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INTRO lJUCCIOH 

J,ao noceoidadoa croadna por ol rhpido douarrollo de ln broqui-

mion hnn ohligndn n lon invontica(loroo a iclonr nucvou m6todoa 

do nnlilioi:J .Y frnccionruniento quo no nltoron ln ontructura. de 

1 un pr1,t;einuu: dicho u m6todo !; 110 uopn.rac i6n hun pormi tido al 

aialruniont:o de nur.1croons fracciones prot~icas tanto del pla.s-

mn como do otros oriscneo. 

Do loo m6todo:o1 mtin empleados en el fraccionamiento de pro-

taínas del plasma so señal m1 lo.:J .:!e!:.lo.rroll ndos por E. J. Cohn 

(1,2) y suo colaboradores, que se baoa en diferencias de solu-

bilidnd do las d iatintaa proteínas pla~:-nátícas, empleando Iilez-

las de alcohol y UQ.la a un pH y fuerza i6nico. definidos. 

Otros autores (3) emplean en Bus m6toclos soluciones de sul-

fato da amonio n diferentes concontraciones. 

!Jll deanuturnli~~nci6n do lnfJ proteínas provocado por la apli-

cnci6n clo cowUcionoa dr!iuticus pn.ra 10 1.;rnr los fraccionwaien-

tos him hecho ponnm.' t.m rn6t;odon más adecua.dos que no presenten 

estus <losventujus. 
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Recientemente 1Jliaeliuu J Pornth (4) describieron dos :t~cnioas 

la olectroforcsio ~r la ultrocontrifu1~aci6n, modionte los cua­

loo uo hun idcnt i.ficn(lo m<ilt;iplou fracci.ones ¡1rotoí.cns. Ea -

tno t;6cnic n:1 non cxc,.!l en too cur.10 m6tocJ ou nn1ü f ticoo, pero no 

ae lou co1wiclcr. 11 Útilnu nn loo fraccionrnJi.ontou e.lo mezclas 

protoicns. 

Posteriormente Sober y Gutter (5) describieron la electrg 

foresis ae zona que emplea como medio de soporte diferentes 

tipoo do 5clos de donde lu;:; frnccioncz ::;o ::.apuran posterior­

mente por eluci6n. 

Tambi~n la cror:rntor:rnfia como t6cnica de se:paraci6n a.e 

sustancias ha entrado en fase de gi•an ueuarrollo que ha 

simplificado lou probolmna do las sepo.rncionco. 

Aoi, los pri.nc ipiou üOGUid0!-3 en l. a cror:wtogra.fí.a fueron 

uplicndoo a la cromnto(~raíll'.a do proteínas ba§andose en al­

gunas considorucioneo por la~ cnro.ctcr!sticas estructural.es 

do estas mncromolécul us, como son su tan1rn.'10 molecular, su 

earácter polivulente y su labilidad. 



Siendo de gran pcoo mol ocular, lau proteina.!;l p1•e1Jento.n di-

ficultad en ln pcnctraci6n :ü interior de los adaorbentea 

roncoionnndo solo on ln uuporficio <.le ellos. Por lo tanto es 

de importtmcio noncjc.tr soportoo con cnrncteristicas do adsor-

e i6n nclocuudoo. 

Ao1 mismo, dobido o uu cnrácter polivul.ente, es indispensa 

blo buociu· conclicionca en las que todou los onlaces proteína-

adaorbento puedan rom¡•orGe si!r:ul túnearannte, en un momento da-

do. Eato Re lot-;ru en unos ca.nos bn,io condiciones de fuerza. 

i6nica dofinidus por pu.rto úol eluyente y por selecci6n de 

rangos pli reducidos. 

La labilidad de lns proteínas limitan trunbien las condicio-

nea de trabajo pues son indispenoables las tet1peraturae bajas 

y conservar el pII dentro de cicrton limites. 

J,oo ndnorbontoo mó.uutiliznclos, tomando en cuenta las carac-

teristicuo nntou descritas, son dol tipo de los intercambia-

doroa de ionos. 

Zittle (6) rcpoi't6 haber ob·tenido reuul tados satisfuctl.)-

rioa al cop:1rar protoín1.w de ba;jo pe~JO molecular y de puntos 
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Amberli ta IIW-50. 

Por au parte Prius y Hursmrui (?) indican haber separe.do 

cuatro tipos de carboxihemof!,J.obinn, usnndo la rnismn resina. 

Aa1 raiamo r.,1 y colnbora<lores (8) utiliz~u·on la Amberli ta 

lRC-50 en el 61tl?:Io pnso do la purificuci6n do la hornona del 

crecimionto clcl hombro ~1 ot.ron nnimttlca. 

Una :rccinn sulf6nica, lo. Dowex 50 so cmple6 satisfactoria-

monte on la üt::ptu.•ución ue quimotripsina u.el quimotriJ:>oin6c;eno 

(9). Asilliomo Boman (10) o.isl6 con la misma resina fosfata-

aa de un extracto prostático. 

Este tipo de ndsorbentes, las resinas de intercam~io 16 -

nico,.tiene como principal limituci6n en su uso el hecho de 

quo forman con gran número de proteinas enlaces irreversibles. 

Esta situaci6n en rierton casos se debe a la de: ·naturaliza -

ci6n de lo. proteinn en la ouperficie de la resina. Boardman 

(11) establece quo ln desnnturalizaci6n ocurre por un desdobla 

miento do lu .moléculu i;.1,:ote1cu ul formurse loo onl1:1ceu l.'esina-

proto1nu. 



En genora.l estn uituaci6n ea al reoultado ele la excemra fo~ 

maoi6n do enlaces protoina-reaina, lo que impide una disocia-

ci6n aimultllnaa de dichos onlucea. Lu disociuci6n a61o se 

lo¡~ra bnjo cou<licionoo extremas quo nfcctnn la configuraci6n 

originnl do ln mol6cula pr6teicn. J,ao uniones formadas pre-

oontnn un carácter electrost6.tico y tnmbien intervienen en 

ellno fuerzas de Vm dccr 'Nnnls y enlo.cos de Van deer Waals 

entre lo. endona lateral del amino~cido con zonas lipofilicas de 

la superficie ñol ndsorbente quo nbren Jon nnlnceo secundarios 

6 internos de dichas nol6culan. 

Por lo tnnto, solo.mente las proteinus cuyas es-:;ructuras se-

cundarias y aful terciarias -;,r cuaternarias sean resistentes 

pueden ser separadas con este típo de intercambiadores. 

gu. el caso de proteina.s lflbiles como son todas las protei-

nas del plasma no ha sido posible :ü empleo de estas resinas. 

Estns consideraciones llevaron al de:Jurroilo de otro tipo 

de udaorbcnteo dcrivacloo do ln celulonn., cuyo soporte presen-

ta un cnrflcter hidr6filj.co, eliminando ao1 ln posibilidad de 

intorncci6n de fuorzns necundn.rim.1 quo al toren la configura-

i ción do laa pro~einas. 

l~-~_.._____________.. -------------------
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. Sobar y Potoraon (12) roportnron la preparnc16n y el uso 
,, : 

do adsorbcntoa de intercnmbio i6nico para el rraeci.onamiento 

de protetna.a. b'us estudios fueron posteriormente apoyados 

por los reportes de muchos investigadores. 

Ellia (13) y colaborndorea reportaron la purificaci6n de 

la hormona del crecimiento por cromatografia con Dietilruninoe-

til Celulooa. 

MoCoy y :B'a.hey (l'~) obtuvieron exccl entes resulta.dos en ero-

mo.tograf!na de sueros humanos emµleando el mismo ndsorbente. 

Speer (15) en su trabajo de fraccionamiento de protein.as 

con Dfü'ill Celulosa con suero humano logr6 el aislamiento de 

anticuerpos snnGUineos y report6 hnber obtenido resultados 

antiafa-:torios. 

J. :&'. Sgouria (16) prepnr6 la Inmunoglobina G muy pura uti-

liznndo Dl~AJ~ Celulosa., n partir ñ.e plasmn humano y suero de 

M. rheaus. 

Horbett y I-'tilioy (l?) lograron a ou vez fraccionar gamma 

globulinn utilir.nndo 1mAJ:: Coluloan en columna. 
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Loo udsorbontes c~oocritos por Sobor y l'oterao.n son d,31 tipo 

de intorcrunbiadores do ionoo quo llevan un soporto inooluble y 

con carltoter hitlrot!lico, la celulosn, n lncunl se lo introdu-

oen gJ..'Upou i6n:1.coa por medio de reacciones de halo~anaci6n. 

I>obido n que ln mu,yor parte do ln estructura de la celulosa. 

so conserva en. estos ad::;orbentea de intercambio i6nico no se 

los puede considerar c01:i0 resinuo. (18). 

Segd.n el grupo i6nico insertado, el adsorbente presenta di-

La Dietilam.inoctil celulosa presente carácter de intercam-

bio ani6nico y se obtiene al hacer reaccionar alfa celulosa 

en medio alcalino con 2 Cloro ifN dietilamina. 

La carboximetil celulosa es un adsorbente cati6nico obtenido 

por tratamiento .:!.e cclulone ~n nedio alcalino CO•· licido mono-

cloroácetico. 

S - OH + Cl - CH2 - COOH 
OH-

3 - O - CH2 - coo- ?fa + 

Aunque el mec·mismo del intercambio 16nico no ha. sido bien 
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de!'inido todn.viu., toütw lau toori:.u; formuladua (19) !w.cen no-

tnr quo ol intercambio i6nico ao llovn a. cnbo en un aitio ac-

tivo, que ea un grupo i6nico cnpuz de formar un enlace elec-

troothtico con un ion de carGn opuoatn. Lu fncilidnd con que 

este {ü tlr.10 ion os deoplazado depende do lu fuerza dol enlace 

.rormndo y v:u·in en ln misz:rn formn n la disocia.ci6n quo sucede 

con loo olectrolitroB. ror lo t;anto, lan leyes que rigen el 

intercnnfuio i6nico on ostossiutomus heterog6noes son an6logos 

a los que rigen o. los soluciones ele electrolitros • 

.ri:.tl el cul;jo u.o la~ ¡;rotoí.nn:J lu .:1.J.;.;o.l.'ci6n en la super.ficie 

del intci•cambio.dor oo 11 cvu n cubo 1:1e:c.liante la formnci6n de 

múltipleo enluces entre la protoinu y el adsorbente. Por ser 

ambos polioloctrolitros son cupaces de interactuar en diferen-

tes pm1tos. La experiencia nos indica que las proteínas ad-

sorbidas se unen c.:>n mayor n6.oero de enlaces y con mfls fuerza 

que una nustWlcia con una sola cu.rga bajo las mismas condicio-

nea. 

JJao proteínns pueden ser eluidaa del adsorbente cuando el 

pH ue cumbia. pai:a. uui rouucir ol nú1r.ero ,:o car1;u.s, ya ¡rna en 

ln prot;o1nu o cu el :Hi:Joi.·ll.1nto: o ni J ,, concontr:1ci6n de ea.-

conceptos ic onJ.ac.oo múltiples lo~; tieiiula Sta.helí.n (20), ent;ra 
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otroo invoutigruloroe. 

Cnractor!oticas do ooto tipo de udoorbontes aon: 

Pror;ontn.n grupos i6nlcoo definidos: tienen w1n capacidad 

muy ultu pnrn ln ndsorci6n de prote1naa, n pesar do que el 

oontonido <lo i;rupos 16nicos (6.cidoo 6 basicoa) es alrededor 

do 1 mcq/gr. do adsorbonte (21): los on.lacea et6reos forma-

dos por la introducci6n do loo Grupos i6nicoo no resta es-

, tabilifü:id o.l a.dnorbente y la caructerí.stico principal es. que 

í·· 
¡: 

no altera l uaproteinas sensibles durante los procesos de ero -
mo.tograf'in. 

