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RESUMEN

El presente frabajo fue ejecutado en el laboratorio de Bioguimica y Nufricién de la
Facultad de Ciencias; y en el laboratorio de Andlisis de los Alimentos de la Facultad
de Ingenieria en Industrias Alimentarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann de Tacna.

En este frabajo de investigacion considerd como objetivo principal la obtencion de
albumina sérica bovina de uso reactivo, a partir de sangre boving; la cual fue
obtenida de animales sanos, sacrificados en el Camal Municipal de Calana.

Para la obtencion de la albUmina sérica bovina se realizé un tratamiento preliminar
a la materia prima, para determinar las condiciones ideales de obtencion del
plasma bovino, enconfrandose una velocidad de centrifugacién de 4500 rpm, con
un fiempo de centrifugacion de 20 minutos y con la adicion de la mezcla citrato de
sodio-oxalato de amonio al 0,4 % como anticoagulante; con estas condiciones se
hallé el mayor rendimiento de 47,315 % y con la menor hemolisis registrada de 0,436
de absorbancia.

Se ufilizaron fres métodos de obtencién de albumina sérica boving, el primero se
obtuvo por el método de precipitacion por sales, el segundo por termocoagulacion
selectiva y el tercero por precipitacion por acido. El metodo que presentd mejores
resultados fue el de termocoagulacion selectiva, obteniendo una proteina con un
rendimiento de 24 g / | de plasma; una humedad promedio de 4,7 %; un pH de 6,2;

con un grado de pureza del 98,75 % antes de la cromatografia.



La electroforesis demostré que esta proteina es idéntica a la albumina sérica bovina
patrédn adquirida de Sigma Aldrich, presentando ambas las mismas caracteristicas
de recormido electroforético y pureza.

Después de redlizada la obtencion de albumina sérica bovina, se realizé una
purificacién por cromatografia de filtracion en gel de Sephadex G-75, alcanzando
una pureza de 99,9 % para el caso de el método de termocoagulacién selectiva.
También se realizé un andlisis del rendimiento en la purificacién por cromatografia
en filtracion en gel, encontrando un rendimiento del 84 % de proteina purificada.
Finalmente se realizé una prueba de aplicacion con el método Lowry para las
proteinas obtenidas por Sigma Aldrich (patrén) y la obtenida por termocoagulacién
selectiva; en donde se determiné por medioc de la prueba estadistico t de Student

que no existe diferencias significativas entre ambas proteinas.



I INTRODUCCION

La necesidad de dedicar una mayor atencion al aprovechamiento de los
desperdicios del matadero, ha estimulado el desamollo de metodos para la
conversion de estos materiales, tales como la sangre, huesos, grasas, etc; que no
suelen tener aceptacion por los consumidores. Por ello y con la finalidad de obtener
algun beneficio econdmico de la sangre boving, se procedi¢ a buscar un metodo
adecuado para la obtencion albumina sérica bovina de uso reactivo.

Desde el punto de vista alimenticio la sangre bovina contiene compuestos de
elevado valor nutrtivo; pero desde el punto de vista econdmico es dificil emplear la
albumina sérica bovina purificada en alimentos comunes, esto debido a su baja
rentabilidad. Sin embargo, es posible utilizarla como reactivo para realizar una serie
de pruebas y determinaciones bioldgicas de importancia cientifica.

La albOmina sérica bovina es una proteina de gran importancia en el drea
alimentaria; una de sus aplicaciones principales se da en el campo del analisis de los
alimentos, siendo utilizada como patrén en la elaboracion de las curvas de
calibracién para la cuanfificacion proteinas por los métodos de Biuret, Lowry,
Bradford, efc. Asi mismo se emplea como patrén para determinar pesos moleculares
de proteinas desconocidas, mediante las técnicas de cromatografia de filtracion en
gel y electroforesis en gel de poliacrilamida.

Después de la ejecucion del presente frabajo los fres métodos establecidos en este

estudio seran de gran interés en la obtencién de albumina sérica bovina; debido a



gue se encontrard el método para producir una proteina de calidad comercial,

confribuyendo asi con una altemativa para desarmollo econdmico y social de un

sector de Ia region.

