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El método más orm5nmente utilizado para el fraceíonamiento

de._plasma, consiste en aprovechar las diferencias de solu- 

bilidad de las distínt2is prote nas, en presencia de disol- 

ventes no polares a pH e--Ix-clficos. ( 2 ) 

El -presente trabajo tiene ~ objetivo determinar las con

dicienes 6Ptinw para la purificaci6n de alb6mina humana, 

utilizando la sal s¿Sdica del ácido octan6ico como estabili

zac3or y calentando para desnaturalízar las iffpurezas, man- 

teniendo en soluci6n solamente la al~ a. ( 10 ) 

En el siguiente esquema se presenta el MétOdo propuesto por

Cohn para el fraccionanúento de plasma, que es el más utili

2adO Y la alternativa que se sugiere. 
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METODO DE COHN

P L A S M A

Centrifugaci6n

FACTOR CRYO T = 0. 0 + 0. 5 OC
ANTIHEMOFILICO

PLASMA POBRE

Alcohol etilico 7% ; T 2 * C; PH 7. 2( 

Centrifugaci6n

Beta- globulinasj Fr. I

SN Fr. I

Alcohol etilico 2S%; T = - 5 * C; PH = 6. 90

Centrifugaci6n

Fr.—II + III

Beta y Gamma globulinas) 
SN Fr. II + IIT

Alcohol etilico 25%; T = - 5 * C; PH = 5. 20

Dil. al 1% de Prot. Fza. i6nica = 0. 09

89% alfa + 11% beta) Fr. IV I

Alcohol etilico 40%;. T = - 5 ' C; PH = 6. 00

FueTza i6nica = 0. 085

Fr. IV 4
16% alb. + 46% alfa + 

38% beta) Centrifugaci6n

Fr. IV + IV 4
SN Fr. IV 1 + IV4

Alcohol etilico 40%; T = - 5 * C; pH+= 4. 80

Centrifugaci6n

A L B U M I N A Fr. V

SN Fr. V
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A L ' r E R N A T I V A P R 0 P U E S T A

p L A S M A

Centrifugaci6n

FACTOR CRYO T = 0. 0 + O. S OC
ANTIHEMOFILICO

PLASMA POBRE

Alcohol etflico 7%; T - - 2 * C; pH - 7. 20

Centrifugaci6n

Beta- globulinas) Fr. I

SN Fr. I
Alcohol etflico 2S%; T = - S * C; pH= 6. 90

Centrifugaci6n

Fr. II + III

Beta y Gamma globulinas) 
SN Fr. II + III

Condiciones 6ptimas de: 

Temperatura, tiempo, pH y

concentraci6n del estabílizador

Cent-rifugaci6n

Fr. IV + 

SN Fr. IV, + IV4
Alcohol etilico 401; T = - 5 IC; pH = 4. 80

Centrifugaci6n

A L B U M I N A Fr. V

SN Fr. V
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II INTRODUCCION

l)' Generalidades

i,a sangre es un líquido de vital importancia para el - 

organismo ya que todas las partes del cuerpo humano están

bañadas por ella; además es el vehículo líquido por el - 

cual los más importantes de los nutrientes orgánicos son

tranásportados desde el intestino, en donde son absorbidos, 

al hígado en donde son procesados y posteriormente lleva - 

dos a otros 6rganos; también a través de ella los produc- 

tos de desecho y el exceso de iones minerales son llevados

a los rifienes para su excreci6n. 

La sangre tarrbién es el vehículo para transportar el ox1 - 

geno de los pulmones a los tejidos y mediante ella se lle- 

va a cabo la eliminaci6n del di6xido de carbono generado

durante la respiraci6n, el transporte de hormonas y otros

mensajeros quImicos desde varias glándulas end6crinas ha- 

cla sus 6rganos blancos. 
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El sistema vascular humano contiene de 5 a 6 litros de sangre; 

cerca de la mitad de su volumen consiste en: células rojas - 

eritrocitos) los cuales transportan coef9eno y un poco de di- 

6xido de carbono, en menor cantidad células blancas ( leucoci- 

tos) y plaquetas. 

La otra parte que no ccntiene célul4 es llw-.ada plawcaa san - 

gulneo, el cual es un lIquido amarillento con un pH de 7. 4 y

con un ccntenido de diferentes solutos orgánicos e inorgáni - 

cos ( carbonatos, fosfatos y cloruros). ( 12 ). Aprcximad&7en~ 

te 3/ 4 partes de estos solutos son proteínas que desempeñan

irportantes funciones por lo cual tienen un gran valor tera - 

p6utico, ya que una o varias pueden faltar bajo determinadas

circunstancias. Por ejemplo: la alb6mina se pierde por trau- 

matismos, por algunas enfermedades del rifi6n o debido a que

por ciertos disturbios hepáticos no se produce. 