Sober describe (12) en ou articulo, algunas de las celu-

losas que puedeu utilizarse, todas ellas provienen de madera 

6 nl1:;od6n. l!~sta.s celulosas son de iruportaci6n y su costo es 

elevado, por lo quo se pens6 en utilizar lu celulosa del ba-

gazo de cniia 41ue compite por .Ju puro za, bajo costo y fflcil 

Ullqul.sici6n on nueatro modio con lns celulosas de otro ori-

gen. 

El el objeto del ai~iente trabajo sintetizro.' a parti~ 

de ln celuloon de bucuzo de cru1a dos adso1 .. ben.tes interccl.lllbia-

doroo do ioneo, la c~u·boximctil y la Dintilruninoetil Celulosa. 
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y efectuar posteriormente distintos experimentos para conocer 

la capacidad y poder de reaoluc16n do loa adsorbentes prep~­

rados. 

.·:; 
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MA'l'~;RIAL Y Rl~AOTIVOS 

A) Material: 

1.- l~li.no de martillos 

2.- •rrun izado r el6ctrico Re tao 3 D 

3.- Espectrofot6metro Beclannn DU. 

'•··- Col umno.a \~e cromatografia de 90 X le? cm. 

5 .. - Colorimotro Leitz modelo 1JC2 

6.- Potcmci6metro Photovel t modelos 125 

?.- Aparato para. Electroforesis e In.munoelectrofo111esis 

LKB modelo 3290 B. 

B) Reactivos: 

1.- Celulosa de bagazo de caña, de C1a. Industrial San 

Cristobal. 

2.- Clorhidrato de 2 clorotrietilamina., de Eastman Organic 

Cheruic ol s. 

3.- Acido monocloro~cetico de J. T. Balter Chemcal Co. 

4.- Buffer fosf a.tos 0.005 M pH 7.0 

5.- Buffer fosfatos 0.0175 r.1 pH 6.3 

6.- Buffer f onf atos 0.04 M pH 5 q o. 

?.,- Buffer fosfatos 0.1 M pH 5.8 

B.- Buffer f osfatoo º·',.. M pH 5.2 

9.- Buffer fosfatos 0.4 U nH L~.l4-

10.- Buf for foofutos 0.01 M pH b.O 

11.- Buf for f oefutoa-cloruro do o odio 0.2 pH 7.6 



Ln propnrncilin d6 lou ocho anteriores oolucionoe amortigu! 

doreo fueron doucritas por E. c. Adama (22.) 

12.- Reactivo de Biurot (23) 

13.- Ion Ar~or Ha. 2, Oxo 

l'~ .- fJuoro Hur.itu1c, Horr.ml 

15.- :;xtruc to Pl accnta.rio 

lu.- Grunmn Globulina, fracci6n II ele Cohn (1,2) 

17.- ft.lhurninn, frncci6n V rle Cnhn (l,?). Ambas fracciones de 

Cohn se obtuvieron de las etapas VII y V del proceso in-

dustrinl pnru gamma p;lobulina y albumina seguidas en el 

IJuboratorio donde so llev6 a cabo este trabajo. 

18.- Suero de Conejo anti-hUL1ano. 

i 

'1 ,, 
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MWl'O OOliOG IA 

l.- l"a dotorminuc16n 110 protoin;:w totu.leu tlc loa sueros y <.ie 

ouo frnccionoo oo 1lov6 n. cnbo modio.nte la reacci6n do 

Biurot ( ~!)). 

2.- r.no rlotorminuc ionoo curmti ti vao de cloruros expresados 

como clo:r.uro <lo nnd :i.o, oo hicioron ae¡~l la t6cnica de 

Schalca y Scha.leo. (2'~) 

3.- La t6caicn util i ~ndn para ln proptu•uci6n do las columnas 

de c.romato¡:;rafiu oo basa en los m6todos que refieren 

R. J. Spco1" (15) y Peteroon y Sobcr (12) modif'icada y adal? 

tada a nuent;rns nncosi.dncloo• T,n t6cnicn es la sii;:;tliente: 
,,i 

.Bl adsorl>0nt•j :.;;aco s0 p1.Hia, calculando lg de ól por cada 

50mg de proteínas por Cl'oruayot_;ro.fiar, en caso de emplear die-

tiltuuinootil celulosa y lg por cada 10 mg de proteinas cuando 

se utiliza la cnrboximetil celulosa. 

Una vez posado oe ouspende1,en 20 vsces su peso de buffer 

foofntoa O .005M pH 7 .o, on el caso de usn.r <.lietilaruinoetil o 

buffer foofutou-clortu.·on o. 21'! pH ? .6 cuando se emplea carbo-

ximotil col.ulooa y oo ni';ito. dur(m te l hora con agitador e16~ 

trico. So deju !:ittdimontur dHrante 1 hora. El sobreno.da.nte se 

úocantu ;_¡ uc airnuo ül mL>mü vol uutn1 \:e ou i.' ful'• •:;st; u paso oe 

l • -
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repito hr:u.~ta que no so obaorvan variaciones en el pH original 

do ln aoluci6n ruimrtigundora. 

Equilibrndo ol udaorbento no decanta el sobrena.dnnte y se 

afindo rn(u:; ~mffor haiita ocupar ie;unl volmnon nl que ocupa el 

ndrrnrbonte c\ccant;ndo. Se :w·itn lu ::;unpenoi6n y con cuidado se 

n:io.do n ln. columna do crot.·wto 1 ~rnfia, el. liquido se do;ju escurrir 

por ln llnvo i1~forior y ol :1c1norbe·.tc nodi.mentn hnsta formar 

una cnoa, 1n cual no debe dc~ia.rue scco..r. Esto se evita al aña 

dir mlis buffer cuando el liquido cst~ a punto de rebasar la co­

lwnna. formada por el adsorben te. Para poder hacer m6.s compac­

ta la colunma se inyecta airi a presi6n por la llave superior 

de la colu.nmn. I1a prosi6n .?;fu.cima aplicada deberá ser de 0.5 Kg,lcm2 

Una vez lograda la ostnbi.lidad de la columna del intercambiador 

so rev.iaa que rio presente fracturas ni desnivelen que impidan 

un buen desplazamiento de le.o fracciones eluidas. El liquido 

excedente que se deposita en la parte superior de la columna1 

se doju uu¡;u1'l.'ir h.aota uu nivel ·e l cm. r.u•ribu U.e lu uuper!i-

cio del nduorbontc. 

Se cierra la llave de paso inferior y se conserva a 4°0 an­

tes do emplonrse. 
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4.- La t6cnica usndn en los fraccionruniontoa por cromatogra.-

!in entA bannda oo loa m6todos descritos por Sober, Gutter 

y l'otorson ( 5), Puhoy y Horbett (l'~) !{.J. Speer (15) y E. 

C. Adnms (22). Adomflo oo introdu 1jcron modificaciones para 

njustnrln n nuontrna necooidudeo. 

A la mucst;ra por fraccionar oa lo determinan proteinas por 

al método do Biurl~t y cloruroo por ol mótodo de Schales y Soha -

lea (~2'+.). iJc acuerdo con lu:;protoinau existentes so po~a el 

adsorbento como ne C>..Tuso o..nt;criormcnte y si los Cl - son mayo-

res n O.Ol S:~ no dio.li~a (25) la t1ue:..>tra, ya que tm con tenido 

mayor de cloruro de sodi.o al tcru lo:.:; rosul tndos del fracciona-

r.iicnto. J,a clilüisia oe hace contra buffer fosfatos o.005M 

o pH 7.0 durante 21~ hn .. y a temperaturas no nayores a 4 c. Des-

pu~s el oncro dinlizudo ee centrifuga. 

Una \TCZ calculaclaa las protoinas, loo cloruros convenientes 

y prepnradn ln columna se procede u efectuar el fraccionamien-

to. 

La muestra so deja oacurrir lentrunente por las paredes de la 

columna evitando que la capa suporio1, del ndaorbente sufra de-

fo1•mucioneo. Unu voz niindidn 1 u ::1ucrntrn ne :tbro ln 11 ave infe-

l r:l.or do pnuo .'>' ue do,ja Hd:11)1·bor .. 
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Cuando hn aid.o adsorbido el ouoro se cierro. la llave y se 

procedo n eluir lo. mue:.>trn con contido.cles conocidas de los 

buf!'era adecuados. 

So recogen fracciones de un volumen conocido, y la veloci-

uud <lo cluci6n :Je ¡:.umtiene cou.;_;tu.nto. Generalmente es nece-

sario aplicar prcsi6n ( no mayor de 0.1 Kg/em2• ) Las fraccio-

nea rocogido.s se loen on un espectrofotómetro Deckr.:mn .DU a 

2d0 mu (5,lJ~,15). Los resultados se r;rufican en papel milim6-

trico coloco.ndo en el eje de las ordenadas la absorbancia a 

280 mu y en el eje de las abcisns el n11mero de fracciones elu!-

da.a. 

Terminada la cromatosrafia el adsorbente se puede volver 

a regenerar (18,21) por la siguiente t~cnica: 

So suspende el adsorbente en 1 litro de soluci6n salina al 

l. 5g<Jj y se agita durs.11te 1 hora. Se filtra la suapensi6n em-

plea.ndo W1 embudo buchncr y se ho.con dos lava.dos sucesivos 

con 250 ml do uoluc16n de NaOH ul 57H.. Los lavaoda se repiten 

poster:i.ormonto de dos porciones do 250 1nl cada uno de HCl al 

5,., 
f t) • se haco un uor;lill.do lavado con aoluci6n ul 5% de NaOH, en 

2 porciones de ;150 m1 crnln mm. 
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I>or 61 timo oc lrivn ol u61 ido con ar;un destilada hasta elimi-

•.:.. 
nnr ln n1 cnl ini<inrl. Ea u6liüo ao accn y tnmizn por el truniz 

corre.npond1onto. 

5.- J,n t6cnicn <le cluci6n utilizada pnrn ln cromato;:;raf!a de 

lno .fro.ccionca s6ricn:,,; on lu dc;.;critu por E. c. Adama. (22) 

·ga un oiotoma do oluci6n por pusoo en donde c;rndualmente 

oo il.cror.:ontn ln fuerza i6nicu y se disminuye el pH. 

En el caso de la oepa.rnci6n y purificuci6n de gamma globul! 

nn del extracto placentario se elir;i13ron los buffers mls ade-

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

6.- Ln técnica de eleci;rofore~is en papel empleada durunte la 

experimentac16n ea l n ci t:1da nor Ivor Smi th ( 26). 

?.- La.a irununoelcctroforesis ae llevaron a. cabo por el m&todo 

de Fierro Grabar (29). 

l ··-

ll.· ____ _-.............____...._ ___ _ 



l 

1 

18 

PAUTE BXPERIMEN'.l1AL 

Molido do la Colu.loou do Bnr~o.zo de Caña 

II.= Sinteois do loo adsorbontoo diotilnminoetil celulosa 

y carbo:d.mot il col ul osu. 

III.- Fl.•ncci.onnmiontos y puri.fico.cionos do plasmns y de sus 

.frd.cclonou utili:tHJlúo lou uüuorbentes sinlietizadoa .. 

I.- Molido do ln Coluloan de Hngn:~o do Caiin 

I1a coluloso. de bagazo de crui n, que comercialmente se mane-

ja pronsadu en paquetes de peso variable se despedaz6 con a.vu-

dn de ti,jerao de tannño adecuado. Cuando el trunru1o de los 

trozos ller-:6 u unos 2-3 cm so puso u secar al horno a una tem-

peratura no muyor de GOºc, ya que do otra manera la celulosa 

toma un color amarillento. 

