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I OBJETTIUVO

Eljné,todo mds camnmente utilizado para el fraccicnamiento
de_.plasma, consiste en aprovechar las diferencias de solu-
bilidad de las distintds protefnas, en presencia de disol-

ventes no polares a pH especificos. (2 ')

El.presente trabajo tiene camo objetivo determinar las con
dicimg‘s Sptimas para la purificacién de albGmina humana,
utilizando la sal sédica del &cido octanéico camo estabili
zador y calentando para desnaturalizar las impurezas, man-
teniendo en solucién solamente la albmina. (10 )

En el siguiente esquema se presenta el método propuesto por
Cohn para el fraccicnamiento de plasma, que es el mis utili
zado y la alternativa que se sugiere. '



METODO DE COHN

PLASMA

Centrifugacién

FACTOR ————CRYO T=10.0+ 0.5 °C

ANTIHEMOFILICO

PLASMA POBRE

Alcohol etilico 7% ; T = - 2 °C; pH = 7.2
Centrifugacibn

(Beta-globulinas) Fr.

) (T

SN Fr. I

Alcohol etilico 25%; T = -5 °C; pH = 6.90

Centrifugacién

Fr.=II + III e==——7 —d
(Beta y Gamma globulinas)
: SN Fr. II + III

Alcohol etilico 25%; T = -5 °C; pH = 5.20

Dil. al 1% de prot. Fza. ibnica = 0.09
(89% alfa + 11% beta)

Fr. IV]’

Alcohol etilico 40%; T = -5 °C; pH = 6.00
Fuerza i6nica = 0.085

Fr. IV4
(16% alb. + 46% alfa +
38% beta) Centrifugacidn
Fr. IV1-+ {Y4-—————1
SN Fr. v, + IV4
Alcohol etilico 40%; T = -5 °C; pH = 4.80
Centrifugacién
ALBUMINA Fr. Vea— 3§

SN Fr. V



ALTERNATIVA

FACTOR
ANTIHEMOFILICO

(Beta-globulinas) Fr.

SN Fr.
Fr. II + III=——
(Beta y Gamma globulinas)
SN Fr.
B, IV, %I
SN Fr
ALBUMINA Fr. V

CRYQ ==——]

PROPUESTA

PLASMA

Centrifugacidn
T=20.0+0.5°C

PLASMA POBRE

I—_—.

SN Fr.

Alcohol etilico 7%; T = -2 °C; pH = 7.20
Centrifugacidn

I

Alcohol etflico 25%; T = -5 °C; pH= 6.90
Centrifugacibn

IT + III

Condiciones &ptimas de:
Temperatura, tiempo, pH y
concentracién del estabilizador

Centrifugacibn

IV1 + IV4
Alcohol etilico 40%; T
Centrifugacidn

-5 °C; pH

4.80



A I NTRODUGCCTION



II INTRODUCCION

1) ' Generalidades

La sangre es un liquido de vital importancia para el -
organismo ya que todas las partes del cuerpo humano estén
bafiadas por ella; ademds es el vehiculo liquido por el -
“cual los mis importantes de los nutrientes orgdnicos son
transportados desde el intestino, en donde son absorbidos,
al hfigado 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 llevadés

a los rinones para su excrecion.

La sangre también es el vehiculo para transportar el oxi -
geno de los pulmones a los tejidos y mediante ella se lle-
va a cabo la eliminacién del di6xido de carbono generado
durante la respiracifén, el transporte de hormonas y otros
mensajeros quimicos desde varias gléndulas endScrinas ﬁa—-

‘cia sus 6rganos blancos.



El sistema vascular humano contiene de 5 a 6 litrc;s de sangre;
cerca de la mitad de su volumen consiste en: células rojas -
(eritrocitos) los cuales transportan axfgeno y un poco de di-
6xido de carbono, en menor cantidad células blancas (leucoci-

tos) y plaquetas.

La»otra parte que no oo;-xtiene células es ilamada plasma san -
gufneo, el cual es un 1fquido amarillento con un pH de 7.4 y
con un contenido de diferentes solutos orgénicos e inorgéni -
cos (carbonatos, fosfatos y cloruros). (12 ). Aproximadamen-—
te 3/4 partes de estos solutos son proteinas que désarpeﬁan
irmportantes funciones por lo cual tienen un gran valor tera -
péutico, ya que una o varias pueden faltar bajo determinadas
circunstancias. Por ejemplo: la albimina se pierde por trau-
matismos, por algunas enfermedades del rinén o debido a que

por ciertos disturbios hepaticos no se produce.

En muchas ocasiones por diversas razones se hace necesaria la

aplicacidén de transfusiones sanguineas.

Estas son usadas terap@uticarmente para tratamientos cde anemia



resultantes de enfermedades o hemorragias, tratamiento en

1a pérd:ida de proteinas del plasma, tratamiento de enferme-

dades en las cuales no se conserva un nivel adecuado de pro
teﬁx, inmunizacifén pasiva y en el tratamiento de la hemo—

f_;ilia.' Las transfusf.ones pueden ser hechas de una persona

a otra en forma de sangre campleta o plasma, en este caso

se utilizan citratos para evitar la coagulacién. En caso de
ser administrada sangre campleta, son necesarias pruebas pre
liminares de compatibilidad, por esta razdn es mejor utili -

zar plasma en casos de emergencia.

