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L  INTROLUCCION

I.as nocesidades creadas por ol répido desarrollo de la broqui-
mica han obligado n los investipndores a idear nuevos métodos
do anflinvias v fracecionamiento que no alteren la astructura de
las protefnas: dichos métodos deo separacidn han permnitido el
aislamiento de numerosas fracciones protéicas tanto del plas- i

ma como de otros orirecnes.

De los métodos mhs empleados en el fraccionamiento de pPro=-

teinas del plasma se scialan los desarrollados por E.J. Cohn

(1,2) y sus colaboradores, que se basa en ditferencias de solu-
bilidad de las distintas protefnas plasmfiticas, empleundo mez=

las de alcohol y agua a un pif ¥ fuerza ibnica definidos.

o

Otros autores (3) emplean en sus mésodos soluciones de sule

fato de amonio a difercntes concantraciones,

La desnaturalizacién de las protefnas provocada por la apli-
cacibébn de condiciones drésticas para losrar los fraceionamien-

tos han hecho pensar en métodos més adecuados que no presenten

estas desventuajas,




Recientemente ‘'igelius y Porath (4) describieron dos t8cnicas
la electroforesis v la ultracentrifuracibn, mediante los cua-
les se han identificado mGltiplos fraceciones protefcas, Bs -
tan téenicns pon excelentes come métodes annlfticos, pero no
ge loa consider. n 4tiley en los fraccionwaientos de mezclas

protef{cas,

Posteriormente Sober y Gutter (5) describieron la electro
foresis ae zona que emples como medio de soporte diferentes
tipos do geles de donde las fraccioncs gse scparan posterior-

mente por elucidn,

También la cromntorraffa como técnica de sevaracién de
sugtancias ha entrado cn fase de gran cesarrcllo que ha

simplificado lou probelmas do las separaciones,

Asi, los principlos seguildos en la cronatografia fueron
uplicndos a la cromatogrufia de protefnas baflandose en al-
gunas consideraciones por las caracteristicas estructurales
de estas macromoléculas, como son su tamaiio molecular, su

carfcter polivalente y su labilidad.




Siendo de grun peso molecular, las proteinas presentan di-
ficultad en la penetracibn 1l interior de los adsorbentes
reaccionando solo en la suporficie de ellos. Por lo tanto es
de importancia nanejuar soportes con caracteristicas de adsor-

cibn andecundoa.

Asf mismo, debido a su corbcter polivalente, es indispensa
ble buscar condiciones en las ague todos los onlaces proteina-
adsorbente pueden romjerse sirultlneamente, en un momento da-
do. Esto se logra en unos cssos bajo condiciones de fuerza
idnica definidus por purte del eluyente y por seleccibn de

rangos pH reducidos.

La labilidad de las protefnas limitan tambien las condicio-
nes de trabajo pues son indispensables las temperaturas bajas

y conservar el pll dentro de clertos limites.

Los adsorbentes mhsutilizados, tomando en cuenta las carac-

ter{sticas oantes descritas, son del tipo de los intercambia-

dores de iones.

Zittle (6) reportd haber obtenido resultados satisfucto-
rios al geparar protefnas de bajo peso molecular y de puntos

igoelectricos altos eomplounddo una resina carboxilica la




Amberlita IRC-50,

For su parte Prins y Hursman (7) indican haber separsdo

cuatro tipos de carboxihemoglobina, usando la misma resinsa.

il mismo Li y colaboradores (8) utilizaron la Amberlita
IRC~50 en el Gltimo paso de la purificacibébn de la hormona del

creciniento del hombre ¥ otros onimales,

Una vresina sul fénica, la Dowex 50 se emplebd satisfactoria-
mente en lu sepwracibn de quimotripsina del quimotripsinégzeno
(9). Asinismo Boman (10) aislé con la misma resina fosfata-

sa de un extracto prosthtico.

Este tipo de adsorbentes, las resinas de intercambio i6 -
nico, tiene como principal limitacién en su uso el hecho de
que forman con gran nfmero de protefnas enlaces irrevarsibles.
Esta situacidn en ciertos cuasos se debe a la dernaturaliza =
cién de la protefina en la superficie de la resina. Boardman
(11) establece que la desnaturalizacién ocurre por un desdobla
miento do la molécula protefca ul formurse los enlaces resina-

proteina,




I

En general esta situacibdn es el resultado de la exceava for

mocidén de enlaces protefna-resina, lo que impide una disecia-
cibén simultflinea de dichos onlaces. La disociacién sblec se
logra bajo condiciones extremas que afectan la configuracién
original de la molécula préteica. ILas uniones formadas pre-
sentan un carfcter electrostfitico ¥y tambien intervienen en
ellas fuerzas de Vm deer Wasls y enlaces de Van deer Wauls
entre la cadena lateral del aminofcido con zonas lipof{licas de
la superficie del adsorbente aque abren los enlaces secundarios

& internos de dichas moléculas.

Por lo tantc, solamente las proteinas cuyas esiructuras se-
cundarias y afin terciarias y cuaternérias sean resistentes

pueden ser separadas con este tipo de intercambiadores.,

IEn el caso de protefnas libiles como son todas las protei-

nas del plasma no ha sido posible 21 empleo de estas resinas,

Estas consideraciones llevaron al desarroilo de otro tipo
do adsorbentes derivadeos de 1o celulosa, cuyo soporte presen-
ta un carficter hidréfilico, eliminando asi la posibilidad de

interaccibn de fuerzas secundnrias gue alteren la configura-

cidén deo lasg protveinaa,
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“8ober y Peterson (22) reportaron la preparacién y el uso
de adsorbentes de intercambio ibnico para el fraccionamiento
de proteinas. Sus estudios fueron posteriormente apoyados

por los reportes de muchos investigadores,

Ellis (13) v colaboradores reportaron la purificacién de
la hormona del crecimiento por cromatograffia con Dietilaminoe-

t1il1 Celulosa,

licCoy y Fahey (1#4) obtuvieron excelentes resultados en cro-

matograf{as de sueros humanos empleando el mismo adsorbente.

Spesr (1%) en su trabajo de fraccionamiento de proteinas
con DEAE Celulosa con suero humano logrd el nislamiento de
anticuerpos sanguineos y reportd haber obtenido resultados

satisfactorios.

Jo F¥. Sgouris (16) preparé la Inmunoglobina G muy pura uti-
lizando DRAL Celulosa, a partir de plasma humano y suero de

M. rhesuse.

Horbett y Fahey (17) lograron a su vez fraccionar gamna

globulina utilizando DEAY Celulosa en columna.
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Los adsorbentes cescritos por Sober y Peterson son dal tipo
de intercambiadores de iones que llevan un soporte insoluble y
con carfcter hidrofflico, la celulosa, & lacual se le introdu-

cen grupos ibénicos por medio de reacciones de halogenacién.

Debido a que la moyor parte de la estructura de la celulosa.
se conserva en estos adsorbentes de intercambice ibnico no se

les puede considerar concv resinas. (18).

Segin el grupo idnico insertado, el adsorbente presenta di-

ferentes caracterfisticas,.

La Dietilaminocetil celulosa presente carficter de intercam-—
bio anidnico y se obtiene sl hacer reaccionar elfa celulosa
en medio alcalino con 2 Cloro (¥ dietilamina,

. . _ «,CH, _ CH i yqsCHom CH
= 2

- b
La carboximetil celulosa es un adsorbente catidnico obtenido
por tratamiento de celulosz on medio alcalino co: Acido mono=

celorofcetico,

S - OH + Cl - CH, - CooE—28= 5 _ ¢ - CH, - CO0” Ma +

Aunque el mecanismo del intercambioc iénico no ha aido bien
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definido todavia, todus lao toorfus formuladas (1Y) hacen no=
tar que ol intercambio ibnico se lleva a cabeo e¢n un sitio ac-
tivo, que es un grupo ibnico capaz de formar un enlace elec-
trostfitico con un ion de carga opuesta. La facilidad con que
este filtino ion ¢z desplazado depende de la fuerza del enlace
formado y varfa en la misma forma a la disociacién que sucede
con los clectrolitros. TYor lo tante, las leyes que rigen el
intercanmbio iénico en estossistemss heterogbnoes son anfilogos

a los que Tigen a las soluciones de electrolitros,

on el casc de las protefnas la adsorcibdn en la superficie
del intecrcambiasdor se lleva a cabo mediante la formacibn de
miltiples enlaces entre la proteina y el adsorbente. Por ser

ambos polielectrolitros son capaces de interactuar en diferen-

tes puntos. La experiencia nos indica que las proteinas ad-
gorbidas se unen con moyor nfmero de enlaces y con mis fuerza
que una sustancia con una sola coarga bajo las mismas condicio-

nes.,

Las proteinas pueden ser elufdas del adsorbente cuando el
PH se cambia para usi reaucir el nlmero e cargos, ya sea en
la protefnua o en ¢l adsorbente: o si la concentracidn de sa=-
los se numonta para competiy con las carpas cxistentes. Bstos

conceptos .c enlaces mlltiples los sefiala Stahelin (20), entre

-
AR




otroo inveutigadoros.

Caracteristicas de oste tipo de adsorbentes son:

Prosentan grupos iénicos definidos: tienen una capacidad
muy alts para la ndsorcibn de proteinas, a pesar dec que el
contenido de crupos ibnicos (&cidos & basicos) es alrededor
de 1 meq/gr. de adsorbente (21): los enlaces etéreos forma-
dos por la introduccidn de los grupos ibnicos no resta es-
tabilidad al adsorbente y la caracterfistica principal es que
no altera lasprotei{nas sensibles durante los procesos de cro

matografia.

