorbida solo parcialmente por ésta (Bolton, 1999). Histéricamente, todos estos experimentos de inactivacion viral
se han llevado a cabo en suspensiones tampoén distribuidas en peliculas delgadas sobre un area para expresar la
fluencia en erg/mmz, mJ/cm? o Jim?, de modo que, para comparar diferentes metodologias, serian necesarios los
datos de fluencia.
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La solicitud de patente US 2003/0049809 A1 da a conocer un método para la inactivacion por UV-C de flujo de
microorganismos en un fluido, donde un flujo secundario se sobrepone en un tubo espiral enrollado alrededor de la
lampara UV-C. Se cita el ejemplo de la inactivacion de parvovirus en una solucién de inhibidor de o4-proteinasa a
diferentes concentraciones de proteina y también se evalla el reactor mediante una solucion actinométrica de
yoduro/yodato (Rahn, 1993, 1997). Tanto la reduccién del titulo a una fluencia UV predefinida, que disminuye con
concentraciones mayores de proteina, como la calificacion de “rendimiento leve” dada para el resultado del ensayo
actinométrico demuestran que la dosis exacta efectiva para las soluciones proteicas no se puede determinar
mediante el uso de una solucién actinométrica concentrada.

La Patente US 6.329.136 da a conocer un método para la inactivacion de patégenos en fluidos bioldgicos que utiliza
impulsos laser de 20 ns a 248 nm. La instalacion experimental consiste en un laser excimero de KrF con su haz
dirigido a una célula de cuarzo cilindrica de 1 cm que contiene la solucidon de muestra agitada. La energia aplicada
se mide mediante un sensor electrénico y se expresa como fluencia (mJ/cmZ). Las fluencias necesarias para la
inactivacion viral en soluciones tampoén y con contenido en proteinas son sumamente diferentes. Tal como se
expone en la descripcién: “La dosis UV pulsada a (248 nm) necesaria para eliminar el BTV [virus de la lengua azul]
de suero bovino fetal es 15 veces mayor que en el caso del PBS [solucion tampdn de fosfatos]. Es posible que esta
diferencia se deba a las propiedades 6pticas de los medios huéspedes (es decir, la transparencia 6ptica). En PBS, el
medio salino tamponado es una solucidon acuosa Opticamente transparente, mientras que el suero bovino fetal es
una solucién menos transparente, de colores complejos, que contiene sustancias quimicas que absorben luz UV,
tales como proteinas, que absorben parte de la energia luminosa UV a 248 nm”, esta claro que una alta absorcion
de UV-C de las proteinas de matriz reduce los volimenes de muestra iluminados efectivamente por la luz laser UV
incidente.

La Patente US 6.576.201 da a conocer una célula de flujo transparente de UV-C cilindrica con una pared
transparente exterior estatica y un cilindro interior giratorio. En una capa de liquido intermedia, el liquido bombeado a
través de la célula se mezcla mediante vértices de Taylor en contracorriente. Para la iluminacién se propone una
onda continua o una fuente de UV por laser pulsado.

También se han investigado dispositivos generadores de voértices de Taylor como reactores fotoquimicos para
procesos fotoquimicos heterogéneos y homogéneos (Sczechowski y col.. 1995, Forney y Pierson, 2003). Para el
examen actinométrico del reactor se utilizé el actinometro de ferroixalato (Kirk y Mamasivayam, 1983) o el
actindmetro de yoduro/yodato (Rahn, 1997). El actindmetro de yoduro-yodato también se diluy6é hasta en un factor
100 con el fin de reducir la concentracién de yoduro con el fon de examinar la relacién entre la concentracion de
triyoduro de salida y la concentracion de yoduro de entrada (Forney y Pierson, 2003). La relaciéon entre la
concentracién de triyoduro de salida y la dosis de fotones a 254 nm dependiente del caudal se determiné utilizando
una absorbancia fija de la solucion actinométrica y el calculo teérico basado en la geometria de la lampara, el
caudal, el limite cuantico y la energia fotonica. Sin embargo, no se propuso ni se realizé una calibracion de
adaptacion de absorbancia para determinar la dosis efectiva en la solucion de yoduro (Forney y Pierson, 2003).

El documento WO 97/33629 describe un proceso para la esterilizacion y purificacion de fluidos biolégicos mediante
exposicion a una radiacién UV entre 200 nm y 250 nm. El documento US 5.744.094 describe la esterilizacion de
superficies sélidas con laser UV, opcionalmente junto con irradiacion IR. En 1960, uno de los principales expertos en
la tecnologia de vacunas irradiadas por UV-C en pelicula delgada afirmé: “Para calcular la cantidad absoluta de
energia implicada en la propia inactivacion del virus, debe existir algin modo de cuantificar las cantidades relativas
de energia ultravioleta absorbidas por el virus y el medio de cultivo. Esto no ha sido posible todavia; ademas, la
exposicion absoluta depende de una serie de factores variables: viscosidad, temperatura, tension superficial y
resistencia friccional o flujo” (Taylor, 1960). Antes de la presente invencion, la literatura cientifica o de patentes
seguia sin dar a conocer una determinacion de la dosis fotoquimicamente efectiva sobre patégenos de una muestra
de fluido. Por consiguiente, es deseable disponer de un método para la inactivacién de patégenos en un fluido
biolégico. También es particularmente deseable un método para determinar una dosis fotoquimicamente efectiva de
radiacion electromagnética, por ejemplo de luz, suficiente para inactivar patdbgenos en una muestra biolégica y que al
mismo tiempo deje inalteradas las sustancias biolégicamente activas de interés.

La presente invencién proporciona un método segun la reivindicacion 1. La presente invencion también proporciona
un método para determinar una dosis fotoquimicamente efectiva de luz monocromética o policromatica para inactivar
patégenos en un fluido.

En una realizacion, la presente invencién también proporciona métodos para determinar la dosis mediante titulacion
de los microorganismos viables antes, durante y después de la irradiacion de dicho fluido bioldgico. La muestra
también se puede sembrar con organismos viables antes de la irradiacion o durante la misma.

La intensidad de la o las fuentes luminosas se puede controlar durante la irradiacién para determinar la dosis de
irradiacién. La luz puede estar en el rango UV.

En particular, en una realizacién la invencion se proporcionan métodos para determinar las dosis efectivas de luz
monocromatica o policromatica de una o mas fuentes luminosas para inactivar patégenos presentes en un fluido
bioldgico asi como el tiempo necesario de aplicacion de dichas dosis y la dosis de la [ampara diana equivalente a la
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dosis de luz efectiva en el fluido, determinandose la dosis efectiva de la siguiente manera: se irradia una solucion
dosimétrica quimica adaptada a la absorbancia o a la absorbancia y la viscosidad del fluido bioldégico para
determinar la dosis de luz monocromatica o policromatica efectiva en el fluido bioldgico; y se controla y registra la
intensidad de la fuente o las fuentes luminosas mediante radiometria en los experimentos de dosimetria para
comprobar y corregir cambiando, en caso necesario, la intensidad de la fuente luminosa, y para sumar las sefiales
de intensidad de lampara durante el tiempo de irradiacion con el fin de obtener la dosis de la ldmpara diana. La luz
puede estar en el rango UV.

La biodosimetria se puede llevar a cabo en virus de acido nucleico monocaternario lineal o circular, tales como virus
monocatenarios sin envoltura lipidica que comprenden la familia de virus de ADN Parvoviridae (por ejemplo el Virus
Mniute Murino MMV), el parvovirus canino (CPV), el parvovirus bovino (BPV), el parvovirus porcino (PPV), el
parvovirus felino (FPV)), las familias de virus de ADN Circoviridae y Circinoviridae (por ejemplo Virus Transmitidos
por Transfusiones, TTV), la familia de virus de ARN Picornaviridae (por ejemplo el Virus de la Hepatitis A (HAV), el
Virus de la Encefalomiocarditis (EMV)), la familia de virus de ARN Enteroviridae (por ejemplo el virus de la polio), la
familia de bacteriéfagos de ADN Microviridae (por ejemplo S13, alfa 3 y Phi-X 174) y la familia de bacteriéfagos de
ARN Leviviridae (por ejemplo MS2).

El fluido biolégico puede estar contenido, por ejemplo, en reactores de fotoinactivacion por lotes con agitacion. El
fluido biolégico puede comprender al menos un aditivo para reducir los dafios y la pérdida de actividad bioldgica de
dicho fluido.

El método se puede llevar a cabo junto con al menos otro método de esterilizacion o de inactivacion de
microorganismos. El método también se puede llevar a cabo con un tratamiento con un disolvente detergente.

Las figuras adjuntas ilustran una realizacion de la invencion y, junto con la descripcion general dada mas arriba y la
descripcién detallada de esta realizacion dada mas abajo, sirven para explicar los principios de la invencion. Por ello,
para una comprension mas completa de la presente invencion y de los objetos y ventajas de la misma, a
continuacion se hace referencia a las siguientes descripciones en relacion con las figuras adjuntas, en las cuales:

Fig. 1: muestra la relacion lineal entre el coeficiente de absorcion y la concentracion.

Fig. 2: muestra la relacién no lineal entre el aumento de viscosidad y la concentracion de
polivinilpirrolidona.

Fig. 3: muestra el aumento de la absorbancia con la dosis superficial aplicada y el aumento de la
sensibilidad con la concentracion de KI/KIOs.

Fig. 4: muestra el aumento de la sensibilidad con PVP.

Fig. &: muestra los cambios de intensidad de la lampara.

Fig. 6: muestra el aumento de la dosis con su error expresado como una constante en el eje Y.
Fig. 7: muestra una seccion longitudinal de un ejemplo de reactor de la presente invencion.

Fig. 8: muestra la seccion transversal de un ejemplo de reactor utilizado en la presente invencion.
Fig. 9: muestra una vista lateral de un ejemplo de reactor utilizado en la presente invencién.

Fig. 10: muestra un ejemplo de un dispositivo de calibraciéon de la presente invencion.