En muchas ocasiones por diversas razones se hace necesaria la

aplicaci6n de transfusianes sang-ulneas. 

Estas son usadas terapéuticamente para trata-ráentos de anenlia



6. 

resultantes de enfermedades o hemorragias, tratamiento en

la ~ ida de proteínas del plasma, tratamiento de enferme- 

dades en las cuales no se conserva un nivel adecuado de pro

teTnas, inmunizaci6n pasiva y en el tratamiento de la hemo- 

filia.- Las transfus ones pueden ser hechas de una persona

a otra en forría de sangre ccnipleta o plasma, en este caso

se utilizan citratos para evitar la coagulaci6n. En caso de

ser administrada sangre ccinpleta, son necesarias pruebas pre

limi.nares de campatibilidad, por esta razái es mejor utili - 

zar plasma en casos de emergencia. 

Cuando se ha perdido sangre campleta, por hemorragias seve - 

ras lo único que puede reemplazarla es sangre canipleta del

misrro tipo de la del receptor. ( 2 2 ) - 

2) Proteínas Sanguíneas

Las proteínas son el 20% del vol~ total de la sangre y se

presentan asociadas con la mayoría de los procesos fisiol6 - 

gicos que ella efectúa. El plasma contiene el 10% en peso. de



7. 

s6lidos, de los cuales 7 a 9% son proteinas, un 1% de sales

y el resto de substancias lipídicas y otros materiales. 

Estos últimos casi siempre se encuentran adheridos a una - 

molécula protéica. 

Los grupos de proteInas son: fibrLn¿Sgeno, alba -,was y globu

linas, éstas Gltimas se dividen por su movilidad en el cam

po. eléctrico en = alfa , beta y q& Tma . ( 22 ) 

En la Tabla I se encuentran algunas caracter5sticas de es - 

tas proteSnas asl ccun sus funciones. 

Otras proteTnas encontradas en el plasma son las enzimas co

mo: plasmina, peptidasa, estearasa sérica, fosfatasa ácida, 

fosfatasa alcal-ina, colesterol estaa asa, lipasa, amilasa, 

lisozima y transferrina. 

También se encuentran lípidos aso= ados a la fracci1n pro - 

téica de alfa-globulinas entre los que están: colesterol, 

carotenos, vita -una A, estriol, hormona adrenocorticoide, 
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vitamína D, vitamina. E, ácidos grasos de cadena larga ccuo

él ácido oléico, etc. 
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3) Historia y objetivos del fraccionamiento de sangre: 

Desde hace muchos afíos la sangre completa fue usada para - 

tr¿nsfu-3iones. la efectividad del plasma fue demostrada

al final de la Priirera Guerra Mundial, aunque presentaba

problemas de estabilidad y ~ que. Posteriormemte se co

nocieron métodos para liofilizarlos y así los problemas de

esterilidad y estabilidad desaparecieron, además, que po - 

d.f a ser almacenado por más ti~. 

En ese entonces se desarrollaron técnicas para la prepara- 

ci6n de plasma líquido a gran escala. 

Al iniciarse la Segunda Guerra >kmclial, aument6 la demanda

de transfusiones de sangre y se inici6 la experimentaci6n

para satisfacer dicha demanda. 

La restituci6n de la a1bl=ra es necesaria en caso de shock, 

pero no así la administraci6n junto con ella del resto de - 

las proteínas plasmáticas, por lo que se hizo favorable el

fraccionamiento del plasma. ( 2 2) 



En ese tiempo, apraxímadamente una quinta parte de la sangre

recolectada por la " Cruz Roja A¡mericana", era transformada a

derivados del plasra por fraccionanúento. ( 2 0 ) 

En 1941 E. J. Cohn lleva a cabo la pri¡mra preparaci6n de al- 

bGínina humana que es probada terapéuticarente en Julio del

mim,no afio. 

En 1942 se inicia la construcci6n de plantas a gran escala y

en 1943 se hacen los primros; suministros a la marina. 

Posteriorrrente se prest6 atenci1n a las diferentes fracciones

independienterrente de la albúmina y se desarrollarm tiácúcas

para la purificacii n de garrrra- globulina suninistrando los pi l 

meros niateriales en 1944. ( 22 ) 

4) Principios de fraccionaruento de proteInas: 

Las proteInas son ímacramoléculas, constituídas- por polipépti- 

dos formados a su vez por rruchas unidades diferentes llanadas
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aminoácidos- Son substancias que se alteran fácilmente en

formaírreversible por el calor, ácidos fuertes o álcalís

y otros agentes desnaturalizantes. Por ésto solamente pu!j

de utilizarse algunos métodos para purificarlas. 