Sober describe (12) en su articulo, algunas de las celu-
losas que pueden utilizarse, todas ellas provienen de madera
6 alpoddn. Estas celulosas son de importacién v su costo es
elevado, por lo que se pensd en utilizar la celulosa del ba-
gazo de caiia que compite por su pureza, bajo costo y féecil
adquisicibn en nuestro medio con las celulosas de otro ori-

gen,

Tl el objeto del sipguiente trabajo sintetizar a partir
de la celulosa de bajazo de caiia dos adsorbentes intercambia-

doregs de iones, la carboximetil y la Dietilaminoetil Celulosa
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.

Yy efectuar posteriormente distintos experimentos para conocer
la capacidad y poder de resoluciédn de los adsorbentes prepa-

roadoe,
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MATERIAL Y RBACTIVOS

Material:

le.- Molino de martillos

2.~ Tamizador eléctrico Retac 3 D

3.~ Espectrofotémetro Beclman DU,

o= Columnas Jde cromatografia de 90 x 1.7 cm.

5.= Colorimetro Leitz modelo 1LC2

6.~ Potencibmetro Photovelt modelos 125

7.= Aparato parsa blectroforesis e Inmunoelectroforesis
LKB modelo 3290 B,

Reactivos:

1.~ Celulosa de bagazo de cana, de Cfa. Industrisl San
Cristobal

2.~ Clorhidrato de 2 clorotrietilamina, de Eastman Organiec
Chemical s,

3,- Acido monoclorobcetico de J. T. Baker Chemcal Co.

4,~ Buffer fosfatos 0,005 M pH 7.0

5.~ Buffer fosfatos 0.0175 Il pH 6.3

6.~ Buffer fosfatos 0,04 M pH 5,9

7.~ Buffer fosfatos 0,1 M pH 5.8

8,~ Buffer fosfatos O.4 M pH 5.2

9,- Buffer fosfatos O.4 Mol 4,4

10.- Burter fosfatos 0;01 M pH 0.0

11.- Buffer tosfatos-cloruro de sodio 0.2 pH 7.6




preparacidn de los ocho anteriores soluciones amortigua

e dores fueron descritas por E. C. isdams (22,)

12.~ Reactivo de Biuret (23)

13.~ Jon Arar lo. 2, Oxo

14 .« Suoro Humone Hornal

15.~ mxbracto rlacentario

yf luo.~ Gomma Globulina, fraccién II de Cohn (1,2)

17.~ Albumina, fraccibn V de Cohn (1,”2). Ambas fracciones de

Cohn se obtuvieron de las etapas VII y V del proceso in-
dustrial para gauuna globulina ¥y albumina seguidas en el

Laboratorio donde se llevé a cabo este trabaje.

r
|
)
|
.
|
|
|
B
l

18,« Suero de Conejo anti-hunano,
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METODOTOGIA

l.~ lLa determinscibn de protefnaw totales de los gueros y de
sus fraccionos e ilové n cabo mediante la reaccibn de

Bluret (23).

2,~ lLag doterminaciones cuantitivas de cloruros expresados
como cloruro de snndio, se hicieron segin la técnica de
Schalea v Scheales. (24)

3.~ La técaica utilizada para la preparacibdn do las columnas
de cromatogratrfa se basa ecn los métodos que refieren
Re J. Speer (15) y Peterson y Sober (12) modificada y adap

tada n nuestras necesidndes. Tin técenica es la sisuiente:

Bl adsorbent: seco 8¢ pesa, calculando lg de 81 por cada
50mg de protefinas por cromayografiar, en caso de emplear die=
tilamincetil celulosa y lg por cada 10 mg de proteinas cuando

se utiliza la carboximetil celulosa.

Una vez pesado ge suspendeven 20 veces su peso de buffer
foafatos 0,005M pH 7.0, en ¢l caso de usar dietilaminoetil o
buffer tostfutos=cloruros 0,2 pH 7.6 cuando se emplea carbo-
ximotil celulosa y se apita durante 1 hora con agitador elég
trico. Jeo deja sedimentar durante 1 hora. El sobrenadante se

decunta y ge anude el misme volumen ce buifer. »ste paso se
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repite hasta que no se observan variaciones en el pH original

do la solucibébn amortiguadora.

Fquilibrado el adsorbente se decunta el sobrenadante Yy se
afiade nfis buffor hasta ocupar iguol volwmen al que ocupa el
adsorboente decantado. Se writa la suspensidén y con cuidado se
anado a la columna de cromatopsrafin, ¢l liquido se de;jja escurrir
por la llave inferior y el adsorbe.te sedimenta hasta Tormar
una cama, la cual no debe dejarse secar. Esto se evita al aﬁg

dir mls buffer cuando el liquido ecsté a punto de rebasar la co-

lumna formada por el adsorbente, Para poder hacer més compac-

ta la columna se inyecta airc a presibn por la llave superior

de la columna. Ia presién pfixima aplicada deberh ser de 0.5 Kg/cm2
Una vez lograda la estabilidad de la columna del intercambisador

8e revisa que no presente fracturas ni desniveles que impidan

un buen desplazamiento de las fracciones eluidas., £l liquido
excedente aque se deposita en la parte superior de la columna:

86 deju evscurrir hasta un nivel ‘e 1 cm, arriba de la superfi-

cle del adsorboente,

3¢ clerra la llave de paso inferior y se conserva a 4°C an-

tes de emploarse,




4,- La técnica usadn en los fraccionamientos por cromatogra-

fia esth basadn on los métodos descritos por Sober, Gutter

Ce Adams (22). Ademfis 5o introdujeron modificaciones para

ajustarla a nuestras necosidades,

A la muestra por fraccionar se le detorminan prote{nas por

el método de¢ Biuret y cloruros por el método de Schales ¥ Scha

les (&4). o acuerdo con lasproteinus existentes seo pesa el

adgorbente como gse expuso anteriormente y si los C1™ son nayo-

res a 0.0l g5 se dializa (25%) la muestra, ya que un con tenido
mayor de clorurc de sodio altera los resultados del fracciona-
niento, Iia difilisis se hace contra buffer fosfatos 0,005K

PH 7.0 durante 24 ha. ¥ a temperaturas no nayores a 4°C, Deg-

pués el suero dializado se centrifuga,

Una vez calculadas las protefnas, los cloruros convenientes
¥y preparada la columna se procede a efectuar el fraccionamien-

to.

La muestra se deja ocscurrir lentamente por las paredes de la
columna evitando que la capa superior del adsorbente sufra de-
formaciones. Una vez aiiadida la muestra se abre la llave infe-

rior de paso vy ge de.ja adaorber,
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Cuando ha sido adsorbido ¢l suero se cierra la llave y se

precede o eluir la muestra con cantidades conocidas de los

Yuffers adecuados.

Se recopen {racciones de un volumen conocido, y la veloci-
dad de clucibn se mantiene constuaate., Generalmente s nece=

2. ) Las fraccioQ

saxrio arlicar presién ( no mayor de 0.1 Kg/cm
nes recogidas se leen en un espectrofotfémetro Beckman IU a

230 mu (5,14,15). Los resultados se grafican en papel milimé-
trico colocondo en el eje de las ordenadas la absorbancia a

280 mu y en el eje de las abcisas el nfimero de fracciones elui

das.

Terminada la cromatograffa el adsorbente se puede volver

a regenerar (18,21) por la siguiente técnica:

Se suspende el adsorbente en 1 litro de solucién salina al
1.5¢% y se agita durante 1 hora. Se filtra la suspensién em-
pleando un ombudo buchner y se hacen dos lavados sucesi;os
con 250 ml do solucibédn de NaOH al 5%l Los lavaods se repiten
posteriormonte de dos porciones de 250 ml cada uno de HCl al
54 o+ S8 hace un sepundo lavado con solucién al 5% de NaOH, en

2 porciones de¢ 250 ml cada una,
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Por filtimo se lava ol sélido con agua destilada hasta elimi-
ner la alcalinidnd. £l 86lido se seca y tamiza por el tomiz

correspondiente.

5.- ILa téenica de elucibn utilizada para la cromatografia de
lag fracciones séricas es la descrita por E, C, Adams (22)
* E Es un sistema de elucién por pascs en donde gradualmente

ge incrementa la fuerza ibnica y se disminuye el pH.

En el caso de la separacién y purificacibén de gamma globuli
na del extracto placentario gse eligieron los buffers mls ade-

cuados citados por los reportes de 3ober (5,21).

6o~ La técnica de electroforesis en pavel empleada durante la

experimentacién es la citada vor Ivor Smith (26).

7.~ Las inmunoelectroforesis se llevaron a cabo por el método

de Pierre Grabar (29).
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PARTE EKPER ITMERTAL
Ie» Molido de la Celulogn de Bapazo de Cajia
I1.= S{ntesis de los adsorbentos dietilaminoetil celulosa

Y carboximetil celulosa.

Ill,~ Fraccionanientos y purificaciones de plasmas y de sus

Iracclones utilizundo los adsorbeantes sinbtetizados.

I.- Kolido de 1la Celulosa de Bagrazo de Caiin

I.a celulosa de bagazo de caiia, que comercialmente se mane-
ja prensada cn paquetes de peso variavle se despedazd§ con ayu-
da de tijeras de tamaiio adecuado. Cuando el tamatio de los
trozos llerd a unos 2-3 cm se puso a secar al horno a una tem=-
peratura no mayor de 60°C, ya que de otra manera la celulosa

toma un color amarillento.

