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DESCRIPCION

Monitorizacién en tiempo real y control de procedimientos de produccion de proteinas usando espectroscopia de
impedancia

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud provisional estadounidense n° 61/423.891, presentada el
16 de diciembre de 2010.

Campo de invencién

La invencion se refiere en general a espectroscopia de impedancia electroquimica y, mas especificamente, a
métodos de monitorizacion, ajuste y/o control en proceso de procedimientos de preparacion de suspensiones de
proteinas y/o procedimientos de separacion de proteinas de fluidos bioldgicos usando espectroscopia de impedancia
electroquimica.

Antecedentes

Las proteinas del plasma sanguineo sirven para una amplia variedad de funciones en el cuerpo humano tales como
el mantenimiento del volumen sanguineo, la presién osmética, la viscosidad y otros parametros fisicos importantes
de la sangre. Se han implementado varios procedimientos comerciales para separar y purificar estas proteinas del
plasma sanguineo para uso terapéutico. Algunos métodos comunes para la purificacién de proteinas incluyen
precipitacion con sulfato de amonio y sales similares, precipitacion con disolventes organicos con etanol frio o
acetona y otros de tales alcoholes y cetonas, adsorcion selectiva sobre geles, precipitacion isoeléctrica y
cromatografia mediante el uso de adsorbentes. Todavia otros procedimientos para fraccionar y purificar
selectivamente proteinas sanguineas implican el uso de aminoacidos, polimeros organicos solubles en agua y
polimeros de polielectrolitos insolubles en agua que contienen grupos amino basicos.

Muchas técnicas de extraccion y purificacion de proteinas se basan en alterar la solubilidad de una proteina deseada
en un fluido bioldgico tal como plasma sanguineo o una disolucién de plasma ajustando cualquier nimero de
propiedades de la disolucion de proteina. A través de la adicion de sales o la diluciéon de una disolucion, puede
llevarse a cabo la separacion en el intervalo de bajas fuerzas ionicas en las que las interacciones de proteinas con
electrolitos difieren entre si, tanto en el estado isoeléctrico como cuando se disocian como acidos o bases. La
solubilidad de una proteina también puede reducirse mediante la adicion de alcoholes, acetona u otros disolventes
organicos miscibles con agua a disoluciones de proteina. El equilibrio entre la accién de precipitacion de los
alcoholes vy las interacciones con sales permite el logro de una variedad de condiciones en las que la proteina que
va a separarse puede llevarse a una solubilidad deseada. Este equilibrio puede alterarse basandose en el pH y la
temperatura para cada componente proteico; sin embargo, para evitar la desnaturalizacion de la proteina deseada,
deben mantenerse temperaturas suficientemente bajas. Ademas, el pH puede controlarse afiadiendo un tampon tal
como un acetato u otros tampones de fuerza idnica conocida, y ajustarse para aprovecharse de las diferencias en
los puntos isoeléctricos y las direcciones de las interacciones con sales de los componentes proteicos que van a
separarse. Finalmente, la concentracion de proteina puede mantenerse tan baja como sea posible para obtener una
cantidad deseada de precipitado proteico para minimizar las interacciones proteina-proteina. A medida que el
numero de componentes en la disolucidon o suspension aumenta o si multiples componentes tienen propiedades
fisicoquimicas similares, deben controlarse de manera precisa mas de estas variables para disminuir la solubilidad
de un Unico tipo de proteina.

Debido a que estas proteinas plasmaticas extraidas y/o purificadas pueden usarse terapéuticamente en humanos,
tales procedimientos de extraccion y purificacion requieren un control de calidad riguroso, tal como monitorizacion y
pruebas analiticas del fluido biolégico para garantizar que el producto final es tanto constante como seguro, y que
las propiedades quimicas de la mezcla se mantienen constantes con el disefio de procedimiento previsto. Por
ejemplo, pueden usarse técnicas de monitorizacion convencionales tales como el uso de ensayos de
inmunoabsorcion ligados a enzimas (“ELISA”) o resonancia de plasmoén superficial para determinar la cantidad de
actividad de anticuerpos en una muestra preparada. Otros métodos de monitorizaciéon comunes tales como
cromatografia de fase inversa, de afinidad o de intercambio catiénico requieren la preparacion de muestras y
controles y la incubacion durante un determinado periodo de tiempo para monitorizar la degradacion de proteinas.
Adicionalmente, pueden usarse técnicas de electroforesis de SDS-Page para determinar las impurezas de
anticuerpos.

Desafortunadamente, muchas de estas técnicas de control y monitorizacién conocidas son costosas y pueden
requerir antigenos, reactivos y equipo especializados para realizar los analisis requeridos. De hecho, muchas de
estas técnicas conocidas no son adecuadas para monitorizar y controlar procedimientos de separacion en tiempo
real, ya que requieren preparacion de muestras, tiempos de incubacion especificos y/u otras etapas que requieren
mucho tiempo. El documento US2007/240505 se refiere a un analizador y detector del nivel de fluido.
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Existe, por tanto, la necesidad de métodos y sistemas de tecnologia analitica de procesos (PAT) para la
monitorizacion en proceso de suspensiones y disoluciones de manera mejorada que puede potenciar la
comprension de procesos con proteinas, mejorar el control de procesos y/o lograr una calidad de producto
constante. Tal como se usa en el presente documento, PAT incluye, por ejemplo, un sistema para disefiar, analizar
y/o controlar la fabricacion a través de mediciones oportunas (es decir, durante el procesamiento) de atributos de
rendimiento y calidad criticos de procesos y materiales en proceso y de partida con el objetivo de garantizar la
calidad del producto final. Seria beneficioso si estos atributos pudieran obtenerse usando un método que sea rapido,
fiable, con bajo mantenimiento y que implique una facilidad en el uso de equipo, tal como el uso de equipo que no es
necesario desmantelar o el uso de sensores que se limpien facilmente.

Sumario
La invencion actual se define, entre otros, mediante los siguientes puntos:

1. Un método para separar una proteina de un fluido biolégico hasta un grado seleccionado como obijetivo,
comprendiendo el método:

ajustar un parametro de dicho fluido bioldgico para modificar la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido
bioldgico, seleccionandose dicho fluido biolégico del grupo que consiste en un plasma sanguineo y un producto
intermedio de plasma fraccionado, y seleccionandose dicho parametro del grupo que consiste en concentracion de
solutos, concentracion de disolvente, pH, fuerza iénica, temperatura, densidad, velocidad de flujo y viscosidad;

monitorizar la impedancia del fluido bioldgico durante dicha etapa de ajuste;

comparar dicha impedancia con un valor de impedancia objetivo correspondiente a un grado objetivo de separacion
de dicha proteina de dicho fluido bioldgico; y

provocar un aumento o una disminucién en la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido biolégico modificando
adicionalmente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvie de dicho valor de impedancia objetivo en mas
de una tolerancia aceptable para llevar dicho valor de impedancia dentro de dicha tolerancia aceptable de dicho
valor de impedancia objetivo;

efectuando de ese modo la separacién hasta dicho grado seleccionado como obijetivo.

2. El método segun el punto 1, en el que el producto de plasma fraccionado se selecciona del grupo que consiste en
albumina, inhibidor de alfal-proteinasa, factor antihemofilico, complejo de factor de von Willebrand, complejo
coagulante anti-inhibidor, antitrombina, inhibidor de esterasa C1, factores de coagulacion, fibrina, fibrindgeno,
inmunoglobulina, concentrado de proteina C y trombina.

3. El método segun el punto 1 6 2, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar adicionalmente dicho
parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo en al menos el 0,5%.

4. El método segun el punto 3, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar adicionalmente dicho
parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo en al menos el 1,0%.

5. El método segun el punto 4, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar adicionalmente dicho
parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo en al menos el 5%.

6. El método segun uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha etapa de modificacion comprende
proporcionar una notificacion a un operario cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia
objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

7. El método segun uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha etapa de modificacion comprende
ademas desencadenar un analisis de dicho fluido biolégico cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de
impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

8. El método segun uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha etapa de modificacién comprende:
determinar una cantidad de modificaciéon de dicho parametro necesaria para provocar que la impedancia de dicho
fluido biologico esté en o aproximadamente en dicho valor de impedancia objetivo cuando dicha impedancia se
desvia de dicho valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable; y

modificar el parametro en dicha cantidad de modificacion.

9. El método segun uno cualquiera de los puntos 1-7, en el que dicha etapa de maodificacion comprende modificar
automaticamente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo en mas
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de dicha tolerancia aceptable.
10. El método segun el punto 9, en el que dicha etapa de modificacion se realiza sustancialmente en tiempo real.

11. Un método para controlar un procedimiento de separacion de proteinas para separar una proteina de un fluido
biolégico, comprendiendo dicho método:

obtener una medicion de impedancia de dicho fluido biolégico de una etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas, seleccionandose dicho fluido biolégico del grupo que consiste en un plasma sanguineo y un producto
intermedio de plasma fraccionado;

determinar una cantidad de modificacién de un parametro de dicho fluido biolégico que modifica la solubilidad de
dicha proteina en dicho fluido biolégico necesaria para provocar que la medicion de impedancia de dicho fluido
biolégico esté dentro de una tolerancia aceptable de un valor de impedancia objetivo, seleccionandose dicho
parametro del grupo que consiste en concentracion de solutos, concentracion de disolvente, pH, fuerza ionica,
temperatura, densidad, velocidad de flujo y viscosidad; y

provocar un aumento o una disminucion en la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido biolégico ajustando dicho
parametro que modifica la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido biolégico en dicha cantidad de modificacion
para llevar dicho valor de impedancia dentro de dicha tolerancia aceptable de dicho valor de impedancia objetivo;

controlando de ese modo dicho procedimiento de separacion de proteinas.

12. El método segun el punto 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas comprende precipitar dicha proteina de dicho fluido biolégico.

13. El método segun el punto 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas comprende purificar o concentrar dicha proteina.

14. El método segun el punto 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas comprende un procedimiento de flujo continuo y dicho fluido bioldgico es un fluido bioldgico en linea de
dicho procedimiento de flujo continuo.

15. El método segun el punto 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas comprende un procedimiento discontinuo y dicho fluido biolégico es una mezcla discontinua de dicho
procedimiento discontinuo.

16. El método segun el punto 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de separacion
de proteinas comprende un procedimiento de filtracion.

17. El método segin uno cualquiera de los puntos 11-16, caracterizado ademas porque dicha etapa de
determinacion comprende proporcionar una notificacion a un operario cuando dicha medicién se desvia de dicho
valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

18. El método segun uno cualquiera de los puntos 11-17, caracterizado ademas porque dicha etapa de ajuste
comprende desencadenar un analisis de dicho fluido biolégico cuando dicha medicion se desvia de dicho valor de
impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

19. El método segun uno cualquiera de los puntos 11-17, caracterizado ademas porque dicha etapa de ajuste
comprende ajustar automaticamente dicho parametro cuando dicha medicién se desvia de dicho valor de
impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

20. El método segun el punto 19, en el que dicha etapa de ajuste se realiza sustancialmente en tiempo real.

21. El método segun uno cualquiera de los puntos 11-20, caracterizado ademas porque el producto de plasma
fraccionado se selecciona del grupo que consiste en albumina, inhibidor de alfa1-proteinasa, factor antihemofilico,
complejo de factor de von Willebrand, complejo coagulante anti-inhibidor, antitrombina, inhibidor de esterasa C1,
factores de coagulacion, fibrina, fibrindgeno, inmunoglobulinas, concentrado de proteina C y trombina.

22. El método segun uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que el fluido biolégico se usa en una cantidad de
1,61a101.

23. El método segun uno cualquiera de los puntos 1-21, en el que la separacion de proteinas se realiza a gran
escala.

Se ha encontrado que puede usarse espectroscopia de impedancia (IS) para caracterizar las propiedades eléctricas
y/o electroquimicas de muchos tipos de disoluciones, suspensiones y coloides de proteinas, incluyendo fluidos
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biolégicos tales como plasma sanguineo, fracciones de plasma sanguineo y disoluciones de plasma sanguineo. Las
realizaciones a modo de ejemplo descritas en el presente documento utilizan IS para una monitorizaciéon y/o un
control en proceso rapido y fiable de parametros de procedimiento durante procedimientos de preparacion de
disoluciones de proteinas, procedimientos de extraccion de proteinas, procedimientos de purificacién de proteinas,
y/o procedimientos de almacenamiento de fracciones de proteinas.

Tal como se describe mas adelante, determinadas realizaciones de la invencion permiten la medicion de la
impedancia de una mezcla que contiene proteinas implicada en un procedimiento de proteinas. Tales mediciones de
impedancia pueden usarse para determinar y/o controlar un parametro del procedimiento de proteinas y/o la mezcla
mediante comparacioén con un valor de impedancia de referencia o intervalo de referencia de valores de impedancia,
sin la necesidad de ralentizar o detener el procedimiento. Los sistemas y métodos divulgados, por tanto, pueden
mejorar las capacidades de control del procedimiento, facilitar ajustes del procedimiento oportunos y/o pueden
ayudar en la preparacion de producto que tiene una calidad consistente al permitir a un profesional acceder en
tiempo real o casi en tiempo real a informaciéon sobre propiedades de mezclas que contienen proteinas, sin la
necesidad de procedimientos de preparacién de muestras u otros procedimientos de prueba que requieren tiempo.

Un aspecto es proporcionar un método para separar una proteina de un fluido biolégico. Puede ajustarse un
parametro que modifica la solubilidad de una proteina en un fluido biolégico y la impedancia del fluido biolégico
puede monitorizarse antes, durante y/o después del ajuste del parametro. La impedancia del fluido bioldgico puede
compararse con un valor de impedancia objetivo, que puede corresponder a un grado objetivo de separacion de la
proteina del fluido biolégico. El parametro que modifica la solubilidad puede modificarse adicionalmente cuando la
impedancia se desvia del valor de impedancia objetivo en mas de una tolerancia aceptable. La modificacion
adicional puede incluir determinar una cantidad de modificacién del parametro que seria necesaria para provocar
que la impedancia del fluido biologico esté en o aproximadamente en el valor de impedancia objetivo v,
opcionalmente, modificar el parametro en esa cantidad. Se apreciara que en algunos aspectos de la invencion la
modificaciéon del parametro no es opcional. Ademas, la modificacién puede ser manual o automatica. Fluidos
biolégicos a modo de ejemplo pueden ser plasma sanguineo, productos intermedios de plasma fraccionado,
disoluciones de proteinas, suspensiones de proteinas y/o suspensiones de cultivo celular filtradas.

En otro aspecto, se proporciona un método para preparar una suspension de proteinas que tiene una impedancia
dentro de un intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia. Un sélido y/o una pasta de proteina pueden
mezclarse con un disolvente para formar una suspensién de proteinas. La impedancia de la suspension de proteinas
puede monitorizarse antes, durante y/o después de la etapa de mezclado y la impedancia puede compararse con un
intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia y/o un Unico valor de impedancia de referencia objetivo.
Las etapas de mezclado, monitorizaciéon y comparacion pueden repetirse hasta que la impedancia esté dentro de un
intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia y/o la impedancia esté dentro de una cantidad aceptable
del Unico valor de impedancia de referencia objetivo.

En otro aspecto, se proporciona un sistema de control de proceso para controlar la separacién de una proteina de un
fluido biolégico en un recipiente. El sistema puede comprender un medidor de impedancia, que puede estar
adaptado para medir la impedancia de un fluido bioldgico. El medidor de impedancia puede comprender dos o mas
electrodos. Los dos o mas electrodos pueden comprender un primer electrodo o primer par de electrodos capaces
de transmitir una sefal eléctrica a través del fluido biolégico y un segundo electrodo o segundo par de electrodos
capaces de recibir la sefal eléctrica del primer par de electrodos. El primer par de electrodos puede estar
configurado para insertarse en un primer punto de acceso del recipiente y el segundo par de electrodos puede estar
configurado también para insertarse en el primer punto de acceso o un segundo punto de acceso del recipiente.
Adicionalmente, el sistema puede comprender ademas un ordenador conectado eléctricamente al medidor de
impedancia. El ordenador puede estar adaptado para recuperar una medicion de impedancia del fluido bioldgico a
partir del medidor de impedancia y/o puede estar adaptado para ajustar automaticamente un parametro que modifica
la solubilidad de una proteina en el fluido biolégico cuando la medicidon de impedancia se desvia de un valor de
impedancia objetivo y/o un intervalo de impedancia de referencia objetivo en mas de una tolerancia aceptable.

En aun otro aspecto, se proporciona un sistema de control de proceso para preparar una suspension de proteinas
en un reactor en un procedimiento de separacién de proteinas. El sistema puede comprender un medidor de
impedancia para medir una impedancia de la suspensién de proteinas. El medidor de impedancia puede comprender
dos 0 mas electrodos, incluyendo un primer par de electrodos capaz de transmitir una sefial eléctrica a través de la
suspension de proteinas. El primer par de electrodos puede estar configurado para insertarse en un primer punto de
acceso al reactor. El medidor de impedancia puede comprender ademas un segundo par de electrodos para recibir
la sefial eléctrica del primer electrodo. Generalmente, el segundo par de electrodos puede estar configurado para
insertarse también en el primer punto de acceso al reactor o un segundo punto de acceso al reactor del reactor. El
sistema puede comprender ademas un ordenador conectado eléctricamente al medidor de impedancia. El ordenador
puede estar adaptado para recuperar una medicion de impedancia de la suspensién de proteinas a partir del
medidor de impedancia, y desencadenar automaticamente una etapa posterior en el procedimiento de separacion de
proteinas cuando la medicién esta dentro de un intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia.