Yn seco se moli6 en un molino de martillos. El polvo obte-

jido m~s o menos fino se lav6 primero con soluci6n de HCI Il~ 

a razón de 1 litro por cuda 100 gs dol polvo, se hicieron 

luogo l'epotidos lnvados con a1:S11a hasta neutrhlizar .. Posterior-

mente so hizo w1 lavado m6.s con soluci6n IH de NaOH ( l litro 

por cudu 100 ¡.:;a) .b.uc icndo 1 uer;o 1 avad.os con agua h:lsta neutra-

1 idrnt. '.l'ocloo lou lavados so hicieron r~n m1 embudo buchner de 

1 
] 



l 

19 

tamaño u<locufülo Y ll1llic11ndo voc.:!.o, TJOs lavados tuvioron por ob­

jeto ol ir.iinnr impurozno do 1 a colulooo. 11 

Con ob,1oto (le facilitar el oocndo se proced16 o. secarla en 

el mismo huchncr aiindicndo porcionoa de 100 ml de alcohol. 

Unn voz aoca ao mol i6 r.uevruncnto en el molino de martillos. 

ll;l polvo oc tt.uü:;~6 01! un tw.iizu.u..or o.l.Óctr:i..~o haciendole ,pasar 

primero por ml:llln del nfllllero 100 y luego por mulla dol nmnero 

2)0. Ln colulosn ya tamizada oo sunrd6 en frascos .:;ecua. 

II. -Síntosia de los adsorbontes Dietilaminoetil celulosa y 

carboximotil celulosu. 

Inicinlmon1;o se preparó un lote con 100 gs de celulosa para 

cada uno de los adsorbentes como lo indica la t~cnica descrita 

por Sobar y Poterson (12) • 

.Uespues uc .siutotizaron WlU serie de lotes de aml>os adsor­

bentes modificando las conuiciones dndns por la t6cnica origi­

nal, buscando lo.s condiciones de reacci6:n má:J útiles para la 

a!ntoaio do los o.<.lsorbentes rui.tos mencionados. 



} 

Lru! e!ntpoio ofoctunitr.la fueron: 

A) S!ntooin do 1 n Diotilwninootil Celulosa 

A loo ~~rnmoo de col \Uoon ta.cizada por mulla del nómoro 200 

se lo ae;roR6 lcnta:nonto y con a,p;it;uci6n 300 m.l de NaOH al 20%1. 

¡,a mezclu ti(l üoj6 l'OiJOotu• unu hora, al cabo üo la cual 

GG núadi6 unn uol uci6n, quo contonin 80 ~s de clorhidrato de 

2 olorotrietilruaino. on 100 ml do a¡;uu destilada • La adici6n 

se hizo en formo. lento. :,- con ngi taci6n. 

I~n mezcla homoGenea oc culcnt6 una hora a baño maria a aoºc 

la pru:;ta obtenida ~Je dc~j6 enfirar en baiio de hielo durante una 

hora.,. 

En seguida. se agrega.ron 500 ml de soluc6n 2 M de cloruro de 

sodio y ln suapenai.6n ohtonlrln se filtró a trnv6sde un embudo 

buchner, con uplicuci6n ue vaci6. 

Eliminando ol liquido se luv6 ol s6lido on e.l misl!lo embudo 

con tres porcionou cada i.ilW. do un litro de ooluci6n al 5% de 

Na.OH. :Bl líquido colorido filtrudo oo dosech6. 

F:n el t'1ltimo lavado, el liquido filtrado debo ner incoloro. 

Lli_· ----Lns condlcion~o do a:aliniducl <1ndus por la sosa se elimi-
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ns.ron con lnvndoo sucesivos con up;un dostilnda. y probando con 

papel indicndor. 

A continuuci6n 1H~ hicioron tres lo.vfülos sucesivos con por-

oionea do 500 nl de [leido clo:rhidrico al r::n/ 
,) '• J,n ncidez pro-

ducl.' ll·u .... , •"11. .. ··',',i' llÓ :1 · t· Vº'' e 1' ·-o~ .. ~i.· r"' t u d til 1 '·"- "' • u ' .... ... u .~ i.' .... e o luS c. o guu. · e3 · uua y 

probando con papnl indicn<lor. 

El s61ido ne pn::i6 n un recipiente de vidrio ele donde se sus -

pondi6 en trc~; l ltroa de HnOH al l~:;. So de,;6 sedimentar tres 

hora.a. El liquido aobronadante se clinin6 por decantaci6n 

y se aiiadió Et la pa.tita. Uf;tta hu.ata cornplet;;:u• tres litros. Se de-

j6 reposar dos horas, ol liquido sobrenadante se elimin6 y se 

completó u treo litros con ao;ua. destiluda. Esta operación se 

repitió hm.ltn eliminar la alculinidnd. 

IJa suspanoi6n ya neutralizada se fil tr6 nuevamente con un 

embudo y con la aplicuci6n de vacío. Eliminada el agua se aiis.-

dieron trea porciones de 200 ml de etanol y se uplic6 vacío du 

r t t } rns lJna Voz qOC" ~.:e ',rol"'iC a tamizar !)Or mulla un e ·res .10 - • ~ .... .. 

<.lol n{unoro 200 y ue rr,uard6 en frriscoa oocna. 

. -
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B) lt>d1f1.cncionos en la ~Jintooia do Dietilnminoetil Celulo 

ea 

l.) Se pro1)1Jr6 un loto lfo. 2 do Dl~AE Coluloan a purtir de 

100 A':J. c1f:' celuloon tnrni.7.n<in nor mnJ ln <lQl n<tmaro 200, pero 

con el mnploo do l•O DB do 2 clorotri.etilruninau 

Loa posos dndos en 1 n primera prep\ll'nci6n de e1.;;te lote fue-

ron noñnlados en lu t6cn.icn Wltos doscritn 9 solamente que la 

cnntidnd dol reucti vo de ln aminn .rué la rütad que en el caso 

anterior. 

2.) Se si.ntetiz6 un lote No. 3 usando 100 ga de celulosa 

tamizada por mulla 200 y 160 es de 2 clorotrietilamina. 

El m6todo seguido en la sintesis es similar al original, 

solo que se utiliz6 debe cantidad del reactivo de amina. 

3.) So sintetiz6 un lote No. '~ en dondtl se sieui6 paso a 

paso ol m6todo orir.;inal, solo que se pa.rti6 de 100 gs de 

oelulosn truuiza<ln por mulln No. 100. 

A ln 1liotilumin0Qtil Coluloon obtenida de cada. uno de loa 

ouutro lotou no lo hic:Loron 1 au uir~ui.nntos pruebas quo sir-

vio ron 
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por otroo nutornu (l?). 

a; Joturiain.o.c16n do ci·upoo ionizabloa. 

Pnru ollo uo hizo unn. detorminac16n <le Nitrógeno total por 

ol m6to(io dt1 l~.:jeldahl. Con loo roau.l tndos obtenidos se calcu-

la.ron doapuco loo 1:lilioqui vnl onteo de ni tr6geno por [';ramo de 

adsorbonti0:. 

b) Capo.ciüad <lo adaorci611 de l"J.•otoínus. 

100 milie;runos del ndsorbente provirunento equilibrados con 

buffer o.uo5 M pH 7.0. 

Con intorvnlos de 15 minutos se afia<lieron de 0.2 ml en 0.2 

ml de solución al 2:;% <le albumina hasta completar l ml ( o sea 

250 mg totales clo 1lbuminn.) 

1,n concontraci6n final do albmaina fué do 2 I!lg por mililitro 

Se a¡~i t6 dur:.into dou horas y al oohrenadanto oc le det;erminaron 

prot0Ín;1s reBiduaJ.es om:1lcunclo ol método de Biuret (22). 

e) Proparnc'.l.6n de :;arboximetil Gclulosu 

A lUO ~~o do c~'Jlul.ocn t;ain'i.za<lu por mallo n(mero 200 oc le aña 

dieron, lent;1irn1:nt;o y 1'on nr·Jt:1ci.6n 1HJ0 mJ. do ooluci6n al L¡.Q% 

Jo !~uOE. Ln n ,lt;uc16n un 1 rolon1;6 h:-1~1tn '..'ornnr uno mnsn horno-

gÁnen. 

·I 
J 
-1 
1 
1 
j 

·1 
¡j 
i 

. •!;,; 



1,0. mnsn uo onfri6 un ba.iw ~1u hi.olo durante una hora y se 

~oi:r,nron l· .o rol ii,., unrJ noluci6n qun cont:oniu 50r; do lloido 

mouocloroucót..i,co. Lu odici6n LW uizo poco u poco y con ut;Si-

tnci6n. 

l,n pnotn formndn ao cnlent6 durante 30 minutos a ?oºc 

o. Bru1o Mt.u• i u. 

El product;o obtenido, do color nmo.rillo, se enfri6 en baño 

de hielo durante unn hora. Se ufi.udieron posteriormente por-

ciones do licido uc6tico ul io··', ha3ta completar 800 ml del 

A la suspensi6n, todavia alcalina, se le agregaron tres 

litros de aguu~ so dcj6 sedimentar tres horno y se volvi6 a 

decantar. 

Esta operaci6n se repiti6 hasta eliminar todo color en el 

a o bren ad i:mt o. 

Al s6liclo obtenido 1·3 lo ru1ndi.6 nuevamente 6.cido acbtico 

al 10 {, hasta obtonor li··;cro ucidoz.. Se é\e;reguron dos litros 

mlls de ncua y so comprob6 con papel indica<.lor la acidez, cuyo 

1>11 .fu~ üe 2 .. G. 

l 



Lo flllOJHHrni6n no fil trfl por filtro buchnor con ayuda de vo.-

c!o. :Jo 111.cloron u cont:.nuacibn 111vnclou uJ mntoriol con agua 

deatiludu. Lan~~n eliminar 1:, ··cidor:. Comprobada lo. neutre.11-

dud dol f;ol ido no lo nfindioron trou porcionon do 200 ml de 

otanol y la uncci.6n :.;o prc·lonr;6 por t;rco horno. El material 

aoco ao volvi6 n ~;m:iiznr por ::wllu üol nfünoro 200, gunrd6.ndose 

el polvo obtonido en frnacoo nacos. 

d) Motlificucionou 011 la ::intesis de Gnrboxirnetil Celulosa 

1.-) El or.1ploo de 25 g. de (1c i<lc' monoclorou.c~tico en la 
J 
·.1 

sinteais de l lote iro. 2 u.e CM Celulosa a partir de 100 g de 

celulosa tamizada por mulla número 200. 

2.-) Se pi~epar6 el lote Ho. 3 en el quo se us6 lOOg de 

~ci<io monocloroac6tíco y 100 g de celulosa tamizada por ma-

lla nrunero 200. 

Excluyendo estas 2 modificaciones el m6todo de preparaci6n 

de runboo lotos fuli ncmc,innto al descrito anteriormente. 

A loo trou loton de c:1rboximotil celulosa obt~nidos se les 

hicioron d:L forentou pruobns, pnrn compartU' nucs:troo reuul ta.dos 

con lo:J cin.t;os r't.:°'J'Ort ad ou por. otros :nrtorcn (12). 
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a) Dotor:ninnc16n de Grupos Aci<l.os. 

Un ,:j.l'u...t¡o dol a.üi:Wl.'Dun.t-o ao Ll\W¡.:ttnui6 en lü el ele ugua aea;Jti 

.., ,' 

lado. :.' uo le U1!.,.l'e15nron con p ipotu 10 ml de sol uc i6n l Normal de 

uaoH. 

So titul6 ol excooo do aosn con noluci6n l normal da 6.cido 

olorhidrico \HHmdo B. H. I. do ro;jo 1lC'I fcmol como indicnclor. 