Para este trabajo se consideraron los siguientes objetivos:

1-

S.-

Determinar los efectos de las variables independientes tiempo y velocidad de
centrifugacion sobre el rendimiento y grado de hemoalisis durante la extraccion
de plasma sanguineo, durante su separacion por centrifugacion; para obtener
un mayor rendimiento y un menor grado de hemdalisis en el plasma.

Evaluar los efectos de los anticoagulantes EDTA y Citrato-Oxalato sobre el
rendimientc de plasma, Yy grado de hemdlisis del plasma, mediante la
aplicacion de un paquete estadistico; para precisar el uso del mejor
anficoagulante.

Determinar el grado de pureza de la albumina sérica bovina obtenida por
precipitacion por dcido, precipitacion por sales y termocoagulacién selectiva
utilizando la electroforesis en gel de poliacriamida.

Determinar el comportamiento de la albuUmina sérica obtenida, mediante |a
construccion de curvas de calibracion para cuanfificacion de proteinas
utilizando el método de Lowry; para establecer una comparacion con el patrén
Sigma Aldrich.,

Evaluar el grado de pureza de la albumina sérica bovina para el método que
presente mejores condiciones, utilizando la cromatografia de filtracion

molecular; para examinar el grado de pureza final que logra esta técnica.



I, REVISION DE LITERATURA

2.1. Aspectos generales de la sangre bovina

2.1.1. La sangre

La sangre animal es una fuente de proteinas y enzimas, usadas

indirectamente en medicina como reactivos para la investigacion y el

diagnostico de enferrmedades. Price (1994)

La sangre en el momento del sacrificio de los animales, presenta del 3al 5%

desu peso y puede fener diversas aplicaciones. Debido a su riqueza en

proteinas (17 % P/P en promedio) la sangre, se considera a veces, como una

"came liquida" gue conviene revalorizar mas eficazmente, pero para ello es

necesario utilizar sistemas de acopio que disminuyan los riesgos de

contaminacion microbiolégica. Cheftel (1989)

CUADRO N° 1 : PORCENTAJE DE SANGRE Y PESO PROMEDIO DE ANIMALES PROCEDENTES

DEL SACRIFICIO
Animales | Contenido de sangre expresada en % respecto al Peso en kg |
peso vivo Animales
Vacuno 3-4 % 250-600
Cerdo 3-4% 60-120
Ovino 4-4,5% 3560 |

FUENTE: MADRID, (1999)



2.1.2.Composicién y caracteristicas de la sangre

En principio y para propositos tecnicos, se puede decir que se compone de

los constituyentes indicados en el cuadro n® 2.

CUADRO N° 2: COMPOSICION DE LA SANGRE (g/100 g).

Constituyentes Sangre entera Plasma 60% de sangre
entera
Constituyentes no proteicos 83 92,1
Agua 80.8 90,8
Sales minerales 0.9 0.8
Lipidos 0.2 0.1
Ofras sustancias 1. 0,4
Conslfituyentes proteicos 17 100 % 7Y 100 %
Globulinas 2.2 13% g 42%
Fibrindgeno 0,3 1.7 % 0,4 51%
AlbUminas 2,8 16,5 % 4,2 53%
Estroma 1.7 10 % B -
Hemoglobina 10,0 59 % - -

FUENTE: CHEFIEL. (1989]

La sangre tiene aproximadamente una densidad de 1,05 kg/dm?, la
densidad del plasma es de 1,03 kg/dm?3. El valor del pH de la sangre cruda es

7.2; y el punto de congelacidn del plasma es de -0,5 °C a 0,6 °C. Madrid

(1999).