Otro aspecto es proporcionar un método para monitorizar un procedimiento de separacién de proteinas. El método
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puede comprender medir la impedancia de una suspension de proteinas a una pluralidad de frecuencias para
producir un espectro de impedancia medida. Este espectro de impedancia medida puede contrastarse o compararse
con un espectro de impedancia conocida, o espectro de impedancia de referencia. Basandose en la comparacion,
puede caracterizarse al menos una propiedad fisica o quimica de la disolucion de proteinas y puede hacerse una
modificacion en la disolucion de proteinas y/o el procedimiento de separacién de proteinas. Esta modificacion puede
decirse que esta basada en la caracterizacion de la propiedad fisica o quimica.

Otro aspecto es proporcionar un método de monitorizaciéon de un procedimiento de purificacion de proteinas. El
método comprende medir la impedancia de una mezcla que contiene proteinas tal como una disolucién o una
suspension de plasma sanguineo a una frecuencia definida o intervalo de frecuencias y comparar la impedancia
medida con una impedancia de referencia para determinar al menos una caracteristica del procedimiento de
purificacién de proteinas.

Se expondran caracteristicas y ventajas adicionales de las realizaciones en la descripcion que sigue, y en parte
resultara evidente a partir de la descripcion. Los objetivos y otras ventajas de la invencion se realizaran y lograran
mediante el sistema y los métodos indicados particularmente en las realizaciones a modo de ejemplo en la
descripcion y las reivindicaciones escritas de la misma asi como los dibujos adjuntos.

Debe entenderse que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son a modo de
ejemplo y explicativas y pretenden proporcionar una explicacion adicional de la invencién tal como se reivindica.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra una realizacion a modo de ejemplo de un sistema de control de proceso de la presente invencion
para controlar y/o monitorizar un procedimiento con proteinas.

La figura 2 muestra una realizacién a modo de ejemplo de una sonda para su uso con el sistema de control de
proceso de la figura 1.

La figura 3 muestra un diagrama de flujo de un procedimiento de fraccionamiento de Cohn modificado a modo de
ejemplo.

La figura 4 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una disolucion de
albumina puede correlacionarse con el pH de la disolucioén.

La figura 5 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una disolucion de
albumina puede correlacionarse con la concentracion de sodio de la disolucion.

La figura 6 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una pasta de fraccion
lI+1Il suspendida en una concentracion de alcohol del 20% puede correlacionarse con el grado de separacion de
proteinas en la disolucion.

La figura 7 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una disolucion de
plasma crioempobrecido puede correlacionarse con la concentracion de alcohol en el plasma.

La figura 8 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una pasta de fraccion
I+l suspendida en tampon acetato-fosfato puede correlacionarse con el envejecimiento de la suspension.

La figura 9 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de IgG centrada frente a promedio a lo largo del
tiempo para una pasta de fraccion I+l que esta suspendida en un tampon.

La figura 10 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de ARe Z centrada frente a promedio a lo largo
del tiempo para una pasta de fraccion II+lll que esta suspendida en un tampoén.

La figura 11 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de Alm Z centrada frente a promedio a lo largo
del tiempo para una pasta de fraccion II+lll que esta suspendida en un tampoén.

La figura 12 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de IgG centrada frente a promedio en multiples
etapas en un procedimiento de filtracion y lavado posterior utilizando la fraccion II+l11.

La figura 13 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de ARe Z centrada frente a promedio en
multiples etapas en un procedimiento de filtracion y lavado posterior utilizando la fraccion II+l11.

La figura 14 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de Alm Z centrada frente a promedio en
multiples etapas en un procedimiento de filtracion y lavado posterior utilizando la fraccion II+l11.
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La figura 15 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de ARe Z centrada frente a promedio para una
disolucién de albumina al 5% que se somete a un procedimiento de adicion de alcohol.

La figura 16 ilustra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo que muestra que la impedancia de una disolucion de
albumina puede correlacionarse con la concentraciéon de alcohol de la disolucién.

La figura 17 muestra una representacion grafica a modo de ejemplo de ARe Z centrada frente a promedio para una
disolucién de albumina al 5% que se somete a un procedimiento de adicion de alcohol.

Descripcion detallada

Todos los términos usados en el presente documento pretenden tener su significado habitual en la técnica a menos
que se disponga otra cosa. Todas las concentraciones estan en términos de porcentaje en volumen del componente
especificado en relacién con todo el volumen de la mezcla. A menos que se especifique otra cosa, el término
“mezcla” puede referirse a un sélido, un liquido, una disolucién, una suspensiéon o un coloide que comprende al
menos dos sustancias. El término “mezcla de proteinas” se define como una mezcla que comprende al menos una
proteina. En algunas realizaciones la “mezcla de proteinas” puede referirse a un “fluido biolégico” tal como, pero sin
limitarse a plasma sanguineo, plasma reunido, mezclas de plasma, productos de plasma fraccionado, productos
intermedios de plasma fraccionado, disolucién o suspension de proteinas, suspension de cultivo celular, o cualquier
combinacion de los mismos. Tal como se usa en el presente documento, plasma reunido puede referirse a un
componente de sangre completa recogido de cualquier nimero de donantes y combinado. En determinadas
realizaciones el plasma reunido puede recogerse de aproximadamente 200 donantes, aproximadamente 500
donantes, aproximadamente 1000 donantes, aproximadamente 2.000 donantes o aproximadamente 5.000 o mas.

La invencion proporciona en general sistemas y métodos que permiten la monitorizacion y/o el control en tiempo real
o casi tiempo real de procedimientos con proteinas que utilizan o crean mezclas de proteinas. Tal como se usa en el
presente documento, el término “procedimiento con proteinas” incluye cualquiera de varios procedimientos
comerciales, tales como pero sin limitarse a procedimientos de separacién de proteinas, procedimientos de
purificacién de proteinas, procedimientos de extraccién de proteinas, procedimientos de fraccionamiento de
proteinas, formulacién de proteinas, produccion de mezclas de proteinas, almacenamiento de mezclas de proteinas,
almacenamiento de fracciones de proteinas, almacenamiento de pastas de proteinas, almacenamiento de
recipientes finales de proteinas y similares.

Los procedimientos con proteinas a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, los procedimientos con
proteinas descritos en J. Am. Chem. Soc. 68:459-475 (1946), Cohn et al. (el “procedimiento de fraccionamiento de
Cohn” o “procedimiento de Cohn”); J. Am. Chem. Soc. 71:541-550 (1949), Onlcey et al. (el “procedimiento de
fraccionamiento de Oncley” o “procedimiento de Oncley”); Vox Sang. 7:414-424 (1962), Kistler et al. (el
“procedimiento de fraccionamiento de Kistler” o “procedimiento de Kistler”); y Vox Sang 92:42-44 (2007), Teschner et
al. (el “procedimiento de fraccionamiento de Teschner” o “procedimiento de Teschner”). Se entendera que los
sistemas descritos en el presente documento, que usan IS para monitorizar y/o controlar procedimientos con
proteinas, son utiles con cualquier nimero de procedimientos con proteinas y, aunque se describen varios
procedimientos con proteinas a modo de ejemplo en detalle en el presente documento, la invencién no se limita de
ningin modo a soélo esos procedimientos con proteinas a modo de ejemplo descritos. De hecho, los sistemas
descritos en el presente documento pueden ser utiles con cualquier técnica de extraccion y/o purificacion de
proteinas que se base en alterar la solubilidad de una proteina deseada en un fluido biolégico ajustando la
concentracion iénica, concentracion de proteina, concentracion de precipitante organico miscible con agua (por
ejemplo, alcohol), pH, temperatura y/o cualquier combinacion de los mismos.

El término “producto intermedio de plasma fraccionado” se refiere a, pero no se limita a, fraccion de Cohn I, fraccion
de Cohn II+lIl, fraccion de Cohn I+1I+lIl, fraccion de Cohn V-1, fraccion de Cohn V-4 y/o fracciéon de Cohn V, del
procedimiento de fraccionamiento de Cohn; fraccion de Oncley Il+lllw, fraccion de Oncley Il y/o fraccion de Oncley I
del procedimiento de fraccionamiento de Oncley; precipitado de Kistler A, precipitado de Kistler B, precipitado de
Kistler IV, precipitado de Kistler C y/o precipitado de Kistler D del procedimiento de fraccionamiento de Kistler;
precipitado de Teschner G del procedimiento de fraccionamiento de Teschner; y/o cualquier combinacion,
modificacién o variacion de los mismos.

El término “producto de plasma fraccionado” incluye cualquier proteina o producto proteico separado del plasma
sanguineo, tal como pero sin limitarse a, albumina, inhibidor de alfa1-proteinasa, factor antihemofilico, complejo de
factor de von Willebran, complejo coagulante anti-inhibidor, antitrombina, inhibidor de esterasa C1, factores de
coagulacion, fibrina, fibrinégeno, inmunoglobulina, concentrado de proteina C, trombina y/o una variedad de
combinaciones y variaciones de los mismos. Normalmente, un producto de plasma fraccionado puede ser
suficientemente estéril para su administracién a un paciente humano.

En determinadas realizaciones de la invencion, se monitoriza, se ajusta y/o se modifica un parametro que modifica la

solubilidad de una proteina en una mezcla de proteinas que se somete a un procedimiento con proteinas. Tales
parametros pueden incluir, por ejemplo: pH, conductividad, separacion liquido/sélido, concentracion de precipitante
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organico miscible con agua, agregacion de proteinas, densidad, velocidad de flujo, viscosidad, concentracion de
proteinas, temperatura y/o envejecimiento de proteinas de mezclas.

Generalmente, la invencion se refiere a la monitorizacion y/o el control de procedimientos con proteinas usando
mediciones de impedancia de una mezcla de proteinas utilizada o preparada mediante los procedimientos. La
presente invencion permite que una mezcla de proteinas se caracterice en cualquier fase de un procedimiento con
proteinas sin la medicion directa de propiedades especificas. En su lugar, puede medirse la impedancia de una
mezcla de proteinas durante el procedimiento con proteinas, en tiempo real o casi tiempo real, y estas mediciones
de impedancia pueden usarse para determinar indirectamente propiedades o parametros de la mezcla o el
procedimiento sobre el que se desea informacién. Usando la informacién obtenida, el procedimiento o la mezcla
pueden ajustarse. Los sistemas y métodos divulgados, por tanto, pueden mejorar las capacidades de control de
proceso, facilitar ajustes de proceso oportunos y/o pueden ayudar en la preparacion de producto que tiene calidad
constante al permitir a un profesional acceder a informacién en tiempo real o casi tiempo real sobre propiedades de
mezclas que contienen proteinas, sin la necesidad de procedimientos de preparacion de muestras u otros
procedimientos que requieren mucho tiempo. Por “casi tiempo real” quiere decirse que el procedimiento puede
monitorizarse y/o ajustarse dentro de un marco temporal tal que las propiedades del procedimiento no han cambiado
en una cantidad medible y/o significativa. Por ejemplo, “casi tiempo real” puede ser en el plazo de 1 segundo, 5
segundos, 10 segundos, 20 segundos, 30 segundos, 1 minuto, 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos o 15 minutos,
dependiendo del procedimiento con proteinas y/o la mezcla de proteinas. Preferiblemente “casi tiempo real” puede
ser en el plazo de 1 segundo, 5 segundos, 10 segundos, 20 segundos, 30 segundos o 1 minuto.

Las realizaciones a modo de ejemplo descritas en el presente documento utilizan IS para una monitorizacion y/o
control en proceso rapida y fiable de parametros de procedimiento con proteinas durante procedimientos con
proteinas tales como: procedimientos de preparacién de disoluciones de proteinas, procedimientos de extraccion de
proteinas, procedimientos de purificacion de proteinas y/o procedimientos de almacenamiento de fracciones de
proteinas. En determinadas realizaciones puede obtenerse cualquier nimero de mediciones de la impedancia
compleja de una mezcla que contiene proteinas implicada en un procedimiento con proteinas, por ejemplo, usando
una sonda eléctrica en contacto eléctrico con la mezcla de proteinas. Tales mediciones de impedancia pueden
usarse para determinar un parametro o estado de la mezcla en cualquier etapa de un procedimiento con proteinas
mediante la comparaciéon con un valor de impedancia de referencia o intervalo de referencia de valores de
impedancia. El valor de impedancia de referencia o intervalo de referencia de valores de impedancia pueden
medirse o determinarse previamente para una mezcla de proteinas sustancialmente similar durante un
procedimiento con proteinas sustancialmente similar.

En determinadas realizaciones, si el valor de impedancia medido esta dentro de una tolerancia aceptable del valor
de impedancia de referencia o intervalo de referencia de valores de impedancia, se permite que el procedimiento
con proteinas continde sin ajuste o modificacion. Sin embargo, si el valor de impedancia medido se desvia del valor
de impedancia de referencia o intervalo de referencia de valores de impedancia en mas de una tolerancia aceptable,
puede hacerse un ajuste en el procedimiento con proteinas y/o la mezcla de proteinas.

Se entendera que la tolerancia aceptable dependera de cualquier nimero de parametros incluyendo pero sin
limitarse al procedimiento con proteinas particular o la etapa dentro del procedimiento, la mezcla de proteinas
especifica, el producto final deseado y similares. Ademas, la tolerancia aceptable variara dependiendo de la
correlacion entre valores de impedancia de la mezcla de proteinas con caracteristicas fisicoquimicas de la mezcla de
proteinas. En algunas realizaciones a modo de ejemplo, la tolerancia aceptable puede ser de aproximadamente un
0,001% hasta aproximadamente un 10%, de aproximadamente un 0,01% hasta aproximadamente un 5%, o de
aproximadamente un 0,1% hasta aproximadamente un 1% de diferencia entre el valor de impedancia medido y el
valor de impedancia de referencia. En determinadas realizaciones, la tolerancia aceptable puede ser menor de o
igual al 0,5%, el 1%, el 1,5%, el 2%, el 3%, el 4%, el 5%, el 6%, el 7%, el 8%, el 9% o el 10% de los valores de
impedancia de referencia. En otras realizaciones, la tolerancia aceptable puede estar en o dentro de una desviacion
estandar, dos desviaciones estandar o dentro de un error estandar de los datos empiricos usados para obtener los
valores de impedancia de referencia.

En otras realizaciones, la impedancia de una mezcla de proteinas puede determinarse en tiempo real o casi tiempo
real durante cualquier duracion razonable incluyendo a lo largo de cada etapa de procedimiento de un procedimiento
con proteinas que usa la mezcla de proteinas. Si en cualquier momento durante el procedimiento con proteinas se
determina que el valor de impedancia medido esta fuera de un intervalo deseado u “objetivo” de valores de
impedancia de referencia, puede efectuarse un cambio o ajuste en la mezcla de proteinas o procedimiento con
proteinas. En algunas realizaciones, el cambio o ajuste puede ser automatico y/o estar informatizado, mientras que
en otras el cambio o ajuste puede ser manual. En ofras realizaciones, la medicion de la impedancia de la mezcla, la
comparacion del valor de impedancia medido con un intervalo de referencia de valores de impedancia y la
realizacion de un cambio o ajuste en el procedimiento o mezcla de proteinas pueden continuarse o repetirse segun
se desee o se requiera hasta que la impedancia medida esta dentro del intervalo objetivo de valores de impedancia
de referencia.

En una realizacion a modo de ejemplo, puede hacerse un cambio o ajuste en un parametro que modifica la
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solubilidad de una proteina en la mezcla de proteinas. Un parametro que modifica una proteina en una mezcla de
proteinas puede ser, por ejemplo: concentracién de solutos, concentracion de disolvente, pH, fuerza iénica y/o
temperatura. Se apreciara que hay varios métodos para cambiar o modificar un parametro de este tipo o una
combinacion de parametros de una mezcla de proteinas, tales como, por ejemplo: la adicion de componentes tales
como sales, alcoholes, agua, acidos y/o bases a la mezcla de proteinas; la eliminacion de componentes de la
mezcla de proteinas mediante, por ejemplo, filtracion o similares; el calentamiento y/o enfriamiento de la mezcla de
proteinas; y/o la exposicion de la mezcla de proteinas a fuentes externas de energia.

En otra realizacion a modo de ejemplo, el valor de impedancia de referencia objetivo o deseado o intervalo objetivo
de valores de impedancia de referencia puede correlacionarse con cualquier numero de propiedades fisicas y/o
quimicas de una mezcla de proteinas. La impedancia de una suspension de proteinas puede determinarse en
muchas fases de un procedimiento con proteinas, tal como un procedimiento de extraccién, separacion o
purificacién de proteinas, que usa la suspension de proteinas. Correlacionando los valores de impedancia medidos
con una caracteristica, tal como, por ejemplo: concentracion de proteina, concentracion de sal, grado de
degradacion de proteinas (por ejemplo, actividad de degradacion de la proteina incluyendo pero sin limitarse a:
actividad de union, actividad enzimatica, actividad de antigeno / anticuerpo, etc.), envejecimiento de proteinas y/o
grado de separacion de proteinas, cada medicion de impedancia permitira una aproximacion de esa caracteristica.
De este modo, puede obtenerse informacién sobre el procedimiento y pueden efectuarse cambios en el
procedimiento basandose en la informacion.