Todos los métodos de fraccionamiento utilizan las diferen- 

cias de solubilidad para hacer posible la separaci6n de so

lucíanes acuosas. 

las condiciones para la separací¿5n son las siguientes: 

1 - Una alta solubilidad de un c~ ente ( entre 1 y 10 g

por litro ), cuando la mayorla de los omponentes del

sistema tienen baja solubilidad o

2 - Una baja solubilídad de un corponente ( entre 0. 01 y

0. 1 g por litro), cuando la mayorla de los cceponentes

tienen altas solubilidades. 

Estas variables deben controlarse exactamente para obtener

diferencias suficientes en solubilidad y por lo tanto una

separaci6n precisa. 
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El obtener la fase sólida depende de las condicio

nes de precipitación. 

Los métodos existentes para el fraccionamiento de

proteínas hacen uso de las siguientes: 

91 aumento de la polaridad mediante

la adición de sales. 

la disminución de la polaridad por

disolventes orgánicos. 

el control de pH para acercar l'a pro

teína a su punto isoeléctrico. ( 22) 

En el primer caso se utiliza la propiedad de las

proteínas de reducir su solubilidad conforme se a

dicionan grandes cantidades de sales. Cuando se - 

utilizan disolventes orgánicos de constante dieléc- 

trica baja Cacetona y alcohol) , las proteínas cam

bian su configuración de tal forma que su solubilí- 

dad disminuye en agua. Si la adición es a tempera- 

turas suficientemente bajas , la desnaturalizaci6n

se evita aunque esta adición no conduce a una sepa- 
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raci6n total. ( S), ( 6), ( 7), ( 9), ( 13), ( 17), 

8), ( 29), ( 30). 

Al acercar las proteínas a su punto isoeléctrico, 

se llega al estado de menor solubilídad caractori

zado por un_valor de pH específico para cada pro- 

teína. 

En el fraccionamiento de plasma se utilizan cinco

variables fundamentales. 

1 - pH de 4. 4 a 7. 4

2 - Fuerza i6nica de = 0. 001 a 0. 160

3 - Concentraci6n de alcohol etilico en frac- 

ci6n mol de = 0. 00 a 0. 163 ( 0 a 401 en

volume,n a 25 ' C) 

4 - Concentraci6n de proteínas de = 0. 2 a 66 g/ 1

5 - Temperatura de = 0 a - 10 * C

El método más utilizado para el fraccionamiento de

proteínas es el método- de Cohn 6, 9. ( 8) ( 22). 
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Aunque este método ha sido utilizado acn éxito en el fraccio- 

namiento de plasma a gran escala, presenta algunos inconvenien

tes econánicos que vienen a ser importantes cuando el volumen

de plasma procesado es myor de. 3, 000 litros rrensuales; debido

a que se utiliza una_cantidad considerable de al~ l y se re- 

quiere mayor ti~ de centrifugaci6n. Esto ha conducido a al

gunos investigadores, fundamentalmente a la b(L quela de un mé- 

todo más econánico para la sepraci6n de albúmina, estabilizándo

la con ácidos grasos de cadena larga en bajas concentraciones

o oon acet.T1 D -L triptofano, evitando la desnaturalizaci6n a - 

temperaturas elevadas. ( lo). 

En la ausencia de estabilizadores, al calentar el plasma, se for

va un nuevo coriponente por la interacci6n de la albúmina y la

globulina, con una movilidad electroforética inter7ed-ia entre la

beta-9lobulina y la albúmina. Estas investigaciones ccnd-ujercn

a determinar que al adicionar estabilizadores al plasna, la al - 

búmina no intervenía en la formaci6n de ese ccrT.cnenre y podría

ser recuperada en un paso si se utilizaban las diferencias de so- 

lubilidades entre la albúmina no delnaturalizada y las globulinas
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4asnaturalizadas por el calor, obteníéndose una pure

za electroforética entre 92 y 98%. 

S¿ ha intentado obtener albúmina estable al calor va- 

riando las condiciones en el método de Cohn. 

En uno' de estos métodos se obtiene albúmina con rendi

mientos muy bajos ( 30). En el otro método se trata de

disminuir el efecto adverso del alcohol en la estructu

ra proteíca de la albúmina aunque esto solo tiene fines

de investigación. Con el mismo objeto se ha tratado de

utilizar electrodiálisis y precipitación con polietilen

glicol ( 31), ( 32), ( 33)-, ( 34). 

5) Producción a gran escala: 

Para la producción a gran escala deben considerarse los

siguientes puntos: 

1 - Evitar el crecimiento microbiano y sus productos. 

2 - Minimizar las alteraciones irreversibles de las

proteínas iniciales. 