2.1.3.Principales componentes de la sangre

2.1.3.1. Plasma

El plasma es una sustancia compleja; su componente principal es el
aguq, representa alrededor de 60-70 % de sangre original. También
contiene proteinas plasmaticas, entre las que se encuentran la albiming,
principal agente responsable del mantenimiento de la presién osmdtica

sanguineaq, el fibrindgeno y globulinas. Ganong (1994)

2.1.3.1.1. Composicion del plasma

A)

Proteinas

Las proteinas del plasma constituyen aproximadamente el 7-8 % en (p/p).

entre las principales se encuentran las siguientes:

. AlbUmina sérica.- Es la proteina mdas abundante de la masa total de las

proteinas plasmaticas, constituyendo aproximadamente el 50 % de las
proteinas totales. Moya (2000)

Estd constituida por una cadena peptidica Unica de 582 aminodcidos
con una masa molecular Igual a 66000 g/mol. Esta cadena se polimeriza
en medio acido. Contlene 17 enlaces S-S vy un grupo SH libre.

La funclén bloléglca de Ila albdmina sérca esta ligada
fundamentalmente a la flaclon y transporte de pequeiias moléculas

organicas endogenas o exdégenas (hormonas, dcldos grasos, vitaminas,



antibidticos) o minerales (iones, metales). La fijaclon se hace
generalmente por enlaces no covalentes y frecuentemente es reversible
y no especifica. Cheftel (1989)

Su estructura y propiedades fisicas estan bien establecidas, haciéndose
muy notable su elevada solubilidad en solventes acuosos y su estabilidad
en un rango amplioc de temperatura.

Ademads de su solubilidad, la albimina es una proteina notablemente
estable a temperaturas hasta 70 °C. Segun estudios realizados en la
universidad de Harvard (1946), la presencia de pequefios iones organicos

en las preparaciones de albimina favorece su estabilidad térmica. Moya

(2000)

Peters (1985), mostré una percepcion clasica de la albumina sérica
boving, conforme se indica en la figura n° 1. Entretanto Brown,
(1975) presentd la composicion aminocacidica de la albumina sérica

bovinag, tal como se indica en el cuadro n® 3.



[+ .l
Net Charge: -10 -B 0

FIGURA N°1: PERCEPCION CLASICA DE LA ALBUMINA SERICA BOVINA,
DE FORMA ELIPSOIDE ACHATADA.
FUENTE: PETERS, (1985)

CUADRO N° 3 : COMPOSICION AMINOACIDICA DE LA ALBUMINA SERICA BOVINA

Ala 48 Cys 35 Asp 41 Glu 58
Phe 30 Gly 17 His 14 lle 15
Lys 40 Leu 65 Met 5 Asn 14
Pro 28 Gin 21 Arg 26 Ser 32
Thr 34 Val 38 Trp 3 Tyr 21

FUENTE: BROWN, [1975).

Globvlinas.- Las globulinas son moléculas proteinicas insolubles en agua
pura, pero sclubles en soluciones saling; las globulinas séricas son una

mezcla heterogéneq, compleja, de moléculas proteinicas que con
frecuencia se designa como globulinas o, B © § en ocasiones con

subindices, todo basado en su movilidad electroforética.



e a-globulinas
A) En el grupo de las al-globulinas se distinguen:

v Orosomucolde, glicoproteina acida; rica en glicidos (40 %) y de
una masa molecular de 41000 g/mol.

v al-antifripsina, glicoproteina de masa molecular de 54000 g/mol.
Conteniendeo 12 % de glicidos. Se frata de un inhibidor de
proteasas cuyo contfenido (3 g/l, como media) varia en funcidn a su
estado fisiolégico.

v al-fetoproteina, esencial para el desamollo del embrién contiene

4,3% de glucidos y posee una masa molecular de 70000 g/mol.

B) En el grupo de las aZ2-globulinas, se distinguen especiaimente:

v" a2-macroglobulina (2,5 g/l, 8 % de glUcidos y una masa molecular

de 85000 g/mol].

v Ceruvleoplasmina, fransportadora del 95 % del cobre plasmatico

(0,35 g/I, y una masa molecular de 150000 g/mol). Harper (1998).