El término “microorganismo” se refiere a cualquier organismo eucariota unicelular, como levaduras, protozoos, y a
cualquier organismo procariota, como bacterias, o a cualquier virus que infecte a humanos, animales, hongos,
plantas u organismos unicelulares procariotas como huéspedes del mismo.

Los conceptos “luz”, “luz monocromatica” o “luz policromatica” se refieren a energia en el espectro electromagnético,
preferentemente a las longitudes de onda y frecuencias dentro del rango UV y de luz visible.

Los fluidos bioldgicos pueden contener sustancias naturales o afiadidas artificialmente que no afectan al
fotodeterioro del acido nucleico de los patdgenos, pero que pueden ejercer un efecto protector beneficioso para
preservar los componentes de interés frente a la radiacion luminosa, mas particularmente frente a la irradiacién con
luz UV, actuando como agentes de extincion de los radicales de oxigeno, por ejemplo flavonoides como rutina
(Erdmann, 1956, WO 94/28210), vitaminas como acido ascérbico (Erdmann, 1956) y creatinina (JP 11286453-A).
Sin embargo, si estos aditivos complementan una absorbancia adicional a la longitud de onda utilizada, realmente
podra llegar muy poca energia luminosa patogenicida a los patégenos si la absorbancia adicional no se compensa
en la dosis de luz aplicada. Un exceso de energia aplicada deteriora facilmente las proteinas, por ello es necesario
no superar la dosis de luz UV o visible requerida para lograr una inactivacion suficiente de los patdgenos,
calculandose o determinandose esta dosis con la mayor exactitud posible.
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La dosis efectiva se mide utilizando dosimetria quimica por el efecto de una luz monocromatica o policromatica en la
solucion dosimétrica. Una soluciéon dosimétrica es una solucion preparada con reactivos que experimentan una
reaccion fotoquimica esencial a las longitudes de onda a medir, generando asi un fotoproducto mensurable. El
fotoproducto se puede medir con suficiente sensibilidad en capas delgadas en relaciéon con el neperiano del
coeficiente de absorciéon de la solucién, de modo que sélo una pequefia fracciéon de la radiacién incidente es
absorbida en esta capa. Esto permite determinar la fluencia, ya que la energia luminosa irradiada sobre el area de
una capa atraviesa la capa practicamente sin ser absorbida. Algunos actindmetros de yoduro de potasio - yodato de
potasio diluidos (que contienen, por ejemplo, de forma no exclusiva, Kl > 6,96 mM y KlO3 1,16 mM) tienen una alta
absorbancia correspondiente a la absorbancia de uno de dichos fluidos bioldgicos (por ejemplo, de forma no
exclusiva, agssz7 > 2/cm), un alto limite cuantico y un alto coeficiente de extincién especifica de triyoduro. Esta
solucion dosimétrica se puede preparar con las concentraciones correspondientes de yoduro de potasio y yodato de
potasio para adaptarla a los coeficientes de absorcion de los fluidos biolégicos, preferentemente, de forma no
exclusiva, con un coeficiente de absorcion azssz; > 2/cm, y se puede utilizar en cubeta de capa delgada,
preferentemente, de forma no exclusiva, siendo la longitud del camino éptico de 0,1 a 1 mm. Con la adicion de
polivinilpirrolidona (PVP) (cuyo efecto estabilizador de triyoduro es conocido) se aumenta la sensibilidad de la
solucion de yoduro/yodato y la viscosidad de la solucién de proteina se adapta con gran precision.

El coeficiente de absorcion decimal de una solucion de la muestra biolédgica se puede medir con un
espectrofotdmetro en una cubeta lo suficientemente delgada como para mantener la absorbancia dentro del rango
de medida del espectrofotémetro. El coeficiente de absorcién se calcula dividiendo el resultado entre la longitud del
camino (tipicamente en centimetros), calculdndose el neperiano del coeficiente de absorcion multiplicando el
coeficiente de absorcién decimal por el logaritmo natural en base 10.

La viscosidad se puede determinar midiendo el tiempo de flujo en un viscosimetro capilar y multiplicando el resultado
por la constante del viscosimetro capilar.

La longitud del paso de luz de la cubeta de capa delgada utilizada con las soluciones actinométricas diluidas
adaptadas a la absorcién se puede mantener en valores bajos, de modo que Unicamente una pequefia fraccion de la
luz incidente es absorbida por la cubeta.

Mediante la calibraciéon con el uso de soluciones actinométricas diluidas parcialmente absorbentes en estas capas
delgadas, la fluencia se puede aplicar con la mayor exactitud posible. La absorcion puede ser, por ejemplo, del
27,3% en caso de una solucion con el coeficiente de absorcion decimal a 253,7 nm ags3 7 = 15/cm en una cubeta de
0,02 cm, o del 19,9% en caso de una solucién con azss7 = 2/cm en una cubeta de 0,1 cm, lo que significa que la
dosis efectiva a lo largo del paso de luz es del 72,7% en el primer ejemplo dado y del 80,1% en el segundo. De este
modo, el error de autoabsorcion se puede calcular y corregir facilmente. Para una calibracion exacta, generalmente
es recomendable no utilizar factores de correccion de Morowitz por debajo del 50%, lo que significa que la longitud
del camino de la cubeta no ha de ser mayor que la distancia a la que la intensidad luminosa se reduce al 25% de su
valor inicial.

Para establecer un gréafico de calibracion dosimétrica se puede medir una fuente luminosa de irradiancia conocida,
por ejemplo por radiometria electrénica, espectrorradiometria o actinometria quimica con una solucién actinométrica
concentrada y completamente absorbente. Una vez determinada la irradiancia incidente desde la fuente luminosa,
se irradia una cubeta que contiene la solucion dosimétrica diluida adaptada a la absorbancia o a la absorbancia y
viscosidad de geometria e irradiancia determinadas, durante un tiempo determinado, para aplicar una dosis
superficial determinada, y la sefial actinométrica obtenida se mide y se representa en un grafico en funcién de la
dosis de luz.

Esta calibracién se puede llevar a cabo utilizando, por ejemplo, una l&mpara, un obturador en el camino de luz para
exponer la cubeta durante un tiempo de exposicion determinado, y una cubeta montada paralela a la lampara al final
del camino de luz. Los obturadores de este tipo se utilizan, por ejemplo, como obturadores planos de pelicula en
camaras fotograficas y el mecanismo de obturacion se controla con precision mediante un mecanismo de control
mecanico o preferentemente mediante un oscilador electrénico. El obturador accionado por oscilador y la posicion
fija de la cubeta aseguran una exposicion reproducible y exacta de la misma. Para producir este sistema, un cuerpo
de camara réflex o telemétrica de pelicula de 35 mm o formato medio comercial se puede modificar fijando un
dispositivo de sujecién para la lampara en el portaobjetivos y fijando la cubeta a una abertura realizada en la parte
posterior de la camara. Preferentemente, la propia abertura de la parte posterior de la camara tiene las dimensiones
adecuadas para que se ilumine toda la superficie de la cubeta, mientras que los bordes de la abertura actian como
colimador parcial. Para mejorar la estabilidad de la intensidad de la lampara y el limite cuantico actinométrico, la
temperatura de la lampara y la insercion de cubeta se pueden regular con dispositivos tales como ventiladores,
liquidos circulantes o elementos de Peltier.

También se puede utilizar un dispositivo de calibracion de este tipo para comprobar y recalibrar sensores
radiométricos, fijando una montura para un sensor radiométrico en el dispositivo de sujecidén de lampara, de modo
que la luz emitida por la lampara se puede medir simultdneamente en la cubeta actinométrica y el sensor
radiométrico.
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Para medir la dosis de luz efectiva, se irradia un volumen de la solucion dosimétrica igual al volumen del producto en
el dispositivo de irradiacion, es decir, en el reactor, y en un momento determinado se extrae un pequefio volumen de
muestra y se introduce en la cubeta de capa delgada, midiéndose el producto de reaccién generado por la luz. La
sefial obtenida de la soluciéon dosimétrica irradiada se registra y se compara con el grafico de calibracion
correspondiente. La dosis se calcula como el aumento de la dosis dividido entre la unidad de tiempo de irradiacion.
En caso de un reactor de geometria fija, el tiempo de irradiacién es una funcién lineal de la absorbancia.

La calibracién de un dispositivo de irradiacion con UV-C mediante dosimetria quimica de adaptacion de absorcién y
viscosidad se puede realizar experimentalmente con un irradiador de pelicula delgada UV-C muy simple que cuenta
con un deposito de lote mezclado, tal como una botella o un tubo de ensayo de cuarzo vertical agitado cargado con
una solucion proteica que absorbe la luz UV-C e iluminado lateralmente con una lampara de vapor de Hg de baja
presion.

El método quimico de dosimetria con soluciones actinométricas puede medir una dosis de luz media (fluencia)
aplicada al volumen de muestra introducido en una cubeta de capa delgada. A este respecto, los reactivos
fotoquimicos normalmente estan presentes en exceso, cualquier excedente del producto de reaccion fotoquimica se
mezcla y diluye facilmente, aumentando la concentracién del producto de reaccién en una relacion idealmente lineal
con respecto a la cantidad de fotones aplicada.

En otra realizacion, la dosis de luz biolégicamente efectiva (fluencia) se determina adicionalmente mediante
biodosimetria, que se refiere a una determinacioén por la fotoinactivacion de microorganismos. La biodosimetria se
puede llevar a cabo con dispositivos de irradiacion de flujo y se ha utilizado convencionalmente como método
adecuado para medir la distribucion del tiempo de permanencia (Qualls y Johnson, 1983) y la distribucion de la dosis
de luz (Cabaj y Sommer, 2000).