Cuando se ha perdido sangre campleta, por hemorragias seve -
ras lo finico que puede reemplazarla es sangre campleta del

mismo tipo de la del receptor. (22 ).
2) Proteinas Sanguineas
Las proteinas son el 20% del volumen total de la sangre y se

presentan asociadas con la mayoria de los procesos fisiold -

gicos que ella efectGa. El plasma contiene el 10% en peso de
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s6lidos, de los cuales 7 a 9% son protefnas, un 1%'de sales
y el resto de substancias lipfdicas y otros materiales.
Estos Giltimos casi siempre se encuentran adheridos a una -

molécula protéica.

Los grupos de proteinas son: fibrin&geno, albGminas y globu
linas, éstas filtimas se dividen por su movilidad en el cam

po eléctrico en = alfa , beta y gamma . (22)

En la Tabla I se encuentran algqunas caracteristicas de es -

tas protefnas asi camo sus funciones.

Otras protefnas encontradas en el plasma son las enzimas co
mo: plasmina, peptidasa, estearasa sérica, fosfatasa &cida,
fosfatasa alcalina, colesterol estearasa, lipasa, amilasa,

lisozima y transferrina.

También se encuentran lipidos asociados a la fraccién pro -

téica de alfa-globulinas entre los que esté&n: colesterol,

carotenos, vitamina A, estriol, hormena adrenocorticoide,



vitamina D, vitamina E, &cidos grasos de cadena larga camo

&1 'ééido oléico, etc.
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DIFLCRENIES PROILINAS DEL PLASMA (10 )

CONCENTRACION
ng %

PISO MOLECULAR

F UNCTI ON

ALBUMINA SCERICA

3,000 a 4,500

68,000

REGULACION OSMOTICA TRA:SPORTE
DE ACIDOS GRASOS,BILIRR.ZINA,LIC.

¢, GLOBULINAS 100 M0,000%a 55,000 TRANSPORTE DE CARBCHIDR:ICS (i 37)
a; LIPOPROTEINAS 350 a 450 200,000 a 400,000 TRANSPORTE DE LIPIDOS.
o, GLOBULINAS 400 a 900
a;  Glicoprotefnas hasta 800,000 TRANSPORTA Y SOLUBILIZA IARBOHI
DRATOS (27).
Ceruloplasmina 30 150,000 TRANSPORTE DE QOBRE
Protambina 63,000 COAGULACION DE LA SANGRE.
8 GLOBULINAS | 600 a 1,200
B1 Lipoproteinas 350 a 450 3 a 20 millones TRANSPORTE DE LIPIDOS (27 )
Transferrina 40 85,000 TRANSPORTE DE FIERRO
Plasminégeno 90,000 PRECURSOR DE FIBRINOLISIA.
Y GLOBULINAS 700 a 1,500 160,000 ANTICUERPOS ( 4)
FIBRINOGENO 300 340,000 COAGULACION DE IA SANGRE
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3) Historia y objetivos del fraccionamiento de sangre:
Desde hace muchos afios la sangre campleta fue usada para -
.transfusiones. La efectividad del plasma fue demostrada
‘al final de la Primera Guerra Mundial, aunque presentaba
problemas de estabilidad y empaque. Posteriormente se co
nocieron métodos para liofilizarlos y asi los problemas de
esterilidad y estabilidad desapareciercn, ademds, que po -
‘dfa ser almacenado por mis tiempo.

En ese entonces se desarrollaron técnicas para la prepara-

cifie de plasma lfquido a gran escala.

Al iniciarse la Segunda Guerra Mundial, aumentd la demanda
de transfusiones de sangre y se inici6 la experimentacién

para satisfacer dicha demanda.

La restitucién de la alblimina es necesaria en caso de shock,
pero no asi la administracidn junto con ella del resto de -
las protefnas plasméticas, por lo que se hizo favorable el

fraccionamiento del plasma. ( 22)
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En ese tiempo, aproximadamente una quinta parte de la sangre
recolectada por la "Cruz Roja Americana",era transformada a

derivados del plasma por fraccionamiento. (20 )

En 1941 E.J. Cohn lleva a cabo la primera preparacifn de al-
bfmina humana que es probada terapduticamente en Julio del

mismo ano.

En 1942 se inicia la construccién de plantas a gran escala 3%

en 1943 se hacen los primeros suministros a la marina.

Posteriormente se prestd atencién a las diferentes fracciones
independientemente de la albGmina y se desarrollaron tdcnicas
para la purificacién de gamma-globulina suministrando los pri

meros materiales en 1944. (22)

4) Principios de fraccionamiento de protefnas:

Las proteinas son macramwléculas, constitufdas por polipépti-
dos formados a su vez por muchas unidades diferentes 1lamadas
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aminodcidos. Son substancias que se alteran f&cilmente en
forma irreversible por el calor, &cidos fuertes o &lcalis
.y otros agentes desnaturalizantes. Por &sto solamente pue
‘den utilizarse algunos métodos para purificarlas.