« pB-globulinas
La fransfemrina es la proteina mas importante de este grupo. Con una

masa molecular de 80000 g/mol, contiene 6 % de glicidos y asegura

el transporie de hiero en el organismo. Harper (1998).
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e d&-globulinas
Representan una clase compleja de glicoproteinas, cuya parte
principal la constituyen las inmunoglobulinas. Su  importancia

biolégica proviene del hecho que son al mismo fiempo anticuerpos

que fienen una funcion importante en la protecciéon inmunitaria del

organismo. Harper (1998).

iil. Fibrinogeno.- Es el precursor de lag fibrina, proteina responsable de la

B)

C)

coagulacién sanguinea. Es una gran molecula asimétrica, muy alargada
constituida de tfres tipos de cadenas peptidicas. Estd bajo la forma de

dimero con una masa molecular de 340000 g/mol. Cheftel (1989).

Agua
El agua constituye aproximadamente el 91 % del total del plasma. Madrid

(1999).

Oftras Sustancias Sélidas

Constituyen aproximadamente el 1-2 % del total del plasma, en el cual se
encuentran los sigulentes: sustanclas inorganicas (sodio, potasio, cloruro
de calcio, carbonato y bicarbonato), azicares, hormonas, enzimas,
lipldos, aminodcidos, y productos de degradacién como Urea y

creatinina. Madrid (1999).
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2.1.3.2. Corpusculos Rojos

Representa alrededor de 30-40 % de la sangre original; compuesta
principalmente por eritrocitos, leucocitos y plaguetas. De las cuales los

mas importantes son los eritrocitos. Madrid (1999).

« Agua

Representa aproximadamente el 62 % del total de corpusculos. Madrid

(1999).

» Globulos rojos o eritrocitos

Tienen forma de discos redondeados, biconcavos y con un didmetro
aproximado de 7,5 micras. Contienen la hemoglobina, una proteina de
las células rojas de la sangre, es el pigmento sanguineo especial mas
importante y su funcién es el transporte de oxigeno y diéxido de carbono.
Ganong (1996).

La integridad del hematie depende de la interaccién de tres unidades
celulares, que lo capacitan para realizar su funcidn primaria de
transporte de oxigeno y CO2 . Estas fres unidades celulares son la
hemoglobina, la membrana erifrocitaria, y los elementos solubles
infracelulares (enzimas, coenzimas, y substratos del metabolismo de la
glucosa). La alteracion de una de estas unidades da lugar a alteraciones

en las otras dos, dando como resultado un acortamiento de la vida

12



media eritrocitaria (hemdlisis) y provoca la aparicién de hemoglobina

libre en el plasma. Harmrison (2002).

Glébulos blancos

Hay en la sangre cinco fipos, ante fodo estan provistos de nucleo; al
carecer de hemoglobina son incoloros. Estos elementos pueden moverse
incluso contra la comiente sanguineaq, e insinuarse por los intersticios de la
pared vascular y asi penetrar a los tefidos. Son menos numerosos que [os

glébulos rojos. Ganong (1994).

Plaquetas

Son cuerpos pequenos, ovoideocs, sin nucleo, con un didmetfro mucho
menor que el de los eritrocitos. Los frombocitos o plagquetas se adhieren a
la superficie interna de la pared de los vasos sanguineos en el lugar de la

lesion y ocluyen el defecto de la pared vascular. Ganong (1994).

Ofras sustanclas solidas

Constituyen aproximadamente el 1-3 % del total del corpuisculo. Madrid

(1999).
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2.2. Aspectos Tecnoldgicos de sistemas de exiraccién y procesamiento de la
sangre
2.2.1. Métodos de recogida de sangre
En la sangre que es recogida de manera natural existe el riesgo de
contaminacién de la misma con pelos, residuos, del animal, etc. Si va a ser
posteriormente deshidratada y esterilizada para producir piensos, ello no
importa; pero si se desea obtener un plasma para aplicaciones especiales,
es preciso recumrr a un sistema de recogida especial, en esencia el sistema
consta de un cuchillo o canula hueca, como se observa en la figura n° 3;
ésta que se infroduce en el animal y que va conectado por una manguera
de plastico a un tangue y a una bomba de vacio, como se muestra en la
figura n® 2. Esta Oltima succiona la sangre. La instalaciéon va provista de un
aparato dosificador con una solucion anficoagulante un colador y un

intercambiador de placas para enfriar la sangre hasta 4-8 °C, de ahi se

almacena en un tanque. Madrid (1999)
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FIGURA N® 2 : SISTEMA CERRADO E HIGIENICO DE RECOGIDA DE LA SANGRE,
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FUENTE: ALFA LAVAL, (1999)

FIGURAN®3: INTRODUCCION DEL CUCHILLO EN EL ANIMAL PARA LA RECOGIDA HIGIENICA DE
LA SANGRE.