En general, el mismo nimero de fotones inactivara la misma fraccion de microorganismos viables por volumen o
titulo, siendo cualquier reduccién en el logaritmo del titulo lineal. Ademas, un exceso local de intensidad luminosa no
puede reducir la cantidad de microorganismos viables a menos de cero, mientras que una dosis de luz local
insuficiente dejara una cantidad residual de microorganismos viables presentes en la muestra. En un liquido
Opticamente opaco irradiado en un fotorreactor por lotes o de flujo, los microorganismos sélo pasaran por las capas
someras del volumen exterior iluminado durante un tiempo muy corto, permaneciendo protegidos durante la mayor
parte del tiempo de tratamiento.

En una realizacion preferente, la biodosimetria se puede utilizar en combinacién con la dosimetria quimica para
determinar la eficiencia de mezcla. A este respecto, un método mas eficiente, con un mayor grado de mezcla,
reducira la distribucién del tiempo de permanencia y aumentara la tasa de inactivacion. Este mayor grado de mezcla
se puede lograr utilizando un agitador con mas de una rueda de paletas montadas a lo largo del eje del agitador, de
forma especialmente preferente en caso de liquidos de mayor viscosidad con rasquetas exteriores adicionales que
se extienden a todo lo largo del agitador paralelas al eje del agitador y que dejan un hueco entre su borde exterior y
la pared interior del recipiente lo suficientemente estrecho como para generar una turbulencia adicional cerca de la
zona de irradiacion.

En otra realizacién, la invencién prevé el control de una o mas fuentes luminosas. El control radiométrico de una
fuente luminosa es una practica convencional para los dispositivos de flujo. La potencia de la lampara se puede
controlar de forma continua y la sefial se puede visualizar o registrar.

En otra realizacién preferente, todo el volumen a tratar se encierra dentro del reactor de irradiacion y las sefales
radiométricas se pueden sumar durante el proceso hasta una dosis de lampara diana radiométrica final, que puede
depender del coeficiente de absorcién y aumentar con el tiempo de irradiacion.

En general, una lampara de vapor de mercurio de baja presién comun pierde de al menos un 15% y hasta mas de
un 50% de la intensidad UV-C inicial (253,7 nm) durante su vida util. Preferentemente se determina la tasa de dosis
con una potencia de lampara conocida y se mide la potencia de la ldmpara. De este modo, la tasa de dosis se puede
normalizar con respecto a la potencia de la lampara. La potencia de la lampara se puede multiplicar por el tiempo de
irradiacion, lo que dara como resultado una dosis de lampara diana.

Empleando la dosimetria quimica, la biodosimetria y la radiometria en combinacion, se determinan los siguientes
parametros para optimizar el proceso de irradiacion por lotes: con una radiancia de lampara constante, la dosimetria
quimica proporciona la informacién basica sobre la dosis media (fluencia) efectiva en el fluido, la tasa de dosis
(aumento de fluencial/intervalo de tiempo) y el tiempo de irradiacién en funcién de la absorbancia del fluido. La
biodosimetria determina la eficiencia de mezcla mediante la tasa de inactivacién de microorganismos (reduccién del
titulo por unidad de dosis determinada quimicamente) y permite determinar que la dosis efectiva ha inactivado el
microorganismo en la medida deseada. La radiometria corrige la variabilidad de la radiancia de ldmpara y
proporciona la dosis de lampara diana radiométrica total como una suma de la irradiancia con el tiempo de
irradiacion, que se determina simultdneamente mediante dosimetria quimica. De este modo se puede disefiar y
evaluar un proceso optimizado para asegurar una fotodesnaturalizacién minima de las sustancias de interés y una
inactivacion maxima de los patégenos.
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Se utilizan las siguientes variables en las relaciones lineales abajo descritas:

Coeficiente de absorcioén: “a” (1/cm) = medida de la reduccion de la intensidad luminosa a lo largo del camino de luz
a una longitud de onda determinada.

Tiempo de irradiacién: “t” (s).
Potencia de la lampara: “P” (mW/cmz) = potencia radiante emitida por la lampara.

Dosis de luz efectiva: “Ho” (mJ/cmz) = fluencia efectiva en una seccion transversal de un volumen en el fluido
irradiado con el tiempo de irradiacion.

Dosis de la lampara: “Q” (mJ/cmz) = energia radiante emitida por la lampara durante el tiempo de irradiacion.

Dosis de lampara diana radiométrica: “Q"” (mJ/cmz) = energia irradiante emitida por la lampara e incidente en un
sensor radiométrico durante el tiempo de irradiacion.

Estas variables fotoquimicas estan relacionadas mediante las siguientes ecuaciones:
t=kixa
Q=Pxt
Q=Q+Q+Q+..+Q=XQi=%Pixt
Q=kxxa

ki1 y ko son constantes empiricas especificas de la geometria del reactor y la eficiencia de mezcla que se pueden
obtener mediante experimentacién, tal como se ilustra en el ejemplo 2 para ki y en el ejemplo 6 para ko,
respectivamente. Para la operacion rutinaria de un fotorreactor por lotes s6lo es necesario conocer la relacion entre
el coeficiente de absorcion y el tiempo de irradiacion o la dosis de lampara radiométrica para determinar una dosis
de luz diana efectiva.

En una realizacion preferente, las soluciones dosimétricas quimicas, yoduro/yodato en tampoén de borato, se ajustan
i) a la misma absorbancia a 254 nm, en particular a 253,7 nm, por dilucién, y ii) a la misma viscosidad, mediante la
adicién de polivinilpirrolidona, que la solucion de proteina diana deseada. De este modo, las soluciones dosimétricas
quimicas determinaran el porcentaje de luz irradiante utilizada de forma efectiva para generar triyoduro, que se
puede medir complejado con polivinilpirrolidona a 367 nm. El porcentaje de luz se puede calcular te6ricamente para
los dispositivos de irradiacion muy simples, por ejemplo una cubeta de 1 cm, mediante integracion de la intensidad
(I) determinada mediante la ley de absorcién de Lambert-Beer (Morowitz, 1950):

I(d)=loxexp (-axd)=Ilyxexp(-axIn10xd)
donde
| es la intensidad dependiente de la longitud d (en cm); y

a es el coeficiente de absorcion decimal (unidades: 1/cm), siendo a = -logiy T = -logie transimisiéon. Asi, una
absorcion de 1,0 significa que se transmite una parte correspondiente a 10" 0 un 10% de la luz, mientras el 90% es
absorbido. Cuando o es el coeficiente de absorcidon neperiano, oo = a x In10 = a X 2,303.

Integrando la ley de Lambert-Beer en un liquido (una cubeta de 1 cm) con un coeficiente neperiano de al menos
azs37 = 10/cm, -1/a partes de la intensidad de la luz incidente son efectivas para inactivar los microorganismos
diana.

En caso de una dosis UV-C efectiva como virucida de 20 mJ/cm? y una intensidad UV-C incidente de 1 mW/cmz, se
da la relacion 1 (mJ/cmz). Por consiguiente, cuando o = 10/cm, 1s x 20 x 10 = 200 s; cuando a = 25/cm, 1s x 20 x 25
=500 s; cuando a = 40/cm, 1s x 20 x 40 = 800 s.

Para establecer el grafico de calibracién dosimétrica, la soluciéon dosimétrica quimica se esparce en una pelicula
delgada de espesor determinado que absorbe Unicamente una pequefia parte de la luz incidente. La pelicula se
expone a una dosis de luz y experimenta un cambio sustancial y cuantificable mediante conversion de una especie
quimica para obtener la absorcion de luz o la emision de fluorescencia a una longitud de onda determinada o un
aumento del pH. La sefial actinométrica se mide y se representa en un grafico en funcion de la dosis de luz.

La solucién correspondiente se puede irradiar después en un volumen de lote mezclado y, a continuacién, se extrae
un volumen y se mide el producto de reaccién generado por la luz. La sefial obtenida de la solucidon dosimétrica
irradiada se registra y se compara con el grafico de calibracion correspondiente. Esto proporcionara la dosis efectiva
correspondiente al aumento de la sefial en el grafico de calibracion dosimétrica. La tasa de dosis es t n calculada
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como el aumento de la dosis dividido entre la unidad de tiempo de irradiacion. Preferentemente, la dosis efectiva es
la dosis que inactiva esencialmente todos los microorganismos diana en dicho fluido biolégico.

La solucion dosimétrica simula una solucién proteica diana, ya que la solucién dosimétrica tiene la misma
absorbancia que la solucién proteica a determinadas longitudes de onda. La medida de la conversion de las
especies quimicas formadas por la luz, como el triyoduro, se puede correlacionar con la dosis UV efectiva. La
dosimetria quimica asegura que soluciones proteicas con absorbancias diferentes reciben la misma dosis UV
efectiva.

Las soluciones de proteina o los otros fluidos biolégicos se pueden sembrar con hongos patégenos o no patdégenos,
protozoos unicelulares, bacterias, preferentemente con virus o bacteriéfagos para asegurar la destruccion o la
reduccion de la actividad de estos patégenos u otros similares. Para asegurar la conservacion de los componentes
de interés, tales como las proteinas y otras moléculas bioldgicas importantes, se puede medir la actividad biologica
de las proteinas o por ejemplo de las vitaminas.

Los reactivos dosimétricos son pequefias moléculas disueltas presentes en gran exceso que se difunden facilmente
en la zona irradiada. Por consiguiente, los fotones de luz incidentes convertiran los reactivos dosimétricos en el
producto de reaccion fotoquimica. En caso de lamparas que funcionan con una intensidad constante, Ia misma
cantidad de fotones de luz irradiard el volumen del reactor y aplicara Ia misma dosis efectiva (mJ/cm ) en un
intervalo de tiempo dado para producir una tasa de dosis quimica ((mJ/cm )/min). La intensidad de las lamparas se
puede tener en cuenta si se controla la dosis de lampara irradiante total. En caso de una solucion de proteina con
bacteriéfagos o virus, la tasa de dosis sera igual para una absorbancia y una viscosidad dadas.