3 - El sistema de precipitación deberá producir un
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tamaño de partícula suficiente para evitar

la inversi6n de grandes tiempos en la sepa

raci6n. 

4 - Compatibilidad de todos los reactivos uti- 

lizados con la aplicaci6n terapeútica de - 

los productos. 

5 - Obtenci6n en forma estable y. reproducible. 

Es necesaria una limpieza escrupulosa que permita ma

nejar márgenes de seguridad satisfactorios, debido a

que existe el riesgo de introducir substancias pirogé

nicas en los productos para uso intravenos o. Por lo

tanto para el proceso y la limpieza del equipo debe - 

utilizarse agua destilada libre de pir6genos. 

6) Aspecto bioquímico: 

La albúmina es una molécula soluble en agua e insolu

ble en soluciones salinas concentradas. La solubili

dad de la mayoría de las proteínas está dada por la

fuerza i6nica, el pH y la concentraci6n de disolven- 

tes orgánicos. 
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Al ser la fuerza i6nica muy baja: la mayoría de las

proteínas sufren el fen6meno de " salado"( salting in), 

sea permanecen en soluci6n, al aumentar la fuerza

i6n,ica las proteínas se vuelven insolubles, fen6meno

nl cual se le llama " desalado" ( salting out). 

El fen6meno de 114saladoll observado a fuerzas iónicas

altas, es probablemente el resultado. de la compet-encia

entre' la proteína y los iones de sales por las molécu

las de agua disponibles en el medio; por lo tanto, a

concentraciones suficientemente altas de sales hay in

suficiencia de moléculas de agua disponibles para la

isoluci6n completa de la proteína y las interacciones

proteína- proteina se vuelven más importantes que las

interacciones agua -proteína y por lo tanto precipitan. 

El pH también desempeña un papel muy inportante en la

solubilidad de las proteínas. Estas precipi-tan cuando

están en su punto isoeléctrico y se ha explicado este

fen6meno basándose en que las repulsiones electrostá- 

ticas intermoleculares se encuentran en este punto mi

nimizadas por lo que las moléculas interaccionan entre

sí y floculan. 
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La mayoría de los disolventes orgánicos se pueden u- 

tilizar para precipitar las proteínas. Al aumentar

la concentraci6n del disolvente orgánico, disminuye la

capacidad de los disolventes acuosos de solubilizar

a los grupos cargados en la proteína. ( 15) 

A la molécula de albúmina se le denomina proteína

completa ya que se caracteriza por tener una cantidad

relativamente grande de todos los aminoácidos inclu- 

yendo esenciales y no esenciales. Tabla II. 

Por tener esta característica de proteína completa, 

representa una reserva m6vil de aminoácidos. 

Cuando se almacena la albúmina tiende fuertemente a

polimerizarse en rimeros, trímeros y otras variedades

que pueden dar lugar a reacciones menores en caso de

administraci6n intravenosa. ( 14). 
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T A B L A I I

COMPOSI= N DE AbINOWIDOS EN LA AIBUbUNA
25) 

g DE AMn« WIDC) EN 100 g DE PR= INA) 

Glicina ............................... 1. 60

Serina. ................................ 3. 70

Treonina ............................... 5. 00

Prolina............................... 5. 10

Valina.................................. 7. 70

Isoleucina............................. 1. 70

Leucina ................................ 11. 90

Fenilalanina ............................ 7. 80

Tirosina................................ 4. 66

Triptofano . ........ — i .................. 0. 19

Cistina./ 2 ............................ 5. 58

Cisteina............................... 0. 70

Metionina .............................. 1. 28

Acido aspiitico ........................ 10. 40

Acido glutimioc) ........................ 17. 40

Arginina............................... 6. 15

Histidina .............................. 3. 50

Lisina................................. 12. 30
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7) Síntesis de albúmina en el hígado: 

Se ha ceuprobado mediante varios experimentos, que el

hígado en el sitio de formaci6n de la mayor cantidad de

albúmina, globulinas y fibri-n6geno. 

Tarver Y Reihardt ( 2 3 , hicieran un estudio sobre la

formaci6n de las proteínas plasiráticas y de otros teji- 
35das utilizando metionina marcada con S

Debido a que la metionina es un constituyente de las pro

teInas de los tejidos, la proporci6n y grado de incorpo—- 

raci6n a estas proteínas se utiliza para aclarar la stn - 

tesis de las mismas. 

Tales investigadores inyectarcn la matianina radioactiva

a perros normales y a hepatectanizados determinando la

proporci6n de la incorporacilin a las proteínas de los te

jidos y a las fraccicnes de glebulina , albúmi-na y fibri- 

n6geno del pla-cna. 
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

1) Los perros normales y hepatectemizados incorporaron

metionína a las proteínas de sus tejidos en la misma

Proporci6n, demostrando que varios tejidos extrahepl

ticos sintetizan sus propias proteínas. 