Todos los métodos de fraccmnanuento utlhzan las dlferen-

cias de solubilidad para hacer posible la separacién de so

luciones acuocsas.
ILas condiciones para la separacibn son las siguientes:

= Una alta solubilidad de un camponente {entre 1y 10 g
por litro ), cuando la mayoria de los camponentes d-el
sistema tienen baja solubilidad o

2 - Una baja solubilidad de un companente ( entre 0.01 y
0.1 g por litro), cuando la mayoria de los componentes

tienen altas solubilidades.

Estas variables deben controlarse exactamente para obtener
diferencias suficientes en solubilidad y por lo tanto una

.‘separacién precisa.



El obtener la fase s6lida depende de las condicio

nes de precipitacidn.
Los métodos existentes para el fraccionamiento de

proteinas hacen uso de las siguientes:

o ¢1>aumento de la polaridaa mediante
la adicidn de sales.

. la disminucidén de la polaridad por
disolventes orgénicos.

. el control de pH para acercar Ta pro

teina a su punto isoeléctrico. (22)

En el primer caso se utiliza la propiedad de las
proteinas de reducir su solubilidad conforme se a
dicionan grandes cantidades de sales. Cuando se -
utilizan disolventes orgdnicos de constante dieléc-
trica baja (acetona y alcohol) , las proteinas cam
bian su configuracidn de tal forma que su solubili-
dad disminuye en agua. Si la adicién es a tempera-
turas suficientemente bajas , la desnaturalizacién

se evita aunque esta adicidn no conduce a una sepa-
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raCi.'élv‘l»_tOtal- (5), (6)’ (7): (9)1 (13)’ (17)1
(28), (29), (30).

Al acercar las proteinas a su punto isoeléctrico,
se llega al estado de menor solubilidad caracteri
- zado por un valor de pH especifico para cada pro-

teina.

En el fraccionamiento de plasma se utilizan cinco
variables fundamentales.
1 - pH de 4.4 a 7.4
2 - Fuerza idnica de = 0.001 a 0.160
3 - Concentracidn de alcohol etilico en frac-
cidon mol de = 0.00 a 0.163 ( 0.a 40% en
volumen a 25 °C)
4 - Concentracidén de proteinas de = 0.2 a 66 g/1

5 - Temperatura de = 0 a -10 °C

E1l método mds utilizado para el fraccionamiento de

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

namiento de plasma a gran escala, presenta alqunos inconvenien
tes econfmicos que vienen a ser importantes cuando el volumen

de plasma‘ procesado es mayor de 3,000 litros mensuales; debido
a que se utiliza una cantidad considerable de alcohol y se re-
quiere mayor tiempo de centrifugacién. Esto ha conducido a al
gunos investigadores, fundamentalmente a la bﬁ.;,quei;a de un mé-
todo més econbmico para la sepracién de alb(mina,estabilizindo
la con &cidos grasrosr de cadena larga en bajas concentraciones

o con acetil b-L triptofano,evitando la desnatuahéacién a -

temperaturas elevadas. ( 10).

En la ausencia de estabilizadores, al calentar el plasma, se for
ma un nuevo camponente por la interaccién de la albimina y la
globulina, con una movilidad electroforética intermedia entre la
beta-globulina y la albGmina. Estas investigaciones candujercon
a determinar que al adicionar estabilizadores al plasma, la al -
bimina no intervenia en la formacién de ese camponente y podria
ser recuperada en un paso si se utilizaban las diferencias de so-

lubilidades entre la albiimina no desnaturalizada y las globulinas
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dasnaturalizadas por el calor, obteniéndose una pure

za electroforética entre 92 y 98%.

‘Se ha intentado obtener albimina estable al calor va-

‘riando las condiciones en el método de Cohn. -

En uno de estos métodos se obtiene albfimina con rendi

mientos muy bajos (30). En el otro método se trata de
disminuir el efecto adverso del alcohol en la estructu
-ra proteica de la albfimina aunque esto solo tiene fines
de investigacién. Con el mismo objeto se ha tratado de
utilizar electrodidlisis y precipitacién con polietilen

‘glicol (31), (32), (33), (34).
5) Produccién a gran escala:

Para la produccibén a gran escala deben considerarse los

siguientes puntos:

1 - Evitar el crecimiento microbiano y sus productos.
2 - Minimizar las alteraciones irreversibles de las
proteinas iniciales.

3 - El sistema de precipitacidn deberi producir un
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tamafio de partichla suficiente para evitar
la inversidn de grandes tiempos en la sepa
racién.

4 - Compatibilidad de todos los reactivos uti-
lizados con la aplicacidn terapefitica de-
los productos.

5 - Obtencidn en forma estable y reproducible.