Microorganismos tales como bacteriéfagos, virus y bacterias muestran idealmente un deterioro exponencial de su
viabilidad. Esto significa que una dosis dada |nact|vara la misma fraccion de mlcroorganlsmos viables. Por ejemplo,
si 1 mJ/cm? reduce el titulo inicial a 1/10, 2 mJ/cm? lo reducen a 1/100, 3 mJ/cm? a 1/1000, etc. Si todos los
microorganismos se expusieran por igual al ser transportados todos los microorganismos una Unica vez a la zona de
irradiacion, todos los microorganismos recibirian un golpe de inactivacion. Sin embargo, incluso los microorganismos
mas pequefios, tales como los bacteri6fagos de ADN monocatenario, son particulas grandes (- 25 nm) en
comparacion con las proteinas y se mueven por conveccién y flujo en la solucién proteica. En el reactor, ciertos
microorganismos son transportados varias veces a la zona de irradiacion durante un intervalo de tiempo
determinado, mientras que otros solo son transportados una vez y otros ninguna. Por consiguiente, la tasa de
inactivacion, basada en la tasa de dosis determinada quimicamente, aumenta con la mezcla. Cuanto mas rapida es
la inactivacién del microorganismo, mas corto es el tiempo de irradiacidon necesario y mas pequefia ha de ser la
dosis efectiva requerida. Por ello, la proteina u otra actividad biologica se conservaran con una mayor eficiencia de
mezcla.

La inactivacion biodosimétrica se mide mediante un titulo de microorganismo antes y después de la irradiacion UV.
Por ejemplo, esto se puede llevar a cabo contando la cantidad de colonias residuales de bacterias viables o de
placas de bacterias lisadas que corresponden a la cantidad de bacteriéfagos todavia vivos. El titulo de
microorganismos viables como unidades formadoras de colonias o de placas (ufc y ufp, respectivamente) se calcula
como logio((ufc o ufp) x 107" € UM bor mi de volumen de muestra diluida titulado en una placa Petri.

La biodosimetria demuestra que diferentes soluciones de proteina han sido irradiadas con la misma dosis efectiva y
con la misma eficiencia de mezcla cuando la tasa de inactivacion de fagos (log [numero de fagos inactivados]/dosis
UV efectiva) es similar. La biodosimetria es adecuada para calibrar diferentes muestras si éstas no contienen
ninguna sustancia toxica o inhibidora para los microorganismos o sus huéspedes. Por consiguiente, la biodosimetria
se puede utilizar practicamente con todos los fluidos bioldgicos.

Preferentemente se llevan a cabo medidas de intensidad de forma continua y cualquier fuente de UV se puede
apagar después de haber alcanzado una dosis de irradiacién conforme a la predeterminada mediante dosimetria
quimica. La dosis de lampara radiométrica aumenta en una relacion lineal con la absorcion de la solucion de
proteina. Las lamparas que funcionan con una intensidad menor necesitaran mas tiempo de irradiaciéon para
alcanzar la dosis de lampara diana radiométrica.

Cualquier dosis UV dada se puede medir en mJ/cm?. La dosis de irradiacion es la potencia total de la lampara en el
tiempo. Sin embargo, sélo parte de esta dosis de irradiacién sera efectiva de acuerdo con la medicion por dosimetria
quimica y la inactivacion de bacteriéfagos. Por ejemplo, un reactor por lotes de 30 | puede requerir una dosis de
lampara de irradiacion aproximadamente 1000 veces mayor que la dosis efectiva. Como se muestra mas arriba, la
determinacién de la dosis efectiva mediante dosimetria quimica también proporciona el tiempo de irradiaciéon. En
caso de una potencia de lampara ligeramente variable, el tiempo de irradiacion se puede sustituir por la dosis de
irradiacion. Esta se determina registrando la intensidad de la lampara durante las etapas de irradiacién en soluciones
dosimétricas patrén. Mientras se determina la dosis diana efectiva como virucida, los recuentos de intensidad se
suman durante el tiempo de irradiacion para obtener la dosis de ldampara diana radiométrica correspondiente a la
dosis efectiva. El control del proceso mediante la dosis de la ldmpara de irradiaciéon puede compensar los cambios
de potencia de la lampara y puede aumentar la exactitud del presente método.
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Ademas del tratamiento con luz también se pueden utilizar aditivos protectores para reducir dafios y pérdidas de
actividad biolégica. En la técnica se conocen diversos aditivos protectores, como la vitamina E, para proteger las
células del deterioro, ascorbato contra la pérdida de actividad funcional de constituyentes en plasma y agentes de
extincion de radicales libres y formas activas de oxigeno como histidina, rutina, quercetina y otros flavonoides, y
otros estabilizadores tales como azicares como manitol y aminoacidos para reducir la pérdida de actividad funcional
de los componentes sanguineos. En el estado actual de la técnica también se sabe que la eliminacion del oxigeno
disuelto en la solucién, por ejemplo mediante evacuacioén, antes de la irradiacién y la sustitucion del aire durante la
irradiacion por un gas inerte, por ejemplo nitrégeno, puede ejercer un efecto beneficioso en las sustancias de interés,
ya que la generacion de oxigeno singlete necesita de oxigeno disuelto.

En una realizacion, los presentes métodos para la inactivacion y la determinacién de la dosis se utilizan en
combinacién con otros métodos diversos conocidos para la esterilizacion de fluidos y la inactivacion viral. En la
técnica se conocen bien diversos métodos, incluyendo tratamiento térmico en humedo o pasteurizacién, que
comprenden la incubacion del fluido a una temperatura elevada durante un periodo de tiempo dado con o sin
estabilizadores, tal como se utiliza generalmente para la albumina. Alternativamente, otro método consiste en el
tratamiento térmico en seco, que comprende la incubaciéon de componentes fluidos liofilizados a una temperatura
elevada durante un periodo de tiempo dado tal como se utiliza para componentes como el Factor VIII. Otro método
incluye la ultrafiltracion y el tratamiento con disolventes detergentes, donde el fluido se mezcla intimamente con un
sistema de disolvente detergente, tal como tri(n-butil)fosfato al 1% (TNBP) y Triton X-100 al 1% o Tween 80, y se
incuba junto con éstos durante un periodo de tiempo dado, seguido de eliminacion del sistema detergente-
disolvente, convenientemente mediante cromatografia hidréfoba. En el documento WO 94/28120 y las Patentes US
4.946.648, 4.481.189 y 4.540.573 se describen detalles de tratamientos con detergente/disolvente.

En otra realizacion, la irradiacién con UV de la presente invencion se utiliza en combinacién con un tratamiento con
disolvente detergente. Una caracteristica del tratamiento con disolvente detergente es que puede dar lugar a un
aumento significativo de la absorbancia en los fluidos asi tratados, en este contexto resulta particularmente
ventajosa la capacidad del método de la presente invencion para lograr una inactivacion viral efectiva en fluidos de
absorbancia relativamente alta.

En otra realizacion se lleva a cabo un método para inactivar por UV microorganismos de acuerdo con la presente
invencién junto con al menos otro procedimiento de inactivacion de microorganismos. A este respecto, diferentes
tipos de virus pueden tener diferentes sensibilidades a diversos tratamientos, con frecuencia siendo necesario
utilizar una combinacién de diferentes tratamientos para asegurar la inactivacion de todos los diferentes virus
presentes. Una ventaja particular del tratamiento por irradiacion de la presente invencién es que determinados tipos
de virus que son resistentes a otros tratamientos facilmente disponibles son susceptibles al tratamiento por
irradiacion.

En otra realizacion, el método de validacion basado en dosimetria quimica y biodosimetria se puede utilizar para
optimizar los parametros de mezcla en un reactor de irradiacion UV, alcanzando una reduccién maxima del titulo
logaritmico de microorganismos afiadidos a una dosis definida, tal como se determina mediante dosimetria quimica.

En otra realizacion, la invencion proporciona el uso de un reactor de irradiacion por lotes que comprende un
recipiente de irradiacion vertical con una pared transparente a una longitud de onda de fotoinactivacion, un agitador
dentro del recipiente capaz de mezclar un volumen de material dispuesto en su interior moviendo fracciones de
volumen hasta una zona de irradiacion y en sentido opuesto, una o mas fuentes luminosas de temperatura regulada
para emitir una radiancia constante a las longitudes de onda de fotoinactivacion en el interior del recipiente de
irradiacion y un dispositivo de control electrénico con un sensor sensible a las longitudes de onda de inactivacion.
Preferentemente, las fuentes luminosas estan equipadas con reflectores para reflejar la luz sobre la pared
transparente del recipiente de irradiacion y estas fuentes luminosas se pueden conmutar individualmente. Las
sefiales del radiémetro de control emitidas por el sensor se suman hasta un valor diana mediante un contador
mecanico, electrénico o controlado por un software de ordenador. Se pueden apagar una o mas fuentes luminosas
automaticamente cuando la energia a las longitudes de onda de inactivacion ha alcanzado el valor diana. Las
fuentes luminosas se pueden montar externamente y su temperatura se puede regular mediante un liquido
refrigerante. El agitador puede consistir en un agitador con ruedas de paletas superpuestas y rasquetas cercanas a
la pared.

Dado que la desnaturalizacion enzimatica depende de la temperatura y se inhibe a bajas temperaturas y que las
reacciones fotoquimicas como la inactivacion de acido nucleico y la fotodesnaturalizacion de proteinas son
independientes de la temperatura entre 0 y ~ 50°C (Engelhard y Eikenberg, 1955), un disefio de reactor por lotes con
lamparas independientes exteriores permite irradiar en poco tiempo el fluido previamente enfriado sin aumento
relevante de temperatura en las lamparas que funcionan a una temperatura 6ptima para una radiancia UV-C
maxima.

Las Figuras 7-9 muestran reactores preferentes utilizados en la presente invencién, que comprenden un tubo
cilindrico vertical (A) de un material suficientemente transparente a las longitudes de onda de fotoinactivacion
aplicadas. El tubo (A) esta rodeado por fuentes luminosas (B) que emiten luz a las longitudes de onda de
fotoinactivacion. Las fuentes luminosas son preferentemente fuentes luminosas tubulares, de forma especialmente
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preferente tubos de descarga de gas llenos de vapor de mercurio 0 gas xenon, que pueden estar revestidos con una
capa interior fluorescente para convertir la emision primaria a longitudes de onda mayores.