Ya scco se molid en un molino de martillos. El polvo obte-
Aido mfs o menos fino se lavd primero con solucidn de HCI IN
a razén de 1 litro por cada 100 gs del polvo, se hicieron
luego repetidos lavados con agua hasta neutralizar, Posterior-
mente se hizo un lavado més con solucidn IH de MNaOll ( 1 litro
por cada 100 gs) haciendo luepo lavados con agua hasta neutra-

lidad, “Todos los lavados se hicleron en un embudo buchner de
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tanaio adocuado y aplicande vacfog Jos lavados tuvieron por ob=-

Jeto elinminur impurezas do la celulosa,

Con objeto de facilitar el secado se procedid a secarla en

el mismo buchner aisdiendo porciones de 100 ml de alcohol.

p Una vez seca se molid ruevamento en el molino de martillos,
Bl polvo se¢ tamizd en un twsizedor elbctrico haciendole pusar
primero por malla del nfimerc 100 y luego por malla del nfdmerc

200. La celulosa ya tamizada se fuardd en frascos secos.

II. -Sintesis de los adsorbentes Dietilaminoetil celulosa y T

carboximetil celulosa.

Inicialmente se prepard un lote con 100 gs de celulosa para

cada uno de los adsorbentes como lo indica la técnica descrita

| por Sober y Peterson (12).

Despues se sintetizaron una gerie de lotes de ambos adsor-

bentes modificando las condiciones dadas por la técnica origi-

nal, buscando las condiciones de reaccién mbs Gtiles para la

sintesis de los adsorbentes antes mencionados,
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Lea efnteois efoctumins fueron:
A) Sintesis de la Dietilaminoetil Celulosa

A 10U gramos de celulosn tamizada por malla del nfmero 200

se lo agrepb lontamente y con azitacién 300 ml de NaOH al 20%i o

La mezclu se dojb reposar uas hora, al cabo de la cual
se¢ ohadid una solucibn, que contenfa 30 s de clorhidrato de
]

@ clorotrietilamina en 100 ml de agua destilada . La adicién

86 hizo en forma lenta y con acitacidén,

Ny

La mezcla homogenea se calentd una hora a bafio marfa a 80°C
la pasta obtenida se dejé enfirasr en bafio de hielo durante una

hora,

En seguida se agregaron 500 ml de solucdn 2 M de cloruro de
sodio v la suspensibn obtenida se filtré a través de un embudo

buchner, con aplicacién de vacif.

Bliminande el l{quido se lavd el sblido en el mismo embudo
con tres porciones cada una de un litro de solucién al 5% de

NaOH. Bl l1{quido colorido filtrado se doseché.
m el Gltimo lavado, el liquido filtrado debe ser incoloro.

Las condiciones de alcalinidad dadas por la sosa se elimi-
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naron con lavados sucesivos con upua destilada ¥ probando con

papel indiendor,

A continuacibn se hicieron tres lavados sucesivos con pPOr=
ciones de 570 nl de fcido clorhidrico al 5%, Ia aclidez pro-
ducida v elimind & uu vez cun porciones de agua destilada y

probando con papel indicador.

El 86lido se pusd a un recipiente de vidrie de donde se sus -
pendid en tres litros de NaOH al 17%. Se dejé sedimentar tres
horas. El liauido sobrenadante se elinind por decantacidn
¥ se anadid a la pasta arua hasta completar tres litros. Se de-
36 reposar dos horas, el lfquido sobrenadante se elimind y se
completé a treg litros con amua.destiluda. Esta operacién se

repitié hasta eliminar la alcalinidad,

La suspensidn ya neutralizada se filtrd nuevamente con un
embudo y con la aplicacién de vacfo. iliminada el agua se afig=
dieron trea porciones de 200 ml de etanol y se aplicéd vacfo du
rante tres lhoras. Una vez soeca uc¢ volvil a tamizar por malla

del nfnero 200 y se muardd en frascos socos.
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B) Modificueiones en lu Hintesis de Dietilaminoetil Celulo

8a

l.) Se prepnrd un lote No, 2 de DHAE Celulosa a purtir de

100 ga. de celulosn tamizada por malla del nfimero 200, pero

con el empleo de 40 8 de 2 clorotrietilanina,

Ios pasos dodos con la primers preparacidn de este lote fue-

cantidad del reactivo de la amina fué la nmitad que en el caso

}
ron senialados en la técnica antes descrita, solamente que la !

anterior,

2.) Se sintetiz6 un lote No. 3 usando 100 gs de celulosa »

L tamizada por malla 200 y 160 gs de 2 clorotrietilamina,.

El método seguldo en la sintesis es similar al original,

s80lo que se utilizbé debe cantidad del reactivo de amina,

3.) Se sintetizé un lote No. 4 en donde se sipguib paso a
paso el método original, solo que se partié de 100 gs de

celulosa tamizada por malla No, 100.

A la diletilaminootil Celulosa obtenida de cada uno de los
cuntro lotes go le hicleron las sipguientes pruebas que sipe

7 1 0 e e mmevimwandt AN ann
Vi on CoOopGg DOSDa a6 Glonpiaid i stdes S &

0O
e



por ovtros autores (12),

a) Joterainacibén do grupos ionizablos.

Parn 91lo se hizo una detorminacién de Nitrégeno total por
ol métoio de Kjeldahl. Con los resultndos obtenidos se calcu-

laron despues los nilicquivalentes de nitrbégeno por gramo de

adsorbente.

b) Capacidad de zdsorciédn de irotefnas.
100 miligranos del adsorbente proviamente equilibrados con

buffer 0.005 1 pH 7.0.

Con intervalos de 15 minutos se aradieron de 0,2 ml en 0,2
ml de solucidn al 29%% de albumina hasta completar 1 ml ( o sea

250 ng totales de albumina.)

1a concentraciédn final de albumina fud de 2 mg vor mililitro
Se a;rritd durunte dos horas y al sobrenadante se le determinaron

protefinas residuales emnsleando el método de Biuret (22).

¢) rrepuaraciédn de varboximetil Celulosa

A 100 «g de celulosa tamizada por malla ndnero 200 se le afla
dieron, lentamente y con amitncibn 400 ml do geolucién sl 40%
de Ta0I, 1o a-itactdn se prolongd hasta fornar una masa homo=-

gbnean,
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La masn so onfrid on bano do hiolo durante una hora Yy se
agrognron 100 ml Jde unua selucidn que contonin 50p de fcido
mopnocloroacbiico, Lu adicidn se nizo poco u poco y con api-

tﬂﬁiéno

La pasta formonda se calentd durante 30 minutos a 70°C

a Baiio Harfa.

El producto obtenido, de color amarillo, se enfrid en bafio
de hielo durante una hora. Se wiadleron posteriormente por-

ciones de fcido acético al 107 hasta completar 800 ml del

fcido.

A 1la suspensidn, todavia alcalina, se le agregaron tres vj

litros de aguun, se dejd sedimentar tres horas y se volvid a

decantar.

Esta operacién se repitibé hasta eliminar todo color en el

sobraenadante.

Al s&lido obtenido 33 le ailadié nuevamente fcido acético
al 107 hasta obtenor lijerae acidez. Se agregaron dos litros

més de agua y se comprob$ con papel indicador la acidez, cuyo

pH fud de 2.0,
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Lo susponnibn oo £iltrbH por £iltro Luchner con ayuda de va-
cfo. Ce bicieron n continuacidn lavados al material con apua

ada banto eliminonr 1o -ciden. Comprobada la neutrali-

| 2ed

dasti

dad del folido se le anndieron tres porcicnes de 200 ml de

etanol y la succibn se prelonsd por tres horas. Bl material

; goco se volvibé o tamizar por malla dol nGmero 200, guardindose

el polvo obtenido en {rascos secos,

g d) Modificaciones en la {intesis de Carboximetil Celulosa

1.~) El empleo de 25 g. de fAcidoe monocloroacético en la

sintesis de 1 lote ilo. 2 de CH Celulosa a partir de 100 g de

celulosa tamizada por malla nfimero 200,

2.-) Se prepard el lote io. 3 en el que se usbd 10Ug de

fcido monocloroacético y 100 g de celulosa tamizada por ma-

lla n@mero 200.

i
¥
%
¥
=
¢

Excluyendo estas 2 modificaciones el método de preparacidn

de ambos lotes fué semejante al descrito anteriormente.

A los tres lotes de carboximetil celulosa obtenidos se les

hiciereon difercentes pruebas, para comparar nucsiros resul tados

con los datos reportadivs por,otros autores (12).




2) Dotorminncibn de Grupos Acidos.

Un graso del ausordente se suspenald en lu ml de agua desti
lada ¥ se le agreganron con pipeta 10 ml de soluciédn 1 Normal de

NaOH,

S50 tituld el exceso de sosa con colucidn 1 normal de Acido

clorhidrico uusando 8.R.I. de rojo d¢ fenol como indicador.

Los resultados se expresaron en granos porciento de grupés

fcidos o bien en miliequivolentes de ~rupos &cidos por gramo

dal adsgrhente,

b) Capacided de Adsorcidn

100 mg del adsorbente que previamente se equilibraron con

buffer fosffatos 040175 M pH 6.3 se suspendieron en un vaso de

precipitados con buffer fosfatos 00,0175 pH 6,3.

Luego se aitadieron a intervalos de 15 minutos de 0.2 ml en

0.2ml de solucién de albumina al 25%, hasta completar 1 ml .