Es necesaria una limpiéza escrupulosa que permita ma
nejar mirgenes de seguridad satisfactorios, debido a
que existe el riesgo de introducir substancias pirogé
nicas en los productos para uso intravenoso. Por lo
tanto para el proceso y la limpieza del equipo debe-

utilizarse agua destilada libre de pirdgenos.
6) Aspecto bioquimico:

La albGmina es una molécula soluble en agua e insolu
ble en soluciones salinas concentradas. La solubili
dad de la mayoria de las proteinas estd dada por la

fuerza i6nica, el pH y la concentracién de disolven-

tes orgédnicos.
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Al ser la fuerza ifnica muy baja la mayoria de lasv
brotgipas sufren el fenémeno de '"salado'(salting in),
6hsea permanecen en solucidén, al aumentar la fuerza
idnica las proteinas se vuelven insolubles, fendmeno
al éual se le llama "desalado" (salting out).

El fendmeno de ""dzsalado' observado a fuerzas idnicas
aitas, es probablemente el resultado de 1la competencia
entre la proteina 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
disolucidén completa de la proteina y las intefacciones
proteina-proteina se vuelven mis importantes que las .

interacciones agua-proteina y por lo tanto precipitan.

El pH también desempefia un papel muy inportante en la ..
solubilidad de las proteinas. Estas precipitan cuando
estdn en su punto isoeléctrico y se ha explicado este
fendémeno basidndose en que las repulsiones electrosta-
ticas intermoleculares se encuentran en este punto mi

nimizadas por lo que las moléculas interaccionan entre

si'y floculan.



La mayoria de los disolventes orginicos se pueden u-
£i1izar para precipitar las proteinas. Al aumentar
la concentracidén del disolvente orgénico,disminuye la
capacidad de los disolventes acuosos de solubilizar

a los grupos cargados en la proteina. (15)

A la molécula de alblmina se le denomina proteina
completa ya que se caracteriza por tener una cantidad
relativamente grande de todos los aminodcidos inclu-

yendo esenciales y no esenciales. Tabla II.

Por tener esta caracteristica de proteina completa,

representa una reserva movil de aminoicidos.

Cuando se almacena la albfimina tiende fuertemente a
polimerizarse en dimeros, trimeros y otras variedades
que pueden dar lugar a reacciones menores en caso de

administracidén intravenosa. (14).



T A B L A II

COMPOSICION DE AMg«NKﬂEIS EN LA ALBUMINA
( 25)

( g DE AMINOACIDO EN 100 g DE PROTEINA)

PIXOSING 0 e e oisseleisis lata)el s elsl ol lelote Si5ic e ol 4.66
Triptofan0 .ieeeeeseiTieesessoesessesas  0.19
CABEING T/ 2 e e tls als s /s ete s sloisle s 5.58

Acido asparticCo ....eveececss elelsrs sieie sisleeis i A0 40
Acido glut&mico teeeccescesesssnsceseses 17.40

.20.
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7)  Sintesis de albGmina en el hfgado:

Se ha camprobado mediante varios experimentos, que el
higado en el sitio de formacién de la mayor cantidad de

alb@mina, glcbulinas y fibrinégeno.

Tarver y Reihardt (23)., hicieron un estudio scbre la
formacién de las protefnas plasmiticas y de otros teji-

dos utilizando metionina marcada con 535.

Debido a que la metionina es un constituyente de las pro
tefnas de los tejidos, la proporcién y grado de incorpo-
racién a estas protefnas se utiliza para aclarar la sfn-

tesis de las mismas.

Tales investigadores inyectaron la metionina radicactiva
a perros normales y a hepatectamizados determinando la

proporcién de la incorporacién a las protefnas de los te
jidos y a las fracciones de glabulinas, albGmina y fibri-

négeno del plasma.
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

1)

2)

3)

Los perros normales y hepatectamizados incorporaron
metionina a las protefnas de sus tejidos en la misma
proporcidn, demostrando que varios tejidos extrahepd

ticos sintetizan sus propias protefnas.

La metionina radiactiva no aparecid en el fibrinbgeno -
del plasma de los animales heéatéctanizados, demostrén
dose asi que el higado es el finico responsable de la

formacién de fibrinégeno.

Basé&ndose en las proporciones de metionina incorporada
a la albmina y proteinas plasmiticas, los animales nor
males formaron albmina 20 veces y globulinas 7 veces
mds rdpido que los animales hepatectamizados. ILa sin-
tesis de alblmina en los animales hepatectomizados re-
sulta problemitica, pues al separarla contiene una pe-

quena cantidad de globulinas.
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Analizando estas premisas podemos conclufr, que el hfgado
sintetiza todo el fibrinégeno, esencialmente toda la albd
mina y en parte las globulinas del plasma.

8) Funciones de la albGmina:

La importancia de las protefnas plasmiticas reside entre
otras, en la funcién de regular la distribucién de los fluf
dos entre la sangre y los tejidos, es decir regula la pre -
sién osmbtica.