IJoa rcsul tudoo :Jo e:-cprc!3Ul.'On en ¡:;rruaos porciento de grupos 

licidos o bien en miliequivulontos de r·rupos icidos por gramo 

d'll ads9rbonte ... 

b) Capacidad de Adaorci6n 

100 111g del udoorbento que previru:ionte se equilibraron con 

buffer fos.ffo.tos 0~0175 M pH 6.3 se suspendieron en un vaso de 

precipitados con buffer fosfutoa o.Ol?5I:J pH 6.3. 

Luego uo aiiadieron a intervalos de l~; minutos de 0.2 ml en 

0.2ml <lo soluci6n de albumina al 25%, hasta completar 1 ml • 

1':11 ln rnozcla ao obtuvo unn concontruci6n f:Ln:1l de albumina 

de;·~ mf~ por r.lili.litro. Se :1¡:i1i6 ln u1u1pcrrni6n durnnte dos ho-

loa no ud.uor'uida;:; por la cnrboximot;il colulooa. 
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III.- Fracc.i.onn.miontrrn <.la pluoon y puri.ficucioneo de .fra.c­

cion<?n r!ol plnnmn. 

fJOS fruccio:1a.::~!.cntoc no llovnron a cubo con el empleo de los 

ndaorbontos aintctizndou. Loo rooultndoo obtonidos en los di­

fcronton o:qrnrimont:o:J ~;o r;rttf ic:iron nn.rn dHopuos hctcer un an6.-

11Hio co;nptu·ntivo con loo rooul tados rcportadou por otros auto­

res. 

EXPEIUMEUTO I. ) 

Frnceionruniento do suero !~umano Normal con DI~AE Celulosa tami-

zada por malla Jel n(unero 200. 

A 20 ml de :Juoro ele un individuo li.ormnl se le determinaron 

cloruroo como cloruro de uodio por el método de Scholes y 

Schales (2'1-) y protoinan totales por el método de Biuret. (22) 

Como so requiere una concentraci6n inicial baj u de cloruros 

en el suoro pnra llevar a cubo un 'uuen fraccionamiento se pro­

cedi6 u dinli7.a.r ln. ::mootra contra dos litros de buffer pH 7.0 

o.oo~;;r.1 durante ?J¡. horno n '~ºc. ·~l uuoro dializado so centrifu-

6 1..iu.t·u oll.1:1in(tr un li.;';ero p:·ocll)it.;o.do form:1do. 

Del :_nwrt> cnn 1. ·)ürr, t:ü p1·otef.nnD t;otnles ne tom6 ol volumen 

corrospondionte a 1.0 t•;rcuno de proteína Y :Je ll~vó a 20 ml con 

.. , 



Por otra pa.rtr! u.:: peunron r!O[!. do !Jietilaminoe ·il Celulosa 

tami.zwio. por mnlln dnl n(1moro 200 y so suspendieron en buifer 

¡>H ? .o 0.00~1M. E<1uil i.brudo ol tiduorhcnte oe cont6 la columna, 

y oe np;re .. ~6 con cuidado ln 1:iuostrn. So doj6 adsorber la. mues 

tra on lt.\ trmn:: 1~1ü intnrcanli:i.ndor y do inmediato so aüadie-

ron ?'J. t1l dol buf .fer <.'l uyantc u .uo5n pH 7 .o. So de;j6 eluir 

este primer bu ffor roco¡.r,iondono .frnccionen do 12 ru cada una 

Poatcriormanto no av;rc>-~<:ron 60 ml de buffer fosfatos O .Ol 75M 

!Ja oluci6n m• llov6 o. cabo a una volocidrnl con.Gtn.nte de l ml 

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

c6 O.l Kg/cm2 de presi6n. 

Ba;jo ol mismo oi~3tcmn de eluci6n se hicieron pasar por i.a 

colvJJUla bO ml de cada uno de los si ;~uiento:J buffers: buffer 

fosfatos O.O'~M pH ~.9; bu[;cr fosfatos O.lLl pH 5.8 buffer foe-

fntou o.tW pll ~>.:~ -;./ buffer fosfutos 0.4M pH 4.4 recogiendose 

12 ml en cada fracci6n. 

Con ol>,j oto lle im¡H.~tlir 1 n t1t.nll1atural i z,uc i6n de las pi.·otei-

nno ol rrnccionnmionto oc llov6 a cubo a 
1~ºc. 

So recogiei'on en total 31 fr~1.ccione:J de 12 .'ll que se con-
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eervaron n 4°C. Cndn unu do 1 nn frac o ioneo ae ley6 en el es­

pectrotot6motro n 280 mu; la lectura se hizo n unu diluci6n 

1:2 con aoluci6n snl ino.. El blnnoo omploo.do fu~ tambien de 

ooluci6n onl inn. 

Con lno locturno obtenidas se olabror6 la Rrlifian N'o. 1 y 

a la.u frn.ccioneo con r:w:;or concontraci6n de proteinas se lea; 

hizo irullunool ec troforesio para su idontificuci6n. 

~hlUb.1. .. ·~d~ Il 

Prnccionumionto do Suero Humano Uormal con DEAE Celulosa ta-

mizado. por oalla. del nlirncro 200. 

A 20 ml U.e ::mero humano so le determinaron cloruros ~- pro­

teínas por los mAtodos yu conocidos. 

El suero se dializ6 durante 24 horas a. 4°c contra 2 litros 

de buffer pH ? .o 0.005M y despues de la difilisis se contrifu-

g6 el ligoro precipitado, formado durante la dialisis. De la 

mueatt•n contrifu~n<ln ~f' tom6 el volumen correspondiente a l.Og 

de muestra. y :JO llevó u 2U ml con buffor fosfatos pH ?.o ü,OO~M. 

El fi•acclonrnuiento se llev6 a cabo con el empleo de 20g de 

J 
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dieyilnminootil colnloon t;n.-niznd·i por malla 200 y previamente 

equilibro.da con ol buffe1· ontoo citfülo. Montaña la columna 

dol adaorbonto oo ::w:rer-~6 con cuidado ln 1:1uoutra y ao doj6 o.d-

sorber. Unu voz hocLo onto no oluy6 con las air;uientes aolu-

'12 r.'J. do Buffer l'oufut;oo pH ·;.o 0.00:,1.1 

60 m.l do " 11 " 6.3 0.0175M 

6U " 11 lt 11 11 ,~ 9 
:>· o .O't-L! 

60 11 " ti " 11 $.8 O.lM 

60 " ti ff " n 5.2 0.4M 

60 u lf u n " 4.l .. 0.4M 

Se recogieron 31 fracciones de 12 ml; la velocidad de eiu-

oi6n, a diferencia del experimento anterior fu6 de 2 ml por 

~inuto y para ello uo ap:.1.ic6 aire a una presi6n mfucima de 0.3 

kg/cm.2. 

hl fr;.mcionmJion.to ..;e llov6 a cabo a temperatura de 4°C. 

Las .frnocionoo reco~idas oe leye~on en el espectrofot6metro a 

280 mu a una dilución <le 1:2 y se elo.bor6 la curva correspon-

c..lionto (grll.ficn 2). A lns fracciones con mayor concentraci6n 

:1.,, d.o protoinan 8t1 len hizo iruuunoelectroforesis para su identi-

ficuci6n. 

F-rnccionn;:¡ic!1t..0 ·:la suero ht!.!!1H!1º normnl con D3A.E Celulosa tam1-

zadu ¡'Ol' malla noocro 200. 
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A' 20 ml do nuoro humnno Bft l" rl .. t,o,.._ minnron 
u. nroteinas (22) 

Y cloruros (24) • J,a muoatra au dia1iz6 duran to 24 horas y a 

1-i-°C con ;~ l i troo do huf for focfntoo plI ? .o o .005M. Bliminan-

do ol procipitndo que upnroci6 cnu¡ uoo de ln di6.lisis se tom6 

ol vol~on oqu1volonto a l.Ot; do proto1nao totales y se com-

plet6 a 20 ml con ol mismo buffer. 

Por otro lndo so poaa.ron 105 del ntlsorbonto y se equili-

braron con buffer foufntoo 0.005M pH 7.0. 

En este OX':)Cl."imento l u reluci6n adsor·oente-proteinas fué 

da 10 e;rrunoa 1lol u<loorbcrlte por srruno de proteinno por fraccio-

nar. 

Montada la columna con el adsorben.be se procedi6 el .frac-

cionruniento a 4ºc, empleando las mismas oolucionea amortigua-

dorua oluyentes y en la misma cunt~dad. 

Se recogieron en total 31 fracciones; la velocidad de elu-

ci6n fu6 .Jo 1 r:ü por minuto. Onda unn de las fracciones se 

loy6 onol eopoctro.fot6rnotro u 2UO mu Y con lo:.i datos obtenides 

ue elnbor6 lu grltf.Lcu No. 3., J,fü1 lecturas fueron hachas con 

~.iol U!.!i6n ;.;,d. ina a uu.l ltil ucióu ~le J.:¿. '• .l nu frucc io!h~S con 

na.;or co.nct'mtruci6n en protoínna ~;e l•)O h:i.zo una Ü'l.mtmoelectro-

i'orosis, identificar el tipo de fracci6n 6erica aislada~ 
·~~--~-""~-~~----~~~...!!!1 ............. ~=-~~""""""""""'""'"""'""""""""""',.,.,.,,..,..,.,,,""""'""""""""""""""'"""""'-
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~M»iTO IV. 

rraceionntlionto de auero nunnno normal con DE.AE Celulosa ta.mi-

:o.da por mal 1 n no. ?-OG. 

Bl volut;'m corroa~-on.!i.onto a 0.5g de protcinus totules de 

¡ oo co~plot6 n ,.;.:,; r:.l con L,-uf.f(.ir 0.no5u pH 7.0. 
I 

' ;; 

Ln nuectrn. no frncc ion6 en un:1 columna con ~Og de Dietila-

td.noetil colulooa oc:uilibrti>la con el JUiu:io uuffer. !:.ll eute 

cano ln rel nci6n n.rloorhonto-p:-otcinuo f'u~ de 40g de DEAE Celu-

losa pOl'' ¡:..~u.mo do proto!no.n. 

El fruccion:.u:üont;c so llcv6 n cabo empleando las mim:las so-

lucionen oluyt1ntea y el tünoo volumen de ellas. Se reeogie-

ron en total :n .fra.ccionon de 12 r.ü cndn una que se leyeron 

on el oopectl'ofot6motro n 200 m:u 0mplot1nd.o w1a diluci6n 1 :l. 

So r;rufic6 con los rooultn.don obtonidoo la cu:r-vn correspondien-

te (gr(.tficn '~) y :1 J.rl~J fruccionoo con m:iyor cantidad da pro-

toinuu au loo hi~o illUlw1ooloctroforu:JüJ p!U'U uu i.1.1t:ntificaci6n. 

~XflblUMt•.:I·J'11u V. 

F:rncoionwuiunto dfJ nuoro hum.tJ10 normul con DL.i\l!; Celulosa ta-

A ;~Oml Hu .-.moro lnuu:mo n<1rm1d , 11rov1 amento controlados, tte 

h·· •·+-,,..,.. nn ?.O 
,1 .... .. - ·-- _,. 1 

'¡ 

J 
l 

l 
) 
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Por otro lndo !'º penaron y oquilib!"n.ron con buffer fosfatos 

1 
cnll n lC:(). r:nte n.;L;r;-,rbont,.~, a 1liforoncia de loo ecperioentos 

antf!>r:iore~ ~~n rirepnr6 :t :;nrti..r de celulosa t:t:::J.::adu r:or malla 

' ~QJ.1l~·;¡r.;;..., :./ .;e :·roc(:í.liél al fraccionauie.nto en 1 
Se obt~·:ieron en totGl 31 fracc iones y la 

velocidad ..!e cluci6:i. 1ué de l ~/~in. 