2) La metionina radiactiva no apareci6 en el fibrin6geno - 

del plasma de los animales hepatectomizados, demastrán

dose así que el h1gado es el único responsable de la

formací6n de fibrin6geno. 

3) Basándose en las proporciones de rretionina incorporada

a la albCwdna y proteínas pl ismáticas, los animales nor

males formaron albirmúna 20 veces y globulinas 7 veces

más rápido que los animales hepatectamizados. La sín- 

tesis de albánina en los animales hepatectorúzados re- 

sulta problemática, pues al separarla contiene una pe- 

queña cantidad de glóbulinas. 
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Analizando estas pr-anisas podemos conclufr, que el hfgado

sintetiza todo el fibrin6geno, esencialmente toda la albú

mina y en parte las globulinas clel pl~. 

8) Funciones de la albGnina: 

La importancia de las proteSnas plasmática reside entre

otras, en la funci6n de regular la distribuci6n de los fluí

dos entre la sangre y los tejidos, es decir regula la pre - 

si6n osm6tica. 

La albúrnina produce cerca del 75 al 80% del efecto os:nCtico

de las proteInas plasmáticas totales ya que tiene un peso - 

molecular muy bajo en cemparaci6n de las demi5s ( 69, 000 en

conparaci6n de 170, 000 de otras proteInas ), y es la que se

encuentra en mayor cantidad. ( 11 ) 

Las moléculas pequeñas del plasma y del Iíquido intersticial

w tales camo glucosa, aminoácidos, urea y sales difunden libre



24. 

mente a través de los capilares sanguíneos y ejercen

la- misma presiái osm6tica total en ambos fluIdos; sin

e~ go, las proteInas del plasma y del líquido intersti- 

cial no pueden atravesar libremente las paredes de los ca- 

pilares y como la concentrací(4n de protetnas- es mucho ma- 

yor en el plasma que en él líquido tisular, la presi6n

osrr%5t.ica del plasma es mayor que la presi6n osm6tica de

la linfa. Esta diferencia entre estas dos presiones osm6

ticas está calculada y es de 25 mm de Hg y representa la

presi6n osmiStica efectiva o presi6n osiri5tica del plasma. 

la distribuci6n del fluído entre la sangre y los tejidos

es regulada por el balance entre la presi6n sanguínea que

tienrb a forzar el líquido hacia los tejidos, y la presi6n

osnrótica efectiva del plasma, la cual tiende a extraer el

líquido del espacio intersticial. 

En el extremo arterial del capilar la presi6n sanguínea es

de aproximadamente 35 mm de Hg y la presi6n osra6tica de - 

las proteínas es de 25 mm de Hg, o sea existe una diferen- 
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cia de 10 mm de Hg a favor de la presiIin hidrostática

o sanguínea que permite por filtraci6n o difusi6n, que

salga el Líquido del capilar hacie el espacio intersti

cial. En el extremo venoso del capilar la presiIin san

Oirnea baja a unos 10 mm de Hg y la diferencia de ISmn

de Hg está a favor de la presi6n ~ tica que tiende a

introducir líquido de los espacios intersticiales hacia

el capilar. Debido a que la sangre corre a través de

este capilar, y por lo tanto la presi6n sanguínea baja, 

asimismo baja a su vez la fuerza con la que empuja el

líquido hacia afuera. 

Llega a existir un punto en el capilar, en el cual la

presi6n sanguínea y la presi6n ~ tica de las protel

nas se iguala y el liquido no fluye en ni-nguna direc

ci6n. 

Después de este punto la presi6n osr,-ética aumenta pro - 

gresivamente hasta ser mayor que la presi6n sanguínea

y el líquido entra de los tejidos al capilar. 
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Este movimiento de fluIdos se incrementa en el extrem

venoso del capilar en dande la diferencia entre la pre

sil5n osmiStíca y la presi6n sanguínea es la máxina. 

La fracci6n de la alb5mina contribuye normalmente en un

80% en la presi6n osm6tica efectiva de plasma. Se ha

demostrado que cada gran -e de aLbúmina mantiene 18 Pú del

fluIdo en el torrente sangulneo debido a su efecto ossnis- 

tico. La inportancia de esta proteTna reside en la capa

cidad tan grande de mantener la presi6n osn-ética y el

fluIdo en el plasma, así por ejemplo, en caso de trauma

el volumen circulante de la sangre puede disminuir, pro- 

vocando insuficiencia tanto en el coraz6n cam en la fun

ci6n de los tejidos. La aplicaci6n intravenosa de albú- 

mina es lo irás efectivo para restableoer y mantener así

el volumen del fluIdo del sistema vascular. 