La albfmina produce cerca del 75 al 80% del efecto osrético
de las protefnas plasmiticas totales ya que tiene un peso -
molecular muy bajo en camparacién de las demSs (69,000 en

canparaclén de 170,000 de otras protefnas ), y es la que se

encuentra en mayor cantidad. (11)

Las moléculas pequefias del plasma y del 1fquido intersticial

tales camo glucosa, aminodcidos, urea y sales difunden libre



mente a través de los capilares sanguineos y ejercen
la misma presifn osmStica total en ambos fluidos; sin
embargo, las protefnas del plasma y del 1liquido intersti-
" cial no pueden atravesar libremente las paredes de los ca-
pilares y camo la concentracién de proteinas-es mucho ma-
_yor en el plasma que en el liguido tisular, l..a pr—esién
osmbtica del plasma es mayor que la présién osmbtica de
la linfa. Esta diferencia entre estas dos presiones osmd
ticas esti calculada y es de 25 mm de Hg y representa la
presién osmbtica efectiva o presifén osmbtica del plasma.
La distribucidn del flufdo entre la sangre y los tejidos
es regulada por el balance entre la presifn sanguinea que
tiendea forzar el liquido hacia los tejidos, y la presifn
osmbtica efectiva del plasma, la cual tiende a extraer el

liquido del espacio intersticial.

En el extremo arterial del capilar la presibn sanguinea es
de aproximadamente 35 mm de Hg y la presién osmdtica de -

las proteinas es de 25 mm de Hg,0 sea existe una diferen-



cia de 10 mm de Hg a favor de la presifn hidrost&tica
o sanguinea que permite por filtracién o difusiém, que
salga el lfquido del capilar hacie el espacio intersti
cial. En el extremo venoso del capilar la presidn san
guinea baja a unos 10 mm de Hg y la diferencia de 15mm
de Hg estd a favor de la presifn osmbtica que tiende a
introducir liquido de los espacios intersticiales hacia
el capilar. Debido a que la sangre corre a través de

este capilar, y por lo tanto la presi&n sanguinea baja,
asimismo baja a su vez la fuerza con la que empuja el

1fquido hacia afuera.

Llega a existir un punto en el capilar, en el cual la
presién sangufnea y la presifn osmbtica de las protef -
nas se iguala y el liquido no fluye en ninguna direc -

cién.

Después de este punto la presifn osmdtica aumenta pro -
gresivamente hasta ser mayor que la presifn sanguinea

y el liquido entra de los tejidos al capilar.



Este movimiento de flufdos se incrementa en el extremo
* venoso del capilar en donde la diferencia entre la pre
sifn osmbStica y la presién sangufnea es la mixima.

La fraccién de la albimina contribuye normalmenté en un
80% en la. presidn osmStica efectiva de plasma. Se ha
demostrado que cada gramo de albGmina mantiene 18 ml del
flufdo en el torrente sanguineo debido a su efecto osmb-
tico. ILa importancia de esta prctefna reside en la capa
cidad tan grande de mantener la presién osmbtica y el
flufdo en el plasma, asf por ejemplo, en caso de'trauma
el volumen circulante de la sangre puede disminuir, pro-
vocando insuficiencia tanto en el corazén camo en la fun
cidn de los tejidos. La aplicacidn intravenosa de albd-
mina es lo mds efectivo para restablecer y mantener asf

el volumen del flufdo del sistema vascular.

Para estos propSsitos, 100 ml de una solucién al 25% de

albmina son tan efectivos como 500ml de plasma campleto.
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Cuando la presifn osmStica del plasma baja caw conse-
cuencia de la disminucién de la concentracién de las |
protefnas plasmiticas, una excesiva céntida‘d de fluido
pasaré hacia los tejidos provocando turgidez y un edema.

(26)

La alblmina tiene la caracteristica de formar carplejos
con una gran variedad de substancias. Estas incluyen
tanto a aniones camwo a catlcnes de muchos colorantes &-
cidos y bésicos, 501dos grasos, amino&cidos acetilados,
lipidos, vitaminas, sales biliares, hormonas, etc.

Es por la formacién de estos camplejos, por io que la al
bimina desempefia un papel tan importante camno medio Ge

transporte. ( 14)

Es interesante notar que muchos de estos complejos, par-
ticularmente aquellos formados 'con aminodcidos acetila -
dos incrementan notablemente la estabilidad de la albd -
mina y la resitencia a desnaturalizarse debido a calor

u otros agentes. ( 10)
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III MATERIALES Y METODOS

1) Electroforesis: en acetato de celulosa (Método de

Kchn) (21)

A - Aparatos
1 - Fuente de poder (Camag)

2

Celda para electroforesis (Millipore XC2100015)
3 - Aplicador de muestras (Millipore XC2100025)
4 - Densitfmetro y Registrador (Millipore XE2000050)
5 - Membranas de acetato de celulosa (Millipore -
ESWM 031 OR)
B - Reactivos
1 - Colorante de Ponceau (Millipore XE00C002B)
2 - Buffer de barbital (Millipore XE2100042)
pH = 8.6 Fuerza ibnica = 0.075
3 - Solucién de enjuague: Acido acético 5:95 p/v
(Baker 9507)
. 4 - Solucién deshidratante: Alcohol etflico absoluto
(Baker 9000)
5 - Solucién clarificadora: Mezcla de acetato de eti
lo (Baker 1720) y Acido acético glacial (Baker

9507) 30:70 p/v.
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C - Procedimiento
1 - Verter aproximadamente 30 ml de los reactivos en
diferentes recipientes en el siguiente orden:
Recipiente #1 : Solucién buffer
Recipiente #2 : Colorante de Ponceau
Recipiente #3 : Solucidn de enjuague
Recipiente #4 : Solucidn deshidratante

Recipiente #5 : Solucién clarificadora

2 - Introducir la membrana a la solucién buffer con
la ayuda de unas pinzas.
3 - Llenar la celda electroforética con solucién -

buffer.