Bn la mozcla se obtuvo una concentracibn final de albumina
de 2 mg por mililitro. Se wiité la puspensién durante des ho-
le 2 ng » nililisy v
1 sobronadante oo uoterninuron la.. provefinas residug=-

rag y de

les no adgorbidas por la carboximetil celulosa.
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II1.~ Fracelonamientos :lo plasua y purificaciones de frac-

ciones del vleasma.

[os fraccionamientos se llevaron a cabo con el empleoc de los

l.ogs resultados obtenidos en los di-

adsorbentes sintebtizados,

foroentas exporimentos se graficnron vara despues hacer un anf-
1isis coaparativo con los resultados reportados por otros auto-

roeg.

EXPERIKMENTO I1.)

Fraceionamiento de Suero !umano Normal con DEAE Celulosa tami-

zada por malla Jel nfumero 20,

A 20 ml de guero de un individuo normal se le determinaron

cloruros como cloruro de sodio por el mbétodo de Schales y

Schales (24) y protefnas totales por el nétodo de Biuret. (22)

Como so requiere una concentracibn inicial baja de cloruros

en el suero para llevar a cabo un buen fraccionamiento se pro-

cedid a dinlizar la muestra contra dos litros de buffer pH 7.0

’ O o Y 3 4 2 s 8 -
0,005l durante 24 horas a 4 °C. »1 suero dializado se centrifu

6 puru climinar un ligero procipitado formndo.

Del suero con 1,501 v protefnas totnles ge tombé el volumen

corrospondicnte a 1.0 pramo de proteina y se llevdé a 20 ml con
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con bufror fosfatos v.vudl piu 7eUe

Per obtra parte se pesaron 20g de bietilaminoe il Celulosa

tamizada por malla del nfimoro 200 v se suspendieron en buifer

%

pH 7.0 0,009, Equilivrado o) ndsorbente se nonté la columna,
y se agre-b con cuidado 1a muestra. Se dejé adsorber la mues

tra on ln trams ol {ptorcmnbindor ¥ de inmediato sc anhadie-

N

ron 72 ml del buffer cluyente U,005H pH 7.0 00O dejbé eluir
este primer bvutter recogiendone fracciones de 12 ml cada una
Posteriormente se agresuron 60 ml de buffer fosfatos 0.0175M

ph ©e3 ¥ uc recooieron vanbien rrocciones de 12 ml cada una.

L,a elucidn e llevd o csbo a una valocidad constante de 1 ml

por minuto. Para mantener el goteo a esta velocidad se apli-

cb 0.1 Kg/cm2 de vresibn.

Bajo el mismo gistema de elucién se hicieron pasar por ia

coluvmna 60 ml de cada uno de los siwruientes bvuffers: buffer

fosfatos 0,04M pH 5,93 buller fosfatos 0.1 pH 5,8 buffer fos-

fatos 0.4 pH 52 Y pufrer fosfutos 0.4l pH 4.4 recogiendose

12 ml en cada fraccidn.
Con objoto de impedir la ueanaturalizucién de las protef-

- o
nas ol fracelonnmiento o€ 1ievé a cabo a c.

Se recogieron en total 31 fracciones de 12 .11 que se con-

o




servaron a 4°C, Cada unn de las fracoiones se leyé en el eg-
pectrofotbémetro a 280 mu; la lectura se hizo a una dilucién

1:2 con golucién snlina. FEl blanco empleado fué tembien de

golucién salinn,

Con las lecturas obtenidas se elabroré la grifica No, 1 ¥y
a8 lag fraceciones con nayor concentracidn de proteinas se les:

hizo inmunoelectroforesis para su identificacién,

BXPERIGm0 IL

Fraccionamiento do Suero Humano Normal con DEAY Celulosa ta-

nizada por malla del nlmero 200,

A 20 ml de suero humano se le determinaron cloruros ) pro-

&

ted{nas por los métodos ya conocidos.,

El suero se dializé durante 24 horas a 4°C contra 2 litros
de buffer pH 7.0 0,005M y despues de la dillisis se centrifu-
g6 el ligero precinitado, formado durante la dialisis. De la

muestra centrifurgadn ce tomb el volumen correspondiente a 1.0g

de muestra y se llevd a 20 ml con buflfer fosfatos pH 7.0 0,C0Lis

El fraccionumiento se llevd a cabo con el empleo de 20g de
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dieyilaminoetil celulosa tamizad- por malla 20Q y previamente
equilibrads con ol buffer antes citndo. Montada la columna
del adsorbonte se aprerd con cuidando la nuostra y se dojd ad-
gorbor. Una vez hecko osto se eluyd con las sirulentes solu=-
ciones nmortiminderng:

92 rl do Buffor Fosfatos pH 7.0 0.000HN

60 ml de " " " 6.3 0,0175M
G v " " 5,9 0,04
go " v " " 5,8 0.1H
6o v " " " 5,2 0,4
gom mow o n4gh 04N

Se recogleron 31 fracciones de 12 ml; la velocidad de elu=
cibén, a diferencia del experimento anterior fué de 2 ml por
ainuto y para ello use aplicé aire a una presién méxima de 0.3
kg/cmzo

1l fraascionamiento sé 1levd a cabo & temperatura de 4°¢,
Tas fracciones recogldas se leyeron en el espectrofotédmetro a
280 mu a una dilucibén de 1:2 ¥y se¢ elabord la curva correspon-
dionte (grérica 2). A las fracciones con mayor concentracibn
de protef{nags se les hizo inmunoelectroforesis para su identi-
ficacién.

EXPERINTO IXII.

¥raccionamicnio ae susre humano normal con DzAl Celulosa tami-

zada por malla nfmero 200.

- - ~ e _‘& . oy .
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A 20 ml de suero humnno ge 1 detorminnron nroteinas (22)
y cloruros (24). La muestre se dielizé durante 24 horas y a
4°¢ con 2 litros do buffer fosfatosg pi 7.0 0,005, Eliminan-
do ¢l precipitado que aparecid cegjuoes de la diflisis se tomé
el volugen equivalente o 1,04 do proteinas totales y se com-

pleté a 20 ml con el mismo buffer.

Por otro lado se pesaron 10g del adsorbente y se equili-

braron con buffer fousfatos 0,005 pH 7.04

En este experimento la relacidn adsorovente-proteinas fué
de 10 grames Jdel adsorbente por sramo de proteinas por fracciow

nar,

Montada la columna con el adsorbenbte se procedib el frac-
cionamiento a 4°C, empleando las mismas soluciones amortigua-

dorus eluyentes y en la misma cant.dad.

Se recogieron en total 31 fracciones; la velocidad de elu-
c¢idn fud de 1 ml por minuto. Cada una de las Iracciones se
loyé enel espoctrofotémetro a 280 mu y con lou datos obtenides
se elubord lu prhafica No. 3. Las lecturas fueron hechas con
solucidin salina o wie ailueldn de L:ide o Lau fraccloneg con
nayor concenbtracién en proteinas se los hizo una inmuncelectro-

foresis, pura idontifii;; el tipo de fraccibn Serica aislada.




| peERINSTO 1V.
Praceionaniento de suero humano normal con DEAL Celulosa tami-

i goda por nalla no. 00,

Bl volugen correstoniioente a 0,5g do protefnas totales de
un pBuero humano nofnal jpreviamonte dializado ¥y centrifugado

ge complotd n ol con vurfer GLO05M pil 7.0,

1n muestra ne frncciond en unn columna con 20g de Dietila=-
ninoetil colulosns ecuilivrasa con el mismo vuffer. on ests
capo la relacibn adgorbente-protefnas fué de 40g de DEAE Celu-

loga por gramo de protoinas,

El fraceionanients ge llevd a cabo empleando las misnas so-

luciones ecluyentes ¥ el mismo volumen de ellas. Se recogie-

ron en total 31 fracciones de 12 ml cada una que se leyeron

on ol ospectrofotbdmetro a 280 mu empleando una dilucién 1:l.

86 pruficé con los resultados obtoenidos la curva correspondien=
te (grifica ) y o las fraccionos con mayor cantidad de pro-
pura su idenbificacibne

tednus ge los nizo inmunoelectrotoresis

ELEERIMNTO V.

FTﬂGcionumiuuto Jde suero humano normal con DEAE Celulosa ta-

o 8
A 20ml e suoro humano normsl, proviamente controladog, ¥

“{‘U r p?'_ 7.0

- i




0,005x,

or otro lado =ne pesaron y equilibraron con buffer fosfatos
0,005 pH 7.0 Xg do di@tilnminootil Celulosa tamizada por
malla 100, Este ailunrbente, a diferencia de log ecperinentos
mteriores se orepard « nartir de celulosa tumizada ror nmalla
live Be montd Lo celwsnc ¥ oe .roceaid al fraccionaniento en
la misma forma., Se obtuvieron en total 3) frace iones 7 la

velocidad de eclucidn fuf de 1 m1/min,.

Cada frnccibn se 2eyd a 237 mu ~n el espectrofotémetro, en

R

dilucibn 1:2 ¥y ue yxaficd la cuarve corressondiente (gré&fica 5).

ag fragcicnes con =nator conridad de proteinzs se sometiercn

s )
ficacibn.
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Coxo lou cloruros nuedaron dentro de los li{mites para lle-

var a cubo el Srrccloniziento no fud necesario efectuar una

diblisis.

De 1a solucién se tonnron 14 ml(l.0g de protefnas) Yy se

llevaron a 20 ml con burfer 0,005 pH 7.,0.