Para estos prop6sitos, 100 m1 de una soluci6n al 25% de

albáni-na son tan efectivos ~- 5OOm-I de plasma ~ leto. 
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Cuando la presí6n osm5tica del plasm baja como cxrL;e- 

cuencia de la disminuci6n de la concentraci6n de las

proteínas plasmáticas, una excesiva cantidad de fluído

pasará hacia los tejidos pravocmndo turgidez y un - ~ a« 

26) 

La albrimina tiene la característica de fo~ ccriplejos

con una gran variedad de substancias. Estas incluyen

tanto a aniones ccino a catienes de ruchos colorantes á- 

cidos y básicos, ácidos grasos, aminoácidos acetilados, 

lIpídos, vitaminas, sales biliares, hormonas, etc. 

Es por la formaci6n de estos couplejos, por lo que la al

búmina deseppeña un papel tan ~ rtante cam madio ¿ e

transporte. ( 14) 

Es interesante notar que muchos de estos ~, lejos, par- 

ticulanrente aquellos formados -con amincácidos acetila - 

dos incr~ tan notable~ te la estabilidad de la albil - 

mina y la resitencia a desnaturalizarse debido a calor

u otros agentes. ( 10) 
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I I I MATERIALES Y METODO.S

1) Electroforesis: en acetato de celulosa ( Mátado de

Kolm) ( 2 1 ) 

A - Aparatos

1 - Fuente de poder ( Camag) 

2 - Celda para electroforesis ( Millipore XC2100015) 

3 - Aplicador de nuestras ( Millípore XC2100025) 

4 - DensitImetro y F--gistrador ( Millípore XE2000050) 

5 - Membranas de acetato de oelulosa ( MilliPOre - 

ESWM 031 OR) 

B - Reactivos

1 - Colorante de Ponceau (› lillipore XEO00002B) 

2 - Buffer de barbital ( Millipore XE2100042) 

pH = 8. 6 Fuerza i6nica = 0. 075

3 - Soluci6n de enjuague: Acido acético 5: 95 p/ v

Baker 9507) 

4 - Soluci6n deshidratante: Alcohol etIlico absoluto

Baker 9000) 

5 - Soluci6n clarificadora: >Jezcla de acetato &, eti

lo ( Baker 1720) y Acido acftico glacial ( Baker

9507) 30- 70 p/ v. 
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C - Procedimiento

1 - Verter aproxiredamente 30 m1 de los reactivos en

diferentes recipientes en el siguiente orden: 

Recipiente # 1 : Soluci6n buffer

Recipiente # 2 : Colorante de Ponceau

Recipiente # 3 : Soluci6n de enjuague

Recipiente # 4 : Soluci6n deshidratante

Recipiente 1# 5 : Soluci6n clarificadora

2 - Introducir la membrana a la soluci6n buffer cm

la ayuda de unas pinzas. 

3 - Llenar la celda electroforática con soluci¿5n - 

buffer. 

4 - Colocar la ~ rana dentro de la celda. 

5 - Colocar con una pipeta Pasteur una gota de las

muestras a probar en diferentes pedazos de Para

film. 

6 - Utilizando el aplicador tcmar la nmestra y, apli- 

carla sobre la ~ rana por un minuto. Si la - 
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muestra ccntiene ~ os de 5% de proteSnas, se

hace la aplicacíái las veces necesarias para all

canzar esta concentraci6n. 

7 - Conectar la celda a la fuente de poc3er a un vol

taje de 100 volts con una corriente de 1. 5 miLi

ampers y dejarla correr por 15 minutos. 

8 - Colocar la ~ rana en el colorante -por 10 minu

tos. 

Lavar la ~ rana con la soluci6n de enjuague, - 

dejar secar la meffbrana al a -ire o en una estu-lFa

a 600C m6xin-o. 

9 - Sumergir la ~ rana en la soluci6n deshidratan - 

te por 5 minutos y despuás colocarla en la solu- 

ci6n clarificadora por 1 minuto; final-rwte se

deja secar en una estufa ventilada de 40 a 60* C

por 5 minutos. 

10 - Leer la rnembrana en el densit&,i--tro y graficar. 
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2) Detemúnaci6n de Proteínas Totales: 

Método de Biuret

A) Aparatos

1 - EsPectrofotilmatro Colleman 44

2 - Celdas Colleman

B) Reactivos

I - Reactivo de Biuret

19. 2 g de tartrato de sodio y potasio ( Baker

3262). 

4. 8 g de sulfato de cobre ( Baker 1843), disuel

tos en SOm1 de agua destilada. 