Cada frllcci6n se l~:y6 u 2::.: r:u ··.·n el espectrofot6tletro, en 1 
diluci6n 1:2 y ~Je ~"a.ficé la c,trva corres,::,ondiente (fn'6.fica 5). 

I-as fraccioz1es con ::::i..to= c::...-~:-id:id de r:ro"teinr.:.s se son.etie.ron 

':"\lrif'ic'"ci6n de J.n fr'.1cci6n II de Cohn con DhA'S Celulosa tmrl.-

.;, la soluci6n 

l-. -;··· 
'· .. 

--""'~'· 
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Coco loe cloruroc qu1?daron dentro de lon lini tes para lle-

var n cl'.ibo fÚ !"rt;ccior.w.:::iit."tnto no ruó necesario efectuar una 

d.i!tliaiG. 

oo lu .coluci6n no tor.rnron 1'~ ml(l.Oe; de proteínas) y se 

11 OVltrOn u ;~ I:l. con bu t"fer 0.005M pH 7 .O• 

Por otrn ;1n.rtc ne ponuz•on 3Jg de D.EAE Celulosa, tamizada 

por mal l H n{uz:ero 200, se equilibruron con buffer fos.fatos 

pH ?.O o.nr1 5!:~ y se mont6 ln columha oi",iliendo lo. técnica de~ 

cri ta con cnterioriuuci.. .So <..i.úuui6 u la culw.ana los 20 ml de 

lu noluci6n por !1urifico.r y se dej6 adsorber. 

l~l aiotow1 de oluyi.:mte:j empleado fU~ el propuesto por E.O. 

Adama (22) utilizwido 50 ml de cada una de las soluciones 

nmort ip;uadorao, !·:otus solucionas son las r.iismn.s que se em-

ploaron on lo:..: experimentos ontorioros. La eluci6n se llev6 

a cr;bo rocog1.ondo J'r:Jcci.oncs de 10 m1 de oluido a tma veloci-

dnd do 1 ml por ninut:o. 

Las frncclonPn rP-co~ic1rrn, en totnl '30, SP. leyeron a 280 mu 

on el oopoctrofot6motro , elnborando con los resultados obte-

nido o on J n /':.rf~ t'icn Ho. 6. A todas l .:u fracciones se les hi-

~~o :i.nmunool t~c t;ro roro: d.o, :.:;opnrnndo todn::.; nquellas que pret:Hln-



1 
1 

.· ~ 

1 • l 

t:.iron gruman 1::lobulina pura. ,.;stas fracciones se reunieron se 

liofilizaron (2'H) y Be les detercin6 proteínas totales por el 

i=btodo de Riu:~ot. .:)ospues se cn.lcul6 el rendimiento obtenido 

ii;stu exporiencin. so repiti6 en don oc=i..sionea n4s siguien-

do el mLmo ;J.:-occé!ir:üe!::.to con el objete ch tener un rendil:úe!!]. 

to p1"0ncdio de L\~ puri.:·icacioneu. 

?urificsci6n con _:.:.t.::: Celulosa tru:lizada por oalla 200 de la 

!racci6n V de Cohn. 

A unu mue~~"'.;ra ce ;:irecipi tndo de l ~~ fr11cc: . ..Sn V de Cohn (1,2) 

se le h.L:o electroforcsi:3 (2G), 25 5 t1e C!" precipitado, al-

búm.ina en su n~\vo:- pa!'te, se disol ">"ieron .:!ll 50 !!11. de buffer 

fo!3:.':: to:~ O .oo~'!.: pH ? .o. ¡ ... 1 a sol uci6n se le C.eter:iL"laron pr~ 

teí.n:.i.s po::: el o~todo de 13:..uret y cl•)ruros por el ::étodo ó.e 

Scb~:J.cs :• Scha.lcs. Co:::o no :'u6 necesario efectuar diálisis 

se to!:laron de la ~>oluci6n 11.5 cl (lg de prc>~einas) Y se llev6 

Por ot:-o lado se yesaron 20t; de .ui ... :...C. Celulosa y se suspen-

dieron .. _ ..._,,. r •'e·~··· •. ,.,..,, n'· 7 O C ... • ooc:v e:l L)U.i..J..C .¡,.. t...!-Li.-..•V..., l:'~" tJ • ,/•de :8quilibrado el ad-

1 
1 

1 
- - -· .~ 
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ud.uorbonto a.a ncnt6 ln <'olur:ma, oe uiiadi6 ln noluci6n y se pr2 

ood16 luo~o a au eluci6n. 

I.,.r.1 o1uci6n U8 llev6 a cabo empleando 50 ml de cada une. de 

la.o nolucionoa t..::.ortir;uudores, citadas por Adame (22). Se re-

oot:;;io¡:on c.n. tot<.ü .,;.• .. -" fraccionoL Jo 10 ml·~ada una u una velo-

oidnd de l tü/r.iin. 

:Je lcycrou. on el eopcctrofot6metro n ;~80 mu, elaborando 

con lo:; r.hton obtenido:.; una curvu., (grafica 6) • A todas las 

fr~cciones se les hizo iiltlunocloctroforesis y las que presen-

taron albur1inn. pura ne reunieron, se liofili~~aron (28) y se 

leo hizo w1u üetorminaci6n total c~c proteínas. Con estos da-

toa se calcul6 el renJ.imiento en ol f raccionaoiento. 

1U experi.monto se repi ti6 cm dos ocasiones más para lue-

go sacni• un rendimiento total en tres dü>tintas purificaciones. 

EXPE.HI1.:.J.!li.i 1.L10 VIII 

Sepuruci6n de Ciammn Globulina de w1 extru.cto I'lacenturio em-

pleundo niot.il::u~iuoot;il Colulosn y purificuci6n do la miomu 

utili~~:1ndo C trboximutil Celulo~•a. 



:'7 
contrn bufter u.0051.1 pH '/.o .loufntoa. Cuando los cloruros ba-

jnron a un :iivol ndocuudo (lietJlg?:~) se ooc6 do di6..lisis y ue 

hlzo dcter~Luuci6n l0 pr0to!nas, por ol mitodo de Biuret. 

Asi t:.isr.io, ne :,ropar6 una col uro.na do DEA.:.~ Celulosa tamiza-

da en 1 o. que no po~aron 3'l-. 2 del nd-

oorbcntt~ y ne oquil ibr:1r,Jn con buffer fos.~·;1tos pi! 7.0 o.005M 

En c~to cnno 1 :i :'clac i6n rd~;c:rbcmto-protcínas fue de lOOg del 

adnorbonte po1"' .:.~a.":lo de rrot:~~!nns. 

l;n cluci6n ~e hizo o;n::l cnn•io ouf fer fosfatos pH 7.0 0.00511 

Se recogioron en to t: '11. l'' '" frncciones de 20 ml cada una, que 

so lcyaron on el oavcctro~ot6oetro a 280 nu • Con los datos de 

las lecturas ;Je cl:1bor6 la t;;f:1ficn 7. 

A 1 ns frncci.onos :.:tdc::lás ae les hizo inmunoelectroforesis, 

y aquella::; en 1 u:..: que apn.rec :6 gamma f,l.obulina se reunieron y 

se liofilizo..ron (2b). g1 residuo obtenido se recuper6 agre-

gando l~> ml de buffer O. 2!.l fosfatos-cloruros pH 7.6 y se le 

hizo unu deter::iirwci6n tot:ü U.e proteinns con objeto de prepa-

r r 1 1 :.n ... 1,r> "",.,_rbov .. imcti1 ·"'~'..·1los.n·"'. ln :'P.lnc'i6n ~>rote!na-n n en .u:.- " .. ·-

ansnrbonte fué de 10 mK de protcfnrnJ po.:.' .. ~ramo del udsorbente. 

r .. : ucLorbt.mtc se equilibró pruvünncnte con buffer fon:tatoa. 

-



1 

cloruros con huffor pH '1.6 0.2M y una vez montada ln columna 

no hizo ln oluci6n rocof:1endo frnccionos do 10 ml. 

Cada unn de l 11n fraccione o en total 10, ce ley6 en el ea-

pectrofot6mntro a 2 .. 0 r.iu y se elnbor6 ln curva corres1pondiente 

A todas 1 us :'rncciones se loa hizo inmunoelectroforesis y 

lua quo ;·-roaenturon r~rum:m t,lobulinn pura oe reunieron, se lio-

filizuron (28) y se les deterr::inaron proteínas totoales. 

De cata manera, al rolacionBr el peso inicial de extracto 

.i.ilacontario con la cantidad totul tle src.:na c;lobulina pura. se 

calculó el rendimiento en la purificuci6n. 

1 
~l 

1 
1 
¡ 



I.- Molido <le la Cnluloaa do Bnp;nzo de Caña. 

El proceso de noliclo de lt.'l colulosn el.A bar:~azo de caña pre-

vinmento soc11da d16 remtl tndoo aatiofactorlos. Se obtuvo un 

polvo quo fu6 f:1c ilmcntc ta":liz.nble • 

. " 

Se hicieron otroo intt'!ntoo de molido umploando un molino de 

bolas, ol molido ae !:i~rn on ;.;(~co y en forma húmeda. Se o~)tu-

vieron rc:;itiuoa l!IUY .~rueoon quo prc.;enta.ron dificul t,1des al ta-

mi:~nrne. 

Ln pureza de la celulosa. obtenida fu6 satisfactoria, ademAs 

los lavados con ti.ciclo y alcal! tuvieron por objeto eliminar cual -
quier impui'eza.. 

El color que present6 la celulosa de cafia .rué de un blanco 

comparable n 1 a celulonn do alti;od6n y mlis blanco que el que 

p1'osentn la cnl ul o~w de~ madera. 

So prepttrnron 2 lotos <lo celulosa. El lote 1 de 2J0g tamiza -
da por m.'l]J ri del m~moro 100 ~' el lote 2 de 600 r; tomi.zndo por 

mnJ.la dul u(!muro 200. 

-

i 
1 
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II.- S!ntosio de Diotilominootil Celul0ae 

So prepnrnron /~ 1 OtC'n ~, fl m.ctil n.minoctil Celulosa. Los re-

oul t;ndou tJO mcp1·ooan on el Cuadro r. 

e u 1\ D R O 1 

Lote 1 2 3 4 

gs 
Coluloon 100 100 100 100 

Tamiz 
malla 200 200 200 200 
no. 

gramos de 
40 160 80 2 Clo.1.'otrie eo 

tilo.mina -
Grupo a 

0.1~9 0.79 0.6? Ioniznbles o.?6 

Capacidad 
adsorci6n 33 26 38 29 
mg. prot/g Acl. 

Rendimiento 
grumos 60 65 58 65 
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III.- ?N-pn.ra~i6n de Carboxi.l?lotil Celulosa 

'"' " i) R \,; ~t •' --------------------------
Lote 

... .r~: 
::s.lls 

~ru:-os :!e 
!cidc· :c.·~o--.. ,. -
e.i..~.n.··o act:na.c.o 

G:-"Y.~>os 
!. or1i:al~le s 

l 

l)ll 

2\..' ''\ '- "'-.: 

so 

0.64 

4u 
' ,; 

---..,..., 
,_• ... 

'L.' ~ ...... 

".) 
...... 

i:~-f': 

:::;. \ -, 
'-'""' "'' 

25 

o "'ª . ,, ·" 
22 

- "" '=·.::'. 

Los re-

'¡ 

j 

100 : 
20u 1 

li..':Q 1 
J 

l 
l 
l 
l 

0.55 j 
l 
l 

54 
J 

1 
1 
1 

6S ~ 
l 
j 
l 

J 
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IV.- Frncc ion .'1tti~n to •l" T'l nmnna ...,. puri ficaoionea de fracciones 

del pl ilfil..C~1. 

r:tizndn por :uu la n(u:rnro .. 'i,l>Q. 