El tubo (A) esta cerrado herméticamente por su extremo inferior con un fondo curvado hacia afuera (C), para
asegurar un flujo suave del fluido contenido sin ningin volumen muerto, y, por su extremo superior, con una tapa
superior (D). Barras separadoras (E) entre el fondo (C) y la tapa superior (D) mantienen el cierre hermético del tubo.
El fluido se agita con un agitador (F) montado sobre la tapa superior, que produce una mezcla suficiente con ruedas
de paletas superpuestas (G) y opcionalmente rasquetas longitudinales adicionales (H). El agitador gira mediante un
motor de agitacion (1).

Cada lampara es controlada por su propio sensor de lampara (J) conectado a un monitor de intensidad, un
registrador y, de forma especialmente preferente, el contador de dosis de luz. El rendimiento luminoso de la lampara
se puede aumentar mediante un reflector (K) consistente en un material con suficiente reflectancia que enfoca la luz
sobre el cilindro. Preferentemente, el rendimiento luminoso de la ldampara se controla segun su temperatura de
funcionamiento, preferiblemente mediante una corriente de liquido regulador de temperatura transparente a la luz
contenido en el espacio entre la lampara y un tubo envolvente (L) transparente a la luz. Los soportes de lampara (M)
obturan el recorrido del flujo del liquido regulador de temperatura, que fluye entre la entrada (N)/salida (N) con
respecto a los conectores de alimentacion de la lampara.

El producto se inyecta en el reactor utilizando un tubo flexible insertable o una lanceta tubular rigida a través de la
entrada (O) de la tapa superior y se drena después de la irradiacion a través de la salida (P) equipada con una
valvula (Q) para evitar la contaminacion cruzada del fluido tratado con el no tratado.

Un acceso de toma de muestras adicional (R) permite extraer las muestras durante el proceso, preferentemente con
una aguja hipodérmica o una jeringuilla para inyecciones a través de un septo de goma. Un sensor de temperatura
(S) controla la temperatura del fluido. Un acoplador (T) conecta el motor de agitacién (I) con un controlador de
revoluciones para asegurar una mezcla efectiva. Un cabezal de bola de pulverizacién insertable (U) posibilita la
limpieza del reactor in situ.

En ofra realizacién, la invencion utiliza un dispositivo de calibracién que comprende: una fuente luminosa, una
abertura de salida de luz que permite que la luz irradie el interior de una abertura de colimador, un obturador y una
ranura de cubeta montada en un alojamiento de temperatura regulada con una abertura de entrada de luz que
permite que la luz irradie la cubeta o la célula éptica que contiene la solucién dosimétrica. Se puede prever una
montura, preferentemente de temperatura regulada, para fijar sensores radiométricos, irradiandose la luz de la
fuente luminosa simultdneamente tanto a través del obturador sobre la cubeta como a través de la abertura en la
ventana de entrada del sensor, para controlar la fuente luminosa a través del proceso de calibracién o para
comprobar las propiedades de mantenimiento con el tiempo de dicho sensor por comparacién con una solucién
actinométrica de acuerdo con el estado actual de la técnica contenida en dicha cubeta o célula optica expuesta
simultaneamente. De forma especialmente preferente, el obturador se acciona mediante un temporizador preciso
para lograr un tiempo de exposicion exacto y reproducible de la cubeta o la célula éptica. La Figura 10 muestra un
dispositivo de calibracion preferente. Una lampara preferentemente tubular (T) montada en un alojamiento (U) tiene
preferiblemente la temperatura regulada o la corriente estabilizada, de forma especialmente preferente ambas
cosas, para lograr una radiancia de luz constante durante el proceso de calibracién. Tal como se indica en la Figura
10, la regulacién de la temperatura se logra mediante un liquido transparente a la luz que fluye por delante de la
lampara. La luz, indicada mediante las flechas que apuntan en sentido contrario a la lampara, se irradia a través de
una abertura (V), mas alla del obturador (W) abierto controlado por tiempo, sobre la cubeta insertada junto con su
adaptador de distancia, si la cubeta es mas delgada que el espacio maximo del soporte, en dicho soporte de cubeta
(X), que preferentemente tiene la temperatura regulada. La cubeta que contiene la solucion actinométrica o la
solucion patron dosimétrica se expone de forma exacta y precisa durante la apertura del obturador. Una abertura
opcional (Y) situada en un lugar diferente al de la abertura (V), pero preferentemente de modo que la luz se irradie
espacialmente de modo similar desde la lampara a las dos aberturas (V e Y), puede alojar un sensor electrénico (Z),
por ejemplo, preferentemente, aunque no de forma exclusiva, uno de los sensores utilizados para la radiometria del
reactor, lo que proporciona un método preciso para recalibrar el sensor en base a la relaciéon de las intensidades,
preferentemente medidas de forma simultanea por actinometria, en el soporte de cubeta (X) y por radiometria con el
sensor (Z). El sensor (Z) también se puede utilizar para controlar y registrar la intensidad de la lampara durante la
exposicion de calibracion y para su posterior correccion si la intensidad de la lampara ha cambiado durante esta
exposicion de calibracion.

Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones de la invencion.

Experimento 1: Coeficientes de absorcion de la solucion actinométrica de yoduro/yodato en alta dilucién,
respuesta dosimétrica de las soluciones actinométricas de yoduro/yodato y estabilizaciéon del triyoduro
generado por UV-C con polivinilpirrolidona

Una solucién que contenia Kl 0,24M y 0,04M en un tampén borato 0,01M, pH = 9,25, se diluy6 en factores 0,2, 0,4,
0,6 y 0,8 con tampodn borato 0,01M y se midié la absorcién en una cubeta de 0,1 mm. La Fig. 1 muestra que el
coeficiente de absorcién depende de la concentracion segun una relacion lineal (azss 7 = 69/cm x factor de dilucion).
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Una solucién que contenia 10 g de polivinilpirrolidona K90 (PVP K90; masa molar media 360.000 Da) en 1 | de
tampodn borato 0,01M se diluyé en factores 0,2, 0,4, 0,6 y 0,8 y la viscosidad de las diluciones y el tampdn se midié
en un viscosimetro capilar Schott 0,40 mm Ubbelohde regulado a una temperatura de 22,8°C. En la Fig. 2 se puede
observar que la viscosidad aumenta con la concentracion segun una relacién no lineal.

Se prepararon diluciones de solucion madre que contenian Kl 0,24M y 0,04M en tampén borato 0,01M, pH = 9,25,
para una absorcién definida a 253,7 nm de 6,1/cm (Kl 0,0212M + KIO3 0,0035M + 0,95 g PVP K9O0/L; para eluato de
complejo de protrombina de gel de intercambio aniénico DEAE sephadex (Brummelhuis 1980)) y 16/cm (K| 0,06M +
KlO3 0,01M + 6,25 g PVP K90/L; para una solucion de fibrinédgeno al 2,5% (p/v)) y se dispusieron en cubetas de 0,2
mm. La calibracion de capa delgada se realizé colocando la cubeta que contenia la solucidon dosimétrica durante un
tiempo determinado bajo una lampara CAMAG TLC de irradiancia conocida (medida con el actinédmetro Rahn) en la
posicion de la cubeta. La absorbancia se midid6 a 367 nm. En la Fig. 3 se puede observar que la absorbancia
aumenta con la dosis superficial aplicada y que la sensibilidad aumenta con la concentracion de KI/KIOs.

Se preparé una solucién dosimétrica que contenia Kl 0,06M y KIO3 0,01M en tampén borato 0,01M, pH = 9,25, con
un coeficiente de absorcion azs37 = 16/cm y una solucion con la misma concentracion de Kl y KIOz y 6,25 g de
polivinilpirrolidona (PVP) K 90/L. La calibracion de capa delgada se realizé colocando una cubeta de 0,2 mm que
contenia la solucion dosimétrica durante un tiempo determinado bajo la ldmpara CAMAG TLC tal como se ha
descrito mas arriba. La absorbancia se midié a 352 nm (Kl + KIO3 solo) o 367 nm (Kl + KIO3 + PVP). En la Fig. 4 se
puede observar que la PVP aumenta la sensibilidad del método.

Experimento (Ejemplo de la invencién) 2: Determinacion del tiempo de irradiacion en un fotorreactor por
lotes de geometria fija con soluciones de dosimetria actinométricas

Se prepararon soluciones dosimétricas con coeficientes de absorcién decimales ags3 7 de 2,1/cm (KI 0,0072M + KlO3
0,0012M + 0,5 g PVP K90/L, para concentrado de FVIII), 6,1/cm (véase el Ejemplo 1), 10/cm (KI 0,0346M + KlO3
0,0058M + 1,21 g PVP K90/L; para una solucion de inmunoglobulina G al 2% (p/v)) y 16/cm (véase el experimento 1)
y se registraron los graficos de calibracion tal como se describe en el experimento 1. Un tubo de ensayo de cuarzo
de 4 cm se llen6 con 100 ml de la solucion dosimétrica, se agité con una barra agitadora magnética en un agitador
magnético y se irradié entre 2 lamparas de vapor de mercurio de baja presion equipadas con reflectores de acero
inoxidable pulido. A intervalos predeterminados se extrajeron muestras y se dispusieron en las cubetas de 0,2 mm
para su medida espectrofotométrica, leyéndose la dosis en el grafico de calibracién. Después se calculd la tasa de
dosis como (mJ/cm?)/min y la tasa de dosis inversa, es decir el tiempo de irradiacion especifico por dosis unitaria,
como min/(mJ/cm?). La constante ki para la relacion entre el coeficiente de absorcion y el tiempo de irradiacion
(especifico) se puede calcular de la siguiente manera:

t=kixa
solucion agsz 7 = 2,1/cm 6,1/cm 10/cm 16/cm
tasa de dosis ((mJ/cmZ/mm) 14,40 3,68 2,71 1,56
tiempo irradiacién especifico (min/(mJ/cmZ)) 0,0694 0,2714 0,3688 0,6410
constante k1 (promedio = 0,0386) 0,0330 0,0445 0,0369 0,0401

Mediante calculo de regresion lineal del tiempo de irradiacion especifico dependiente del coeficiente de absorcion se
obtiene una correlacion lineal R* = 0,989. Este resultado demuestra que la dosimetria basada en soluciones patrén
de adaptacién de absorcion y viscosidad con calibracion de capa delgada es adecuada para la calibracién de
fotorreactores por lotes con agitacion.