4 - Colocar la membrana 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 muestra y. apli-

carla sobre la membrana por un minuto. Si la -
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muestra contiene mencs de 5% de protefnas, se
hace la aplicacién las veces necesarias i)ara al

canzar esta concentracién.

Conectar la celda a la fuente de poder a un vol
taje de 100 volts con una corriente de 1.5 mili

ampers y dejarla correr por 15 minutos.

Colocar la merbrana en el colerante por 10 minu
tos.
Lavar la membrana con la solucién de enjuague, -

dejar secar la membrana al aire o en una estufa

a 60°C méxinmo.

10 -

Sumergir la membrana en la solucién deshidratan-
te por 5 minutos y después colocarla en la solu-
cién clarificadora por 1 minuto; finalmente se
deja secar en una estufa ventilada de 40 a 60°C
por 5 minutos.

Leer la membrana en el densitfmetro y graficar.



2) Determinacién de Protefnas Totales:
Método de Biuret

A) Aparatos
1 - Espectrofotfmetro Colleman 44
2 - Celdas Colleman
B)  Reactivos
1 - Reactivo de Biuret
19.2 g de tartrato de sodio y potasio (Baker
3262). |
4.8 g de sulfato de cobre (Baker 1843), dlsue}_
tos en 50ml de agua destilada.
1.0 g de cloruro de potasio (Baker 3162)
612 ml de hidréxido de sodio (Baker 3722) 2.5 N
Aforar a 2 litros con agua destilada.
2 - solucién salina al 0.9% (cloruro de sodio 0.15M)

(Baker 3625).

C) Procedimiento
1 - Ajustar la muestra por dilucién a que el conteni

do de proteinas oscile entre 0.1 y 0.5%.
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Tamar alfcuotas de 1.0, 2.0 y 3.0 ml de esta so
lucién y llevarlas a 5ml con solucifn salma
Agregar 5ml de reactivo de Biuret.

Mezclar por inversién y dejar reposar por 30 mi
nutos a temperatura ambiente.

Leer absorbancia en el espectrofot&metro a 555nm.
Calcular la concentracién en mg/ml utilizando el

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

5

B)

<)

Aparatos

Potencidmetro Corning Modelo 7

Reactivos

Solucidn buffer pH = 4.0 (Corning 477070)

Procedimiento
1- Se enjuagan los electrodos con 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
25°C y a una concentracién de proteinas del 1%.
5- Se introducen los electrodos a la muestra, se

gira el botén de la posicién de "stand by" a
"pH" y se espera a que se estabilice la aguja.

Se tama la lectqra en la escala.



LV R E S ULTADO S
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IV RESULTADOS

Algunos autores han observado que los factores que in-
tervienen en la estabilizacién de la albfmina son:

pPH, texpératura, tiempo de tratamienf;or Yy tipo de estabi-.
lizador. (10) :

En este trabajo se fueron modificando estas condiciones

para determinar cudles eran las &ptimas.

Se observd el efecto de los siguienteé estabilizadores:
caprila'i:o de scdio 0.01 M , acetil D-L triptofanato de
sodio 0.02M, y la mezcla de ambos (caprilato de Na 0.02M

+ acetfl D-L triptofanato de sodio 0.04,; 1:1)

El método consistid en tratar alfcuotas ( 9 ml) de sobre
nadante de la separacién de gamma-globulinas del plasma,
con Iml de solucién 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 con &cido clorhfdrico 0.1 N para precipitar
las globulinas, centrifugar y en el sobrenadante deter

minar protefnas y efectuar electroforesis.
Con estos datos se calculd purificacibn y § de recupe-

racién de la siguiente manera:

Purificacién = Pureza electroforética x Proteinas finales
Pureza electroforética x Protefnas iniciales

% de Recuperacifn = Protefnas finales x 100
Protefnas iniciales

Protefnas iniciales = 3. 1 g

Las variables seleccionadas fueron las siguientes:

1 - Temperaturas: 50, 55, 60 y 65 °C
2 - Tiempos: 1, 1.5 y 2 horas

3-pH: 4.5, 4.6 , 4.7 , 4.8y 4.9



=36,

A CONTINUACION SE PRESENTAN 1OS RESULTADOS OBTENIDOS

EFECTO DE 1A TEMPERATURA

Se realizaron experimentos con diferentes temperaturas
50, 55, 60 y 65 °C, utilizando las tres condiciones de

estabilizacién.

1La temperatura de calentamiento se mantuvo constante du-

rante una hora.

En el experimento a 50°C los datos de proteinas mis 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-
caciones més altas se obtuvieron en el tratamiento a 50°C.
De aqui que se selecciond esta temperatura para realizar

los siguientes experimentos.