Aunque se describe como un valor de impedancia medido, se apreciara que puede obtenerse cualquier nimero de
valores de impedancia medidos a partir de una mezcla de proteinas segun se desee o se requiera para determinar la
impedancia de una mezcla de proteinas hasta un determinado grado de certeza. Las mediciones pueden tomarse a
cualquier intervalo de tiempo hasta, e incluyendo, mediciones continuas. Ademas, la impedancia de una mezcla de
proteinas, tal como pero sin limitarse a un precipitado proteico, puede determinarse en multiples ubicaciones dentro
de la mezcla de proteinas para garantizar la homogeneidad. Esto es importante en procedimientos de fabricacion a
gran escala en donde la homogeneidad de una disolucion o precipitado es mas dificil de obtener. Ademas, durante
un procedimiento con proteinas individual, pueden tomarse mediciones de impedancia in situ o ex situ en cualquier
numero de etapas de principio a fin. De este modo, pueden determinarse valores de impedancia medidos por todo
un lote o serie completa de una mezcla de proteinas, en vez de, por ejemplo, medir una muestra tomada del lote. Sin
embargo, si se desea, puede medirse la impedancia de una muestra.

En referencia a la figura 1, se muestra un sistema 100 de control de proceso a modo de ejemplo en el que puede
medirse la impedancia de una mezcla de proteinas, tal como un fluido bioldgico, contenido dentro de un reactor o
recipiente 150 a una o mas frecuencias durante un procedimiento con proteinas. Tal como se muestra, el sistema
100 de control incluye en general un medidor 110 de impedancia que tiene una sonda 120 unida al mismo mediante
cualquier medio 130 conductor, tal como cables aislados o similares. En otra realizacién, el sistema 100 de control
puede incluir un par de sondas 120 unidas al medidor 110 de impedancia. Aunque solo se muestra una sonda 120,
se apreciara que puede unirse cualquier nimero de sondas 120 al medidor 110 de impedancia, incluyendo pero sin
limitarse a 2, 3, 4, 5, 10, 15 6 20 sondas, y tales pueden ubicarse por todo el reactor o recipiente 150.

En determinadas realizaciones, el medidor 110 de impedancia puede ser cualquier instrumento electrénico que es
capaz de emitir sefiales eléctricas y recibir sefiales eléctricas. El medidor 110 de impedancia puede generar una
sefial eléctrica a un determinado voltaje, corriente y/o frecuencia a través de una sonda 120 unida que puede estar
dispuesta en una mezcla de proteinas en el reactor o recipiente 150. La sonda 120 puede estar adaptada para
insertarse en un punto 160 de acceso al reactor del reactor o recipiente 150 de manera que la sonda 120 esta en
contacto eléctrico directo o indirecto con el fluido biolégico contenido en el mismo. De nuevo, aunque sélo se
muestra un Unico punto 160 de acceso al reactor, se apreciara que puede estar presente cualquier nimero de
puntos 160 de acceso al reactor en el reactor o recipiente 150, tal como pero sin limitarse a 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 6 25
puntos 160 de acceso. Ademas, puede insertarse una Unica sonda 120 en un Unico punto 160 de acceso al reactor.
Alternativamente, pueden insertarse un par de sondas 120 o multiples 120 en un Unico punto 160 de acceso al
reactor.

Generalmente, el medidor 110 de impedancia puede tener la capacidad de producir y transmitir una sefal eléctrica
sinusoidal de una frecuencia de entre aproximadamente 20 Hz y aproximadamente 20 MHz. En una realizacion
preferida, la sefial eléctrica generada puede ser de aproximadamente 0,02 kHz hasta aproximadamente 843 kHz. En
otra realizacion, la sefial eléctrica generada puede ser de aproximadamente 0,05 kHz hasta aproximadamente 0,1
kHz. El medidor 110 de impedancia puede tener ademas la capacidad de producir y transmitir una sefial eléctrica de
CA de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 500 mV, incluyendo todos y cada uno de los valores entre estos,
sin embargo, la sefial eléctrica empleada debe provocar sélo una perturbaciéon minima de la mezcla para producir
una respuesta de corriente pseudolineal. EI medidor 110 de impedancia puede recibir adicionalmente una sefal
eléctrica una vez que se ha propagado a través de la mezcla por medio de la sonda 120 unida.

En determinadas realizaciones, el medidor 110 de impedancia es capaz de medir la inductancia, capacitancia,

resistencia y/o las componentes reales e imaginarias de la impedancia (explicado adicionalmente a continuacion) de
una mezcla de proteinas detectando diferencias en la sefial eléctrica transmitida al fluido biolégico en el reactor o
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recipiente 150 y la sefial recibida o resultante tras haberse propagado la sefial eléctrica a través del fluido bioldgico.
En una realizacién a modo de ejemplo, el medidor 110 de impedancia puede ser un medidor de LCR de precision
E4980A de Agilent Technologies. En otra realizacién a modo de ejemplo, el medidor 110 de impedancia pude ser un
medidor de LCR de precision 4989 de Agilent.

Tal como se muestra, el medidor 110 de impedancia puede estar conectado de manera controlable y/o eléctrica a un
ordenador 140 que tiene memoria para almacenar y procesar datos recibidos desde el medidor 110 de impedancia.
El ordenador 140 puede estar conectado al medidor 110 de impedancia mediante cualquier medio conocido en la
técnica, incluyendo tanto conexiones alambricas como conexiones inalambricas a lo largo de una red. Aunque no se
muestra, el ordenador puede estar conectado a cualquiera de varios dispositivos periféricos conocidos incluyendo,
por ejemplo, un teclado, un raton, un dispositivo de presentacion visual, una pantalla tactil, una impresora y/o
cualquier otro equipo para facilitar la entrada y/o salida del usuario. Alternativamente, se contempla que el ordenador
140 y el medidor 110 de impedancia puedan integrarse en un unico dispositivo.

En una realizacion a modo de ejemplo, el ordenador 140 esta adaptado para recuperar una medicién de impedancia
de una mezcla de proteinas a partir de un medidor 110 de impedancia que tiene una sonda 120 dispuesta en la
mezcla de proteinas. El ordenador puede estar adaptado para controlar el medidor 110 de impedancia tal como, por
ejemplo, la salida de una sefial eléctrica.

En ofra realizaciéon a modo de ejemplo, el ordenador 140 puede estar adaptado para analizar y/o ajustar un
parametro de una mezcla de proteinas en el reactor o recipiente 150. El parametro puede modificar la solubilidad de
una proteina en la mezcla de proteinas de manera que la proteina puede precipitarse de la mezcla de proteinas. Por
ejemplo, el ordenador 140 puede estar conectado de manera controlable a equipo de procedimiento mecanico o
eléctrico adicional (no mostrado) que también puede estar conectado al reactor o recipiente 150. El equipo de
procedimiento a modo de ejemplo incluye pero no se limita a equipos tales como: bombas, valvulas, equipos de
calentamiento o enfriamiento, mezcladoras, recipientes y similares. De este modo, el ordenador 140 puede estar
adaptado para controlar el equipo de procedimiento que puede ajustar parametros de procedimiento tales como la
velocidad de adicién de un aditivo o la elevacion o disminucién de la temperatura. Aunque no se muestra, el
ordenador 140 puede estar conectado ademas a un sistema de aviso tal como un sistema de alarma auditiva y/o un
sistema de alerta visual.

En determinadas realizaciones, el ordenador 140 puede estar adaptado para ajustar un parametro que modifica la
solubilidad de una proteina en una mezcla de proteinas cuando la impedancia medida de una mezcla de proteinas
se desvia de un valor de impedancia de referencia objetivo o intervalo objetivo de valores de impedancia de
referencia en mas de una tolerancia aceptable. En una realizacion, el valor de impedancia de referencia objetivo o
intervalo objetivo de valores de impedancia de referencia puede almacenarse en, por ejemplo, una base de datos a
la que puede acceder el ordenador 140. El ordenador 140 puede comparar entonces valores de impedancia medidos
recibidos y/o almacenados desde un medidor 110 de impedancia con valores de impedancia de referencia
almacenados (es decir, valores de impedancia de referencia objetivo e intervalos objetivo de valores de impedancia
de referencia). Generalmente, la tolerancia aceptable puede introducirla un usuario o determinarla el ordenador 140
basandose en la informacién sobre un procedimiento, mezcla o producto deseado particular (por ejemplo, datos
obtenidos de procedimientos de produccidon previos, parametros de procedimientos de funcionamiento
convencionales para cualquier procedimiento, mezcla o producto deseado particular, etc.). El ordenador 140 puede
estar adaptado ademas para avisar automaticamente a un operario cuando la impedancia medida de una mezcla de
proteinas se desvia de un valor de impedancia de referencia objetivo o intervalo objetivo de valores de impedancia
de referencia en mas de una tolerancia aceptable.

Aunque descrita como un reactor o recipiente 150, se entendera que la presente invencion no esta limitada de ese
modo y se contempla que cualquier equipo que pueda contener y/o transferir una mezcla de proteinas durante una
cantidad de tiempo deseada es compatible con la presente invencion. Por tanto, el reactor o recipiente 150 puede
ser cualquier elemento de equipo tal como, por ejemplo: una o mas calderas, cubas, tanques, botellas, bolsas, filtros,
centrifugas, piletas y/o cualquier otro recipiente compatible. En una realizacion especifica, el reactor o recipiente 150
puede ser una linea de transferencia que contiene la mezcla de proteinas y la linea de transferencia puede estar
hecha de un material tal como, por ejemplo, acero inoxidable, vidrio o plastico. En otra realizacion, el reactor o
recipiente 150 puede ser una columna de cromatografia tal como, pero sin limitarse a, una columna de filtracién en
gel, intercambio idnico o inmunoafinidad. En aun otra realizacion a modo de ejemplo, el reactor o recipiente 150
puede ser una columna de cromatografia que tiene, por ejemplo, una configuracion de lecho expandido o
empaquetado. En otras realizaciones a modo de ejemplo, el reactor o recipiente 150 puede ser: un reactor
discontinuo, un reactor semicontinuo, un reactor de tanque agitado continuo (CSTR), un reactor tubular, un reactor
de lecho fijo o un reactor de lecho fluidizado.

Se entendera que el reactor o recipiente 150 puede estar ubicado dentro de una sala de procesamiento, o puede
estar conectado a la sala de procesamiento mediante, por ejemplo, tuberias revestidas de vidrio o acero inoxidable
aisladas. Ademas, en algunas realizaciones, se colocan serpentines de enfriamiento y/o calentamiento (no
mostrados) adyacentes a, o rodeando al reactor o caldera 150 de sistemas a modo de ejemplo con el fin de
aumentar la velocidad a la que puede disminuirse la temperatura.
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En referencia a la figura 2, se muestra una realizacion a modo de ejemplo de una sonda 200. La sonda 200 puede
estar conectada a un medidor de impedancia a través de cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo pero sin
limitarse a: cables, cables aislados, tecnologia inalambrica, accesorios, abrazaderas, tornillos, pinzas, adhesivos y
similares. En una realizacién, la sonda 200 comprende al menos un electrodo 210 de transmision y al menos un
electrodo 220 de recepcién. El al menos un electrodo 210 de transmisién puede estar conectado eléctricamente a un
medidor de impedancia y adaptado de manera que pueda propagarse una sefal eléctrica, o sefial de excitacion,
desde el medidor de impedancia hasta el al menos un electrodo 210 de transmision. La sefial eléctrica puede fluir
desde el al menos un electrodo 210 de transmisidon en contacto con, sumergido o dispuesto en una mezcla de
proteinas, a través de la mezcla, y puede recibirse por al menos un electrodo 220 de recepcion, que también puede
estar en contacto con, sumergido o dispuesto en la mezcla. El al menos un electrodo 220 de recepcion puede estar
adaptado para recibir un sefal eléctrica, y puede estar conectado eléctricamente a un medidor de impedancia de
manera que una sefal eléctrica pueda transmitirse desde el al menos un electrodo 220 de recepcion hasta el
medidor de impedancia 210. Generalmente, el al menos un electrodo 210 de transmisién puede aislarse con
respecto del al menos un electrodo 220 de recepcion para impedir que los electrodos entren en contacto entre si.
Una sonda 200 a modo de ejemplo es un sensor de conductividad esterilizable modelo TB457 de ABB. En una
realizacion a modo de ejemplo, el al menos un electrodo 210 de transmision comprende un par de electrodos y el al
menos un electrodo 220 de recepcién también comprende un par de electrodos.

Se apreciara que una unica sonda 200 puede comprender un par de electrodos, o cualquier nimero de electrodos
de transmision 210 o de recepcion 220 y, aunque caracterizado como electrodo 210 de transmision y electrodo 220
de recepcioén, cualquier electrodo puede estar adaptado para ser un electrodo de recepcién, un electrodo de
transmisién o un electrodo tanto de recepciéon como de transmision dependiendo de la polaridad. Ademas, se
apreciara que puede emplearse cualquier nimero de sondas 200 para medir las propiedades electroquimicas y
eléctricas de una mezcla, tal como pero sin limitarse a impedancia. Ademas, cada sonda 200 puede ser capaz de
emitir sefiales eléctricas a diferentes frecuencias o a la misma frecuencia de cualquier otra sonda 200.

En una realizaciéon a modo de ejemplo, una Unica sonda 200 puede sumergirse en una mezcla de proteinas, tal
como, por ejemplo, un plasma sanguineo y la impedancia del plasma puede medirse durante un procedimiento de
purificacion o separacion de proteinas. En otro ejemplo, dos o mas sondas 200 pueden sumergirse en multiples
ubicaciones dentro de un fluido biolégico, tal como pero sin limitarse a una disolucion de albumina, y las mediciones
de impedancia pueden tomarse en cada ubicacion a la misma frecuencia de excitacién. En aun otro ejemplo, puede
usarse una unica sonda 200 para medir la impedancia de una suspension de proteinas que tiene una concentracion
de proteina, por ejemplo, concentracion de IgG, a multiples frecuencias y en tiempo real.

Espectroscopia de impedancia

En un aspecto, la monitorizacién y/o el control de procedimientos con proteinas pueden utilizar cualquier método y
dispositivo adecuados para medir la impedancia de una mezcla de proteinas. En una realizacién a modo de ejemplo,
puede aplicarse una sefial eléctrica sinusoidal o sefial de excitacion a cualquier liquido, tal como, por ejemplo, una
disolucion o suspensidon de proteinas. La sefial puede oscilar generalmente entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 100 mV de manera que la medicién de la impedancia provoca sélo una perturbacién minima del
sistema. Tal como se muestra en la ecuaciéon 1, una sefial de excitacion a modo de ejemplo tiene un potencial
dependiente del tiempo, E(f), una amplitud, Es y una frecuencia, ®. La frecuencia radical, o, es igual a 2n
multiplicado por f, la frecuencia en hercios, es decir, »=2xf.

Ecuacion 1
E(t) = Eo sin(wt)
Una vez que la sefal de excitacion se propaga a través de la mezcla de proteinas, puede medirse la corriente
resultante para determinar la impedancia de la mezcla. Tal como se muestra en la ecuacién 2, la corriente medida,
I(t), puede aproximarse a una onda sinusoidal a la misma frecuencia que la sefal de excitacion, pero desplazada en
la fase.

Ecuacion 2

I(t) = Ip sin(wt + ¢)

en donde I(t) es la corriente a tiempo t, con amplitud /p y desplazada en la fase en ¢.

Puede usarse la ley de Ohm (ecuacion 3) para expresar la impedancia de la mezcla en un momento particular en
funcién de una magnitud Zo, frecuencia (®) y un desplazamiento de fase (¢).
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Ecuacion 3

"L Iysin(wt+g) | sin(wrt + @)

E,  E;sin(mr) _5 sin(art)

Adicionalmente, la impedancia también puede representarse en espacio de frecuencia como un nimero complejo
que tiene una parte real (representativa de la resistencia) y una parte imaginaria (representativa de la reactancia), tal
como se muestra en la ecuacion 4.

Ecuacion 4

Z, :?:zoefﬁ’ = Z,(cos¢ + jsing)

Por tanto, la impedancia compleja variara con la frecuencia de la sefial de excitacion aplicada.

Debido a que la impedancia compleja esta representada por una componente real y una componente imaginaria,
cualquiera de estas componentes puede determinarse a partir de una medicion de impedancia compleja de una
mezcla de proteinas. Ademas, dependiendo de una mezcla de proteinas particular que esta midiéndose, o bien la
componente real o bien la componente imaginaria pueden correlacionarse mas fuertemente con una propiedad, un
parametro o un estado de la mezcla de proteinas que la otra. Por tanto, en una realizacion, o bien la componente
real o bien la imaginaria de la impedancia puede compararse independientemente con un valor de impedancia de
referencia para determinar informacion sobre la mezcla de proteinas o el procedimiento con proteinas.