Experimento 3: Inactivacion de MMV y Phi-X 174 en irradiaciéon de capa delgada y por lotes

Una solucion madre de MMV de sobrenadante de cultivo celular (- 10® dosis infecciosas de cultivo de tejidos
(TCIDso)/ml) y lisado de bacteriéfago Phi-X 174 (~ 1 X 10° unidades formadoras de placa (UFP)/ml) de propagacion
en Escherichia coli se diluyé en NaCl 0,15M tamponado con fosfato 20 mM (solucién tampén de fosfatos, PBS) y 2,5
ml se irradiaron con diferentes dosis UV-C en placas Petri de poliestireno de 32 mm agitadas horizontalmente bajo
una lampara CAMAG TLC. La irradiancia a la distancia de la superficie de la muestra se determiné con un
radiédmetro RM21 Dr. Groebel con un sensor UV-C ciego a la luz natural y se midié la autoabsorbancia de la solucion
en un espectrofotometro para corregir la fluencia efectiva (dosis de UV) (Morowitz, 1950). Los titulos de MMV y Phi-
X 174 se determinaron mediante titulacion en cultivo de células huésped y en bacterias huésped, respectivamente.
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Dosis UV logs ufp Phi-X 174/ml Dosis UV log1oTCIDsg MMV/ml
(mJicm?) (mJlicm?)
0,00 6,41 0 6,54
2,25 5,79 2 5,31
4,50 4,37 4 4,42
6,75 3,46 6 3,52
9,00 2,36 8 2,93
11,25 1,35 10 2,37
12 1,44
tasa -0,468 (log1o(UFP/ml))/(mJ/cm?) -0,405 log1o(TCIDsg/ml))
inactivacion )
(mJ/cm?)

En una botella de cuarzo de 100 ml con una barra agitadora de 4 cm se introdujeron 80 ml de solucion de proteina
sembrada con MMV o Phi-X 174 (eluato de complejo de protrombina DEAE sephadex, azs37 = 6,9/cm), la botella se
colocé sobre un agitador magnético y la solucion se agité a ~ 250 rpm y se irradio lateralmente con una lampara
CAMAG TLC. La calibraciéon se realizé6 con una solucion patron (ozss7 = 6,9/cm) tal como se describe en el
experimento 2. Se extrajeron muestras para titulacion de virus o bacteriéfagos a intervalos de tiempo calculados
después de la tasa de dosis medida y se titularon para determinar el titulo de virus infecciosos o bacteri6fagos vivos.

Dosis UV log1o(ufp Phi-X 174/ml) Dosis UV log1o(TCIDso MMV/ml)
(mJicm?) (mJlcm?)
0,00 7,27 0,00 6,77
1,69 5,96 6,86 3,46
3,37 5,52 13,70 0,61
5,06 4,78
6,74 3,95
8,42 3,11
10,10 2,39
11,79 1,28
tasa inactivacion | (logio(ufp/ml))/(mJ/cm?) -0,480 tasa de (log1o(TCIDso/ml))/
inactivacion (mifem?) 0,425

A partir de las tasas de inactivacion de Phi-X 174 y MMV se puede deducir que su sensibilidad a la luz UV-C a 253,7
nm es similar. Por ello, el Phi-X 174 se utiliz6 como biodosimetro. También se puede observar que las tasas de
inactivacion del liquido absorbedor UV-C en el dispositivo por lotes con agitacién son practicamente iguales debido
al método eficiente de mezcla, que asegura el transporte de los microorganismos a la zona de irradiacion.

Experimento (ejemplo de la invencion) 4: Uso de dosimetria y biodosimetria para la optimizacion de un
reactor por lotes con agitacion

Un recipiente de cuarzo cilindrico (7 cm de diametro interior, 3 mm de espesor de pared, 13 cm de altura) equipado
con un agitador con ruedas de paletas superpuestas (3 ruedas de paletas, velocidad de agitaciéon ajustable) se
ilumind lateralmente con dos lamparas de mercurio de baja presién, cada una de ellas montada en una envoltura de
dos tubos de cuarzo concéntricos y equipada con un reflector de acero inoxidable posterior. A través de la envoltura
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de lampara se bombed agua de refrigeracion a un termostato para mantener la temperatura de la lampara y el
rendimiento de UV-C en valores constantes.

La velocidad de agitacion se ajusté a 60 revoluciones por minuto (rpm) (agitacion lenta), 150 rpm (agitaciéon media-
rapida) y 240 rpm (agitacion rapida). Se determiné la tasa de dosis de UV para la irradiacion de la solucién patron
de adaptacion de absorcion y viscosidad de 450 ml para el eluato de protrombina complejada sembrado con
bacteriéfagos (azs37 = 8,0/cm, n = 1,15 cp, Kl 27,83 mM, KIO3 4,64 mM, 1 3 g PVP K90/L en tampdén de borato 0,1
M, pH = 9,25) tal como se describe en el experimento 2. Se descubrié que concentraciones de borato superiores (>
0,1M) a las dadas en la literatura (0,01M) producen una mayor sensibilidad y una mejor estabilidad de la solucién
dosimétrica. El eluato de protrombina comlejada sembrado con bacteriéfagos se irradié y la inactivacién de
bacteriéfagos se determiné tal como se describe en el experimento 3. Como parametro adicional se midio la
actmdad del factor de coagulacion X (FX) utilizando un ensayo amidolitico a dosis de 0, 10, 15, 20, 25, 50, 75y 100
mJ/cm?.

velocidad de agitacion 60 rpm 150 rpm 240 rpm
tasa de dosis de UV-C

1,770 1,794 1,799
(dosimetria ((mchmZ)lmin)
Tasa de inactivacion de Phi-X 174 (biodosimetria)
(logso(ufp/ml))/(mJdicm?) 0,277 0,399 -0,460
Dosis UV-C requerida para inactivar 5 logo(ufp/ml) 18,05 12,53 10,87
Tasa de inactivacién de FX (U FX/ml)/(mJ/cm?) -0,0054 -0,0048 -0,0051
Inactivacion de FX a 20 mJ/cm?

88 88 89

(% no irradiado)

En este experimento se puede ver que la optimizacidon de un fotorreactor por lotes para la inactivacion viral se puede
realizar mediante modelos de solucion de dosimetria y biodosimetria, ya que ambos métodos de validacion
proporcionan informacién sobre la eficacia de mezcla. También es evidente que la inactivacion mas rapida de
patégenos se logra con la mayor velocidad de agitacion posible para una solucién de proteina (evitando la
generacion de espuma). La ventaja de una optimizacion de este tipo consiste en que, con el mezclado mas eflcaz
se logra el margen de seguridad mas alto para la inactivacion viral a una dosis diana de, por ejemplo, 20 mJ/cm?, o
se puede reducir la dosis diana para conservar la actividad bioldgica adicional de la proteina.

Experimento (ejemplo de la invencion) 5: Validaciéon de un control de proceso para la irradiacion por lotes de
eluato de protrombina complejada utilizando dosimetria quimica, biodosimetria y radiometria

Un fotorreactor para la inactivacion viral con un tubo de cuarzo cilindrico (25 cm de diametro interior, 5 mm de
espesor de pared, 75 cm de longitud), una tapa superior plana y un fondo curvado con acceso pata la toma de
muestras y un agitador de ruedas de paletas superpuestas, con tres ruedas de tres paletas y una rasqueta en cada
borde exterior de paleta, se rode6 con 10 lamparas UV-C de temperatura regulada por agua (Philips TUV 55W HO),
cada una de ellas controlada con un sensor radiométrico UVC-SE DR Groebel. La capacidad maxima de este
reactor es de 30 I. La potencia de la lampara se registro utilizando un sensor radiométrico para cada lampara en un
registrador gréfico, normalizdndose la potencia relativa de la lampara tomando la primera pasada como el 100%.

29,5 | de eluato de complejo de protrombina se sembraron con 0,5 | de lisado de Phi X-174 (~ 4 x 10° ufp/ml) de E.
coli. La solucion resultante tenia un coeficiente de absorcién azs37 = 6,0/cm. La tasa de dosis del reactor se
determind antes de los experimentos de inactivacion viral con una solucion patrén de adaptacion de absorcion y
viscosidad tal como se describe en el ejemplo 2, que contenia Kl 20, 87 mM, KIO3 3,48 mM y 1,304 g de PVP K90/L
en borato 0,1M, pH = 9,25, con una tasa de dosis de 1,3435 (mJ/cm )/min y una tasa de dosis de lampara relativa a
la primera pasada de irradiacion de bacteriéfagos del 98,5%. Se determind un tiempo de irradiacion de 14 minutos
para una dosis diana de 20 mJ/cm?, dandose por supuesta una tasa de dosis constante. Con el fin de demostrar el
efecto de la potencia de la lampara como fuente de error, la temperatura de la lampara se bajé en la tercera pasada
de 28°C a 24,5°C, para reducir la potencia de la l&mpara a aproximadamente un 90% del maximo. La tasa de
inactivacion de Phi-X 174 (basada en la tasa de d03|s constante supuesta) se determiné tal como se describe en el
ejemplo 3 y se expres6 como (log (ufp/ml))/(mJ/cm ).
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Pasadan®1 (= | Pasadan® | Pasada n®
100%) 2 3
Potencia de la lampara 100% 101,4% 89,3%
Tasa k de inactivacion de Phi-X 174 -0,4272 -0,4331 -0,3742
(no corregida)
Tasa k de inactivacion de Phi-X 174, corregida para la -0,4272 -0,4275 -0,4190
potencia de lampara

El experimento 5 demuestra que la potencia de la lampara es un parametro del proceso de irradiacion por lotes y
que tanto las tasas de dosis dosimétrica como las tasas de inactivacion biodosimétrica han de ser normalizadas con
respecto a la potencia de la lampara.