FUENTE: ALFA LAVAL, (1999)

2.2.2. Sistemas para el aprovechamiento de la sangre
Los principales productos de la sangre son:
e Separacion en plasma y corpusculos.
« Obtencidon de harina de sangre por eliminacion del agua.
e Produccion de sangre soluble en polvo.

« Produccién de plasma en polvo.

2.2.2.1. Obtencion de plasma

La separacion del plasma de los corpusculos rojos de la sangre, se realiza por
centrifugacion de la sangre. Para ello inmediatamente después de su

recogida se le inyecta un anticoagulante y después se procede a la
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saparacion cenlrifuga para oblener per un ladeo el plasma y per olro

corpusculos rojos, tal como se muesira en la figura n® 4. Madrd (199%)

I, Entrida de la sangre,

2, Villvula de MMolacidn,

3, Sulida del plasma,

4, Salida de los corpisculos,

ot

FIGURA N° 4 ; SECCION DE UNA MAQUINA CENTRIFUGA PARA LA OBTENCION DE
PLASMA A PARTIR DE LA SANGRE.
FUENTE: ALFA LAVAL, (1999

Debido a la aceleracién centrifuga creada dentro del cuerpo del equipo, los
corpUsculos que son mds pesados que el resto de los elementos, son
lanzados a la periferia y de ahl expulsados de la separadora centrifuga. Los
olros componentes de la sangre, los mas ligeros, son eliminados por la parte
cenfral y descargados por la perlferla, En eslos procesos se utilizan
velocldades de 2575 a 3250 rpm. Madrid (1999).

Como se sabe para la oblenclén de plasma para usos allmenticlos son
necesarlos una serle de requlsiios higlénicos adiclonales para evitar cualquler

fipo de contaminaclén en el proceso, como es disponer del sistema de

16



recogida higiénico; asi como emplear animales sanos, determinando el
estado de salud por inspeccién veterinaria directa en el momento del

sacrificio. Madrid (1999).

7
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FIGURA N°5 : INSTALACION DE RECOGIDA Y SEPARACION DE SANGRE
FUENTE: ALFA LAVAL, (1999)

La figura n° 5 comesponde a una instalacién para la recogida y separacion
del plasma y corpUsculos de sangre. En ella se aprecia como pasa primero
por una especie de embudo con una tela o malla filfrante (1) y de ahia un
tanque para su recogida, fabricado de acero inoxidable, con una
capacidad de 500 litros (2). Inmediatamente la sangre, a fraveés de una
bomba (4), es enviada a la separadora centrifuga (5) donde se produce la
separacién citada. Los corpusculos rojos van a parar a los primeros bldones

(&) vy, el plasma a los sigulentes (7). Madrid (1999).
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Sangre cruda animal

100%
o Anticoagulante
Separacién por
centrifuaacion
L |
Plasma 60-70% compuesto por. Corplsculos rojos compuestos por.
7-8% protelnas 35-37% protelnas
2% sustancias sdlidas 3-1% otras sustancias sdlidas
91% aqua 62% aqua
Enfriamiento, congelacibn Morclllas u otros productos
secado secado para obtener harina
FIGURA N° & : SEPARACION DE LA SANGRE CON LA COMPOSICION DE LOS DOS PRODUCTOS

DE LA SEPARACION (PLASMA Y CORPUSCULOS Y SU PROPORCION RELATIVA)
FUENTE: MADRID, (1999)

2.3. Técnlkcas para el andlisis y purificaciéon de proteinas

2.3.1.Electroforesis

Cuando una mezcla de moléculas ionzadas y con una carga eléctrica neta
son colocadas en un campo eléctrico, estas experimentaran una fuerza de
atracclén hacla el polo que posea carga opuesta.