Se apreciara ademas que las componentes reales e imaginarias de una impedancia medida pueden correlacionarse
fuertemente con las propiedades de una mezcla de proteinas a la misma frecuencia o a frecuencias diferentes. Por
ejemplo, la componente real de la impedancia de una suspension de proteinas puede correlacionarse fuertemente
con una mezcla de proteinas particular o un estado de una mezcla de proteinas a una frecuencia de
aproximadamente 1,6 kHz hasta aproximadamente 16 kHz, mientras que la componente imaginaria de la
impedancia de la misma mezcla de proteinas puede correlacionarse fuertemente con la mezcla de proteinas o el
estado de la mezcla de proteinas a una frecuencia de aproximadamente 16 kHz hasta aproximadamente 50 kHz.

Mientras tanto, en algunas realizaciones, sélo la componente real o imaginaria de la impedancia puede determinarse
y compararse con un valor de impedancia de referencia, en otras realizaciones, la impedancia compleja, que incluye
las componentes tanto real como imaginaria, puede medirse y compararse con un valor de impedancia de referencia
objetivo o intervalo de valores de impedancia de referencia objetivo.

Generaciéon de una curva de referencia

Una vez medida la impedancia de una mezcla de proteinas, el valor de impedancia medido puede compararse con
un valor de impedancia de referencia o intervalo de valores de impedancia de referencia. En particular, el valor de
impedancia de referencia o intervalo de valores de impedancia de referencia puede representar valores objetivo para
cualquier etapa en un procedimiento con proteinas tal como un procedimiento de separacion, extraccién o
fraccionamiento. El valor de impedancia de referencia puede denominarse “valor de impedancia objetivo” o “valor de
impedancia de referencia objetivo”, ya que cualquier mezcla de proteinas posterior que se desea que tenga una
composicion sustancialmente similar con la mezcla de referencia en la etapa particular en el procedimiento con
proteinas debe tener una impedancia sustancialmente similar si otras variables permanecen invariables.

En una realizacion a modo de ejemplo, los valores de impedancia de referencia o intervalo de valores de impedancia
de referencia pueden determinarse o establecerse por medio de mediciones preliminares y la correlacién de la
impedancia de una mezcla de proteinas de referencia sometida a un procedimiento de referencia con proteinas.
Tanto la mezcla de proteinas de referencia como el procedimiento con proteinas de referencia pueden ser
sustancialmente similares a la mezcla de proteinas que no es de referencia posterior y los procedimientos con
proteinas que no son de referencia sobre los que se desea informacion de manera que la correlacién sera precisa.

Por ejemplo, la impedancia de una mezcla de proteinas de referencia que tienen caracteristicas fisicas y quimicas
conocidas puede medirse y registrarse antes de que la mezcla se someta a un procedimiento con proteinas de
referencia. La impedancia de cualquier mezcla de proteinas que no sea de referencia, posterior puede compararse
con este valor de impedancia de referencia para determinar si la mezcla que no es de referencia es sustancialmente
similar a la mezcla de referencia y, por tanto, adecuada para un procedimiento con proteinas particular.
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En otro ejemplo, puede llevarse a cabo una primera etapa de un procedimiento con proteinas de referencia en la
mezcla de proteinas de referencia y la impedancia puede medirse y registrarse a lo largo de toda la primera etapa
para obtener un valor de impedancia de referencia y/o un intervalo de valores de impedancia de referencia que
corresponden a la primera etapa del procedimiento de referencia. Durante esta primera etapa del procedimiento de
referencia, una o mas caracteristicas fisicas o quimicas de la mezcla de referencia pueden ajustarse y medirse
cuidadosamente ademas del registro de la impedancia. Usando analisis de regresion compleja lineal y/o no lineal u
otras técnicas matematicas, la impedancia de la mezcla de referencia puede correlacionarse con las caracteristicas
especificas, medidas de la mezcla de proteinas durante la primera etapa del procedimiento. Por consiguiente, la
impedancia de una mezcla de proteinas que no es de referencia sustancialmente similar que se somete a un
procedimiento que no es de referencia sustancialmente similar debe ser sustancialmente similar al valor de
impedancia de referencia o intervalo de valores obtenidos. El valor de impedancia de referencia o intervalo de
valores de impedancia de referencia puede denominarse, por tanto, “valor de impedancia de referencia objetivo”,
“valor de impedancia objetivo” o “intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia”.

Se apreciara que este procedimiento de obtencién de valores de impedancia de referencia puede repetirse segun se
desee o se requiera para obtener valores de impedancia de referencia para multiples etapas en un procedimiento
con proteinas de referencia. Asimismo, este procedimiento puede repetirse para cualquier nUmero de mezclas de
proteinas. Ademas, tanto los valores de impedancia de referencia como las caracteristicas de mezclas de proteinas
medidas pueden registrase en, por ejemplo, una base de datos. De este modo, es posible obtener cualquier
espectro deseado de valores de impedancia de referencia basandose en las caracteristicas de una mezcla de
proteinas y/o una etapa particular en un procedimiento con proteinas.

En una realizacion mas preferida, pueden determinarse valores de impedancia de referencia o un intervalo de
valores de impedancia de referencia por medio de correlacion y extrapolacion, en vez de medicion real de cada
punto de datos. Por ejemplo, puede medirse un nimero diferenciado de valores de impedancia de referencia para
una mezcla de proteinas que tiene parametros conocidos. Generalmente, uno o mas parametros de la mezcla de
proteinas pueden ajustarse a otro valor conocido, y pueden establecerse mediciones de impedancia adicionales.
Usando técnicas analiticas tales como analisis de regresion lineal y/o no lineal, puede correlacionarse la parte real
y/o imaginaria de la impedancia de la mezcla de proteinas con el parametro o parametros ajustados. De este modo,
puede determinarse una ecuacion de regresion, en la que la ecuacion de regresion puede usarse para predecir
puntos de datos adicionales. Se entendera que tal correlaciéon y extrapolacion pueden calcularse de cualquier
numero de modos conocidos en la técnica, y tales calculos pueden llevarse a cabo mediante software estadistico en
un ordenador unido a un medidor de impedancia o en algunas realizaciones, incluso en el propio medidor de
impedancia.

En otra realizacion a modo de ejemplo, el procedimiento con proteinas de referencia puede alterarse
deliberadamente para obtener un valor de impedancia de referencia permisible maximo o minimo o limitar el
intervalo de valores de impedancia permisibles. Por ejemplo, si un procedimiento con proteinas particular requiere la
adicion de etanol a la mezcla de proteinas de manera que la concentracién resultante de la mezcla de proteinas es
etanol al 20% en volumen, pueden obtenerse valores de impedancia de referencia para un procedimiento con
proteinas de referencia por lo demas idéntico que difiere sélo en la producciéon de una mezcla de proteinas al 15% o
al 25% en volumen. De este modo, un profesional seria capaz de comparar un valor de impedancia medido con un
intervalo de valores de impedancia de referencia para determinar si el contenido en alcohol de la mezcla de
proteinas que no es de referencia es de entre el 15% y el 25%.

Se entendera que los valores de impedancia de referencia pueden medirse, determinarse o calcularse a cualquiera
de varias frecuencias de excitacion diferentes. Tal como se comenté anteriormente, dependiendo de la mezcla de
proteinas especifica, una frecuencia de una sefial eléctrica propagada a través de una proteina puede
correlacionarse mas fuertemente con la componente real de la impedancia o la componente imaginaria de la
impedancia. Por tanto, determinando la impedancia a multiples frecuencias, puede obtenerse informacién adicional
de manera que puede emplearse software estadistico para establecer el intervalo de frecuencias 6ptimo para su
uso, en donde la correlacion entre las componentes real y/o imaginaria de la impedancia medida y las caracteristicas
de una mezcla de proteinas particular es la mas fuerte. En algunas realizaciones, la frecuencia, el valor de
impedancia, la composicion de la mezcla de proteinas, los parametros de la mezcla de proteinas y/o el tiempo
pueden registrarse todos en una base de datos.

Aun en ofra realizacion, la impedancia real y/o imaginaria de una mezcla de proteinas de referencia puede medirse a
una unica frecuencia y correlacionarse con un parametro particular que maodifica la solubilidad de una proteina en
una mezcla de proteinas que se somete a un procedimiento con proteinas, tal como pero sin limitarse a: pH,
conductividad, separacion liquido/sélido, concentracion de precipitante organico miscible con agua, agregacion de
proteinas, densidad, caudal, viscosidad, concentracion de proteina, temperatura y/o envejecimiento de proteinas.
Por ejemplo, la parte real de la impedancia de una mezcla de proteinas de referencia que tiene una concentracion
de alcohol conocida puede medirse a una frecuencia de excitacion de 0,02 kHz y puede aproximarse una correlacion
de la concentracion de alcohol con la impedancia para esta frecuencia. La concentracién de alcohol de la mezcla
puede ajustarse entonces y puede determinarse una concentracion de alcohol aproximada usando la correlacion
previamente calculada. La exactitud de la correlacién puede determinarse entonces comparando la concentracion de
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alcohol aproximada con la concentracién conocida o medida.

Una vez medido, establecido, almacenado, conocido y/o hecho accesible un valor de impedancia de referencia o un
intervalo de valor de impedancia de referencia, pueden compararse con el mismo valores de impedancia medidos de
mezclas de proteinas. En una realizacion, la impedancia de una mezcla puede determinarse a intervalos de tiempo
predeterminados y cada medicién de impedancia puede compararse con un valor de impedancia de referencia que
se tomo al mismo intervalo de tiempo en un procedimiento con proteinas de referencia. Si el valor de impedancia
medido esta dentro de una desviacidn aceptable del valor de impedancia de referencia, se permite que el
procedimiento con proteinas continte sin modificacion. Sin embargo, si el valor de impedancia medido esta fuera del
intervalo de valores de impedancia aceptables, puede hacerse un ajuste en el procedimiento o directamente en la
mezcla de proteinas. Alternativa o adicionalmente, puede notificarse a un operario la desviacion.

Procedimientos con proteinas a modo de ejemplo

La descripcion no se limita necesariamente a ningun procedimiento particular para separar y/o purificar una proteina
de un fluido biolégico. De hecho, se contempla que pueda controlarse, ajustarse y/o monitorizarse cualquier
procedimiento para separar y/o purificar una proteina de un fluido biolégico usando el sistema de control de
procesos de la presente descripcion, que utiliza IS como un medio para medir cualquier tipo adecuado de cambios
en el procedimiento. Puede usarse IS para medir las composiciones y monitorizar el progreso de cualquier etapa de
cualquier procedimiento con proteinas adecuado, tales como, por ejemplo, un procedimiento de fraccionamiento de
Cohn, un procedimiento de Kistler, un procedimiento de Oncley o modificaciones de los mismos. Se describen
procedimientos particularmente adecuados en la patente estadounidense 5.177.194. En una realizacién preferida, el
sistema de control de procesos descrito en el presente documento puede usarse para controlar, ajustar y/o
monitorizar cualquier etapa en un procedimiento de fraccionamiento de plasma para la produccién de un producto
proteico fraccionado purificado para su administracion a humanos. Generalmente, la impedancia de mezclas de
plasma puede medirse a lo largo de cada etapa del procedimiento de fraccionamiento y/o purificacion a una
frecuencia o multiples frecuencias, y los valores de impedancia medidos pueden compararse de manera continua
con valores de impedancia de referencia objetivo o intervalos de valores de impedancia de referencia objetivo para
determinar si los valores de impedancia medidos estan dentro de una tolerancia aceptable (es decir para determinar
si el procedimiento avanza correctamente).

En algunas realizaciones, una etapa de procedimiento puede requerir sélo que se cambie una Unica variable de la
mezcla de plasma (es decir, concentracion de alcohol) mientras que otras variables se mantienen constantes. En
esta realizacion particular, la impedancia puede medirse y compararse con un valor de impedancia de referencia o
intervalo de valores de impedancia de referencia para determinar los resultados de la etapa de procedimiento (es
decir, la concentracion de alcohol resultante en la mezcla de plasma). En otras realizaciones, una etapa de
procedimiento puede requerir que se ajusten multiples variables (es decir concentracion de alcohol, pH y
temperatura), de modo que la impedancia puede no usarse para determinar el valor real de un Unico parametro del
plasma resultante. Mas bien, la impedancia puede medirse para obtener un valor de impedancia medido, y el valor
de impedancia medido puede compararse con un valor de impedancia de referencia objetivo o intervalo objetivo de
valores de impedancia de referencia para determinar si el procedimiento avanza segun el plan de procedimiento. Tal
como se describié en detalle anteriormente, si un valor de impedancia medido esta dentro de una tolerancia
aceptable de un valor de impedancia de referencia objetivo, el procedimiento puede avanzar a una etapa posterior o
bien automaticamente o bien a través de la notificacion de un operario que puede controlar manualmente el
procedimiento. Adicionalmente, si el valor de impedancia medido se desvia de un valor de impedancia objetivo o
intervalo objetivo de valores de impedancia de referencia en mas de una tolerancia aceptable, el procedimiento
puede ajustarse automaticamente, o puede notificarse a un operario de modo que ajusta manualmente el
procedimiento o la mezcla utilizada por el procedimiento.

Método para monitorizar y/o controlar un procedimiento de fraccionamiento de Cohn

En una realizacién a modo de ejemplo, el procedimiento de fraccionamiento de plasma puede ser un procedimiento
de fraccionamiento de Cohn o cualquier variante del mismo. Por ejemplo, el sistema de control de procesos de la
presente invencion, tal como, pero sin limitarse a, las realizaciones a modo de ejemplo mostradas en las figuras 1y
2 puede usarse para controlar, ajustar y/o monitorizar la preparacion de cualquier producto intermedio de plasma
proteico a partir de un procedimiento de fraccionamiento de Cohn, o cualquier variante del mismo. En una
realizacion especifica, puede usarse IS para monitorizar la produccion de crioprecipitado, fraccién |, fraccion 1+,
fraccion 1V-1, fraccién V-4 y/o fraccion V de un procedimiento de fraccionamiento de Cohn o cualquier variante,
modificacién y/o combinacion de los mismos.

En referencia a la figura 3, se muestra una variante a modo de ejemplo de un procedimiento de fraccionamiento de
Cohn, en el que puede combinarse plasma nuevo y/o descongelado para formar una reserva de plasma. En el
procedimiento a modo de ejemplo mostrado, el fraccionamiento comienza con una etapa de aislamiento de
crioprecipitado que puede monitorizarse y/o controlarse usando IS. Una vez retirado el crioprecipitado de la reserva
de plasma, la mezcla de proteinas restante puede denominarse plasma crioempobrecido.
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Fraccion |

La siguiente etapa en el procedimiento a modo de ejemplo es aislar la fracciéon |, que contiene normalmente
fibrindgeno. Con el fin de precipitar la fraccion | del plasma crioempobrecido, la mezcla de plasma se agita
suavemente y se lleva hasta una temperatura de aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 2°C. La impedancia
de la mezcla de plasma puede medirse de manera continua y compararse con un valor de impedancia de referencia
objetivo o intervalo objetivo de valores de impedancia de referencia para determinar cuando se alcanza la
temperatura aceptable.

Durante la agitacion, puede afiadirse una cantidad suficiente de una mezcla de etanol-agua que tiene una
concentracion de etanol de, por ejemplo, aproximadamente el 53% a la mezcla de plasma para llevar la
concentracion de etanol de la disolucion de plasma resultante hasta aproximadamente el 8% de etanol en volumen.
Esta etapa se muestra en la figura 3 y puede monitorizarse y/o controlarse usando, por ejemplo, los sistemas a
modo de ejemplo mostrados en las figuras 1 y 2. Especificamente, la concentracion de alcohol de la mezcla de
plasma puede determinarse o estimarse midiendo la impedancia de la mezcla durante la etapa de procedimiento de
adicién de alcohol para obtener un valor de impedancia medido, y el valor de impedancia medido puede compararse
con un valor de impedancia de referencia objetivo o un intervalo de valores de impedancia de referencia objetivo que
se determinaron previamente para esta etapa particular en el procedimiento. En una realizacién, si el valor de
impedancia medido esta dentro de un intervalo objetivo de valores de impedancia de referencia, el procedimiento
puede desencadenar automaticamente una etapa posterior en el procedimiento de fraccionamiento.

La adiciéon de un tampén, tal como pero sin limitarse a acetato de sodio-acido acético, se monitoriza y/o controla a
continuacién usando IS para aumentar el pH de la disolucién de aproximadamente 7,0 hasta aproximadamente 7,4.
Si el tampoén se afade sin cambiar otras variables de la mezcla de plasma, puede medirse la impedancia y
compararse con un valor de impedancia de referencia para determinar el pH de la disolucién. Sin embargo, si el
tampon se afade en la disolucién con la mezcla de etanol-agua, puede medirse la impedancia de la mezcla de
plasma y compararse con un valor de impedancia de referencia o intervalo de valores de impedancia de referencia
que se determinaron previamente basandose en el cambio en ambas variables para determinar si el procedimiento
avanza segun el plan de procedimiento.