Experimento 6: Disefio de proceso para la irradiacion por lotes de soluciones proteicas basadas en una
dosis diana radiométrica determinada por dosimetria y radiometria

El fotorreactor descrito en el ejemplo 4 se calibré para tasas de dosis y tiempos de irradiacion de soluciones patron
con coeficientes de absorcion de 6,0/cm, 7,0/cm, 8,0/cm, 9,0/cm y 10,0/cm. Un volumen de muestra de 450 ml se
agité a 200 rpm. Se encendieron las lamparas y la tasa de dosis se determind mediante la medida de muestras de la
solucion patron extraidas a los 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 24 minutos. La intensidad de la ldmpara se controlé y se
registr6 mediante un radiémetro de cabeza doble conectado a un ordenador.

La Figura 5 muestra que la intensidad de la lampara alcanza su valor maximo 3 minutos después de encender ésta y
que la dosis aplicada durante los primeros 3 minutos es menor que el aumento de dosis constante aplicado en los
siguientes intervalos de 3 minutos. La Figura 6 muestra el aumento de dosis correspondiente con el error expresado
como constante del eje Y por debajo de cero. Por consiguiente, la constante del eje Y de la ecuacion de tasa de
dosis se afiadié a la dosis diana (20 mJ/cmz) para obtener la dosis diana aumentada corregida, el tiempo de
irradiacion se calculd dividiendo la dosis diana aumentada entre la tasa de dosis, y las intensidades de la lampara
medidas a intervalos de 1 segundo ng/cmz) se sumaron durante el tiempo de irradiacion para obtener una dosis de
lampara radiométrica diana (mJ/cm”) dependiente del coeficiente de absorcion. La constante k. se puede calcular de
la siguiente manera:

Q=kzxxa
coeficiente de absorcion agss 7 6,0/cm 7,0/cm 8,0/cm 9,0/cm 10,0/cm
dosis de lampara radiométrica diana Q 11879 13674 16038 18660 21102
(mJicm?)
constante k; (promedio = 2024) 1980 1953 2004 2073 2110

En la tabla del experimento 6 se puede observar que la dosis de lampara diana radiométrica aumenta con el
coeficiente de absorcion segtn una relacion lineal (R? = 0,996).

Experimento (ejemplo de la invencion) 7: Compensacion dosimétrica para el efecto de absorcion UV-C de
ascorbato ensayado como protector frente a la fotodesnaturalizacion

A un eluato FEIBA DEAE sephadex G50 (18,2 mg de proteina/ml) se afiadi6é ascorbato sddico en una concentracion
de 1 mmol/l. El coeficiente de absorcidén azs3 7 del eluato FEIBA con ascorbato era de 16/cm, en comparacién con
7,3/cm en el caso del eluato nativo. Para la dosimetria quimica se prepararon soluciones patron que contenian Ki
0,0254M, KlO3 0,0042M y 1,61 g de PVP K90/L en tampédn borato 0,1M, pH = 9,25 (para azs3 7 = 7,3 cm) y Kl 0,06M,
KlO3 0,01M y 1,61 g de PVP K90/L en tampén borato 0,1M, pH = 9,25 (para azssz = 16/cm), se registraron los
graficos de calibracion con cubetas de capa delgada de 0,2 mm y se irradiaron 110 ml en el fotorreactor por lotes
descrito en el ejemplo 2 con 1 lampara (para azss7 = 7,3/cm con una tasa de dosis de 1,41 (mJ/cmz)/min) y 2
lamparas (para azss 7 = 16/cm con una tasa de dosis de 1,33 (mJ/cmZ)/min).

110 ml tanto del eluato FEIBA nativo como del eluato FEIBA con ascorbato se irradiaron con la tasa de dosis
respectiva y se extrajeron muestras a 5; 10; 15; 20; 25; 30; y 35 mJ/cm?. La actividad del factor X (FX) se determind
tal como se describe en el Ejemplo 4.

18



10

15

20

25

ES 2380 759 T3

Dosis de UV (mJ/cm®?) Actividad de FX Actividad de FX
(% no irradiado) (% no irradiado)
FEIBA nativo FEIBA + ascorbato Na 1mM

0 (no irradiado) 100 100

5 94 101

10 95 93

15 86 98

20 89 91

25 84 85

30 85 89

35 84 88

Tasa de inactivacion FX -0,0045 (R* = 0,7886) -0,0043 (R* = 0,7727)

(U/(mJicm?))

La tabla del experimento 7 muestra que no existe ninguna diferencia relevante en la tasa de inactivacion de FX (U
FX/(mJ/cmz)) entre el eluato FEIBA nativo y el eluato FEIBA con ascorbato. Por consiguiente, el 4cido ascorbico, que
muestra por si mismo un alto nivel de absorcion UV-C, no ejerce ningun efecto fotoprotector en la proteina FX.
Como se ha demostrado, este incremento de la absorbancia UV-C por un aditivo se puede compensar facilmente
mediante la dosimetria quimica de adaptacion de absorbancia arriba descrita.

Experimento 8: Optimizacion del tipo de agitador para soluciones altamente absorbentes

Mediante la disolucion de concentrado de fibrindgeno liofilizado (Fibrinogen TIM 3, Baxter BioScience) se obtuvo una
solucidn de fibrinégeno altamente absorbente y viscosa (azss7 ~ 13 - 14/cm, n ~ 2 cp). Tanto en el caso de la
solucién patrén correspondiente como en el caso del lisado de Phi-X 174 sembrado con bacteriéfago (1 ml de lisado
para 60 ml de solucién de fibrindgeno), 450 ml de la solucion de fibrindgeno se irradiaron en el reactor descrito en el
Ejemplo 4 a 120 rpm, bien con un agitador con ruedas de paletas superpuestas (tres ruedas de 3 paletas totalmente
sumergidas, con un hueco de - 6 mm entre el borde exterior y el cilindro de vidrio de cuarzo), bien con una rasqueta
(dos ruedas de 2 paletas en el fondo y en el centro y 2 rasquetas axialmente paralelas en el borde exterior, con un
hueco de - 4 mm entre la rasqueta y el cilindro de vidrio de cuarzo). Se utilizaron 2 lamparas. El titulo de
bacteriéfago se determiné tal como se describe en el experimento 3.

Tipo de agitador (120 rpm) Ruedas de paletas Rasqueta
azs37 (1/cm) 13,45 14,1
Viscosidad (cp) 2,0 21
Tasa de dosis quimica (mJ/cm®)/min 0,8398 0,8493
Tasa de inactivacion de Phi-X 174 k -0,3121 -0,3873

La tabla del experimento 8 demuestra claramente que el agitador con rasqueta logra una mezcla mejor a la
velocidad moderada de 120 rpm. Por consiguiente, la combinacion de dosimetria quimica y biodosimetria se puede
utilizar para determinar una distribucién de la dosis.

Experimento 9: Calibracion de una solucion dosimétrica con un dispositivo de calibracion con intensidad de
lampara y limite cuantico estabilizados y de tiempo de exposicion controlado

Para lograr una exposicion reproducible y precisa de una solucion dosimétrica en la cubeta de capa delgada, sobre
la parte trasera de bisagra de una camara réflex de un objetivo se monté una ranura de cubeta con una camisa de
temperatura regulada por agua, practicandose en dicha parte trasera una abertura para exponer la cubeta a través
del obturador de la camara. La bayoneta del objetivo de la camara se monté sobre la brida de un alojamiento de
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lampara que contenia una lampara de valor de mercurio de baja presion en una camisa de vidrio de cuarzo de
temperatura regulada por agua.

La temperatura regulada de la lampara se controlé con un termostato de agua circulante por el exterior para hacer
funcionar la lampara a su rendimiento maximo UV-C. La temperatura de la ranura de cubeta se ajusté dentro del
rango del limite cuantico definido del actindmetro de yoduro/yodato dado por Rahn (1997) y se controlé con un
criostato de agua circulante por el exterior. El obturador de la camara se ajust6 a un tiempo de exposicion de 1 sy la
precision del obturador se determiné utilizando un fotodiodo conectado al enchufe del micréfono de una tarjeta de
sonido de un ordenador. Se comprobd que el obturador mantenia un tiempo de exposicién constante de 1,000
0,002 s.

Para la determinacion de la irradiancia efectiva en la ventana de entrada a la cubeta, la solucion actinométrica de
yoduro 0,6 M/yodato 0,1 M (Rahn 1997), que absorbe por completo todos los fotones incidentes, se dispuso en la
cubeta de 0,2 mm y se expuso de forma gradual durante 1, 2 y 3 s en la ranura de cubeta de temperatura regulada,
asegurando un limite cuantico constante. Antes de la exposicion, la absorbancia del espectrofotometro a 352 nm se
puso a cero y, después de cada etapa de exposicion, se midié el aumento de la absorbancia en el espectrofotémetro
a 352 nm. Se calcul6 la concentracion de triyoduro a partir del aumento de la absorbancia, la cantidad de fotones
incidentes a partir del limite cuantico dependiente de la temperatura g la irradiancia E a partir de la energia fotonica y
el 4rea de seccion transversal de la cubeta. Asi, E (en mW/cm®) se puede calcular a partir del aumento de
absorbancia Aabs en el tiempo de exposicion t (en s), la superficie de la cubeta A (en sz) y el volumen de la cubeta
V (en 1), el coeficiente de extincion ¢ en la longitud del recorrido d (264,5 para 0,01 cm), la energia W/einstein a
253,7 nm = 471528 J y el limite cuantico ® = 0,7545 a 21°C (Rahn 1997), de acuerdo con la férmula E = (Aabs x V x
W x 1000)/(e x A x ® x t). Por consiguiente, después de un tiempo de exposicion de 1 s, un aumento de la
absorbancia de 0,0392 corresponde a una irradiancia de 0,9262 mW/cmz, después de 2 s acumulativos, el aumento
de absorbancia acumulativo de 0,0781 corresponde a 0,9227 mW/cm? y, después de 3 s, un aumento de
absorbancia acumulativo de 0,1170 corresponde a 0,9215 mW/cm?. La irradiancia media fue de 0,9235 mW/cm? con
una desviacion estandar de 0,0020 mW/cm?, demostrando una exposicion muy precisa para calibracion mediante el
obturador de control electrénico.