El pro e i.p i: ndo .~tw ne f or::6 durz.mto la d ihl isia del suero 

so centrifu1;:6. ;)e idontifico por :i.nmunool_octroforenis, como 

W1U ce:cla de al.fa, bot:1• :r ir,a..."\.t:i.u i;;lobulinus (5). 

En la gfnricn i se ~uestra el fr&ccionru:iiento durante la 

se recorrieron 6 .!'rae 
'-' -

cienes. Bn la ;~rt~fica :1c ~:::ucstra el pico 1 que por inmunoeleg 

trofor~sis Ge ic~0nt:ific6 como una fracci6n correspondiente n 

gamma r;lobulino. 

Del hu:~f .. r fosfntos u .ol'/)}~ y pH u. 3 se obtuvieron 5 frac-

cieno.u on <l onde ;q •(\ me ieron dos pelluciioa picos Il Y III. r~s-

ci6n na :u;ornc;h n. l 

como :rc:1 ·~ru::,; \,é'.9). 

i 

l 
'I 
-l 
·1 
·I 
¡ 

"J 
. ¡ 
• l 

< 

i 
·' 



Ci.nco frnecionco m/1a :10 :·ecof~i oron con el bu t'fcr foaf'atos 

o.o•uJ y pH ).~). i'.~n la ~~r!tfica ;·~e obtuvo un pico IV y corres-

pon.de u ln frncci(in c!c lnn botu 1~lobul :n:10. 

Li ¡.i:rúficn :.L'n::.'oc; .' un pico V identi fic'Jdo por inmunooloctro-

forosis ':Of.:10 alo\minn con huellan do beta .Y al ro. ¡;;lobulinn. 

Del buffer fosfatos \•.u, .. ¡,: pH ~.2 occr¡.;icron ~1 fr-:1.cciones; ae 

obtuvo un pico VI que fu6 iden~ificado co:i:;-, albumina. mezclada 

con ~U.l.a 1;lvou.i. i.u .... 

Gon ol ·uuffcr fo~1.fato~ O.OLJ.:,¡ pH 4.L~ :>e obtuvieron :> fraccio-

neu y ,lj ero11 un pie<> '17:.l identificado cozn,¡ alfa Glotmlina. 

In üU;,erl'ic ic de lou picos ,rr·.tfi.cndos no os reilresentativo 

de la c:1nt;idn.d do protcín1u:> oxi.;tentos, ~r-~ <rae l'lfl lecturas he-

chas n ;~dO mu. ub:.:;orbon 1:1fü.:1 el triptofano y la ti.rosina (22), 

qun :;on amino '·c:i,!o~ r:!'i:; ·.l>undante.J n llLS 1::anu:iao globulinas que 

en :il buminns • 

• ,LJ Jo iut;t:.::•é;::; ua..;er notar ·~ue dc.JJe el comienzo úel 1'raccio-

na.miento n¡,ar.:c:i.eron a lo larc;o de la coJ·u.m11~ bu..nda!:J coloridas 

quo emcr1.;icron <:t dü; t;:Ln tu vuli)cidnd Y cuya identidad fu6 ya re-
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portado por <llatintoa nutores. 

inicinJ.monte, nl eluir con buf.fer fosfatos o.005M pH ?.O 

apa!:-ecloron en 1 n parto oupcrior do ln columna di.ferenrea bon-

uno, \UH\ .:u. "I'i.or ,:-, color azul, lue -;o urw bandn umnrilla, se-

1 ;u i•. a por un:1 ¡, .nd u e .. r' 6 y por último un ·1 b nndn roj u. 

vieron nl cmor:-;e:- ootn bandn corresponde u. una beta ¡;;lobulina 

descrita por Sahado y Ct~rolino ()O) :l que se le di6 el nombre 

do sidorofilino. o trans.f orina. 

Al eluiroo ccn el buffer fosfatos o.1M pH ~.8 emergi6 pri-

mero unn poquoiiu b ~indn caL'6 c•.iyos compo.'ll~ntes fueron identifi-

callou ¡\or ;?oaenfold y i:iur~':onL1r (31) como netalburnina, compues-

to nubnormnl quo aparoce por hol!l61 ini a excc:Ji va. 

Trunt"'dint:nr:Hmto d1Hm11~s ern~I'f".'i.6 c0n al mlam0 buffer y con 

ol buffer t'o~:fatoD o •.•. ¡,; pH :;.2 una b:..u1ctu amarilla muy extensa 

que ocup6 m[u:; do ln mitml de ln columna <lol n<lsorbcnte y que 

corro:Jpondi6 u :üL>unlinas. 

---~'- 1_'1lti.111a 1_.,._·Ul:l:_,_ q1 .. 1. 1J_fll0T.'._.·,·.Ht' fu{, un11 bcmda '1'-U10RR! n~- <-™"- .1 

L::~ noolec::or~:.:::u c~:·responden a Alfa Globulina, - -- • ~-- ---- l 
- • """' • - reportad~~~~ --·-·™J 
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1i :> 

por C. G. Holt1hor~1~ corno un compononto con ¡n•opiedndes aeme~an ... 

ton n 1 ns rn~rihu{<lno n 1 a coruloplt.\um:tnn. 

l•"'t·ncc ~ c·nni:.;iento 1.:0 Suo1·0 Humnno Horma.lJ con DEAE Celulosa 

~~n la 1-:r!tfit.~n w'u::er·o;? uo r:mostru el fraccionmniento del 

nuoro. Loo condtcionou llevadus durante e:;tn cromator;rufia 

no l'!runh1.fl!'on con rnop~cto n., exne-:-•i:r.cnto ~nterior, nolo que 

lo voloci<lad de oluci6n fu6 .~!e 2 ml por minuto. 

Con el buffor pH 7.0 O.C0)1,-! so olu:reron laq pi'imerus 6 .frnc 

cienos. lm 1 ::i. ;.;r{Lfica so obtuvo un pico I que corre.sponde a 

1r.o..nmn r:lobulina. 

Con el buffer pH. 6.3 0.0175~ se recogieron 5 fracciones y 

upnroci6 un uolo pico II idonti.ficuclo por inmunoelectroforesis 

como gnmmu 1-':lobulinn (29). 

Con ol buffor º·'~'•:.: pH '.>.<) 'ie recoc;ieron trunbien 5 fraccio-

nos y uo p;r •flcnrl>n :~ picon III ~' IV que por inmunoelectrofo-

i•eoia roaultaron :Jor l>ota tt,lobulinu:.1. 

La eluci6n con buffor O.li.i pll ).8 ua:iife~;t6 2 picos V y VI 

y runt>oo correin)ollc.lioron a unu mezcla cte a.lbumina con beta glo·-

hul~n~::3 • __ 
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Oon ol buf'.fllr o.i¡JJ 5.~ no obtuvo otro pico VII quo fu6 iden 

titicado por in:mnoclr-.ctroforoniu como mezcla de albumina y al -
fn :~loirnlinau. 

T1n oluci6n CO:'i el buffr•r !J.iH,! pH i¡..1¡. di6 di6 en la gr&tica 

un pico V:IJ:l muy liF~cro quo rotmlt6 oor al.fa p;lobulinns., 

n motnlbumina no pudo dotactarno. 

l;'raccioiw.mionto de fü¡ero Hu.m1uio !iormal con DEAB Celulosa ta-

miznda por 1:wll u n(unero 200. 

f fü1 l ·1 P:rf\fi.c::i 3 ~.o :.:;oiialci ol rrnccionn.'I1ient;o del suero. 

Co11 el uuffor ro:-:~'atc'n u.U~51.t pH ?.O ae recoGieron 6 .fraccio-

noa, en 1 n f~e!ll'i cu ap:tr·~ci6 p l ; ico I que corrt?; p onde a ser 

gam: .. u :l cbul i.na. 

Con ol uuf for t'o:Jftl :>o pH \'.). 3 () .ul ?5M 80 t'OCOf~icron 5 frac-

i '- i L.r .·1uo· :.,·tJ,-1iu·1.· tJn f''l.16 i(frntifi-c onou on donJ.o 11p:1ru•.! i o un :¡.1 co ~ '1 ~ 

Cl.ldü por in1::\lllOtÜ OC t;ru f O l'l! G i. U corno rnr::r:1n '.,.1 obulinn. 

i 
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'7.lobul inno. 

Otrns cinco frncci,:'.'nes ne !'ocolect:.n.ron n.J eluir con buffer 

la ;.;::r!i.f.ica so snño.l n w1 pico IV cu-

", .. ·· · · ·~"'\ "' . .., 'nn "' •· .,, ··· t• l t ··t~ ........ n ,.'f lt..:t. ;.._,'! ~ i -lo -..,; ;,, !_ 4. . -....!' ... ":,.. ~j, -i... ' '· .... V ser un:.t tlezcln do 3.1.bu.minas con beta y 

al!a ;~lobulin:1. 

Vf'lo ... ·1 "
1 '·u.~ r,,...... "o...., ""'"ltO"' 0 '' !r .-,u >;, <:> ·~.-.. -nco-ieron 5 "raccio-- ~ ..... ~~ •.W.10.:.., i... w""'· .¡.,:¡ • •~{. ~,;.., .... r.¡:.,. "',;,;:: 4v f:) . • 

Col: el ul !;i1r:.o buffer se ::··ecogie:"on ot::.-!ls =; frncciones y apa-

l.as bn.nüas colorida;;.; t.:unbien ap.:1.:·ccieron durante la eluci6n 

tiolo que l u bn.."ld u c:1 !'~ !lo ;milo ser J.etectada • 

.Fraccior~n::ü •;:-ito de :>uero Eum:l.11,:, !éormal con DEAE Celulosa ta-

:ci.:.nda ~-or :nulln nÚ.":1ero :~oo. 

;.,;n la ~-:rltficn ,~ aparece ln oopnruci6n del due:::·o llevada a 

.i 
"1 

; 

i 
" l 

'l 

~ 
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De ln üluci6n con ol rri~or buffer ue recolectaron G .rrac­

cionoo y en ! '\ •::rfif'icn tH' obtuvo un pico I que Re identitic6 

Con ol buftor pH 6 • .3 O.Ol?5W se recogieron 5 fracciones y en 

la r;:r~ficn :\;\n.:·~~cioron loo picos I I y !II; ambos identifica .. 

doe cr•no p:a::::..ma r:1obu11nn (?9). 

En ln oluci6n con el ~uf fer fosfatos pH ~.9 0.04M se encon-

tr6 un pico IV c.u:nrn protoinn:J ro~ul taran ser, por inmunoelec-

troforesis, dol tipo de lns bot·'. globulinas. 

Con el si 1:1·1rninte buffer eluvente se reco;deron 5 fracciones '. . " ' " 

Y upareci6 on L. grlu1ica un pico V y cuyas proteínas resulta.P 

ron uer ooluncntc nltur.::inn. 

Con el bu.:.'fer focifn:oo 0.4:1 pH 5.2 se obtuvo un pico VI Y 

f\16 Licntificndo por in.ounoelectroforesis como alta globulias 

con huellua de albumina. 

Con el tiltimo buffer cluyonte .:;e obtuvo un ligero pico que 

por ilu:nmool c-c tro foreai 8 no pudo sor id ontificodo. Las protei-

nne oluídao on ostu:.i ~· (il tinnn :·raccioncw parecen ser proteínas 

~www:mumnza::t 
A 
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bnndn.a col oridrw. Lu 1n·L.wra bruvln on amorgor fu6 la roja cu 

yon coraponontoo .f\loron idonti. flcndoo como siderofilina (30). 