Durante la adicion de la mezcla de etanol-agua y/o tampdn, la temperatura de la disolucion de plasma se reduce de
aproximadamente -2°C hasta aproximadamente -3°C mediante cualquier medio conocido en la técnica, por ejemplo,
un bafo de agua y/o cables de enfriamiento. De nuevo, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar esta etapa
midiendo la impedancia y comparando los valores de impedancia medidos con valores de impedancia de referencia
determinados bajo parametros de procedimiento sustancialmente similares y con mezclas de plasma
sustancialmente similares. En una realizacién, el tiempo global para la adicion del alcohol y tampon es de
aproximadamente 1 hora hasta aproximadamente 2 horas, y preferiblemente de aproximadamente 90 minutos.

Una vez obtenidos los parametros del sistema anteriores, puede retirarse la fraccién | de la disolucién de plasma
mediante, por ejemplo, centrifugacion a una temperatura de aproximadamente -2°C hasta aproximadamente -3°C.
Esta etapa de retirada puede monitorizarse y/o controlarse usando IS, ya que puede correlacionarse la impedancia
con el grado de agregacion de proteinas y/o separacion de proteinas (véanse el ejemplo VIl y la figura 6 mas
adelante). Midiendo la impedancia durante la centrifugacion, el procedimiento puede detenerse automaticamente o
puede enviarse una notificacion a un operario cuando el valor de impedancia medido esta dentro de un intervalo
objetivo de valores de impedancia de referencia o esta dentro de una tolerancia aceptable de un valor de impedancia
de referencia objetivo.

Finalmente, una vez obtenido el precipitado de fracciéon |, puede almacenarse en un estado no secado a
aproximadamente -5°C, aunque se espera pérdida de fibrindgeno tras unos cuantos meses. Tal pérdida puede
monitorizarse usando IS, ya que el envejecimiento de la proteina puede correlacionarse con la impedancia del
precipitado de fraccion |. Por tanto, puede medirse la impedancia del precipitado de fraccion | almacenado y el valor
de impedancia medido puede compararse con un valor de impedancia de referencia o intervalo de valores de
impedancia de referencia para determinar la pérdida de fibrinégeno.

Fraccion de Cohn [I+lII

La siguiente etapa en el procedimiento de fraccionamiento de Cohn a modo de ejemplo producira la fracciéon de
Cohn II+11l, que contiene de aproximadamente el 30% a aproximadamente el 85% de anticuerpos policlonales IgG,
de aproximadamente el 5% a aproximadamente el 30% de IgA, de aproximadamente el 1% a aproximadamente el
25% de IgM y cantidades traza de otros componentes tales como, por ejemplo, los factores de coagulacion Il, VI, IX,
X'y alfa y beta globulinas. Se contempla que puede usarse IS para monitorizar y/o controlar multiples variables y/o
subetapas en este procedimiento.

Tras la retirada de la fraccion | de Cohn de la disolucién de plasma, se enfria el sobrenadante resultante hasta

aproximadamente -5°C, y se ajusta el pH a de aproximadamente 6,7 hasta aproximadamente 6,9 mediante la adicion
de un tampon. El tampdn puede ser cualquier tampdn conocido en la técnica, aunque puede ser preferiblemente el
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mismo tampon que se uso en el procedimiento para eliminar la fraccion |. Adicionalmente, se afiade una disolucién
en etanol frio que tiene una concentracion de aproximadamente etanol al 53% al sobrenadante de manera que la
concentracion de alcohol resultante en la disolucion de plasma es de aproximadamente alcohol al 25% en volumen.
En una realizacion, el tiempo total requerido para la adicion del alcohol y el tampdn es de aproximadamente 5 horas.
Tal como se describid anteriormente con respecto a la fraccion |, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar
cada una de estas etapas de procedimiento, ya se produzcan secuencialmente o en combinacién. Ademas, puede
usarse IS de manera similar tal como se describié anteriormente con respecto a la fraccion | para monitorizar y/o
controlar la precipitacion de la fraccion llI+lll de la suspension resultante usando métodos tales como pero sin
limitarse a centrifugacion y recogida.

Una vez retirada, la fraccion I+l puede almacenarse en forma no secada durante aproximadamente un afio sin
degradacion medible de la proteina. Se contempla que la impedancia de la fraccion lI+lll no secada puede
correlacionarse con la degradacion de la proteina tal como se describié anteriormente, y pueden evitarse cambios
sustanciales en la forma no secada mediante notificacién de un operario a través de medicion y comparacion
repetida y/o continua de la impedancia, preferiblemente en tiempo real o casi tiempo real.

Fraccién V-1

De manera similar, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar multiples etapas en la precipitacion de la fraccion
de Cohn IV-1 del sobrenadante resultante de la retirada de la fraccion lI+lll. En este procedimiento, puede afiadirse
en primer lugar agua que tiene una temperatura de aproximadamente 0°C al sobrenadante para disminuir la
concentracion de etanol de la disolucion hasta aproximadamente etanol al 18% en volumen. Puede afiadirse un
tampon tal como el tampdn usado para obtener la fraccion | y/o fraccién I+l a la disoluciéon de plasma de manera
que el pH se reduce hasta desde aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 5,4. En una realizacién, la
temperatura se mantiene constante a aproximadamente -5°C a lo largo de todo el procedimiento. Puede usarse IS
para monitorizar y/o controlar de manera similar a la que se describié anteriormente con respecto a la fraccion |, la
concentracion de alcohol y/o el pH de la mezcla de plasma, ya cambien estas variables al mismo tiempo o cambien
en etapas separadas.

Tras completarse la adicion de alcohol y tampodn, se agita la mezcla de plasma durante aproximadamente una hora y
se permite que repose durante desde aproximadamente 6 hasta aproximadamente 8 horas para permitir que se
complete el precipitado. Debido a que puede correlacionarse la impedancia con variables tales como agregacion de
proteinas, envejecimiento de proteinas y concentraciéon de proteinas, pueden usarse mediciones de impedancia de
la mezcla de plasma agitada para determinar eficazmente si el precipitado esta completo, ahorrando tiempo valioso.
La impedancia de una suspension de fraccion IV-1 puede monitorizarse en tiempo real o casi tiempo real y
compararse con un intervalo de referencia objetivo de valores de impedancia y/o un valor de impedancia objetivo
para determinar si el precipitado estda completo. Si la impedancia medida esta dentro del intervalo de referencia
objetivo de valores de impedancia, puede permitirse que el procedimiento continle hasta la siguiente etapa. En otra
realizacion, una vez que la impedancia medida esta dentro del intervalo de referencia objetivo de valores de
impedancia, puede alertarse a un operario.

La fraccion 1V-1 puede retirarse de la disolucion de plasma mediante, por ejemplo, centrifugacion y tal retirada puede
monitorizarse y/o controlarse usando IS, tal como se describié anteriormente con respecto a la fraccion I.

Fraccion [V-4

La fraccion de Cohn IV-4 consiste principalmente en alfa y beta globulinas y albdmina. En una realizacién a modo de
ejemplo, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar las diversas etapas de procedimiento en la produccion de
fraccion IV-4 a partir de una mezcla de plasma. Una vez retirada la fraccion IV-1 de la mezcla de plasma, puede
afiadirse un tampon a la mezcla a lo largo de un periodo de aproximadamente 90 minutos con el fin de aumentar el
pH hasta aproximadamente 5,8. Tras la adicién del tampdn, puede afadirse una disolucién de etanol, tal como una
disolucion de etanol al 95%, a la disolucién para aumentar la concentracion de etanol hasta aproximadamente el
40% en volumen. La temperatura puede mantenerse constante a aproximadamente -5°C a lo largo de todo el
procedimiento. Tal como se describié anteriormente con respecto a la fraccién |, puede usarse IS para monitorizar
y/o controlar el pH, la concentracién de alcohol y/o la temperatura de la mezcla de plasma, ya cambien
independientemente o en combinacion. La fraccion 1V-4 puede retirarse de la disolucion mediante, por ejemplo,
centrifugacion y tal retirada puede monitorizarse y/o controlarse usando IS de manera similar tal como se describié
anteriormente con respecto a la fraccion .

Fracciéon V

La fraccion de Cohn V contiene el volumen de la albumina presente en la reserva de plasma de partida y contiene
generalmente menos del 3% de alfa-globulina y menos del 0,5% de beta-globulina. Se contempla que los métodos
de IS descritos anteriormente con respecto a la fraccion | puedan usarse para monitorizar y/o controlar la purificacion
de la fraccién V de una disolucién de plasma tal como el sobrenadante que queda tras la retirada de la fraccion V-4,
que contiene principalmente albimina con una pequeia cantidad de material suspendido. Este material suspendido
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puede retirarse mediante, por ejemplo, filtracion para producir una fraccion altamente clarificada. En una realizacion,
se afade Super-Cel convencional lavado al 0,5% a la disolucion de plasma y se filtra la suspension resultante a
través de un filtro a aproximadamente -5°C. La impedancia de la mezcla de proteinas puede medirse a lo largo de
toda la etapa de filtracion, y compararse con valores de impedancia de referencia o un intervalo de valores de
impedancia de referencia.

Tras la filtracion, puede realizarse una etapa de lavado posterior mediante, por ejemplo, el uso de una disolucién de
etanol al 40% que contiene aproximadamente 0,1 moles de cloruro de sodio por litro de disolucién. La etapa de
lavado posterior puede monitorizarse y/o controlarse usando IS, ya que puede correlacionarse la impedancia con la
concentracion de proteina y la agregacion de proteinas. Por tanto, la impedancia de la mezcla de plasma puede
medirse a lo largo de todo el procedimiento de lavado posterior para determinar cuando la impedancia medida esta
dentro de un intervalo objetivo de valores de impedancia de referencia y, por tanto, para determinar cuando se
completa el lavado posterior.

Tras la clarificacion, se combinan todos los filtrados y lavados para dar una disolucion, y se reduce el pH de la
disolucién hasta aproximadamente 4,8 mediante la adicién de un tampén tal como acetato de sodio-acido acético. La
temperatura se mantiene constante desde aproximadamente -5°C hasta aproximadamente -6°C durante la adicién
del tampodn, y dicha adicién de tampdn se realiza a lo largo del transcurso de aproximadamente 2 horas. Se permite
que la disolucién repose durante al menos 3 horas sin agitar, y la pasta de fraccion V puede precipitarse mediante,
por ejemplo, centrifugacion o filtracion. De nuevo, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar la adicion de
tampones, el cambio de temperatura y/o el grado de separacion de la fraccion V tal como se describié anteriormente.

En una realizacion, la pasta de fraccién V puede purificarse adicionalmente para eliminar el contenido en electrolitos
para su uso en determinadas aplicaciones clinicas y tal purificacion puede monitorizarse y/o controlarse usando IS.
En esta realizacion, puede afadirse una disoluciéon de etanol y un tampdn tal como se describié anteriormente a lo
largo del transcurso de aproximadamente 2 horas a la pasta de fraccién V para preparar una disolucion que contiene
aproximadamente proteina al 3%, etanol al 10%, sal 0,01 M y un pH de aproximadamente 4,5 hasta
aproximadamente 4,7. Generalmente, la temperatura se reduce durante la adicién de aproximadamente -2°C hasta
aproximadamente -3°C. La disolucién turbia resultante se agita suavemente, pero concienzudamente, durante
aproximadamente dos horas adicionales.

AuUn en otra realizacién, la disolucién resultante de la realizacién anterior puede filtrarse adicionalmente mediante,
por ejemplo, la suspension de aproximadamente el 0,25% de Super-Cel convencional en la disolucion vy la filtracion a
través de una almohadilla filtrante a una temperatura de aproximadamente -2°C. Si cualquier albumina se ocluye por
la torta de filtro, puede retirarse por lavado con un pequefio volumen de disoluciéon que comprende, por ejemplo,
etanol a aproximadamente el 10% a -2°C. Puede usarse IS para monitorizar y/o controlar las etapas de
procedimiento de filtracion y lavado posterior y, aunque se describe en el presente documento con respecto a la
purificaciéon de la fraccién V, se apreciara que cualquiera de los productos intermedios de plasma fraccionado puede
filtrarse y/o lavarse, y tal filtracion y/o lavado puede monitorizarse y/o controlarse por medio de las técnicas de IS
descritas en el presente documento. Por ejemplo, y tal como se muestra en la figura 17, puede usarse IS para
monitorizar y/o controlar el lavado posterior y/o la filtracion de la fraccion 11+l

En otra realizacion, si se determina que el nivel de impurezas inestables en la disolucion es superior a lo deseado o
permitido o bien por los métodos de IS o bien de otra forma, la concentracién de etanol del lavado puede elevarse de
aproximadamente el 10% hasta aproximadamente el 15% y la temperatura puede reducirse de aproximadamente -
2°C hasta aproximadamente -5°C. De nuevo, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar esta etapa de
procedimiento tal como se describié anteriormente.

Una vez filtrada, puede precipitarse la albumina del filtrado elevando la concentracion de etanol de la disolucion
hasta aproximadamente el 40% a través de la adicion de, por ejemplo, una disolucion de etanol al 95%. Durante la
adicion de etanol, el pH puede elevarse de aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 5,4 mediante la adicién
de, por ejemplo, bicarbonato de sodio, mientras que la temperatura se reduce de aproximadamente -5°C hasta
aproximadamente -6°C. Este procedimiento puede tardar aproximadamente dos horas en completarse y, una vez
obtenidos los parametros deseados (tal como se mide y/o determina usando mediciones de impedancia), puede
retirarse la albumina mediante centrifugacion o filtracion. La albumina puede secarse a partir del estado congelado a
una temperatura tan baja como sea practico.

Se apreciara que los sistemas de control de procesos descritos en el presente documento pueden usarse para
controlar, ajustar y/o monitorizar cualquier etapa en muchas variaciones del procedimiento de fraccionamiento de
Cohn descrito anteriormente. Por ejemplo, en una realizacion, los sistemas de control de procesos descritos en el
presente documento, tales como, pero sin limitarse a, las realizaciones a modo de ejemplo mostradas en las figuras
1y 2, pueden usarse para controlar, ajustar y/o monitorizar la preparacion de cualquier composicion intermedia a
partir de un procedimiento de Kistler, o cualquier variante del mismo. En una realizaciéon especifica, puede usarse
espectroscopia de impedancia para monitorizar y/o controlar cada etapa en la produccién de precipitado de Kistler A,
precipitado de Kistler B, precipitado de Kistler IV, precipitado de Kistler C, precipitado de Kistler D a partir de un
procedimiento de Kislter o cualquier variacién, combinaciéon o modificaciéon del mismo.
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En otra realizacion a modo de ejemplo, los sistemas de control de procesos descritos en el presente documento,
tales como, pero sin limitarse a, las realizaciones a modo de ejemplo mostradas en las figuras 1 y 2, que usan
mediciones de impedancia para controlar y/o monitorizar procedimientos con proteinas, pueden usarse para
controlar, ajustar y/o monitorizar la preparacion de cualquier composicion intermedia a partir de un procedimiento de
Tescher, o cualquier variante del mismo. La impedancia puede medirse y compararse con valores de impedancia de
referencia o intervalos de valores de impedancia de referencia en cualquier etapa de procedimiento en el
procedimiento de Tescher, tal como pero sin limitarse a: crioseparacion, adsorcion de factores de coagulacion
sanguinea y antitrombina, fraccionamiento con etanol modificado, tratamiento S/D, cromatografia de intercambio
catiénico, cromatografia de intercambio aniénico, ultra/diafiltracion, nanofiltracion, relleno de férmula de
concentracion, liofilizacién y/o incubacion. En una realizacion especifica, puede usarse espectroscopia de
impedancia para monitorizar y/o controlar cada etapa en la produccién de precipitado de Tescher G. Debido a que
los sistemas y métodos reivindicados en el presente documento no se limitan a un procedimiento con proteinas
particular, se apreciara que cualquier variaciéon, combinacion o modificaciéon del procedimiento de Tescher puede
monitorizarse y/o controlarse usando IS.

Método para monitorizar y/o controlar un procedimiento de fraccionamiento de Oncley

En otro procedimiento a modo de ejemplo, los sistemas de control de procesos descritos en el presente documento
pueden usarse para controlar, ajustar y/o monitorizar cualquier etapa en el procedimiento de fraccionamiento de
Oncley o cualquier variante del mismo. En una realizacion especifica, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar:
la concentracion de alcohol, la fuerza iénica, el pH, la temperatura, la purificacion, la centrifugacion, la separacion de
proteinas, la aglomeracién de proteinas, la concentracion de proteinas y/o el envejecimiento de proteinas en cada
etapa de la produccioén de fraccion lI+lllw, fraccion Il y fraccion lIl.