Una solucién dosimétrica correspondiente a una absorbancia UV-C de azs37 = 6,5/cm y una viscosidad de 1,16 cp se
dispuso en una cubeta de 0,2 mm y se expuso en incrementos de 3 s hasta 75 s. Después de cada incremento de la
exposicion, se leyo el aumento de absorbancia a 367 nm con la solucion no irradiada como valor blanco. El grafico
de calibracién obtenido estaba en correlacion con una ecuacion de segundo orden donde la absorbancia a 367 nm
depende de la fluencia de exposicion H. abs (367 nm, 0,2 mm)=AxH*+B x H + C.

coeficiente
A -0,0000257179
B 0,0074523297
C 0,0006009852
correlacion
R’ 0,999986

Como se puede ver en el experimento 9, una correlacion R? cercana a la unidad indica la precision del grafico de
calibracion registrado mediante un obturador de control electrénico. La ecuacién de segundo orden tiene la ventaja
adicional de que, para un valor de absorcion determinado, por ejemplo en la medicion de la tasa de dosis tal como
se describe en el experimento 2, se puede calcular facilmente una solucién plausible de esta ecuacion. Los graficos
de calibracién también se pueden segmentar y esta ecuacion de segundo orden se puede calcular para cada
segmento con el fin de obtener una correlacion R lo mas cercana posible a la unidad.

Experimento (ejemplo de la invencién) 10: Determinaciéon de una dosis suma de lampara diana radiométrica
dependiente de la absorcion del reactor de 30 | mediante el uso combinado de dosimetria quimica y
radiometria para asegurar un proceso sélido a prueba de fallos de la lampara

El reactor de 30 | descrito en el experimento 5 y equipado con 9 lamparas conmutables de forma individual se calibré
con 10 soluciones dosimétricas patron diferentes y 4 lamparas (azs37 = 3/cm a 12/cm en incrementos de 1/cm, n =
1,15 cp) para determinar la tasa de dosis (en (mJ/cmz)/min), la tasa de dosis de lampara (en (mJ/cmz)/min) y el
tiempo de irradiacion necesario para una dosis efectiva de 20 mJ/cm?. La intensidad de la lampara se control6 con
radidmetros electrénicos y se registrd con un registrador grafico, instalandose un contador de suma para sumar las
sefiales de todos los radiometros durante la irradiacion. La tasa de dosis de lampara se determiné como el aumento
de la sefal suma radiométrica con el tiempo de irradiacion. Las magnitudes de la tasa de dosis de lampara son
mayores que las de la tasa de dosis quimica porque los sensores radiométricos reciben la luz UV practicamente sin
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que ésta sea atenuada por ningun medlo que la absorba. El tiempo de irradiacidon para una dosis diana dada efectiva
en la solucién, por ejemplo 20 mJ/icm?, se multiplica por la tasa de dosis de lampara para calcular la dosis suma de
lamparas como el parametro de |rrad|a0|0n

Coef. absorcidn ogss7 (1/cm) Dosis suma de lamparas Hismp
20 mJ/cm?
3 13393
4 18204
5 25230
6 29942
7 33770
8 38310
9 43704
10 48085
11 54620
12 60027

En la tabla se puede ver que la dosis suma de lamparas esta en correlacion segun una reIaC|on lineal con la
absorbancia, expresada mediante la férmula Hiamp = 5058,9 X azs37 - 1413 con una correlacion R? = 0,9972 cercana
a la unidad. Por consiguiente, la dosis suma de lampara dependiente de la absorbancia, que es en si independiente
de cualquier cambio de intensidad, es el parametro ideal para lograr un proceso de irradiacion solido que asegure la
aplicacion de la dosis diana apropiada. El proceso de irradiacién se controla mediante la dosis suma de lamparas
radiométrica de tal modo que, cuando se llega a dicha dosis suma de lamparas predeterminada dependiente de la
absorbancia, que se interpola para cada absorbancia en el rango de validacion, las lamparas se apagan para
finalizar la irradiacion.

Experimento 11: Simulacién de fallo de lampara durante el proceso de irradiacion controlado por la dosis
suma de lamparas y demostracion de la dosis diana aplicada correcta efectiva en la solucién

Una solucion modelo (azssz = 8/cm, n = 1,15 cp) se irradié en el reactor de 30 | tal como se describe en el
experimento 10. Se realizaron dos experimentos en los que, después de 10 minutos, se apagé una de las cuatro
lamparas, que se sustituyd encendiendo una lampara diferente o no se sustituyd, y la irradiaciéon se continué y
finalizé Unicamente con 3 lamparas. Las tasas de dosis se determinaron mediante dosimetria quimica y, cuando se
alcanzé la dosis suma de ldmparas Hizmp = 39085 mJ/cm? calculada mediante la formula de calibracion descrita en el
ejemplo 11, las lamparas se apagaron y se tom6 una muestra para determinar la dosis efectiva en la solucion.

En el primer experimento, en el que después de 10 minutos la ldmpara se sustituy6é por otra lampara, la d03|s suma
de lamparas se alcanz6 después de 16 min 43 s y en la solucion patron se midié una dosis de 19,7 mJ/cm?. En el
segundo experimento, en el que no se sustituyo la lampara, la dosis suma de lamparas se alcanz6 después de 19
min 55 s y en la solucion patrén se midié una dosis de 19,9 mJ/cmz.

Las dosis efectivas medidas después del tiempo de irradiacion necesario para alcanzar la dosis suma de lamparas
predeterminada muestran que el proceso controlado por la dosis suma de lamparas es inalterable y sélido incluso en
caso de fallo de una lampara durante el proceso de irradiaciéon, ya que la dosis suma de lamparas asegura la
aplicacion de la dosis efectiva correcta.
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REIVINDICACIONES

Método para determinar una dosis efectiva de luz monocromatica o policromatica de una o mas fuentes
luminosas en un reactor de irradiacién luminosa para inactivar microorganismos en un fluido biolégico, que
comprende medir el efecto de la luz monocromatica o policromatica en una solucién dosimétrica que adapta
la absorbancia y la viscosidad del fluido biolégico a las longitudes de onda de fotoinactivacion utilizadas en
base a una calibracion de la dosis de luz, mediante i) irradiacién de dicha soluciéon dosimétrica en una capa
de longitud de camino 6ptico lo suficientemente delgada para absorber sélo una fraccién de la luz incidente
con una irradiancia definida predeterminada durante un tiempo determinado para aplicar una dosis de luz
determinada, conduciendo a un cambio mensurable en un fotoproducto, y ii) lectura de la dosis
correspondiente al cambio en dicho fotoproducto durante o después de la irradiaciéon luminosa de dicha
solucion dosimétrica en dicho reactor de irradiacion luminosa, ejecutandose el paso i) antes del paso ii) y
seleccionandose el fluido biolégico de entre el grupo consistente en fluidos que comprenden sobrenadante
de cultivo celular procariota, sobrenadante de cultivo celular eucariota, lisado celular procariota, lisado
celular eucariota, sangre, plasma, fracciones de plasma, suero y fluidos derivados de sangre, plasma y
suero, comprendiendo la solucién dosimétrica un actinémetro de yoduro de potasio-yodato de
potasio/polivinilpirrolidona diluido.

Método segun la reivindicacion 1, caracterizado porque adicionalmente incluye la inactivacion de
microorganismos en dicho fluido biolégico mediante irradiacion del fluido biolégico con la dosis efectiva
determinada de luz monocromatica o policromatica procedente de una o varias fuentes luminosas.

Método segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque a lo largo de la longitud del camino éptico se
absorbe el 100% o menos de la irradiancia incidente.

Método segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque a lo largo de la longitud del camino 6ptico se
absorbe un 50% o menos de la irradiancia incidente.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque adicionalmente incluye la
determinacion de la distribucion de dosis mediante titulacion de la cantidad de microorganismos viables
antes y después o antes, durante y después de irradiar dicho fluido biolégico sembrado antes o durante o
antes y durante la irradiacion con los microorganismos viables.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque adicionalmente incluye el
control de la intensidad de una o mas fuentes luminosas durante dicha irradiacién para determinar una osis
de irradiacion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la luz esta en el rango UV.

Método segun la reivindicacion 5, caracterizado porque dichos microorganismos consisten en virus de acido
nucleico monocatenario lineal o circular seleccionados de entre el grupo consistente en virus Parvoviridae,
Parvovirus Canino (CPV), Parvovirus Bovino (BPV), Parvovirus Porcino (PPV), Parvovirus Felino (FPV),
virus Circoviridae, virus Circinoviridae, virus Picornaviridae, Virus de la Encefalomiocarditis (EMV), virus de
ARN Enteroviridae, bacteriéfagos de ADN Microviridae y bacteriéfagos de ARN Leviviridae.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el reactor es un reactor de
fotoinactivacion por lotes con agitacion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, cuando dependen de la reivindicacion 2,
caracterizado porque dicho fluido biolégico comprende al menos un aditivo para reducir dafios y pérdida de
actividad biolégica de dicho fluido.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, cuando dependen de la reivindicaciéon 2,
caracterizado porque dicho método se lleva a cabo junto con al menos otro método de esterilizacion o de
inactivacion de microorganismos.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 12, cuando dependen de la reivindicaciéon 2,
caracterizado porque dicho método se lleva a cabo con un tratamiento con disolvente detergente.
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