EFECTO DE LA TEMPERATURA

T A BULA

I T 1

TEMPERATURA " TRATAMIENTO % PROTEINAS % ALBUMINA E.F. % RECUPERACION PURIFICACION
°c EN EL S.N. EN EL S.N_;.
50 Caprilato 2.12 100.00 68.0 0.88
50 Acetil D-L Triptofanato
de Sodio 2.17 99.00 70.0 0.90
50 Mezcla 2.32 94.65 74.0 0.91
55 Caprilato 1.80 100.00 58.0 0.75
55 Acetfl D-L Triptofanato
de Sodio 1.35 99.00 43.0 0.55
55 Mezcla 1.87 100.00 60.0 0.78
60 Caprilato 1.47 100.00 47.0 0.61
60 Acetil D-L Triptofano b2
de Sodio 0.45 97.00 14.5 0.18
60 Mezcla 1.42 100.00 45.0 0.59
65 Caprilato 0.30 100.00 9.6 0.12
65 Acetil D-L Triptofanato
de Sodio 0.17 87.50 5.4 0.06
65 Mezcla 0.30 77.27 9.6 0.09
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EFECTO DEL TIEMPO

Hébiérﬁose seleccionado la temperatura Sptima que fue de
50°C, se probaron las condicicnes de estabilizacién a di-

ferentes tiempos= 1.0, 1.5 y 2.0 horas.

Los datos presentados en la Tabla IV indican que el tiempo
de tratamiento no altera en forma notable los valores de
purificacién y recuperacién y camo las condiciones del pro
ceso requieren el menor tiempo posible, en los siguientes

experimentos se utilizard una hora.



T A-B-L A IV

E F E € T 0 D E L T I EMZPO

T = 50 °C

TIEMPO TRATAMIENTO % PROTEINAS % ALBUMINA E.F. % RECUPERACION PURIFICACION
HS. EN EL S.N. ENEL S.N.
1.0 Caprilato 2.02 100.00 65.3 0.84
1.0 Acetfl D-L Triptofanato : .

de Sadio 2.17 99.00 70.0 0.90
1.0 Mezcla - 2.02 100.00 65.3 0.84
1.5 Caprilato 2.00 100.00 64.0 0.83
1.5 Acetil D-L Triptofanato

de Sodio 2.02 100.00 65.3 0.84
1.5 Mezcla 2.02 100.00 65.3 0.84
2.0 Caprilato 2.10 100.00 67.0 0.87
2.0 Acetfl D-L Triptofanato L

de Sodio 2.10 100,00 j 67.0 0.87

2.0 Mezcla ‘ 1.95 100.00 62.0 0.81
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EFECTO DEL pH

En los experimentos realizados anteriormente el pH fue ajus
tado a 4.5, utilizando una solucién de Scido clorhidrico
6.1 N después de haberse llevado a cabo el tratamiento para

Habiéndo obtenido la temperatura y el tiempo Sptimos de 50°C
¥ una hora respectivamente, se disefiaron una serie de experi
mentos cambiando el pH a 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 Yy 4.9 después
del tratamiento, para determinar las condiciones Gptimas de
floculacién, observindose que mientras mis se aumenta el pH,

la recuperacién y la purificacién aumentan.

También es notable la similitud de los resuitados obtenidos
en el tratamiento con caprilato de sodio Y la mezcla de esta-
bilizadores, mientras que el acet{l D-L triptofanato de so -
dio presenta valores menores, (Tabla V).

Con estos resultados se pensd en la posibilidad de ajustar

el pH antes del calentamiento para facilitar las condicicnes
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del proceso. Los datos se presentan en la Tabla VI.

Se utilizaron los valores de pH de 5.0, 5.5y 6.0,encon =
tréndose que los valores mis altos de recuperacibn y puri
ficacién se presentan en los tratamientos con caprilato de

sodio y la mezcla de estabilizadores a un pH de 5.0 .



99.00

AL R L A \Y
EFECTO DEL LI T =50 °C
t= 1H
pH TRATAMIENTO $ PROTEINAS % ALBUMINA E.F. % RECUPERACION PURIFICACION
EN EL S.N. EN EL S.N.

4.5 Caprilato 2.2 400.00 68.0 0.88
4.5 Acetfl D-L Triptofanato : '

de Sadio 2.17 99.00 70.0 0.90
4.5 Mezcla 2.32 94.65 74.0 0.91
4.6 Caprilato 2.10 100.00 67.7 0.87
4.6 Acet{l D-L Triptofanato

de Sodio 2.10 100.00 67.7 0.87
4.6 Mezcla 2.10 98.00 67.7 0.86
4.7 Caprilato 2.25 99.00 72.5 0.93
4.7 Acetil D-L Triptofanato :

de Sodio 2.15 100.00 69.3 0.90
4.7 Mezcla 2.25 100.00 72.5 0.94
4.8 Caprilato 2.25 97.00 72.5 0.91
4.8 Acetil D-L Triptofanatb

de Sodio 2.17 99-.00 70.0 0.90
4.8 Mezcla 2.25 97.00 72.5 0.91
4.9 Caprilato 2.30 99.00 74.1 0.95
4.9 Acetil D-L Triptofanato - -

de Sodio 2.25 98.00 72.5 0.92
4.9 Mezcla 2.22 71.6 0.92

“zb*



T A B L A A

EFECTO DEL "pH" T™= 50 °C
t= 1H
pH TRATAMIENTO % PROTEINAS % ALBUMINA E.F. % RECUPERACION PURIFICACIQ:
EN EL S.N. EN EL S.N.