Fraccion ll+lIlw

En una realizacion, se emplean técnicas de control y monitorizacion de la impedancia descritas en el presente
documento en un procedimiento de produccion de fraccion Il+lllw. En primer lugar, puede suspenderse un
precipitado de fraccion I+l en agua fria en una razén en volumen de aproximadamente 1:5, aproximadamente 1:10,
aproximadamente 1:15, o aproximadamente 1:20 de fraccion I+l con respecto a agua. Tales razones en volumen
pueden determinarse usando IS, tal como se describié anteriormente, ya que estos valores pueden corresponderse
con la concentracién de proteina. La fuerza idnica de la mezcla de plasma resultante puede monitorizarse y/o
ajustarse usando IS tal como se describid anteriormente hasta desde aproximadamente 0,003 m hasta
aproximadamente 0,005 m mediante la adicion de, por ejemplo, una disolucién de fosfato de sodio. También puede
afiadirse una disolucién de etanol a la mezcla de plasma de manera que la mezcla resultante tiene una
concentracion de alcohol de aproximadamente el 20% hasta aproximadamente el 25% de alcohol en volumen. Tal
adicién de alcohol puede controlarse y/o monitorizarse usando IS de manera similar tal como se describid
anteriormente con respecto a un procedimiento de fraccionamiento de Cohn a modo de ejemplo. Generalmente, la
temperatura de la disolucion puede reducirse hasta aproximadamente -5°C durante el procedimiento, y el pH puede
mantenerse o ajustarse hasta desde aproximadamente 7,2 hasta aproximadamente 7,6 mediante, por ejemplo, el
uso de un tampon acetato o hidroxido de sodio diluido. Estas etapas de procedimiento pueden monitorizarse y/o
controlarse usando IS ya se completen en combinacién o independientemente. Una vez obtenidos los parametros
necesarios, puede recuperarse el precipitado de fraccion llI+lllw mediante cualquier medio conocido en la técnica,
incluyendo pero sin limitarse a centrifugacion y/o filtracion a aproximadamente -5°C.

Fracciones 1l y Il

Se contempla que las técnicas de control, monitorizacion y mediciéon de la impedancia de la presente solicitud son
utiles en cualquiera de varios procedimientos para el almacenamiento y/o la separacién de productos intermedios de
plasma fraccionado, tales como pero sin limitarse a fraccion Il+lllw, para dar componentes y subcomponentes
individuales. En una realizacion a modo de ejemplo, puede disolverse un precipitado de fraccion ll+lllw en una
cantidad suficiente de agua a una temperatura de aproximadamente -5°C para dar como resultado una disoluciéon
que tiene una concentracion de proteina del 1%. Tanto el cambio de temperatura como la concentracion de proteina
pueden determinarse y/o controlarse usando IS de manera similar tal como se describié anteriormente con respecto
a un procedimiento de fraccionamiento de Cohn a modo de ejemplo. El pH de la disolucion puede mantenerse o
ajustarse a aproximadamente 7,2, y puede afadirse etanol frio de manera que la disolucion tiene una concentracion
de alcohol resultante de aproximadamente el 20% hasta aproximadamente el 25% de alcohol en volumen, y tales
etapas de procedimiento pueden monitorizarse y/o controlarse usando IS tal como se describié anteriormente. En
una realizacién, se permite que la disolucion repose a aproximadamente -5°C durante una cantidad de tiempo de
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24 horas. Tal como se describié anteriormente, puede usarse IS para
monitorizar y/o controlar la separacion de la fraccion I, que contiene de aproximadamente el 95% a
aproximadamente el 99% de anticuerpos policlonales IgG, de al menos el 0,01% a aproximadamente el 2% de IgM y
cantidades traza de sal mediante, por ejemplo, centrifugacion de la mezcla de plasma.

Una vez retirada la fraccion Il de la mezcla de plasma, puede usarse IS para controlar y/o monitorizar la precipitacion
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de la fraccion Il del sobrenadante ajustando el pH a aproximadamente 5,7 y afiadiendo alcohol para alcanzar una
concentracion final de alcohol a aproximadamente el 25% en volumen. Entonces puede permitirse que la mezcla
repose sin modificacion adicional durante una cantidad de tiempo de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 24
horas, dependiendo del grado de separacion, que puede monitorizarse y/o controlarse usando IS. La fraccion I, que
contiene al menos aproximadamente el 25% de anticuerpos policlonales IgG, de al menos aproximadamente el 5% a
aproximadamente el 30% de IgA y de aproximadamente el 1% a aproximadamente el 25% de IgM, junto con
cantidades traza de factores de coagulacion Il, VII, IX, alfa y beta globinas y lipidos, puede retirarse entonces
mediante, por ejemplo, centrifugacion monitorizada y/o controlada mediante 1S. De manera importante, puede
emplearse IS en cada etapa en la produccion de fraccion lll, ya se complete cada etapa independientemente o en
combinacién con otras etapas, siempre que se obtenga previamente un valor de impedancia de referencia o
intervalo de valores de impedancia de referencia.

Método para monitorizar y/o controlar un procedimiento de purificacién de inmunoglobulina

En otra realizacion, los sistemas y métodos de impedancia descritos en el presente documento pueden usarse para
monitorizar y/o controlar la separacion de inmunoglobulinas de productos intermedios de plasma fraccionado, tales
como pero sin limitarse a fraccion de Cohn |, fraccion de Cohn I, fraccion de Cohn lll, fraccion de Cohn I+l y/o
fraccion de Cohn I+11+Il. En una primera etapa, se suspende un producto intermedio de plasma fraccionado en agua
a un pH acido y temperatura sustancialmente no desnaturalizante. Tal como se usa en el presente documento,
“sustancialmente no desnaturalizante” significa que la condicidon a la que se refiere el término no provoca una
pérdida irreversible sustancial de la actividad bioldgica de las globulinas séricas inmunitarias. Tales temperaturas y
niveles de pH pueden determinarse, monitorizarse, ajustarse y/o controlarse usando IS de manera similar tal como
se describié anteriormente con respecto a un procedimiento de fraccionamiento de Cohn a modo de ejemplo.

La fraccion de proteina plasmatica en bruto puede suspenderse en agua fria a volimenes de aproximadamente 5
hasta aproximadamente 10 veces el peso de la fraccion. El agua se mantiene preferiblemente a una temperatura fria
que impide la desnaturalizacion sustancial de las proteinas globulinas séricas inmunitarias. Se emplean
normalmente temperaturas de aproximadamente 0°C hasta aproximadamente 10°C, preferiblemente de
aproximadamente 1°C hasta aproximadamente 3°C. Ademas, la suspension puede acidificarse opcionalmente con
un acido no desnaturalizante y el pH de la suspensién puede mantenerse de aproximadamente 4,5 hasta
aproximadamente 5,5, preferiblemente de aproximadamente 5,0 hasta aproximadamente 5,2. Similar a lo descrito
anteriormente para un procedimiento de fraccionamiento de Cohn a modo de ejemplo, las temperaturas y los valores
de pH de este procedimiento de purificacion de inmunoglobulinas a modo de ejemplo también pueden monitorizarse
y/o controlarse usando IS.

Afadiendo un precipitante de proteinas, pueden precipitarse proteinas globulinas no séricas, lipidos y algunos virus
de la suspensién sin provocar precipitacion sustancial de globulinas séricas inmunitarias. Se conocen bien
precipitantes de proteinas sustancialmente no desnaturalizantes, solubles en agua en las técnicas de purificacion de
proteinas, y los precipitantes de proteinas adecuados incluyen, por ejemplo, diversas formas de peso molecular de
polietilenglicol, sulfato de amonio, polivinilpirrolidona y compuestos plurénicos. El precipitante de proteinas puede
afiadirse a la suspension de proteinas plasmaticas en bruto como un sélido o un concentrado acuoso derivado de
copos o polvo sdlidos disponibles comercialmente. La cantidad real de precipitante de proteinas usado variara
dependiendo del precipitante particular empleado, la temperatura, el pH y la concentraciéon de proteina en
suspension, sin embargo, puede usarse IS para monitorizar y/o controlar la adiciéon basandose en estos parametros.
Generalmente, la precipitacién se mantiene a una baja temperatura (por ejemplo, inferior a aproximadamente 10°C)
y se permite que avance hasta que se alcanza el equilibrio (por ejemplo, generalmente durante aproximadamente
una hora o mas).

Tras la precipitacion, se recupera un liquido que contiene inmunoglobulinas de la mezcla sélido-liquida resultante de
la precipitacion. La recuperacion del liquido clarificado puede lograrse mediante técnicas de separacion solido-
liquido convencionales, tales como centrifugacion y filtracién, y tal recuperacion puede monitorizarse usando IS para
determinar si se ha completado (grado de separacion de proteinas) y/o parametros de procedimiento de manera
similar tal como se describié anteriormente con respecto a procedimientos de fraccionamiento de Cohn a modo de
ejemplo.

Los virus infecciosos que todavia pueden estar presentes en la fraccion de proteinas plasmaticas en bruto pueden
inactivarse afiadiendo una cantidad viricida de un agente de inactivacion de virus al liquido clarificado que contiene
globulinas séricas inmunitarias. Generalmente, se cree que las técnicas de impedancia de la presente invencion son
utiles en la monitorizaciéon de la adicion de agentes de inactivacion de virus tales como: detergentes (por ejemplo,
alquilfenoles oxietilados, derivados polietilados de un éster parcial de un acido graso C12-22 y un anhidrido de hexatol,
éster alquilico inferior de acido fosférico, y combinaciones de los mismos). En general, la etapa de inactivacion de
virus se realiza en condiciones de inactivacion de virus. Estas condiciones incluyen temperaturas de
aproximadamente 10°C hasta aproximadamente 30°C, preferiblemente de aproximadamente 18°C hasta
aproximadamente 22°C. Ademas, puede ser suficiente un tiempo de incubacién de aproximadamente un hora.

En otra realizacion, una vez completada la inactivacion del virus, la disoluciéon que contiene inmunoglobulinas puede
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ponerse en contacto con una resina de intercambio catiénico para eliminar el agente de inactivacion de virus y otros
contaminantes distintos de globulinas séricas. Como ejemplo, la disolucion puede hacerse pasar sobre una columna
empagquetada con una resina de intercambio catiénico, tal como carboximetilagarosa. La columna puede equilibrarse
con un tampon, tal como un acetato, capaz de convertir la resina en la forma de sal. La mezcla resultante puede
monitorizarse y/o controlarse usando IS, de manera que la impedancia de la disolucién pueda medirse y compararse
con los valores de impedancia de referencia de un procedimiento sustancialmente similar que usa componentes
sustancialmente similares.

Antes de cargar la disolucion que contiene inmunoglobulinas sobre la columna, la concentracion de sal de la
disolucion puede monitorizarse y ajustarse usando IS, hasta una cantidad sustancialmente equivalente a la
concentracion de sal del tampdn de equilibracién. Generalmente, tras cargarse la disolucion sobre una columna, la
columna se lava secuencialmente con el mismo tampén usado para la equilibracién y el procedimiento de lavado
también puede monitorizarse y/o controlarse usando IS.

Las inmunoglobulinas pueden eluirse entonces de la resina de intercambio catiénico con un tampon sustancialmente
no desnaturalizante que tiene un pH y una fuerza idnica suficientes para provocar una eluciéon sustancial de las
inmunoglobulinas. De manera similar tal como se describié anteriormente con respecto a un procedimiento de
fraccionamiento de Cohn, puede usarse IS para establecer parametros tales como: el pH (preferiblemente de
aproximadamente 7,0 hasta aproximadamente 8,5), la concentracion de sal, la concentracion de polietilenglicol y/o
glicina. Una vez eluidas las inmunoglobulinas, el eluato puede concentrarse vy filtrarse, y el procedimiento puede
repetirse seguin se desee o se requiera. En una realizacion, el procedimiento puede repetirse si la concentracion de
inmunoglobulinas, tal como se determina usando IS, esta por debajo de un valor deseado o requerido. Se contempla
que cambios minimos en otros componentes de una disoluciéon que no dan como resultado un cambio medible o
significativo en la impedancia de la disolucion no afectaran material o significativamente a la correlacion global de
valores de impedancia con cualquier caracteristica particular de la disolucion incluyendo: concentracion ionica,
concentracion de proteina, concentracion de precipitante organico miscible con agua, pH, temperatura y/o cualquier
combinacién de los mismos.

La descripcion anterior y los dibujos son ilustrativos de la invencion, pero no deben interpretarse como limitativos de
la invencion. Se describen numerosos detalles especificos para proporcionar una comprension completa de diversas
realizaciones de la presente invencién, sin embargo, en determinados casos, no se describen detalles bien
conocidos o convencionales con el fin de proporcionar una discusién concisa de realizaciones de las presentes
invenciones.

Ejemplos

Ejemplo |

En una realizacién a modo de ejemplo, se midieron intervalos de valores de impedancia de referencia a varias
frecuencias diferentes y valores de pH para una disolucion de albumina. Se afiadié una cantidad predeterminada,
medida de disolucion basica a la disolucién de albumina mientras que todas las demas propiedades fisicas y
quimicas se mantuvieron constantes. Se tomaron multiples mediciones de impedancia a varias frecuencias y se
almacenaron en un ordenador de uso general. Se repitieron estas etapas para niveles de pH de 3,2, 4,2y 7,4. Los
datos muestran que la impedancia compleja de una disolucién de albdmina al 5% en volumen puede depender de y
puede correlacionarse con el pH.

En referencia a la figura 4, se muestra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo en el que la parte real de la
impedancia de la disolucién de albumina al 5% en volumen se representa graficamente frente a la parte imaginaria
de la impedancia de la misma disolucién a multiples frecuencias que oscilan entre 2KHz y 1,7 MHz y a multiples
niveles de pH. Por tanto, el efecto del pH sobre la impedancia se observa claramente a través de inspeccion visual
del grafico de Nyquist a modo de ejemplo y, por tanto, puede correlacionarse la impedancia con el pH.

En una realizacion a modo de ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquist de la figura 4 para extrapolar el nivel de
pH de una disolucién de muestra que tiene por lo demas la misma composicién o similar, basandose en mediciones
de impedancia de una disolucion de este tipo a frecuencias que oscilan entre 2 KHz y 1,7 MHz. Se contempla que
los valores de impedancia de cualquier disolucion pueden correlacionarse con el pH de la disolucién usando un
grafico de Nyquist similar al mostrado en la figura 4.

Se determind la correlacion de las partes real e imaginaria de la impedancia (Re Z e Im Z, respectivamente) de la
disolucion de albumina con la concentracion de pH de esa disolucidon. Con el fin de resolver el/los intervalo(s) de
frecuencia 6ptimo(s) que iban a implementarse, se empled software estadistico (Minitab 15.1.1.0) y se determinaron
las siguientes ecuaciones de regresion lineal:

Ecuacion 5

Re Z (f)= A (f) x pH + B (f)
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Ecuacion 6
ImZ (f) = A’ (f) x pH + B’ (f)

La tabla | a continuacion presenta los resultados de las mediciones de impedancia que indican la fuerte correlacion
(R? > 95%) entre Re Z (a frecuencias por debajo de 50 kHz) e Im Z (a frecuencias por encima 50 KHz) y el pH. Se
resolvieron los coeficientes A, B, A’, B’ asi como los coeficientes de determinacion (Rz) correspondientes a diferentes
frecuencias y se presentan en la tabla |. Se definieron los intervalos de frecuencia 6ptimos de 6,3, 15,9 y 50,2 para
Re Z'y 159,0 y 502,4 para Im Z (mostrados en negrita) como aquellos en los que el R? > 95% para o bien Re Z o
bien Im Z.

Tabla 1
f (kHz) Log (f) Re Z ImZ
- - A B R* A B’ R*

6,3 3,8 10,2 84,2 99,6 0,60 -0,89 94,7

15,9 4,2 10,4 84,3 99,6 1,98 3,23 94,9

50,2 4,7 9,9 85,7 99,6 7,2 14,8 95,2
159,0 52 1,82 91,3 78,3 17,2 75,8 94,0
502,4 57 -3,15 3,88 93,2 -3,76 130,8 96,9
843,0 5,9 -0,5 -14,8 93,4 -2,5 56,4 83,9
1589,0 6,2 0,5 -8,8 66,9 -0,9 12,2 91,2

Ejemplo Il

Se mostré que la impedancia compleja de una disolucion de albumina al 5% en volumen era dependiente de la
concentracion de sodio. Se midieron intervalos de valores de impedancia de referencia a varias frecuencias y
concentraciones de sodio diferentes. Se afiadié una cantidad predeterminada, medida de sodio a la disolucién de
albumina mientras que todas las demas propiedades fisicas y quimicas se mantuvieron constantes, y se tomaron
multiples mediciones de impedancia a diferentes frecuencias y se almacenaron en un ordenador de uso general. Se
completaron estas etapas para concentraciones de sodio del 0% en peso, el 3,3% en peso, el 9,5%, en peso y el
15% en peso.

En referencia a la figura 5, se muestra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo en el que la parte real de la
impedancia de la disoluciéon de albumina al 5% en volumen se representa graficamente frente a la parte imaginaria
de la impedancia de la misma disolucion a multiples frecuencias que oscilan entre aproximadamente 1 KHz y
aproximadamente 2 MHz y a multiples niveles de concentracion de sodio. Tal como se muestra, se determinaron los
valores de impedancia a multiples frecuencias para niveles de sodio del 0% en peso, el 3,3% en peso, el 9,5%, en
peso y el 15% en peso. Por tanto, el efecto de la concentracion de sodio sobre la impedancia de la disolucion de
albumina se observa a través de inspeccion visual del grafico de Nyquist a modo de ejemplo y, por tanto, puede
correlacionarse la impedancia con la concentracién de sodio.

En una realizacion a modo de ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquist de la figura 5 para extrapolar la
concentracion de sodio de una disolucién de muestra que tiene por lo demas la misma composicién o similar,
basandose en mediciones de impedancia de una disolucién de este tipo a frecuencias que oscilan entre
aproximadamente 1 KHz y aproximadamente 2 MHz. Se contempla que los valores de impedancia de cualquier
disolucién pueden correlacionarse con la concentracion de sodio de la disolucién usando un grafico de Nyquist
similar al mostrado en la figura 5.