A g ey

Yor otra pnrte se pesaron Xg de DEAE Celulosa, tamizada
por malls nflmero 20U, se equilibraron con buffer fosfatos
pH 7,0 0,005 ¥ se mont6 la columha sicuiendo la técnica des
crita con nsnterioricade se wnoeid a lu coluuna los 20 ml de

la solucibn por purificar ¥ se dejd adsorber,

<

sl sistema de eluyentes empleado fué el propuesto por E,C,.
Adams (22) ubilizando 50 ml de cada una de las soluciones
amortiguadoras. HMgtas soluciones son las nismas que se em=-
plearon cn lou experimentos anteriores. La elucibn se 1llevd
a cebo recoplendo rracciones de 10 ml de elufdo a una veloci-

dad de 1 ml por ninuto.

T.as fraccione:n recormidas, en total 10, se leyveron a 280 mu
en ¢l espoctrofotdmetro , elaborando con los resultados obtve=-
nidos en la pgpbtica No. 6. A todas luws fracciones se les hi-

20 inmunooloectroforosin ' i‘,epurando todas aquellas que DIregeDes




turon gamma vlobuline pura. .stas fracciones se reunieron se
liofilizaron (28) y sec les deternind protefnas totales por el

mftodo de Biuret, espues se calculd el rendimiento obtenido

en ¢l fraccionamiento,

8s%a experiencia se repitid en dos ocasiones nés siguien=
de 2l mianmo preocedimiento con ¢l objete do tener un rendimien;
to promedio de las puriricaciones.

BXFaalbadiy V1d

Puri

s

icecidn con . uALZ Celulosa tanmizada por nalla 200 de la

fraceidn V de Cohn,

K1 s 3
A unag muessra ce

"3

recivitedo de 1o fracc:Sn V de Cohn (1,2)

o}
by

se le hico electrofo

+s
O

+
[#}

5 (26)y 25 ¢ de er precipitado, al-
bimina en su navor parte, se disolvieron 2n 50 ml de buffer
fosrzton (L,005% pH 7.0. A la solucibén se le letverminaron pro
tefnus por el método de Biuret y cloruros por el método &e
Seholes ¥ Schales. Como no fué necesario efectuar diflisis

se tomaron e la solucibn 11.5 ml (le de proteinas) y se llevd

a 2U0 1 con ourrer rfosiatos vh 7.0 veUulid

Yor otzTc lado se pesaron 20g de Unar Celulosa y se suspen-

dieron en burfer Jeoiutos pi 7.0 C.005K, Zgquilibrado el ade

o N s b



adsorbente se nmentd la columna, se afiadid la solucidn y se pro

gadibd lueso a su elucibdn.

}..JI

La eiucibn asa llevd u cabou empleando 50 ml de cada une de
lag solucliones wnortipuadores, citodas por Adame (22). Se re=-

gogloron en totol v fracciones de 10 mlcada una o una velo-

oldad de 1 wl/miin.

Je leyeron en el espectrofotbémetro a 280 mu, elaborando
con lo:s dntos obtenidos una curvay (grafica 6) . A todas las
fracciones se les hizo inmunoelectroforesis y las que presen-
taron albumins pura se reunieron, se liofilizaron (28) y se
les hizo una determinacidn tetal de proteinas. Con estos da=

tos se calculd el rendimiento en el fraccionanmiento,

Bl experimanto se repitié en dos ocasiones nfis para lue-

o sacar un rendimiento total en tres distintas purificaciones.

IAPHRINENTO VIII

Sepuracién de Gumma Globulina de un extracto rlacenturio em-

pleando Dictilampinoctil Celulosa y purificaciédn do la misma

utiliszando Carboximetil Celulosa.




contra bulfer O,005U pi V.0 rosfatos. Cuando 108 cloruros ba-

Jaron a un uivel adecuado (Uewlg’) se socd de difilisis y se

hizo determinacibn do¢ protefnas, por ol méicdo de Biuret.

As{ mismo, s8¢ rrepard una columna de DEAS Celulosa tamiza-
da por mallna nfmero 200, en la que se pesaron 34.2 del ad-
sorbente y se equilibraron con buffer foslatos pH 7.0 0,005
En este caso la relacifn andscorbente-croteinas fue de 100g del

adsorbente por ~rwiec de proteinas,

La elucidbn se nizo emplceando buffer fosfatos pil 7.0 0.COSM
Se recogieron cn btotal 1 fraceciones de 20 ml cada una, que
se leveron en ¢l ospectrofotbdmetro a 280 mu . Con los datos de

las lecturas se elabord la gfafica 7.

A las rracciones adenfs se les hizo inmunoelectroforesis,
¥y aquellas en las que aparecld gamma globulina se reunieron y
se liofilizaron (28). £1 residuo cobtenido se recuperd agre-
gando 15 ml de buffer 0.2l fosfatos-cloruros PE 7.6 y se le
hizo una determinacibn total de proteinas con objeto de prepa-

rar 1a columna le ~arboximetil “elulosa® la relacibn nroteina-

arsorbente fué de 10 mg de protefnas por srame del adsorbente,

© adsorbente se cauilibrd prevismcnte con burter fostatos




cloruros con buffer pH 7.6 0.2} Y una vez montada la columna

30 hizo la eluciébn raecogiendo fracciones de 10 ml.

Cada una de lns fracciones en total 10, se ley6 en el es-

pectrofotémetro a 2.0 nmu y se elubord la curva correspondiente

(grifica 7.)

A todas las ‘racciones se les hizo inmunoelectroforesis y
las que rresentaron ramma globulina pura se reunieron, se lio-

filizaron (28) y se les determinaron proteinas totoales.

De ests manera, al relacionar el peso inicial de extracto

placentsrio con la cantidad total de groma rlobulina pura se

calculd el rendimiento en la purificacién,

;
|
|
z
i
4
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Ie~ Molido de la Snlulesa de Bogazo de Cana,
El proceszo de molldo de lu celulosa de bagazo de cafla pPro-
viamento secnda did resultudos satisfactorios. Se obtuvo un

poivo que fué [acilmente tamizable.

5e hicleron otrogs intentes <de molido cmpleando un molino de
bolas, el molido se nhizo eon seco y en forma himeda. Se obtu-
viercen recsiduos muy ~ruesos que presentzron dificultades al ta-

nizarae,.

La pureza de la celulosa obtenida fué satisfactoria, adenés
los lavados con &cido y alcal{ tuvieron por objeto eliminar cual

quier impureza,

El color aque presentd la celulosa de caiia fud de un blanco
comparable a la celulosa de algodbébn y més blanco que el que

nregenta la celulosu de madera.

y Se prepararon 2 lotes de celulosa. EL lote 1 de 200g tamiza
da por mnlila del nfimero 100 v el lote 2 de 600 r tomizado por

mnlla del nfuuoro 200,
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Il.- 8intesis de Dietilaminooetil Celulose

So prepararon 4 loten de NMetilaminoetil Celulosa. TLos re-

gul ttados se expresan on el Cuadro I,

CUADROC 1

Lote 1 2 3 4

€8
Calulosa 100 100 100 100

Taniz
malla 200 200 200 200
no.

gramos de :
2 Clorotrie &0 40 160 80
tilamina

Grupos
Tonizables 0,76 0.49 0,79 0.67

Capacidad
adsorcién 33 26 38 29
mga pl‘O’C/P; J‘LCl o

Rendimiento
gramos 60 65 58 65

%
£
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IV.- Pracclionamionto de Masman v purificaciones de fracciones

del plassn,.

EXPRRIMIIDO I,

Fracclonamionto e Suero Humano Normal con VEAE Celulosa ta=
nizada por mnlla nfmoro .20,

El precipirado que se forméd durante la difllisis del suero
se ceatrirusf. HBe identifico por inmunoelectroforesis, come

ung mezcla de aifa, betn v sazma slobulinas (5).

En la gfafica 1 se nuestra el fraccionamiento durante la
erozato -raff{n v se marcan c~n nimeros los »nicos que aparecie-

ron y que corresponien a iireresntes Lracciones protefcas.

Con el burfer fosfutos U.JU5W v pE 7.C se recogleron 6 frac

[ -

ciones, EBn la rrfifica se¢ muestra el pico 1 que por inmunceleg

troforesis se icentificd cowmo una fraccibdn correspondiente a

ganma ¢lobulina,

Del bulf:r fosfntos U.CLYHN y pH v se obtuvieron 5 frac-
clones on donde apa wcieron dos pequeios picos L1 Y IITI. Es~-
tas Tracciones re ultaron ser tambien swama ~lotulina: la iden
CAricaciln o L1880 Mow..elle loamunoelectrororesis, wsta irace

sy
nooreor oo

cidn se asemodn a 1. rraccif a -or Humphrey y Torter

como rencinng (29).




Cinco fracciones mhs o recongieron con el butfer fosfatoé
0,04 ¥ pH Yo% 2n 1la wrfhfica se obtuvo un pileco IV Y corres-

ponde a la fraceifn de las bota ¢zlobulinug,

Con ol butfer O.01N ok S, go recorieron % fracclones ¥y con
la grifica avarecid un pico V identiticado por inmunoelectro=-

foresia <omo aldbumina con huellas de beta y alfa globulina,

vel burfer fosfatos ¢, 04K pH .2 emerpieron % frucciones; se
obtuvo un pico VI que fué identificado coxs albumina mezclada

con wlia ,lobuilne.

LY

Coin el vurffer rosratos C.U4K pH 4.4 se obtuvieron » fracclio-

nes y dieron un pico VII identificuado come alfa globulina.