1. 0 g de cloruro de potasio ( Baker 3162) 

612 m1 de hidr6xido de sodio ( Baker 3722) 2. 5 N

Aforar a 2 litros con agua destilada. 

2 ~ Soluci6n salina al 0. 9% ( cloruro de sodio 0. 15m) 

Baker 3625). 

Q Procedimiento

1 - Ajustar la nmiestra por díluci6n a que el conteni

do de proteInas oscile entre 0. 1 y 0. 5%. 
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2 - Ternar alícuotas de 1. 0, 2. 0 y 3. 0 m1 de esta so

luci6n y llevarlas a 5m1 con, soluci6n salina. 

3 - Agregar -ISnl de reactivo de Biuret. 

4 - Yezclar por inversi6n y dejar reposar por 30 rú

nutos a t~ ratura ambiente. 

5 - Tee absorbancia en el espectrofotáretro a 555nm. 

6 - Calcular la concentracidn en mg/ m1 utilizando el

coeficiente de extincién E = 30. 
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3) Detenrdnaci6n de pH

A) Aparatos

Potenci6wetro Corning Mcdelo 7

B) Reactivos

Soluci6n buffer pH = 4. 0 ( Coining 477070) 

C) Procedimiento

1- Se enjuagan los electrodos ccn agua destilada. 

Se secan sin frotar. 

2- Se introducen en el buffer pH = 4. 0 para cali- 

brar el aparato. 

3- Se secan los electrodos, se enjuagan, y se se- 

can sin frotar. 

4- Se estabiliza la muestra a una temperatura de

250C y a una concentraci6n de proteínas del 1%. 

S- Se introducen los electrodos a la muestra, se

gira el bot6n de la posici6n de " stand by" a

pH" y se espera a que se estabilice la aguja. 

6- Se tema la lectura en la escala. 
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IV RESULTADOS

Algunos autores han observado que los factores que in- 

tervienen en la estabilizaci6n de la albúmina son: 

pH, tenperatura, ti~ de tratamiento y tipo de estabi- , 

lízador. ( 10) 

1171 este trabajo se fueron modificando estas condiciones

para determinar cuáles eran las Optimas. 

Se observ6 el efecto de los siguientes estabilizadores: 

caprilato de sodio 0. 01 m , acetíl D -L triptofanato de

sodio 0. 02,M, y la mezcla de ambos ( caprilato de Na 0. 02M

acetIl D -L triptofanato de sodio 0. 04,; 1: 1) 

El método consisti6 en tratar alTcuotas ( 9 m1) de sobre

nadante de la separaci6n de 9~- globulinas del plasma, 

con lm1 de soluci6n de cada uno de los diferentes estabi

lizadores, calentando a las temperaturas seleccionadas. 

Después de este calentamiento fue necesario disminuir el
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pH a 4. 5 cm ácido clorhídrico 0. 1 N para precipitar

las globulinas, centrifugar y en el sobrenadante deter

minar proteínas y efectua electroforesis. 

Con estos datos se calcul6 purificaci6n y % de recupe- 

raci¿Sn de la siguiente manera: 

Purificaci6n = Pureza electroforética x Proteínas finales

Pureza electroforética x Proteínas iniciales

de Recuperaci6n = Proteínas finales

Proteínas iniciales

Proteínas iniciales = 3. 1 g

x 100

Las variables seleccionadas fueran las siguientes: 

1 - Temperaturas: 50, 55, 60 y 65 * C

2 - Tierpos: 1, 1. 5 y 2 horas

3 - pH : 4. 5 , 4. 6 , 4. 7 , 4. 8 y 4. 9
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A CCNTINUACICN SE P= NTAN LOS 11ESLMTADOS OBTENIDOS

Se realizaron experimentos con diferentes temperaturas

SO, 55, 60 y 65 OC, utilizando las tres condiciones de

estabilizaci6n. 

La temperatura de calentamiento se ~ tuvo ccnstante du- 

rante una hora. 

En el experimento a 500C los datos de proteínas más al- 

tos pertenecen al tratamiento con la mezcla de estabili

zadores, mientras que la pureza electroforética es ma - 

yor en el tratamiento con caprilato de sodio. 

También puede observarse en la Tabla III que las purifi- 

cacicnes irás altas se obtuvieron en el tratamiento a 500C. 

De aquí que se seleccion6 esta temperatura para realizar

los siguientes experimentos. 
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I Dial V-01 6-010 0) DOW9IV  I Lej

Habiéndose seleccionado la terríperatura 6ptima que fue de

sgoc, se probaron las ccr-diciones de estabilizaci6n a di- 

ferentes tien~ 1. 0, 1. 5 y 2. 0 horas. 