E?'.1e~i::-;16 .luo¡;,,"'O imn bnndn cnr6 correnpondicnto n metnaJ.bumina (31). 

P'ont:orio l"incn to ct:lorr.16 unn bnnd;¡ a..':l:trill n que ocup6 la to-

tnlidnd d1, ln colmmn. J.nn protcínnn fueron idontificadas como 

nlbu::iinu.s. Por úl tioo or.H..,r(i6 unn bmda nzulosa con proteínas 

dol tipo do ln coruloplnn::;inu. 

Fracoionniniento do :suc1"'0 Humano normal con .IlE.AE Celulosa ta-

mizndn por cn.lla ndmoro 100. 

En ln t:';rltfica5representa el fracctonamiento llevado a cabo 

con el ouoro. 

I ... fü; condicionos llevndas Jur:uito el frucciomunionto fueron 

simil tu·co n J n:1 dol nxp1ir imtm Lo I. .':i<.>l o uo mor! ific6 el tipo 

llu número loo. 

Ccin P} p!'i.mor bu t fer no t-YH_.05 · . . , . ioron G frncciones Y se obtu-

V 1 icit'~ .• nti 1'ic nuo nor :.i.rununool cctroforonin como O \ln Dolo pi1..~0 

grumnn globulina. 



- !j{) 

Con el buttor toatnton o.01r,1c,,·u pJI 6.3 
'ª se recogieron 5 trae-

cionon Y no np!U'•Jc16 on 1 u p:rÓ.!ica nin~;dn pico. 

Con l.n oluci6n hocl:n con ol buffor pH 5.9 0
0
4lf ae recolec-

tnron '.) trncc .i onan :: ·m la ti;rAficn upnroci6 un oolo pico II 

iclont1.t1cndo po:· inmunocloctroforouiu como bobn globulina. 

Con ol buf.for O.lM pH 5.8 npu.roci6 en la gr6.fica un :pico 

III idontificndo por in.munoolootroforoais como albumina con 

Con ol tli1-:i101nto buffer ol\:yonto ae recogieron 5 fracciones; 

quo reaul t;nron oor unn mozclu do nlbuoinu y alfa (Slobulinas. 

Con el buffer pH i¡...4 O •'._M se rocop;ieron 5 fracciones Y no se 

grufic6 nin1.;-ún pico cnrncter.!stico. 

Las bnntltuJ coloridas emorc;ieron en el 1:iiamo orden que en los 

axperimonton n.n.tcriol.'(HJ, ::wluraonLo que no se pudo apreciar ni. 

ln bnnd:i caf6 n:I J n l•nndn n:-t~ul, con i•roteínas dol tipo de la 
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l~a eloetro.roron1e prttvin ofoct\1 ... dn t "' 6 
"un os a •rucoi n d16.loe 

ai•\\tlt11ntes rnnul t ndoo: 

~ 

gfi~~~, Olohul 1nn 92.~~ Á •""' 

... Alfa Gl obul iJlU huellas ;¡: ... 

. , 
!' •' t n 1 i1 ol<ul inn ? .W"~ J·-

4.- /\ l tJ ~l ::ii I~n. huellas 

r:Jl la f;r~ficn 6 ae r.:uoatrn ln curva de la cromatoBrafia de 

estR fr;1cci<Sn clo Cohn. Lau frncciones recoc;idaa fueron de 10 

vo.:.ocidnd de eluc.i6n :'u6 de 1 :-.1/nin. 

Con tü buffer pH 7 .o o.005u ae rcco¡_;ioron 5 fracciones que 

por inmtulocl oct:.•oforouio no idcutificnron como gamraa globuli-

nn,. 

Con ol buffer pH G.3 o.Ol?5M se obtuvieron 2 picos II y III 

que fueron i<lontificndos por inmtmoelectroforesis como gamma 

globulinn. 

Con el buffer pll 5. ~~ o ·º'~M uo t~nfic6 un pequeño pico IV, 

Con el buffer pH '.i .t~ o .1 ¡,; se r;rufio6 w1 pcqueiio pico V, mez 

clL de botu v al fn , ·lobulinu. 
l• . • 1 

En ln (lluci6n htH~lw con lo:; dos bu.ffors. sir,ui.entes no se 

obtuvo ninc~\n p!..co e:n·actei•·{!1tic:o. 
A 
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Las fracciones con r~runmn 1:;1.obulina pura, que fueron las 

pricornn <lioz no reunieron ;r se liofilizaron. La electro.ro-

runia o fcc tuuda di6 iWl loo;.~ do purozn do gwruna globuJ.ina: 

ln innunooloctroforouio cla trunbion gllllma F;lobulina pura. 

:. ln ~ orc16n liofi lizndn ne lo ·lotorminoron prot;e{naa en-

con trtindo ne un t () t rü de O. ',;-!g : ol rcnd imion to del fr::tccio-

nnniont:o con roopecto 11 f~CUlUJia ¡;:lobulinu fu.§ del 34.a::6. 

E1 oxperi~10nto se ropi ti6 en dos ocasiones mAs., encontrh-

do se loa nir~uicnte.a roud imient:oa: 
¡ \ 

l~'{PEHIIJBNTO \"IJ. 

i'Ui•ificuci6n do la fracci6n V de Cohn con DE.A.E CElulosa ma.-

llu nlimoro ;~o. 

Lu uloct~oforooio u hech n (\ eatu .fracci6n di6 los siguientes 

1.- Al burnlnr.l 91.8~·; 

2.- BO"ta <.ilobulina •) 9,1• 
.._. i J 

3.- Al.fa <aobul inn 5 ...... , "'y,, 

1 n Cl'""~rn de la sopa.raci6n de la l> ae !:mes trv. '" .... " -~ 

·,,·.-.-

. . •.. ,. . ,·"B 
,·¡ 



'•e'\ ,,. .~ 

-;.• ~ "'-a ~ .... . ... ~ ... ., .6. ....... • .. ec..-.oü,., ... -Len..,o se .:..levo a ca't:-o reccf,'ieucio 5 .fracciones 

·ciucion clt.;yente a u.na velocidad de eluci6n de 1 ml/Din. 

_, 
.,~~- . 

un f>ico I r:uc f'u6 :.cz:;¡tificacio por in...""Ulloclec~roforasis cor..o be 

ta globulina. 

r-on el buffer niYJi~nte ~M~r~i6 un pico !I con albunina pu ' 

ra y con el buffor pH 5.2 0.4M eoor(:i6 otro pico III con albu 

rni "Ht (·~. -·- tl~J.,J.J..1.: ¡)arte y con restos de ln alfa clobulina.. 

J,ns !'raccionoa con cl.bumina pura., de la 17 a. la 22 se reu m 

ni e ron y so l iofil iznro!1. Se encontraron proteinas totales 

0.26¡~.; ln üloctroú rouis mostr6 ul.bum.inn en un too;:; y la in 

mwiool ec trol' oro:;is :.:e fl o~í 6 albumina pu.ro.. 

El r1~ndiraionto de eotv fraccionamiento fu6 áel 28.3% con 

respecto a nlbumin.a. 1U expe.1:ioento so repiti6 en dos ocasiones 

ª2 "' 21. J.:.: 

H3 13 27.4'.'S 

l 
l 

l 

1 
l 
! 
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!1opnrac16n de Grumna Globbulina de un extracto placentario emple 

-
nndo I~A}: Gelulosu :r purificuc16n de la misma utilizando CM Celu 

-loon. 

J,uo protoinnn totnlos do loo :.~o nl de extracto placenta.río 

fueron de l .H3F: ~r loo cloruron Guu.ntoudoo fueron de 0.6~'• 

noupuon de llovo:u.i n cn.bo ln di!üisis luu proteínas totales 

Ln úluci6n ne 11ev6 n culw oaplenudo 200 ml de buffer fos -
fa ton pH '/.O O .005¡.; y tiu recot;ieron diez fracciones de 20 ml 

cndu unn. Lu r;r~ ficn 7 nos seiwl.a la curva en este primer 

frnccion!lmicnto. 

A cnda un!'! do lnn fracciones recogidas se le hizo oinmu.no_ 

olcctroforeeis y todas ella.o corre:Jpondioron n gamma globulina 

Luu prinorna t~:-oo fracci6noo so mostraron huellas de ninguna 

otra fracci6n. Desdo ln :·racci6n Lt a lo fracci6n 10 a.purecie_ 

ron l't~~Jt:o:.1 do beta ;;lobulinnn~ y dichna fr~ccionoa mostraron 

lUl L~olor ro,iizo. 
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55 
J,os fr11ccionoa 1-3 (:~) y '~10 (B) ao 11.oi'ilizaron por separado 

Y no l oc ,'.oturr.1in6 prote!un..n to tu.los. Luu proteínas totolos 

de lo. frncci6n A fueron do 0.2''/f; y laa do ln frucci6n B de 

0.1506 • 

Ln frucci6n B uo tli:Jo:..vi.6 on J.U nl ·10 bu.t.'fer 0.2M y pH ?.6 

Y oc frncci.on6 uti.liz:uHlo 1:;. e de cnrboximctil celulosa, Se 

~:!luy6 COll llL mJ. dC• buffer fo.:Jfut.;os cloruro do OOl.iio 0.2M y 

pH 7.6 ;; ~rn roco¡~L!ron fraccionen de J.O ml cada lUln. 

En ln mi.smn 1;rlifica se nueutra 1 o curva obtenidn. Por in -
munoolcctroforo:Jio rrn identifica.ron todas las .fi•ucciones como 

v:amma ¡.::lobul in·· purn. T .. rw !Jl·ote!nas totales cuanteadas en.-: es_ 

to uef;un<io f!'t.tcci<)n·1mic;:to fue·ron de 0.0''-2 rag • El total de 

gtu:u.w. e;lobulino. purn obtenido i'u~ de O .069 g y oJ. rendimiento 

cnlculado paru ol fraccionwi:iento fuó d.cl L¡..03%. 

1 
j 
j 
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DI!iCU!JIOH Y UUNCIJU:.::>IOfü~S 

ru crocion.tc inteÍ'trn en nl campo do lu bioou!mioa. por el 

dcsnrrol 1 o <\<~ nuovo métodos pnru la uep1u•n<.:i6u de prote!nas 

pormitioron Hl clcon..rrollo y uplicnci6n do loo adsorbentes inter 
-

cm:.ibi niloron d (' ionon. 

<iencri tos y preparados origi.nnlmente por 

:-~olkI' •· · ·"t ........ <>.-1 (1 ') \ ~ .r ..... c .•. ~,• -~'-1 utU i.znn como soporte, la celulosa al.a. 

cucü, por hcl:1 C¡!,en11ci6n so lo introducen rodicaloa i6nicos ca -
paceo de formr1r enl nces con Jos n:-Mmos ionicoa <lf'? las proteínas. 

I,n coluloun de donde pu.rtieron los autoron (12) proviene de 

mudara o ele nJ..::od6n. ::~1 producto finul obtenido es costoso y no 

uc con:Ji g-uo fucilmcnto. Ho.uo t1'os, deseando fabricar en M6xico 

estos productos pnra la purificaci6n.::y sepo.rnci6n de distintas 

:J 

l 
l 

f1·uccionos del plu:.ima, inici:!lllos la búsqueda de las materias pri_ ] 

muo pa.1'11 lu fabrJcaci6n do dos a.clsorbontos intercambindores de 

ionco, lu <.lietilaminoetil celulosa y la ca.rboximetil celulosa. 