5.0 Caprilato 2.25 100.00 #2.5 0.94
5.0 Acetil D-L Triptofanato

de Sodio 1.65 100.00 53.2 0.69
5.0 Mezcla 2.17 100.00 70.1 0.91
5.5 Caprilato 2.15 100.00 69.3 0.90
5.5 Acetil D-L Triptofanato

de Sodio 2.13 100.00 68.7 0.89
5.5 Mezcla 2.13 100.00 68.7 0.89
6.0 Caprilato 2.14 100.00 69.0 0.89
6.0 Acetil D-L Triptofanato

de Sodio 1.20 100.00 38.7 0.50

6.0 Mezcla 2.10 100.00 67.7 0.87
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CONGCLUSTIONES
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v CONCLUSIONES

1 - E1 desarrollo experimental muestra, en las Tablas III,
IV, V, VI, que las condiciones en las que se obtuvieron

mejores resultados son:

Temperatura = 50°C

Tiempo de tratamiento = 1.0 h

pH = 5.0 (ajusténdolo antes del
calentamiento )

Estabilizador = Caprilato de sodio 0.01 M

2 - Debido a que la molécula de albimina puede fijar &cidos
grasos de cadena corta, no es desnaturalizada por el ca-
lor y permanece en solucibn, mientras que las globulinas

son desnaturalizadas.

Ia alblmina puede recuperarse en forma estable y en mayor

proporcién a partir del sobrenadante de la centrifugacidn.

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

con los datos obtenidos en 9 lotes de fabricacién normal
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por el método de Cohn 6,9 (Tabla VII), se observa
que la recuperacidn proteica y la purificacibén ca
si duplican su valor ( 168 y 165% respectivamente )

en gl tratamiento con caprilato.

Esto indica que tedricamente podria obtenerse un
rendimiento de dos veces el normal al utilizar -

este método.

El obtener la albtimina en estas condiciones es de
suma importancia por la utilidad que posee esta -
proteina; ya que 100 ml de una solucidén al 25% -

son tan efectivos como 500 ml de plasma.



NO. LOTE Kg PROTEINAS % ALBUMINA EF % RECUPERACION PURIFICACION
INICIAL FINAL INICIAL FINAL
1 20.880 12.000 ; 64.17 1;00.00 | 57.40 0.67
2 22.618 11.280 84.00 I100.00 50.50 0.44
3 18.980 13.186 62.00 100.00 69.47 0.58
4 37.848 / 22,136 89.00 iO0.00 58.47 0.28
5 31.260 ‘ 16.200 73.00 98.00 51.82 0.35
6 26.780 15.300 89.00 96.50 57.13 0.41
7 28.837 22.837 76.00 97.00 79.13 0.51 A
8 23.855 18.250 78.00 98.00 76.58 0.49
9 25.792 19.041 60.00 ‘97.00 73.82 0.65

1

NOTA: Datos obtenidos de 9 lotes normales fabricados por el Método 6, 9 de Cohn.

“g9p°



En 1las figuras I, II, III y IV se presenta el ani
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 andlisi electroforé
tico del precipitado de la fraccidén V obtenida en

ambos métodos.



Electroforesis y grédfica de
plasma completo, observ&andose

las bandas y curvas correspon

dientes a: albGmina, alfa -
alfaz, betal, beta2 Yy gaméa
globiilinas.

Figura II

o
Fig i
Electroforesis y grafica de
plasma pobre.

(se ha separado el Factor
Antihemofilico).
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Figura III

v

Electroforesis y gra&fica del sobre-
nadante de la fraccién II + III por
el Método de Cohn.

Se observan las bandas y curvas de
albGmina y alfa globulinas.
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Figura IV
Electroforesis y gréficas 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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Figura V

f He

Electroforesis y curvas corres-—

pondientes al precipitado de la

fraccién V por el Método de Cohn

Se puede observar una impureza

debida a alfa globulinas.
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~ BEDFORD, MASSACHUSETTS, U.S.A.

Figura VI
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Electroforesis y curva corres-

pondiente al sobrenadante de la
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fraccién IV + IV obtenida por

’
el Método propueéto. HH T

Se observa la albGmina pura. : : ]
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Vi RESUMEN

La molécula de albfimina tiene la propiedad de ser estabili -
zada contra tratamientos térmicos mediante la fijaci&n de

&cidos grasos de cadena corta.

Se realizaron experimentos para determinar las condicianes
Sptimas en las que se presenta su estabilizacién, éstas fue-
ron:

Temperatura = 50 °C

Tiempo de estabilizacién = 1.0 h

pH = 5.0 (ajust&ndolo antes del calentamiento)

Estabilizador = Caprilato de sodio ( 0.01 M)

En camparacifn con los resultados obtenidos en 9 lotes ela -
borados por el método 6,9 de Cohn, la purificacién y el & de
recuperacién casi duplican su valor, lo que ofrece grandes

posibilidades para la aplicacifn a escala industrial de es-

te proceso.
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