In su,erficic de los picos sraficados no es reonresentativo
de 1la cantidad de protefnns existentes, v: ¢ue lug lecturas he-
chas a 230 mu. sbsorben mhAs el triptofano y la tirosina (2¢),
que con amino‘cicos mfhs .bunduntes on las camnag globulinas que

en albuminas,

»5 de interés aacer notar uue desde el comlenzo del fraccio-
namiento nparecleron a lo largo de la columnz bandas coloridas

. . 2 i~ v 3 - 3 v & vy -
que emerygieron a distinta velocided y cuya identidad fué ya re




S e gy B

IS

e . PR NAS V.5 TP

W x s e

ool LT RS

-

FERCY S

bl R ——-

.
Y

;
-
L e -

; e

:

]

- g g
S A
FORIT RNV TNLINY S aF, l’l‘\.'/l.' PR
a4

D
-
e

o ———"

JE—

s -

A




44

portads por distintos autores.,

inicindnmente, al eluir con buffer fosfutos 0,005M pH 7.0

nparecioeron en I1n parte superior de la columna diferenres ban-
dag, unn suerior oo color azul, lue o una bandn anarilla, se-

(uica por una bonda e.id v por dltimo uni banda roja.

La primers banda en omorcor fué 1a L.ondn roja, elufda por
ol buffor Iosi1atos veudil i 2eY. Los componenetes que se obtu-
vieron al cmerser esta banda corresponde a una beta 3lobulina
descrita por Schade y Curoline (30) y que se le dibé el nombre

do siderofilina o transrerina.

Al eluirse ccn el buffer fosfatos O4 1M pH H.8 emergid pri-
mero una pequefin bonda caré cuyos comnonentes fueron identifi-
cadous por rogsenfeld ¥ Burzenor (31) como netalbumina, compues-

to subnormnl que aparece vor hemélisia cxcesiva,

Tnmodintanente dearnés emarmid con el misme buffer ¥y con
el butfer foulatos Ol pH ved una buanita amarilla muy extensa
que ocupd mis de la mitad de la columna del adsorbente y que

correspondid a albuminas,

omarier fué una banda azulossa

"y e - ___.;&____ o~ ot
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por C. G. Holubory como un componente con propiedndee.semejanb
teas n las ntvridbuldag n 1a ceruleplasming,

EXrERIMINTO I1.

Fraceieonaniento do Suero Humano Normal con EAE Celulosga

tanizoada por malln 2ol nfinero 200,

an la grifics nimero 2 e nmuestra el fraccionamiento del
sueroe. ILuas condiciones llevadas durante estn cromatogrufia
no cambiaron con respecto a' exmerimento "nterior, solo gue

la velocidad :de olucidn fuf de 2 ml por minuto,

Con el buffer pH 7.0 0.,005H se eluyeron las primeras & irag

ciones. En la grhfica se obtuvo un rico I gue corresponde a

saama ¢lobulina,

Con el buffer pi. 6.3 0.0175! se recogieron 5 fracciones y
aparecié un solo pico II identificado por inmunoelectroforesis

como gamma lobulina (29).

Con ol buffer 0.c4 pH 549 se recogieron tambien 5 fraccio-
nesa y so groflearon 2 picos III v IV que por inmunoelectrofo-

resis resultaron ger beta ilobulinau,

La elucién con burrer O.lii pH 5.8 nanitfestd 2 picos V y VI
Y ambog correspondieron a una mezcla de albumina con bets glo-

bulinag, - Y
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Con ol buffer 0.4M 5.2 so obtuvo otro pico VIT que fué iden
tificado por inmunoaleetroforesiu como mezcla de albumina y al

% fa 2lobulinns,

Ia olucidn con el buffer .4l pH 4.4 did di8 en la gréfica

un pice VIIii muy ligero quo resultd ser nlfa globulinas,

gamta lebulina,

. . - - [ 3 -
Con ol burter fosta og pH 6.3 0.0175M se vecopieron 5 trac
. ey Wy ho 1ent w
clones en donde upurecid un pico LI gue tambion fué tdentifl

cndo por inmunoelectroforesis como ramma lobulina.

% Lag bundas col 'ridas emergiercn en el mismo orden que en
: ¢l experimento anterior solo wue la vwinda café gue corresponde
& a metalbuminga no pudo detactarse,
¥
BAFBRINGIMOQ L1I1,
. Fraccionumiento de Suerc Hummno liormal con DEAE Celulosa ta-
v
‘ mizada por nalla afimero 2C0.
h « R R .
5 ¥n 1u préfica 3 se seiialu el fraccionamiento del suerce
; Con el buffer fosrtatog 0LOUSM pil 7.0 se recogieron 6 fracclio-
} ? nes, en la grifica aparecid el iico I que corresponde a ser




- a7
z

k1 k "l-“'f N . gy - by k . .
M pleo ITI sparecid al oluir con ¢. dulfer fosfatos pE 59
L ]

0.044; las protelnas existontes fueron identificadas como beta

siohulinag,

Otras cinco fracciones pe recolectaron al eluiyp con buffer

fosfasos CLlE pH S.8. I la orffica s senada un vico IV cue

vasprotolnag rasultaron ser unaz mezela de albuninas con deta y

alfa zlobulina,

7 v Yiay # &,
Conn ol Ifer ‘os.atos O4¥ pH 5,2 se recogieron 5 fraccioe-

Bes en dende. aparecid un pice ¥ gue fué identificade por inmu-
neclectroforenis come zmescia de nlbunina ¥ alfs globulinas,

Con el ultimo burfer se recogieron otras 5 fraecciones ¥ apa=-

*
feld
[¢3
ot
Cn
‘»—J

% . IR -~ . ) T SRR RN . 8 3wy
L5000 pico con huellas de wifa lobulinas.

las bandias coloridas tambien aparecieron durente la elucién

3010 que la bande café no pudo ser Jdetectada,

gy - -
” ST e N\

- PACEE O U TN “'aJ IV
Fraceioraniento de Suero Humiano Normal con DEAE Celulosa ta-

nmizada ror malla ntrnero 200,

¥n la erAfica &4 aparece la separacidén del suero llevada a

danwhanta n razhn do 40 vecos su neso por
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- a8 o

De In elucibn con o} primer buffer ge recolectarcn 6 frace=

ciones ¥ on 11 orhfica an ocbtuvo un pico I Que se identificd

COZv gwnia «lobuling,

Cen el bulfer pH 6.3 0,0175K se recogieron 5 fracciones y en B

la oxffica nnarscieron los plcos I T Y IIT; embos identificae

dog come panma elobulina (79,

Ea 1o elucibn con el buffor fosfatos PH 5.9 0.04M se encon-
trd un pico IV curas proetelnas resulturon ser, por inmuncelece

troforesis, dol tipo de 1a bet: globulinas,
] L;

[47]

Con el sirueinte bulfer eluyente se recorieron 5 fraceciones
Y aparecié en 1. grérica un pico V y cuyas proteinas resultas

ron uer solumente Alburinag,.

Con el bulfer fosrazos 0.4 pK 5.2 se obtuvo un pico VI y
Tué identificado por inmunoelectroforesis como alfa globulias
con huellas de albumina.

Con el @ltimo buffer eluyente se obtuvo un ligero pico que

POr innunoelectroforesis no oudo ser identificedo. Las protei-

“ @ltimas rracciones parecen ser proteinas

nas elufdas en estas

d@ﬂn:ztura] igndng (007
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Uuranb;'ex fruceionwmienio go fuoron eluyendo lus distintag,
bendas coloridan, 1Ia Pricera banda on amorger fué la roja cu
Jod componentes fueron identificndog como siderofilina (30),

Ezevsid luogo una banda c¢afl corresrondiente a metaalbumina (31),

Posteriormente cmergié unn bands amaxilla que ocup$ la to-
talidad e 14 columnn,  las rrotefnas tueron identificadas como
olbuminas. Por Gliirmo ener:zib une banda azulosa con protefinas

del tipo de la coruloplasnina,

e

;L::Cltl:;;\.q‘k:«;.“‘ 4,;;' v’
Praccionamiento “e Suero Humano Normal con IRAR Celulosa ta-

nizada por malla némero 100.

En 1n gréficaSrepresenta el fraccionamiento llevado a cabo

¢on el suero.

Las condiciones 1levadas durante el rraccionamicnto fueron
Similaveg n lay del experimonte I. Sclo ge wmortificbd el tipo
; - A O ga taulzada por ma=-
de ﬂ(laol‘bentu' noque ageo util!ind wedx Colulosa tn & ‘

1la plmero 100,

Con ¢l primer buffer se recorieron ¢ frucciones y se obtu=

Vo un so0lo pleo 1 identiticado vor inmunoolectroforesis como

Samma globulina.

e : o e




- ‘;(_} -
Con el buffer foafantosn 0.0175M pH 6.3 ge recogieron 5 fra§‘ _f

ciones ¥ no aparecld on lu fréfica ninghin plco,

Con 1n elucibn hochn con ol buffer pH 5,9 Oo.4M Be recolece

taron 5 fracciones w on ia er&fica apareeid un #olo pico II

identificado jpor inmuncelectroforesis como beta globulina,

Con el buffer 0.1 pH 5.8 aparecié en la grffica un pico
IIT identificado por inmuncelectroforesis como albumina con

hueilas de veta maCoulinas,

Con el si,ueinte buffer eltuyente se recogieron 5 fracciones:

que resultaron ger una mezcla de albunine y alfa globulinas.

Con el burfer pii 4.4 0.4l se recozieron 5 fracciones Yy no se

Kraficé ningn pico caracterfstico.

Las banday coloridas emergzieron en el mismo orden que en los
Gx&)erimontos {U’,\UCI,‘iO?“QS, gol monte que no sgse pudO apreclar ni

18 bandn caré ni 1n bandn azul, con protefnas del tipo de la

Cervlopl wumina,

e .