Ejemplo Il

Se mostré que la impedancia compleja de una suspension de una fraccion [I+11l que contenia alcohol al 20% en
volumen disminuia tras la centrifugacion. En una realizacién a modo de ejemplo, se midieron intervalos de valores
de impedancia de referencia a varias frecuencias diferentes antes y después de la centrifugacion. Se realiz6 la
centrifugacion durante 30 minutos a 5000 G de fuerza a una temperatura de -3° C.

Los resultados se muestran en el grafico de Nyquist a modo de ejemplo de la figura 6, en el que la parte real de la
impedancia de la disolucién se representa graficamente frente a la parte imaginaria de la impedancia de la misma
disolucion a multiples frecuencias que oscilan entre aproximadamente 1 KHz y aproximadamente 2 MHz. Tal como
se muestra, la impedancia de la suspension de fraccion 1+l en alcohol al 20% se vio afectada por el procedimiento
de centrifugacion. Por tanto, puede correlacionarse la impedancia con el grado de separacion liquido-sélido.

En una realizacién a modo de ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquist de la figura 6 para extrapolar el grado de
separacion liquido-sélido de una disolucién de muestra, que tiene por lo demas la misma composiciéon o similar,

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2603 477 T3

basandose en mediciones de impedancia de una disolucién de este tipo a frecuencias que oscilan entre
aproximadamente 1 KHz y aproximadamente 2 MHz. Se contempla que los valores de impedancia de cualquier
suspension de proteinas pueden correlacionarse con el grado de separacion liquido-sélido usando un grafico de
Nyquist similar al mostrado en la figura 6.

Ejemplo IV

Se determiné que la impedancia compleja de una mezcla de plasma crioempobrecido era dependiente de la
concentracion de alcohol. Se midieron intervalos de valores de impedancia de referencia a varias frecuencias y
concentraciones de alcohol diferentes. Se afiadié una cantidad predeterminada, medida de alcohol a la mezcla
crioempobrecida mientras que todas las demas propiedades fisicas y quimicas se mantuvieron constantes y se
tomaron multiples mediciones de impedancia a diferentes frecuencias y se almacenaron en un ordenador de uso
general. Se completaron estas etapas para concentraciones de alcohol del 0% en volumen, el 8% en volumen y el
20% en volumen. Adicionalmente, en una segunda ronda, se completaron estas etapas para concentraciones de
alcohol adicionales del 11% en volumen, el 14% en volumen y el 17% en volumen.

En referencia a la figura 7, se muestra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo en el que la parte real de la
impedancia de una mezcla de plasma crioempobrecido se representa graficamente frente a la parte imaginaria de la
impedancia de la misma disolucion a multiples frecuencias que oscilan entre aproximadamente 1 KHz y
aproximadamente 2 MHz y a multiples niveles de concentracion de alcohol. Se determinaron los valores de
impedancia a multiples frecuencias para niveles de concentracion de alcohol del 0%, el 8%, el 11%, el 14%, el 17%
y el 20% en volumen. Por tanto, el efecto de la concentracion de alcohol sobre la impedancia de la mezcla de
plasma crioempobrecido se observa claramente a través de la inspeccion visual del grafico de Nyquist a modo de
ejemplo y, por tanto, puede correlacionarse la impedancia con la concentracion de alcohol de mezclas de plasma
crioempobrecido.

En una realizaciéon a modo de ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquists de la figura 7 para extrapolar la
concentracion de alcohol en una disolucién de muestra de plasma crioempobrecido basandose en mediciones de
impedancia de una disolucién de este tipo a frecuencias que oscilan entre aproximadamente 1 KHz vy
aproximadamente 2 MHz, sin conocer la concentracion de alcohol.

Ejemplo V

Se determino que la impedancia compleja de una pasta de fraccion I+l suspendida en tampon acetato-fosfato era
dependiente del envejecimiento de la proteina. Se midieron intervalos de valores de impedancia de referencia a
varias frecuencias y tiempos de envejecimiento de la suspension diferentes. Se tomaron multiples mediciones de
impedancia a diferentes frecuencias y a cada intervalo de tiempo predeterminado, y se almacenaron estas
mediciones en un ordenador de uso general. Se midi6 la impedancia a intervalos de tiempo que oscilaban entre
aproximadamente 0 minutos y multiples horas (es decir, “durante la noche”). Tal como puede observarse en la figura
8, a medida que una disolucion de proteina envejece, la impedancia de una disolucién de este tipo puede cambiar a
lo largo del tiempo.

En referencia a la figura 8, se muestra un grafico de Nyquist a modo de ejemplo en el que la parte real de la
impedancia de la suspension se representa graficamente frente a la parte imaginaria de la impedancia de la misma
suspension a multiples frecuencias que oscilan entre aproximadamente 1 KHz y aproximadamente 2 MHz y a
multiples tiempos que oscilan entre 0 minutos y multiples horas (es decir, “durante la noche”). Tal como se muestra,
se determinaron los valores de impedancia a multiples frecuencias 810 para el tampén acetato-fosfato antes de
afiadir una pasta de fraccién ll+lll. Se determinaron los valores de impedancia a mudltiples frecuencias en el
momento de la adicion de la pasta 820 de fraccion II+lll, 1 hora tras la adicion 830 y mdltiples horas tras la adicion
840. Por tanto, el efecto de envejecimiento sobre la pasta de fraccion I+l suspendida en tampdn acetato-fosfato se
observa claramente a través de inspeccion visual del grafico de Nyquist a modo de ejemplo y puede correlacionarse
la impedancia con tal envejecimiento.

En una realizacion a modo de ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquist de la figura 8 para extrapolar la edad de
una mezcla de proteinas basandose en mediciones de impedancia de una disolucién de este tipo a frecuencias que
oscilan entre aproximadamente 1 KHz y aproximadamente 2 MHz. Se contempla que los valores de impedancia de
cualquier disolucion de proteina pueden correlacionarse con su edad usando un grafico de Nyquist similar al
mostrado en la figura 8.

Ejemplo VI

En una realizacion a modo de ejemplo, se us6 IS para monitorizar la concentracion de inmunoglobulina G humana
(IgG) en un fluido biolégico. Se determind la correlacion de las partes real e imaginaria de la impedancia (Re Z e Im
Z, respectivamente) de un fluido biolégico con la concentracion de IgG en el fluido biolégico midiendo la impedancia
del fluido biolégico a determinadas frecuencias durante un procedimiento de suspension. Se suspendieron
aproximadamente 1,6 | de pasta de fraccion ll+lll en una composicion de tampén de extraccién. Se contuvo la
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mezcla en un tanque de proceso con camisa de 10 litros y se mantuvo la temperatura constante usando un bafo de
agua.

Se midi6 la concentracion de IgG a tiempos predeterminados usando un sistema de inmunoquimica Image® 800
comercializado por Beckman Coulter, Inc. Las mediciones de concentracién se muestran en la tabla Il a continuacion
con los valores de concentracion de IgG centrada frente a promedio correspondientes, que se calcularon segun la
ecuacion 7 y se muestran graficamente en la figura 9.

Ecuacion 7
Concentracion de 1gG centrada frente a promedio — M
IgG
Tabla Il
Tiempo IgG (mg/dl) Concentracion de IgG
(minutos) cent. frente a prom.
0 58,8 -0,77
5 140 -0,46
10 199 -0,23
15 277 0,07
30 279 0,08
60 385 0,49
120 469 0,82

Se monitorizé la impedancia a los mismos intervalos de tiempo predeterminados mostrados en la tabla Il para
determinar Re Z e Im Z usando un medidor de LCR de precision 4989 de Agilent con un sensor de conductividad
esterilizable TB457 ABB unido al mismo. Adicionalmente, se determiné la impedancia de referencia (Re Ztampsn € Im
Ztampsn) Midiendo la impedancia compleja del tampon de extraccién antes de afiadir la pasta de fraccion II+l1l. Tal
como se muestra en las ecuaciones 8-11, se restan estas mediciones de cada medicién de Re Z e Im Z para
determinar ARe Zy Alm Z.

Ecuacion 8
ARe Z = Re Z - Re Zrampsn

Ecuacion 9

ARe Z-ARe Z
ARe Z

ARe Z centrada frente a promedio =

Ecuacién 10
AlmZ=1m Z - Im Zrampsn

Ecuacion 11

AlmZ-Alm Z
Alm 7

Se determinaron las partes real e imaginaria de la impedancia a frecuencias (f), que se determiné previamente que
permitian una fuerte correlacion de la sefial de impedancia respectiva con la concentracion de IgG. Se tomaron las
mediciones de Re Z a una frecuencia de 1,6 kHz (log(f) = 3,2) y se calcularon los valores centrados frente a
promedio segun la ecuacion 9 y se muestran graficamente en la figura 10. Se tomaron las mediciones de Im Z a una
frecuencia de 50,2 kHz (log(f) = 4,7) y se calcularon los valores centrados frente a promedio segun la ecuacion 11y
se muestran graficamente en la figura 11. La tabla Ill indica los resultados de las mediciones e incluye
adicionalmente Alm Z centrada frente a promedio y ARe Z centrada frente a promedio.

Alm Z centrada frente a promedio =

Tabla Il

23



10

15

20

25

30

35

ES 2603 477 T3

Tiempo Re Z ImZ ARe Z Alm Z ARe Z cent. Alm Z cent.
(minutos) | f=1,6 kHz | f=50,2kHz | f=1,6 kHz | f=50,2 kHz | frente a prom. frente a prom.
f=1,6 kHz f=50,2 kHz
Mediciones -54,59 -38,99
de tampoén
0 -45,75 -25,18 8,84 13,80 -0,41 -0,33
5 -43,25 -22,46 11,34 16,53 -0,25 -0,20
10 -41,01 -19,81 13,58 19,18 -0,10 -0,07
15 -40,20 -19,09 14,38 19,90 -0,05 -0,03
30 -38,88 -17,74 15,71 21,25 0,04 0,03
60 -36,14 -14,01 18,45 24,98 0,22 0,21
120 -31,25 -10,41 23,34 28,58 0,55 0,39
Promedios 15,09 20,60

Con el fin de determinar el/los intervalo(s) de frecuencia optimo(s) que van a implementarse, se empled software
estadistico (Minitab 15.1.1.0) y se determinaron las siguientes ecuaciones de regresion lineal:

Ecuacion 12
AlgG = A(f) + B(f) - ARe Z
Ecuacién 13
AlgG = A'(f) + B1(f) - Alm Z
Se resolvieron los coeficientes A, B, A’, B’ asi como los coeficientes de determinacion (Rz) correspondientes, y los
errores estandar de la regresion (S) a diferentes frecuencias y se presentan en la tabla IV. Se definieron entonces

los intervalos de frecuencia 6ptimos de 1,59, 6,3, 15,9 y 50,2 (mostrados a continuacion en negrita) como aquellos
en los que el R?>95% para o bien ARe Z o bien Alm Z 'y S es minimo.

Tabla IV
f (kHz) Log (f) ARe Z Alm Z
A B R S A’ B’ R S
0,05 1,7 0,0 0,0 29,8% 0,50 0,0 0,03 0,4% 0,595
0,1 2,0 0,0 2,1 94,4% 0,15 0,0 1,29 44.5% 0,444
0,63 2,8 0,0 1,7 94,0% 0,15 0,0 3,56 81,6% 0,256
1,59 3,2 0,0 1,7 96,7% 0,11 0,0 0,30 0,5% 0,595
6,3 3,8 0,0 1,87 96,0% 0,12 0,0 2,67 92,9% 0,16
15,9 4,2 0,0 1,97 95,7% 0,12 0,0 2,48 95,0% 0,13
50,2 4,7 0,0 1,4 82,0% 0,25 0,0 2,23 98,2% 0,08
159 5,2 0,0 0,00 0,0% 0,60 0,0 1,08 92,8% 0,16
843,4 6,0 0,0 0,7 65,5% 0,35 0,0 0,07 39,2% 0,47

Tal como puede observarse a partir de los datos de la tabla IV, tanto la parte real como la imaginaria de la
impedancia pueden correlacionarse con la concentracion de IgG de una suspension de fraccion II+1ll. Ademas,
puede determinare la parte real o imaginaria de la impedancia y compararse con un valor de impedancia de
referencia para determinar la concentracion de IgG en una suspension de fraccion I+l

Preferiblemente, el intervalo de frecuencias usado para las mediciones de impedancia debe encontrarse dentro de
los intervalos de frecuencia 6ptimos enumerados en la tabla V.

Tabla V
Impedancia Intervalo de frecuencias 6ptimo
Re Z de aproximadamente 1,6 kHz a aproximadamente 16kHz
ImZ de aproximadamente 16 kHz a aproximadamente 50 kHz

Ejemplo VII
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Se correlacion6 la impedancia (Re Z y/o Im Z) de un fluido biolégico con la concentracion de inmunoglobulina G
humana (IgG) a intervalos de frecuencias definidos durante tanto un procedimiento de filtracion como uno de lavado
posterior. Se suspendié una pasta de fraccion I+l en una composiciéon de tampén de extraccion. Los 1,6 | de la
suspension estaban contenidos en un tanque de proceso con camisa de 10 litros con bafio de agua para el control
de la temperatura y se utilizé en los procedimientos de filtracion y lavado posterior.

Se recogié una muestra de volumen de 1 | en cada una de las etapas de procedimiento (F1, F2, PW1, PW2, PW3) y
se midid en cada una la concentracion de IgG asi como Re Z e Im Z. Los resultados se muestran en la tabla VI a
continuacion, con los valores de IgG centrada frente a promedio calculados segun la ecuacién 7. El valor de IgG
centrada frente a promedio en cada etapa de procedimiento se muestra graficamente en la figura 12.

Tabla VI
- IgG centrada frente a

Etapa de procedimiento IgG mg/dI promedio

Filtrado 1 (F1) 25,3 -0,87

Filtrado 2 (F2) 539 1,68
Lavado posterior 1 (PW1) 359 0,78
Lavado posterior 2 (PW2) 72,4 -0,64
Lavado posterior 3 (PW3) 10,2 -0,95

Se midieron las partes real (Re Z) e imaginaria (Im Z) de la impedancia de cada muestra a frecuencias (f), que se
determiné previamente que permitian una fuerte correlacion de la sefial de impedancia respectiva con la
concentracion de IgG. Se tomaron las mediciones de Re Z a una frecuencia de 0,63 kHz (log(f) = 2,8) y se calcularon
los valores centrados frente a promedio segun la ecuacion 9 y se muestran graficamente en la figura 13. Se tomaron
las mediciones de Im Z a una frecuencia de 16 kHz (log(f) = 4,2) y se calcularon los valores centrados frente a
promedio segun la ecuacidon 11 y se muestran graficamente en la figura 14. La tabla VII, a continuacion, indica los
resultados de las mediciones y adicionalmente incluye los valores de Alm Z centrada frente a promedio y ARe Z
centrada frente a promedio calculados.

Tabla VI
Etapa de Re Z f= ImZf= | AReZf= | AImZf= | ARe Z cent. frente a | Alm Z cent. frente
procedimiento | 0,63 kHz 16 kHz | 0,63 kHz 16 kHz prom. f= 0,63 kHz a prom. f= 16 kHz
Tampodn -41,24 -3,87
F1 -49,40 -10,87 -8,17 -8,17 -8,17 0,43
F2 -31,16 -5,17 10,08 10,08 10,08 -0,73
PWA1 -39,20 -7,40 2,04 2,04 2,04 -0,28
PW2 -49,93 -9,37 -8,70 -8,70 -8,70 0,12
PW3 -54,76 -11,07 -13,52 -13,52 -13,52 0,47

Se uso el software informatico Minitab 15.1.1.0 para establecer los intervalos de frecuencia 6ptimos en donde la
correlacion entre las partes real e imaginaria de la impedancia (ARe Z y Alm Z) y la caracteristica medida (AlgG) es
la mas fuerte. Se determinaron las ecuaciones de regresién segun las ecuaciones 12 y 13 anteriores, y los
coeficientes A, B, A’, B’ asi como los coeficientes de determinacion (Rz) correspondientes, y se presentan los errores
estandar de la regresion (S) a diferentes frecuencias en la tabla VIll. Se definieron entonces los intervalos de
frecuencia 6ptimos de 0,63, 6,3 y 15,9 (mostrados a continuacion en negrita) como aquellos en los que el R% > 95%
para o bien ARe Z o bien Alm Z, y S es minimo.