Se uncontr6 .me ln coluloan del bartazo de caña, como matfrria 

vi·imu ou uuL.wnentu \Ju.i·t1.tu, l!UO .uu lJUreza eu ultu Y que el ~osto 

del producto t;ernin:tdo en r:mcho muy inferior u lo. de los o.dsor_ 

-& 
i~"' 

o~~a forma ~ se lu tlo 
~ 
;,-,::; 

Btt zo d º,,,..,.,C.,,.:\""'Í~·1 :"""t ""l""',l""'.nlh>..i""""'l""lU,..,.t.:"" ... !!!!llv~~v~. ~: .... 1i;""'ü'""':....""i"" e· .... : '-c~i-..6"""x""'~-:,,,,,,,,""""'1,.__. -·-·----- . .-•™ •··-~-·-...J 
Zl.U--mz rna _ :!!X!!!:'.~""'* !sZ::z. .:'t!!. _ saalte:: ~& .h.w 0J%lJLse~ JU.t::S!!!CEE-'5~~.aY' 
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Unn vo~ pr~¡¡:1.:.'n ~O:J ···: ··io·• 'otn ... d"" ,....1 ... 0 b t 6 ··· ·· ... .... ~ ""';.:, r en ea se llev a ca 

bo un ~nr\) i.nin compnr~ 4; i.vo coi' ll 
• nquo. os ad norbentco sintetizados 

no r f·.in b~~ r ,Y ; .. ,. • ... ·e~. '!'1~0,.,... ,. <' to· 6 b "-
' . '" - -• • .:.: r ,:·1 como u:.10 ol numero de fr,rupoa 10 -
ni :-;nh:I i'!:J :rinuortndoa oJ. uo;:orto .Y n 1 u cupncidnd de adaorci6n 

g1rupoo 1.oni~nblen cnJHtc<:3 (!e fornrnr enlaces i6nicos con las subs -
tanc i:UJ por oop anu~. 

Bn el cur:<l.ro 1 del capítulo anterior se pueden apreciar en 

!'e..;u1 t;ado:.1 obtenidos en las distintas prepal'a -
cionen do <iiotilw:.1inootil celulosa. 

Loa grupos ioniznbloc do los lotes sintetizados vurian de 

0.1~9 u. o.'lf) t.:wq g ( promeidio o.67 meq e;) y su capacidad de ad_ 

oorci6n oocilo ontro 26 y 38 ( prom0dio 32 ). 

Lon :.rnt:oreo repnrtnn hnbor sintetizado lotes cleDEAE Celulosa 

Cu,, · i 1.1 " v.•lx~i·,1.r1 <lo 0.10 a 1.3'~ n1eq g (promedio /OG gl'U¡>OB lOll ?.nu. eu 

O ''() ) .,.LlU Clli)"'' 1.d1.1.<ÜHJ de ucloorci6n VWl U6 •. , noq g 9 .V ....... 5 n 122 

feto torino. 

t a 1 m~AJ~ ce ,., 0 ·~o nuoclP nrn•nc i nr- 1 on lo os e _ , . nm 

'Tom.·uvlo t limitacim1es óo equipo~ <'U cuenta nLWD ·ras 

.. : .. ~ 

'.'/ 

. j~ 

" 
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t.h>a n ;1nrti.r "~º coluloon do mndo ••.. · · · .ro. trn m .. l.· or n la reactividad 

celulosa de oeña loe 

~·o.:u.l t :1~~011 nhtnrd .. f~OO r~on l)'lOtlOO •·or" i · · · · ' '· -~ :.·,m o en cuento. que tienen 

1 11 <lo ndcorbc~teo preparados con celulo 

nn do .:.u~~Q·~l:in (12 ! cu::n c~pncid.'•d de !1dsorci6n es muy b~ja. 

cuuürn 2 11r 1l.'üCon lor.; r-o:rnl ta.dos obtenidos on la pre_ 

pnrr_\ci6n do trou d12t i.ntoo lo ton do cnrboximotil celulosa.e 

Loo r.:ru!100 l !')=-. l ~nb1 eo ·lo 1 n (!!.'. Ce1u1 osa varían entre o. 39 

Y O.(A moq r; (promodio 0.5? noq e; ) prosentnron una capaeidad 

Cozn1;arrmdo lou resultados ob:l7eni . -
doa cien loa reportados por nobel" Peterson (12) en donde om¡;lea -
ron tnntn Ct.Ü ulooncle undera como do nlsod6n, se deduce que la 

roactivhl:.1d de nuc::tro :\dsorbente os inferior n lo esperado. 

Los uu toro o ropurtu.ron unn <. upncidad do ::i.dsorci6n promedi-> de 

98 p1Lrn lou lot;oD ;•rop:..i.raJ.oa con celulosa do algod6n Y 9~ para 

lou lotou pi·op 11·ndou a pnrtir do coluloun <le mndera. 

I .on f'T\I pon i onl znhl e!J prooont ~ron un promedio do o. 94 meq g. 

Por lo tnnto, el lot:o 3 prep:\ro.üo por nosotros fu~ el 6.nico 

con roactl.vi.iml 011.t:lofnctorin. 

j 
j 
l 
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Jan ~rncci~~n~\~n~o~ ro" 1 izn~on t'!n ente trnlJn~o noa proporcio -
:.,ciit~rdo con loa reportea <lo los distintos 

U t O ....... ·•1 f r· ) r , •7· ,,1 \ n .. "" •. " ) ' . ) ' ... • ,_ ; • 

SobGr' O" lo.. ,I" "•· t ,., t·o n .. i ... ·~ ~••·• .......... , ... .1.·rncc onamientos llcvn dos a cabo 

1ot:r6 ln ••Op:·1~'n.ci6n 1lc? lac T.1)rotc 1 -,,., (lcl l ( LJ1uw . p. asma 21). 

1dobulina y beta 

;.::lobul in.'.HJ; l IHI nl bn::i nno ¡J1!pa.rmbo contuvieron huellas a.~ alfa 

"' ~· y üo!;n i~lobull.nno on cn¡¡i todoe lon fro.ccion:imientos. 

mint1, yn que t~n o~;t.n cxpor'i.tlento ln cantidud de adsorbente emple -
ndo .fu6 mn.yor quo on loü doi:::;(u.; OX"}Hn·i:nentos. 

E:n loo diatitntoa experimentos efectundos se cambiaron ea~ 

w1a formn u otra ulg·u.nou factoros del mbtodo original pura esta_ 

blocor nu iaport,mcia. Aoí podol:los asent:ir que la rebei6n absor_ 

bonto-proto!nao tiono ioportuncin, ya que entro mayor sea esta 

rola0i6n uo ohti.ono un aojor f.::·acciontu!lit'mto. 

Ii u 'lol ocidnd do ol u~i6n t; amlJiÓn es factor importan.te, ya que 

' l.. 6n úo le.o fracciones es me_ 
u muyor flu,10 de olu1iiu11 la 1.>0:,.,rüc 

nnn o.tJpoc!ficn. Auí lo dm:m1.wtrn la comoar·1ci6n realizada en 

'_:, ~ 

·:, 
.\ 

. .~ 

1 

! 
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loo oxporimontoa l :r 11 \ ~ · ' n ~!l ;t"t trmbn,10 • 

bontoa con di11tint1t.n ca~.·11ct;or!.ut:i.can. hn ol cuadro l del ca 

p!tulo antorior uo o.¡lrociu.. qu(J ~l lote lt. tiene menor :renctifli -
ciad c:uo ol lot•} l. P .. ''bo'1 ., r .. 1 1 • • ...... - · ~) cparnv.os o.u un mismas condiciones, 

)'HH'O co:: e(~ i '.ÜQHfül con el i utint;() tnnw.üo do ¡nu~tí.culua. Experi -
:::wntu.lmnnto uo cocprob6 que con nla. celulosa del lote i~ no se 

loi;;r6 uno. ;.;opnruci6n c.v1cc·Hldn, como la lograda en el experimen -
to l. 

C<. ·uo loa l'dl..IUltad.os vo\iouiJ.os 1'ºr nosotros mueutrau aatos 

mu_) sat io f nc torios (!O l a.J pu.ri ficncionos de las fracciones Q.e 

Cobn, 11 y '/ uur\;o lu ;rnoibiliuad de coplear la dietilaminoe_ 

til C(ilu1oou t)l~ ..::uctu u i.nduutrial paru purificar tanto 181 gamma 

globul inn co1:10 J. u ul bur.1inu producida on ol lnboro.torio donde 

oo ro ali •:6 1 a t. o!Ji 0 , con pouibili<.J.ad de scpurar posteriormen_ 

te otrn!l fraccionou. 

El ompl 
00 

du ln cu celulosa no present6 intcres para. nuestro 

trubn,10. 
rd GOrbcnte r:O lor_:r6 A Aparar f~Ell!ll!l0. glól)Ulina 

GUu l"'Opurt on 
10 

ut1.l iz6 pal'U aub fraccionamiento" entre otras 

l 
¡ 

.J 

·'~" ···.::·.·~.·.·.·. )~ 
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Sobor on aun .:-cporton lo 1~tu tr.6 cn,tro otrna cosa.o para sub -
i.ammn ~) obul 1.nn :1 concluyo antisfo.ctorios 

Un d.rit,..., i.ntf?rcrnrmt 1:~ fu6 ol hocho clo quo todno lno fracciones 

dul rl ~~n:;:¡n roe o <iü IH,; u12 ol t;::oron con Go:. ::ci6nee amortiguadoras. 

;1,: 

cuyoo :>H HC ac0.:~ca:1 r~ loe pun·,on i~oolcctricos de las proteínas 

···.· ... · .. 1··.·' 

·,, 

.:+ 

~ 

"~ 
1 ~' J ....... ; ... ··-- n ·.;.o•· ·1' ~ ,.., '"\ ~·*J cu·:ro p i· d '4• r» •.. ._.... , . ~· 1.1, ~. - •• '"" t:.''· , • • es e 7.3 (32) se 

oluy6 a tm pH de 7.0., Ln.a nroteínn::; consideradas· como reaginas 
-.. ~ ~ 

Y usociudoa u ·~.t¡;¡nn vlobulinns eµ, (18,)(29) cuyo p~i. es de 

I.nn rrnccio:wo do Beta r;lobulinas se eluyeron a pH 5.9 Y a 

eu p. i. eD do 5.H. (32) • A este misno pH se el'ily6 tambi6n un 

compuonto coloriJ.o, lu:Ji:lorofilinu o tranal'erina, tambien con_ 

ultl.uru<ln . et:: ~lo'r•ul i:w. Ltu ulfll!"J globulinaa cmer(~ioron o. plI 

r, ".) V i ., l ;· ,. c.·1,,')).co.b ol buffer pH 5.2 y con el bu_ .,,.i:... •. n :.11 !)• ·• Üu (o ..J•' .. 

ffo1· pH 'f-.lf. nu olu.vcron lt.UJ ulbuminno cuyo p.1. promedio os de 

i¡.• 'i' ( 3;~). La e lH'\11 opl !t!Jt:linn, compononoto colorido uooc i udo n 

A2 t·:lohulina:J ('¡) oo cluy6 u pi! •1-. 11- Y uu p.i. ou <lo J¡ .• l~ (32). 

! 
" 1 ·l· 11 car1..,..,as con 1 as cual ea forman 

p ~·o t;o !1/lLi; O:J .. HIJ LJ 

,á , ::'";:-:....\... cn+-.. n ... -~r>n 1ir.!nlnr.adas 
'SF"1IPh 0 t·i 11 f>fln''··~ 1 ~~:. •• :.~.: .... 



r,, ~--···1• n ! ... ;,'(~ ·"· ••·•• .. f• .... '·l .... '¡ u•-ftt"' ' - ,. • ~ • ' J .. • ' .... ' "" ..., ~ J ... •• ... • 

r-:et4' tU)S('irb~;¡tc:':' íi!"lfHUfr;.tr;. ~:Tall.JbUi ftt!1'11 -

.... , ... e·' t. ... . 
1 .... ..._ t.~ ,,,. ~, {:• .. .. 
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