Los datos presentados en la Tabla IV indican que el ti~ 

de tratamento no altera en forma notable los valores de

purificaci6n y recuperaci6n y ccm las ~ icicnes del pro

ceso requieren el menor ti~ posible, en los siguientes

experimientos se utilizará una hora. 
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En los experimentos realizados anteriormente el pH fue ajus

tado a 4. S, utilizando una soluci6n de ácido clorhIdrico

0. 1 N después de haberse llevado a cabo el tratamiento para

lograruna floculaci6n ccnplet á-¿Iel resto de las proteInas. 

Habiéndo obteiúdo la temperatura y el tiempo ¿Sptimos de SOIC

y una hora respectivamente, se diseñaron una serie de expeq1
tos cambiando el pH a 4. 5, 4. 6, 4. 7, 4. 8 y 4. 9 después

del tratamiento, para detexminar las ccndiciones ¿Sptimas de

floculaci6n, observándose que mientras más se a~ ta el pH, 

la recuperaci6n y la purificaci6n aumentan. 

También es notable li similitud de los resultados obtenidos

en el tratamiento con caprilato de sodio y la mezcla de esta- 

bilizadores, mientras que el acetIl D - L triptofanato de so - 

dio presenta valores menores, ( Tabla V) -.— 

Con estos resultados se pens6 en la posibilidad de ajustar

el PH antes del calentamiento para facilitar las condiciones



del proceso. 1,os datos se presentan en la Tabla VI. 

Se utilizaron los valores de pH de 5. 0, 5. 5 y 6. 0, encon - 

trándose que los valores más altos de recuperaci6n y P=' 

ficac.¡dn se presentan en los tratcanientos ccn CaPrilatO de

sodio y la rnezcla de estabilizadores a un pH de 5. 0 - 
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V CONCLUSIONES

1 - El desarrollo experimental maestra, en las Tablas III, 

IV, V, VI, que las cendicicnes en las que se obtuvieron

mejores resultados son: 

Temperatura = 50' C

Ti~ de trataniento = 1. 0 h

pH = 5. 0 ( ajustándolo antes del

calentamiento ) 

Estabilizador = Caprilato de sodio 0. 01 M

2 - Debido a que la molécula de albúmina puede fijar &cidos

grasos de cadena corta, no es desnaturalizada por el ca- 

lor y permanece en soluci¿nn, mientras que las globuLínas

son desnaturalizadas. 

La albúmina puede recuperarse en forma estable y en mayor

proporci6n a partir del sobrenadante de la centrifugaci n. 

3 - Al cemparar los resultados de las tablas III, IV, V y VI

ocn los datos obtenidos en 9 lotes de fabricaci6n normal
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por el. método de Cohn 6, 9 ( Tabla VII), se observa

que la recuperación proteíca y la purificación ca

si duplican su valor ( 168 y 1651 respectivamente ) 

en el tratamiento con caprilato. 

Esto indica que teóricamente podría obtenerse un

rendimiento de dos veces e-1 normal al utilizar - 

este método. 

El obtener la albúmina en estas condiciones es de

suma importancia por la utilidad que posee está - 

proteína; ya que 100 m1 de una solución al 251 - 

son tan efectivos como 500 m1 de plasma. -- 
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En las figuras I, II, III y IV se presenta el aní

lisis electroforético de las etapas que son comu- 

nes al método de Cohn y a la alternativa propuesta. 

Las figuras V y VI comparan el análisi electroforé

tico del precipitado de la fraccí6n Y obtenida en

ambos métodos. 





Figura In

1— 

Electroforesis y gráfica de¡ sobre- 

nadante de la fracci6n II + III por

el Método de Cohn. 

Se observan las bandas y curvas de
albúmina 3 alfa globulinas. 

Figura IV

Electroforesis y gráfica$ del pre- 

cipitado de la fraccion II + III

por el Método de Cohn. 
Se observan las bandas y curvas

de beta y gamma globulinas. 
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vi R E S U M E N

La molécula de albi~ a tiene la propiedad de ser estabili - 

zada contra tratamientos térmicos mediante la fijaci6n de

ácidos grasos de cadena corta. 

Se realizaron experinentos para determinar las condiciones

6pt~ en las que se presenta su estabil-izacii n, éstas fue- 

ren: 

Temperatura = 50 " C

Ti~ de estabilizaci6n = 1. 0 h

pH = 5. 0 ( ajustándolo antes del calentauiento) 

Estabilizador = Caprilato de sodio ( 0. 01 M ) 

En conparaci6n con los resultados obtenidos en 9 lotes ela - 

borados por el rw-todo 6, 9 de Cohn, la purificaci6n y el % de

recuperaci6n casi duplican su valor, lo que ofrece grandes

posibilidades para la aplicaci6n a escala industrial de es- 

te proceso. 
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