Tabla VIII
f (kHz) Log (f) ARe Z Alm Z
A B R’ S A B’ R’ S

0,02 1,3 0,0 0,5 29,9% 1,13 0,0 -0,04 3,6% 1,33
0,05 1,7 0,0 0,1 0,7% 1,35 0,0 -0,02 3,4% 1,33
0,1 2,0 -1,9 -1,9 67,9% 0,77 -0,37 -0,11 89,7% 0,44
0,63 2,8 0,0 -0,4 96,8% 0,24 0,0 0,42 66,6% 0,78
1,59 3,2 0,0 -0,14 71,1% 0,73 0,0 -0,21 1,2% 1,35
6,3 3,8 0,0 -0,36 94,9% 0,31 0,0 -2,36 88,9% 0,45
15,9 42 0,0 -0,34 96,7% 0,25 0,0 -2,27 96,8% 0,24
50,2 47 0,0 -0,13 11,0% 1,28 0,0 0,85 8,1% 1,30
159 5,2 0,0 2,71 77,6% 0,64 0,0 -1,64 93,5% 0,35

251,8 5,4 0,0 -4.9 41,0% 1,04 0,0 -1,33 43,9% 1,02

399,1 5,6 0,0 -3,00 21,7% 1,19 0,0 0,34 49,3% 0,97
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| 8434 | 60 | 00 | -229 | 359% | 10 | 00 [ 091 [ 14% | 135 |

Tal como se muestra en las tablas VIl y VI, las partes tanto real como/o imaginaria de la impedancia pueden
emplearse para el control y/o la monitorizacion de la concentracion de IgG durante etapas de procedimiento de
filtracion y/o lavado posterior de suspensiones de pasta de fraccion lI+1ll. Las mediciones de impedancia pueden
correlacionarse con los datos proporcionaros en el presente documento para extrapolar la concentracion de IgG
durante las etapas de procedimiento de filtracion y/o lavado posterior de pasta de fraccion ll+lIl. Segun los datos
proporcionados en el presente documento, los intervalos de frecuencia 6ptimos para medir las concentraciones de
IgG se muestran en la tabla IX.

Tabla IX
Impedancia Intervalo de frecuencias 6ptimo
Re Z aproximadamente 0,6 kHz
de aproximadamente 1,6 kHz a aproximadamente 16 kHz
ImZ aproximadamente 16 kHz

Ejemplo VIII

En una realizacion a modo de ejemplo, se midieron intervalos de valores de impedancia de referencia para una
disolucion de albumina al 5% en volumen a varias frecuencias y concentraciones de alcohol diferentes. Se afadié
por incrementos una disolucion de etanol al 95% en volumen a una disolucién de 1,6 kg de agua y 0,4 kg de
albumina en un tanque con camisa de 10 | en un bafio de agua. Se afiadio la disolucion de etanol a una temperatura
de -1°C. Se tomaron multiples mediciones de impedancia a varias frecuencias y se almacenaron en un ordenador de
uso general cuando la disolucion alcanzé el 5% de etanol en volumen. Se repitieron estas etapas al 10% de etanol
en volumen, el 15% de etanol en volumen, el 20% de etanol en volumen, el 25% de etanol en volumen y el 30% de
etanol en volumen. Se representaron graficamente los valores de impedancia de referencia y se compararon para
determinar el efecto de la concentracion de alcohol sobre la impedancia de la disolucién de albumina.

En la figura 16 se muestra el grafico de Nyquist resultante, en el que la parte real de la impedancia 1610 se
representa graficamente frente a la parte imaginaria de la impedancia 1620 de la disolucién a multiples frecuencias
1630 que oscilan entre 1KHz y 2MHz y muiltiples concentraciones 1640 de alcohol que oscilan entre el 5% en
volumen y el 30% en volumen. Las partes real 1610 e imaginaria 1620 de la impedancia pueden determinarse a
cualquiera de varias frecuencias 1630 entre 1 KHz y 2 MHz y los valores de impedancia medidos pueden
almacenarse en, por ejemplo, una base de datos en un ordenador de uso general para su comparacion con valores
de impedancia medidos. Por ejemplo, puede usarse el grafico de Nyquist de la figura 16 para extrapolar una
concentracion de alcohol en una disoluciéon de muestra, que tiene por lo demas la misma composiciéon o similar,
basandose en mediciones de impedancia de una disolucién de este tipo a frecuencias que oscilan entre 1KHz y
2 MHz. Se contempla que los valores de impedancia de cualquier disolucidon que contenga alcohol pueden
correlacionarse usando un grafico de Nyquist similar al mostrado en la figura 16.

También se determinaron intervalos de frecuencia 6ptimos para correlacionar la concentracién de alcohol con la
parte real de la impedancia a concentraciones de etanol variables. Se midi6 la parte real de la impedancia (Re Z) a
cada una de las concentraciones de alcohol mostradas en la tabla X usando un medidor de LCR de precision 4989
de Agilent que tenia un sensor de conductividad esterilizable modelo TB457 de ABB unido al mismo.

Tabla X
Concentracion de Re Z f=0,63 kHz ARe Z f= 0,63 kHz ARe Z cent. frente a
alcohol, % en volumen prom. f = 0,63 kHz
0 -208
5 -292 -83,6 0,209
10 -380 -171 0,427
15 -569 -360 0,897
20 -679 -471 1,17
25 -853 -645 1,61
30 -885 -676 1,69

Se calcularon ARe Z y ARe Z centrada frente a promedio mostradas en la tabla X usando las ecuaciones 14y 15y
se muestran graficamente en la figura 15.

Ecuacion 14

ARe Z = Re Z - Re Zy, en donde Re Zy = Re Z al 0% de alcohol

26



10

15

20

25

30

35

ES 2603 477 T3

Ecuacién 15

ARe Z-ARe Z
ARe Z

ARe Z centrada frente a promedio =

Se us6 el software informatico Minitab 15.1.1.0 para establecer los intervalos de frecuencia 6ptimos en donde la
correlacion entre la ARe Z y la concentracion de alcohol (AC) es la mas fuerte. Se determiné una ecuacion de
regresion lineal segun la ecuacion 10 y se presentan los coeficientes A, B asi como los coeficientes de
determinacion (R?) correspondientes y los errores estandar de la regresion (S) a diferentes frecuencias en la tabla
Xl. Se definieron los intervalos de frecuencia 6ptimos de 0,02, 0,63, 1,59, 6,3, 15,9 y 843,4 (mostrados a
continuacion en negrita) como aquellos en los que el R* > 95% para ARe Z y S es minimo.

Tabla XI
f (kHz) Log(f) ARe Z
A B R* S
0,02 1,3 18,65 16,14 96,0% 1,8
0,05 1,7 16,38 6,13 68,5% 5,1
0,1 2,0 17,39 11,27 80,1% 4.1
0,63 2,8 2,96 13,95 98,9% 0,96
1,59 3,2 2,48 14,50 98,1% 1,26
6,3 3,8 2,57 14,38 98,1% 1,26
15,9 4,2 1,32 15,27 98,2 1,23
50,2 4,7 18,54 -0,85 45,8% 6,7
159 5,2 -6,54 22,50 91,3 2,69
843,4 6,0 -19,39 36,40 97,6 1,47

Tal como se muestra en las tablas X y X, la parte real de la impedancia puede emplearse para la monitorizacion y/o
el control de la concentracién de alcohol durante la adicion de alcohol a disoluciones que contienen albumina. Los
intervalos de frecuencia 6ptimos encontrados para medir la adicion de alcohol a disoluciones que contienen
albumina se muestran en la tabla XII.

Tabla XII
Impedancia Intervalo de frecuencias 6ptimo
aproximadamente 0,02 kHz
Re Z de aproximadamente 0,63 kHz a aproximadamente 16 kHz
aproximadamente 843 kHz

Ejemplo IX

Se correlacioné la impedancia compleja con la concentracion de alcohol de un plasma crioempobrecido a
determinadas frecuencias durante un procedimiento de adicién de alcohol. Se afadié por incrementos una disolucién
de etanol al 95% en volumen a una disolucién de 4,24 g de acido acético 5 M y 3,43 kg de plasma crioempobrecido
en un tanque con camisa de 10 | en un bafio de agua. Se afiadieron aproximadamente 0,237 kg de la disolucion de
etanol a lo largo de un periodo de 1,5 horas a una temperatura de -2°C para producir una mezcla de alcohol al 8%
en volumen. Adicionalmente, se afiadieron 0,018 kg de un tampdén. Se determiné la parte real de la impedancia a
cada concentracion de alcohol mostrada en la tabla XlIl usando un medidor de LCR de precisién 4989 de Agilent
que tenia un sensor de conductividad esterilizable modelo TB457 de ABB unido al mismo. Ademas, se aumento la
concentraciéon de alcohol desde el 8% hasta el 20% en volumen a lo largo de 5 horas adicionales y se tomaron
mediciones de impedancia adicionales.

Tabla XIII
Concentracion de Re Z ARe Z ARe Z cent. frente a
alcohol, % en volumen f=0,63 kHz f=0,63 kHz prom. f = 0,63 kHz
0 -31,90

1,2 -33,97 -2,063 -0,9289

2,4 -38,68 -6,77 -0,7666

5,1 -45,71 -13,81 -0,5241

6,5 -47,82 -15,91 -0,4516

8,4 -52,48 -20,57 -0,2910
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11,5 -60,99 -29,08 0,0023
14,7 -70,78 -38,87 0,3398
17,5 -81,93 -50,02 0,7243
20,3 -85,34 -53,43 0,8417
21,8 -91,54 -59,63 1,0556

Se calcularon la ARe Z y ARe Z centrada frente a promedio mostradas en la tabla Xlll usando las ecuaciones 14 y 15
y se muestran graficamente en la figura 17.

Se us6 el software informatico Minitab 15.1.1.0 para establecer los intervalos de frecuencia 6ptimos en donde la
correlacion entre la ARe Z y la concentracion de alcohol (AC) es la mas fuerte. Se determiné una ecuacion de
regresion lineal segun la ecuacidon 12 y se presentan los coeficientes A, B asi como los coeficientes de
determinacion (R?) correspondientes y los errores estandar de la regresion (S) a diferentes frecuencias en la tabla
XIV. Se definieron los intervalos de frecuencia 6ptimos de 0,05, 0,1, 1,59, 6,3, 15,9, 50,2 y 159 (mostrados a
continuacion en negrita) como aquellos en los que el R* > 95% para ARe Z y S es minimo.

Tabla XIV
f (kHz) Log (f) ARe Z
A B R’ S
0,02 1,3 10,94 13,15 83,4% 3,18
0,05 1,7 10,94 8,50 97,1% 1,32
0,1 2,0 10,93 10,97 98,9% 0,84
0,63 2,8 10,94 9,85 83,8% 3,15
1,59 3,2 10,92 11,07 99,5% 0,57
6,3 3,8 10,94 10,60 99,5% 0,58
15,9 4,2 10,94 10,45 99,5% 0,55
50,2 4,7 10,94 10,77 99,5% 0,58
159 5,2 10,94 12,09 97,4% 1,25
843,4 6,0 10,94 2,25 63,0% 4,77

Tal como se muestra en los datos proporcionados en las tablas XVIl y XIV, se encontré que la impedancia puede
usarse para monitorizar y/o controlar la concentracion de alcohol durante la adicion de alcohol a una disolucion de
plasma crioempobrecido. Los intervalos de frecuencia optimos encontrados para medir la adicion de alcohol a una
disolucioén de plasma crioempobrecido se muestran en la tabla XV.

Tabla XV
Impedancia Intervalo de frecuencias 6ptimo
aproximadamente 0,02 kHz
Re Z de aproximadamente 0,63 kHz a aproximadamente 16 kHz
aproximadamente 843 kHz

La invencion descrita y reivindicada en el presente documento no esta limitada en su alcance por las realizaciones
especificas divulgadas en el presente documento puesto que estas realizaciones estan previstas como ilustraciones
de varios aspectos de esta invencion. Se pretende que cualquier realizacion equivalente esté dentro del alcance de
esta invencion. De hecho, diversas modificaciones de la invencién ademas de las mostradas y descritas en el
presente documento resultaran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcidén anterior. También
se pretende que tales modificaciones se encuentren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Método para separar una proteina de un fluido biolédgico hasta un grado seleccionado como objetivo,
comprendiendo el método:

ajustar un parametro de dicho fluido biolégico para modificar la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido
bioldgico, seleccionandose dicho fluido bioldgico del grupo que consiste en un plasma sanguineo y un
producto intermedio de plasma fraccionado, y seleccionandose dicho parametro del grupo que consiste en
concentracion de solutos, concentracion de disolvente, pH, fuerza iénica, temperatura, densidad, velocidad
de flujo y viscosidad;

monitorizar la impedancia del fluido bioldgico durante dicha etapa de ajuste;

comparar dicha impedancia con un valor de impedancia objetivo correspondiente a un grado objetivo de
separacion de dicha proteina de dicho fluido bioldgico; y

provocar un aumento o una disminucion en la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido bioldgico
modificando adicionalmente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de
impedancia objetivo en mas de una tolerancia aceptable para llevar dicho valor de impedancia dentro de
dicha tolerancia aceptable de dicho valor de impedancia objetivo;

efectuando de ese modo la separacién hasta dicho grado seleccionado como objetivo.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el producto de plasma fraccionado se selecciona del grupo que
consiste en albumina, inhibidor de alfa 1-proteinasa, factor antihemofilico, complejo de factor de von
Willebrand, complejo coagulante anti-inhibidor, antitrombina, inhibidor de esterasa C1, factores de
coagulacion, fibrina, fibrindgeno, inmunoglobulina, concentrado de proteina C y trombina.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar
adicionalmente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo
en al menos el 0,5%.

Método segun la reivindicaciéon 3, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar
adicionalmente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo
en al menos el 1,0%.

Método segun la reivindicaciéon 4, en el que dicha etapa de modificacion comprende modificar
adicionalmente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo
en al menos el 5%.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa de modificacion
comprende proporcionar una notificacion a un operario cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor
de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa de modificacion
comprende ademas desencadenar un analisis de dicho fluido biolégico cuando dicha impedancia se desvia
de dicho valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa de modificacion
comprende:

determinar una cantidad de modificacion de dicho parametro necesaria para provocar que la impedancia de
dicho fluido bioldgico esté en o aproximadamente en dicho valor de impedancia objetivo cuando dicha
impedancia se desvia de dicho valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable; y
modificar el parametro en dicha cantidad de modificacion.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que dicha etapa de modificacion comprende
modificar automaticamente dicho parametro cuando dicha impedancia se desvia de dicho valor de
impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método segun la reivindicacion 9, en el que dicha etapa de modificacion se realiza sustancialmente en
tiempo real.

Método para controlar un procedimiento de separacién de proteinas para separar una proteina de un fluido
biolégico, comprendiendo dicho método:
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obtener una medicion de impedancia de dicho fluido biolégico de una etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas, seleccionandose dicho fluido bioldgico del grupo que consiste en un plasma
sanguineo y un producto intermedio de plasma fraccionado;

determinar una cantidad de modificacién de un parametro de dicho fluido biolégico que modifica la
solubilidad de dicha proteina en dicho fluido biolégico necesaria para provocar que la medicién de
impedancia de dicho fluido bioldgico esté dentro de una tolerancia aceptable de un valor de impedancia
objetivo, seleccionandose dicho parametro del grupo que consiste en concentracién de solutos,
concentracion de disolvente, pH, fuerza iénica, temperatura, densidad, velocidad de flujo y viscosidad; y

provocar un aumento o una disminucion en la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido bioldgico
ajustando dicho parametro que modifica la solubilidad de dicha proteina en dicho fluido bioldgico en dicha
cantidad de modificacién para llevar dicho valor de impedancia dentro de dicha tolerancia aceptable de
dicho valor de impedancia objetivo;

controlando de ese modo dicho procedimiento de separacién de proteinas.

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas comprende precipitar dicha proteina de dicho fluido biolégico.

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas comprende purificar o concentrar dicha proteina.

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas comprende un procedimiento de flujo continuo y dicho fluido bioldgico es un fluido
bioldgico en linea de dicho procedimiento de flujo continuo.

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas comprende un procedimiento discontinuo y dicho fluido biolégico es una mezcla
discontinua de dicho procedimiento discontinuo.

Método segun la reivindicacion 11, caracterizado ademas porque dicha etapa de dicho procedimiento de
separacion de proteinas comprende un procedimiento de filtracion.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 11-16, caracterizado ademas porque dicha etapa de
determinacion comprende proporcionar una notificacion a un operario cuando dicha medicién se desvia de
dicho valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 11-17, caracterizado ademas porque dicha etapa de
ajuste comprende desencadenar un analisis de dicho fluido biolégico cuando dicha medicion se desvia de
dicho valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 11-17, caracterizado ademas porque dicha etapa de
ajuste comprende ajustar automaticamente dicho parametro cuando dicha medicién se desvia de dicho
valor de impedancia objetivo en mas de dicha tolerancia aceptable.

Método segun la reivindicaciéon 19, en el que dicha etapa de ajuste se realiza sustancialmente en tiempo
real.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-20, caracterizado ademas porque el producto de
plasma fraccionado se selecciona del grupo que consiste en albumina, inhibidor de alfa1-proteinasa, factor
antihemofilico, complejo de factor de von Willebrand, complejo coagulante anti-inhibidor, antitrombina,
inhibidor de esterasa C1, factores de coagulacion, fibrina, fibrindgeno, inmunoglobulinas, concentrado de
proteina C y trombina.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el fluido biolégico se usa en una
cantidad de 1,6 1a 10 1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en el que la separacion de proteinas se realiza a
gran escala.
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& 1/pPTCs- albumina-pH-7.38 * R5-pH-7.38

% 1/pCs- abumina-pH-4.2 * Rs-pH-4.7

4 LpHP*Cs- albimina-pH-3.9 * Rs-pH-3.9

. it Cs: albuminarpH-3.2 * Rs-pH-3.2
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