BXPRRLL N0 VI

ik

) — SAT [ Qo
Purificacidén de la rracceién II de Colhn con DEAW Celulosa ¢

izada por malla némero 200.
Y

. N -
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la electroforesis provin efoctuada a esta fraccién diﬂlloa‘ 

glmilantea remiltadon:

i1e= amma Globulinna . 92 ¢ X%
Ze= Alfa Globuling huellag
Jo= Betn dlobulina 7 5%
Gem Albunina huellas

n la grfifica 6 se muestra in curva de la cromatograf{a de

esta fraceidn de Cohn. ILas irncciones recosidas fueron de 10

Ay la veloeidad de elucidn fud de 3 =1/nin.

Con el buffer il 7.0 0.C054 se rccopieron 5 fracciones que
bor inmunoelectroforesis se identificaron como gamma globuli-

na,

Con el bufrer pii 6.3 0.0175K se obtuvieron 2 picos II y III
que fueron idontifiecados por inmunoelectroforesis como gamma

globulina,

Con el burter pH 5.9 0,04M se graficéd un pequeno pico IV,

cuyas protef{nas "urron identificndns como beta rlobulinas,

Con el burrer pi 5.8 0.4 se jraried un peguetio pico V, mez

cli de beta ¥y wlfa ;lobulinae

o O ‘ers siruientes no se
En la oluciédn hecha con los dos buffers siruientes

o¥tuvo ningin pico cnvucﬁgvisti@o-
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Lag fracciones con ganma ;lobulina pura, que fueron lag
pPrimeras diey gse reunieron v ge liofilizaron, La electrofo=-
ronsis efectunda (16 iun 1003 de pureza de goamma globulina{

ln 1nmunooloctroforeais da tambien gamna #lobulina pura,

+ la ;oreibn liofilizada go le determinnron protefnas ene
contréndose un totnl de 04526 ¢ el rendimionto del fraccio=

naniento con respecto a famma globulina fub del 34.8%,

BEi experimento se repitié en dos ocasiones més, encontrfne-

dose los siruientes rendimientos:

Ra - 29. i
a 20 /‘/
R3 32,9%
EXPERIMENTO VII. |
rurificucibn de la fraceiédn V de Cohn con DEAR CElulosa ma-

1la nfmero 200,

Lo electroforesis hecha n esta fraccibén did los siguientes
resultndon:
le= Albuninag 91.8%
2e= Bota Globulina 2,99

3e= Alfa (Globulina 839

3¢ én de la
¥ la srifica © ae nuestra la curva de la geparaci

. o
=~ L___._QL




irzecion V o de Sokn.

Y P £ pmwn v - 3
Zi irecclonuniento se llevd a cato recegiende 5 fraceicnes

de ¢crda ccliue

’-I}

on eluyente a una velocidad de elucibn de 1 ml/min.

cuda fracciln reecotiln ruf e 3 =Y

kL - - b @

Con log tuffers i V.0 O uSH v PH 03 O.0175K no aparecid

3

ninaune fraccion protefca, Con el buffer pi 5.9 0,02 energi

~ .

un fileo I cue fud idzntificado por inmuncelectroforesis cono be

tz giobulina,

Cen el buffer sirulente emercib un nico IT con albunina ru

ra y con el buffer pH 5.2 0,44 ener;ié otro pico III con albu

nina eor L puyor parte y con restos de la alfa ;lobulina.

Lag frocciones con albumina pura, de la 17 a la 22 se reu m
nieron y se liofilizaron., Sec encontraron proteinas totales
U,2015e3 lu electrorcresis mostrd clbumina en un LCO% y la in

munoelectroloresis reflojéd albumina pura,

Bl rendiniento e este fraccionamiento fud del 2843% con

o

e e

regpecto n albumina, Kl experimente so repitié en dos ocasiones

nhs, cncontrfui.ose los sipuientes rendimlientos:

Ry = 21435

0

R

o

o 27,45 Cm
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EXVERTMENTG VIIX

Soparneibn de Gamma Globbulina de un extracto placentario emple

ande LAY Celulosa y purificacibn de la misgma utilizando CM Celu

lona,

Las protefnas totales de log »0 nl de extracto placentario

fueron de 1.82r 7 los cloruros cuunteados fueron de 0.6gb,
Despuen de 1llevaca a cabo 1a diflisig lag protefnas totales

fueron 1.7l ¥ lor eloruron auedaron en 0,018g %,

La 2lucibn se 1levé a cube emplenado 200 ml de buffer fos_
fatos piH 7.0 0.005M v se recogieron diez fracciones de 20 ml
cada una.,  Lu grffica ? nos sedala la curva en este primer

fraccionamicnto,

A cadn una de lag tracciones recogidas se le hizo oinmuno_
olectroforesis ¥ todas ellas correispondieron a gamma globulina
Lbos primeras tros fraccibnes se mostraron huellas de ninguna
otra fraccibn. Desde la fraccidn 4 a lua fruccién 10 aparecie_
ron restos de beta lobulinas, y dichas {racciones mostraron

w color rojizo,
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Las fraccionos 13 (A) y 4=10 (B) so liotilizaron por separado

Y 80 Jou letermind protefnas totales. Lus protefnas totales

de la fraccibn A fueron do 0e2712 ¥ las

001508.

de la fruccién B de

La froceidn B se disoivid en 10 nl o bulfer C.2M y pH 7.6

Y se fracciond utilizundo 15 ¢ de carboxinmetil celulosa, Se

eluyd con 1o ml e burfer rosfatos cloruro de sodio O.2M y

PH 7.6 ¥ se recopicron fracciones de 30 ml cada una,

bn la misma grffica se nmuestra la curva obtenida. Por in_

mmoelectroforesis se identificaron todas las fracciones como

(ramma wlobulins pura. Tas vrotefnas totales cuanteadas en:es_
te sejpundo rraccionamicnto fueron de 0,042 ng . E1 total de
panna globulina pura obtenido fué de 0,069 g y el rendimiento

) v/
calculado para el fraccionwriento fué del 4,03%.
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DISCUSION Y CONCLUSIONLS

Bl creciente intefass en el campo do la bloauimica por el
deaarrollo de nueve nétodos para la sepuaracidn de protef{nas

peraitieron ¢l desarrollo ¥ uplicecibn de log adsorbentes interxr

cambindoran de ionea,

-

Latos ndoorbentes, descritos J preparados originalmente por
Sober ¥ seterson (1) utilizan como soporte, la celulosa a la
cual, por haleogenucién seo le introducen radicales iénicos ca

paces de formnr enlnces con los srupos lonicos de las protefnas.

La celulogn de donde partieron los autores (12) proviene de
madern o de alcodén. %1 producto final obtenido es costoso y no
s8¢ conalrue facilmente, logotros, deseando rabricar en MNéxico
astos productos para la purificzcibnmy sepnracién de distintas
fracciones del phsma,'inichmos la blisaueda de las materias pri_
nog para la fabricacldn de dos adsorbentes intercambiadores de

iones, la dietilamincetil celulosa y la carboximetil celulosa.

Se encontrd uue la celulosa del barazo de caiia, como materia
o - .
prinms ous sumamente barsta, gue su pureza es altu y que el costo
del producto terninnde es mucho muy inferior o la de los adsor_
- .

- ~ -
2 Lu L ua

g

et

- . . . g Cp et 6 Ay pLTa Lorma 50
vontes do importucidng  adenls, en c.va 10 ?

gazo deo caiin unu nueve aplicacién,

s
. N e . s ——
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Una ven preparnios v o

fcu loten de adsorbentes se llevd a ca

boe un analinin compar~tivo con aquellos ndgorbentes sintetizadosg

por fHober ¥ eterson, 8

¢ tonb como base el nfimero de grupos 10

niaables yingortados nd sererte ¥ a la capacidad de adsorcién

de lous vroductoe orepniados, By

v e8tos udgorbentes se requiere

. . e ey e ey b - 2 [ 4
una capacidal de ndanreifin

+1tn gue va en reluacién al némero de

grupos ioninzables capnens de formar enlaces idnicos con las subs_

tancing por separar,

©n el cundro 1 del capftulo anterior se pueden apreciar en

forma srlficn lou rosulbtados obtenidos en las distintas prepang_ _

ciones de diotilaninoetil celulosa,

Los grupos ionizables de los lotes sintetizados varian dg
0.49 2 0,79 neq g ( promedio 0,67 meq g) ¥y su capacidad de ad_

sorelién ogcila entre 26 y 38 ( promedio 32 ).

Lon autopres reportan haber sintetizado lotes deDEAE Celulosa
dio
cuyos rrupos fonizables varfon de 0,10 a 1,34 meq g (prome
; 22
0.9 tieq 7 )¢ ¥ suu capaclhdnden de adgorcibn van de 5 al

. : NEAE Ce
(promedin 50), Com o <o bpuede anreaciar 1on lotes del Yy -

e
L

=1 a
oy g ety

. . e ey 1 SLrouEntan curacLel
lulosn sintetiuadoy por cosotlus pl '

ot e ie equilpos
. : v ‘ . 4 watras limjtaciones a¢ ©4
fuoctorias, Tomnndo ¢ cuenta nuestras ‘

et
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de lon aonorbenten

vreparndos o partir de celulosa de oafia los

resultados abtenidos son buenos Yonnndo en cuenta que tienen

n

wia anon rancuividad o in de adsorbentes preparados con celulo

an de alcceddn (2% curn capncidad de adsorcibn es muy baja.

hd

¥roel cundro 2 apravecen los resultados obtenidos en la pre_

paracidn de tres distintos lotes de carboximetil celulosa.

Ton rrurea ionizableg le la OM Celulosa varian entre C.39
y 0.0 maq g (promodio 0.57 meq g ) presentaron una capatidad

e ad{;g‘p()i{)n GnLre oo N i}*"r. Comparando los resultados Obteni- .»?

-

dos con los reportados por Sober Feterson (12) en donde emplea_

ron tanta celulosade madera como de nlgodbn, se deduce que la

a lo esperado.

reactividad de nucutro ndsorvente es inferior

Los autores repvrtaron una cupacidad de adsorcién promedi» de

98 para los lotes preparados con celulosa de algodén y 93 para

lou loteus prop rados a purtir de colulosu de madera.

Ton rrunog ionizables pregontoron un promedio de 0494 meg Be

Por lo tanto, ¢l lote 3 prepirado por nogotros fué el tmico
- g ! A |

con roactividuad untisfuctoria-
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e = { p e ey ya
log franccinnn=ientor renlizndon on ente trabnio nos proporeis

paron datod sue van de seuerdo con los reportes deo los distintos

autoren { %,15,17,21),

fiober, en lous distintos Praccionamientos lleva dos a cabo

loged Lla separscibn de las protefnas del plasma (21).

Hosotres aeparomon fraceiones puras de gamma prlobulina y beta
£lobulinany las albusinas ceparadas contuvieron huellas de alfa

y beta gleobulinno on casi todos los fraccionamientos,

n el exverinente TV se lorrh separar en forma pura la albfi _

mina, ¥a gue on este experinento la contidad de adsorbente emple_

ado fué mnyor que en los domfs experimentos,

En los distitntos experimentos efectuados se cambiaron eh.

una forma u otra aljmunos factores del método original para esta_

blocor au importancia, as{ podemos asent.r que la rdacibn ebsor_

: ta
bonte~protefnas tione importancia, ya dque entre mayor sea €s

. . . cye oy oY 3 iy 2 t;
relacidn so obtliene un mejor fracclonwilentos

I, na velocidad de olucién también es factor importante, ya que

i ag fracel me
' ‘n . racibn de las fraceiones es
4 mayor rlugo de elucion 1l Lo, &l

, ar: zads en
nos empocf{fica, aAof 1o demuestra la comparacibn reall
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los experimentos 1 ¥ 11 /1a nate trsbnjo,

w = gaicm ) . . . )
Bl tamnio de lnp partfoulas de la colulosa produce adsor

bentes con distintus carsctorf{sticas. kEn el cuadro 1 del ca

pltulo anverior se asprecin que el lote & tiene menor reactivl_
dad gue el lote 1, nmbos preparados on las mismas condiciones,
nero con celuloans con distinto tanmaiio de particulas, Experi
mentulmante go comprovd que con nla celulosa del lote 4 no se
logré una separacibn adec:zda, como la leograda en el experimen

1o 1.

Ciuu los resultados vovenidos por nosotros muestran datos
muy ntisfactorios e¢n lus purificacionos de las fracciones de
Cohn, Ii ¥ V surge la posibilidad de enplear la dietilaminoe_
til celulopn on cucula industrial para purificer tanto ls gamma

globuline como lu wlbunina producida en el laborotorio donde

se vealizd lu tesis, con posibilicad de sepurar posteriormen_

te otraa fracclonou.

int > tro
El cuploo o la CM Celulosa no present§ interes para nues

. 1ovulina
i a0 ord geparar manmna gl
trabajo. Con eate anlgorbente 50 loer I

‘ SO o Joas OC 08d, Buber en
DU, polo moslld Veilujas SobEY L Jeas Gclulogde

‘vvac el ' 1 ¢ 3 4 tre Otrﬂg
Sug reportes lo utilizd para subtfraccionaniento, on




6l
Sober en sup reporten lo utilizd ontre otras cos8as para sub

”

fracolonamionto de wgumma globulina y concluye aatisfactorios

resulledos (21,

Un dato interesnnte fub el hocho de que todas las fracciones

del plosma rececidas se elureron con solucidnea amortiguadoras.

guyon it ge ncerenn n lo

Q
3

un-os isoclectricos de las proteinas
goparadas, La goazne slobulina g2 cuyo poie. es de 7.3 (32) se
eluvd 1 un pli de 7.0, IL.as vrotefnas consideradas como reaginas

v sgocindos a -ammn wlobulines pgl, (18,)(29) cuyo pel. es de

98 (32) sme oluyeron azfian pH 6.3.

Las frucciones de Beta gmlobulinas se eluyeron a PH 5.9y a

BU p.i. es de 5.8. (32) o A este mismo pH se elay$ también un

compuesto colorido, lasiderofilina o transterina, tambien con_

N i
slderadn cetn -lobuiina. Las alfags globulinas cmergieron a pl

52 ¥ & 1l pels 08 do .4 (32)econ ol buffer pH 5.2 y con el bu_

. ) de
ffer pH 4.4 se eluyeron lus albuminas cuyo P.le promedio o8

: 10Ci a
e . te colorido asociudo
4o (32)e L coruloplnuuina, compononote

; 4 ° g de “’c‘q‘ (32.)0
A2 lobulinas (5) oo eluybd w pH &y ou pele ou

. thv :

qutrelizacidn do lag
Hate rendmeno ep el resultade de una nautrglizaci v
413 4. 8 Le3luiie sl o L -

. ey (¢ e ales forman
- , . otofnnp: &stas sin cargas con l1as cuale
Curias o las proboliityy o

i il adogh onte ~on desnlonadas




por otros Loned ¥ ositastradan ;or ol eluyente,

h

. resumen, .o aintesio de la Dok Celuloss con bagazo ds
cafin ful cntiafnctorin, Hete sdanrhente nresenta oTaies pers

JeCtivan Lonlo ed el Lerrens leaualTial Cullo o5 ¢l CEBGG 4 da

fes oe puede sezarar casi cualquler fraccifn protefes gus ge

4 . T %1
drgoe (5,21 ).

e 1 metualidad la UUAN Celnloss cuenvts oon DURSTOSES o R

upe e

. P P e R § 4
cacisnes pricticas en Lo purificesifn de Irzecicnes proreloes,

-




S 181 IOGRAF TA

Jo Cohn ¥ RN, Ourd, DM, Surpenor

Ame Chene Sot. 721 H05«474 (19%0)

Je Cohn e Huphes, L. ¥, Strong

Am. Ches, Soce 681 459479 (1946)

a e

¢ Dmrrien

Bniachis=, lonhyn, Acta 81 631 (1952)

Tiscliun, PForaih

sctence 14alt 13-20

Soker, Sutter, BN 371 84 Poterson

J. Ame Chem, Soce 781 T36=70 (1956)

Co Ao Little
Aduances In Snzymology l4t 349 (1953)

Prins ¥, y Hulsaoan T.HoJe

nature 175t 903 (1955)

L1, C. .
Fad. Proce 161 775 (1954)

sakota, He J

Blochen. J. w23 649 (1955)

10.) floman . .

Lature 1731447 (1954)

foardman y Portridue

Btacham. J. 991 343 (1955)

A. Poternon y He Ae Sober

Am. Cheme Soc. 788 751-756 (1956)

S5 Stmpson

Je Bi0 . 2207 919 (1950)

. e e
Fahey J, 1. tcCoy va: :
Y

J. Clin. Mnveat. 373




15.) Re v Speer, Morton, Prager, Xelley hy ni11
Je tabe and Clin. Hed, 69%1693 (1959)

Peod Jo To Srouria, o e Storey, e Wolfe y G.B. Andergen

rooafuston 61 147%a14Y (19A6)

17.% John L. ¥ahoy + A, P, Vorbeorr

Ja C‘( “iatl,. Lrenms ?1"!3 2("6!}-2&5‘ (1959)

¥ 18. ™he Mlasma Proteing
¥ 4, MNtmane oditor
vall,

Acadentc Peeas, 1960

19.) fon Exehanza Sonine

Re Xunin v #. J, Yyers

*

John Wilew 4 Sonx - aditores
3 Qe (1952)

20.) Stacheltn, Petersan and Sober

Arch, Btochen srophys 851 289 (1959)
P 2W) He A Sober v 2. Al Peterson
k‘ Fedse Proc, 171 111621126 (195R)
] 22.) Serum Proteins and the [yaproteinemias
Fo We Sundorman - aditor
Caf‘o 17

Lo . Lippincott Co, (1964)

23,) Sovum Proteilns and tha prroceinemlll

Fo We Sundermane- ecdivor
Cap, 8
Lo s Lippincott Co. (1964)

%) Mrodos de Laboratorin
Jo A, Folmer, . Spaulding y He Yo Robinson

Rditortal Tntervasericana (1955

Mo #




!

e

a

£
»

Vinpomatorraphic asd Lleetropharetie Teche fquen

Tale %

tr. adislom {1940

Dhrommtopraphie and Llegtirephorelte Technl quen
tear Gwith gditor
T2l 31

-

i fﬁi{‘&% ({:ﬁ‘

darsr, Tooand Willtseme, £, Al

vime ansd Mlophvs. Acta 1GIIUY (19%3)

Ly Aew
Traftd de lvaphiliaation
eTman editor

tarts, (1%

Sumphrdy . UL v Porter H. B

x

lancet L1 196197 {1947

As Lo Sehade v L. Carolina

Stlence 1041 340 (1948)

Mo Rosentela v D, M. Surganor

Jo Btol. Chem, 10Y1 643 (1950)

e Protains

He leurach editor
Vol. 111,
M Yo (196%)