Asl, sl se deJja ftranscumir un clerfo ftlempo las moléculas cargadas
positivamente se desplazaran hacla el cdtodo (el polo negativo) y aquellas
cargadas posllivamente se desplazardn hacla el dnodo (el polo posltivo).

El movimlento de las moléculas estéd gobemado tamblén por dos fuerzas

adicionales; por un lado, la friccldn con el solvente diflcultard este
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movimiento (es decir, al moverse los solutos chocaran con las moléculas de
solvente que estan en su camino), lo que genera una fuerza que se opone al
movimiento; por ofro lado, las moléculas tienen a moverse en forma
aleatoria [movimiento browniano) debido a que poseen energia cinética
propia. Esto se denomina difusién y sigue la llamada ley de Fick. La energla
cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello @ mayor
temperatura mayor difusién.

La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de una
manera homogeneaq, de tal manera que, sl las moléculas son colocadas en
un clerto lugar de la solucién, los iones comenzardn a moverse formando un
frente cuya anchura aumentaréa con el tiempo.

Para reducir la anchura de este frente podemos reducir el movimiento de las
moléculas empleando un medio que oponga mas resistencia a dicho
movimiento. Una forma comun de hacer esto es formar un gel. El gel consiste
de un polimero soluble de muy alto peso molecular que atrapa moléculas de
agua y forma un tamiz molecular que dificulia el movimiento de los solutos.
Consecuentemente, la migracién electroforética de las moléculas serd mas
lenta, pero el ensanchamiento del frente se verd reducido tamblén. Sl ahora
se aumenta la Intensidad del campo eléctrico, se puede acelerar la
migracién molecular, pero no por ello variara la difusién y el frente migrard
de un modo cada vez mas compacto. Asl, podemos mejorar la definicion

del frente aumentando la diferencla de potenclal entre los polos y esto
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estard limitado tan sdlo la capacidad de la solucion para disipar el calor
generado por el paso de la comlente eléctrica. Esto Ultimo, debldo a que si el
calor se acumula se puede hacer hervir a la solucién, e incluso
descomponer el gel y/o los solutos.

La presencia del gel tiene una consecuencia adicional, ya que aquellas
moléculas de mayor tamano hallaran mayor resistencia al avanzar a fravés
de los poros del gel que aquellas moleculas pequefias. Por lo tanto, la
ficclén que se observa durante el movimiento electroforético en un gel
depende de la masa y la forma de la molécula, en adicién a su carga
electrica.

Aunque el solvente puede, por si solo, producir una friccién diferente sobre

diversas moleculas, su efecto es muy poco apreciable cuando no existe el

entramado del gel. Garcla-Segura (1996).

Electroforesis SDS-PAGE

Es la electroforesis de protelnas mds ampllamente usada. Su nombre significa
la electroforesls en geles de pollacrlamida que se realiza en presencia de
SDS (SDS-polyacrilomide gel electrophoresls). Se trata de un tipo de
electroforesls desnaturalizante en la que las muesiras se desnaturalizan por
calor en presencla de agentes desnaturalizantes (beta-mercaptoetanol, que

desiruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina
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con cargas netas negativas), y se separan como cadenas polipeptidicas
aisladas.

En general se emplean sistemas de dos tampones (discontinucs). Este sistema
permite la separacion de volumenes relativamente grandes de muestra sin
pérdida de resolucion. La concentracion se produce por isotacoforesis de la
muestra en el primer gel ('stacking'). El efecto de estrechamiento de las
bandas se basa en el hecho de que los iones glicinato, relativamente
cargados negativamente (en el depdsito de tampon superior) tienen una
movlilidad electroforética inferior que los complejos de proteinas-SDS. Que a
su vez tienen menor movilidad que los iones Cl- de los tampones de carga en
el gel de apilamiento ('stacking’). Cuando se conecta la diferencia de
potencial todas las especies han de migrar a la misma velocidad para
mantener el circuito electrico. Los iones glicinato sélo se pueden desplazar a
la misma velocidad que los iones CI- si hay una region de 'field strength’
(Campo de Energia). 'Field strength' es inversamente proporcional a la
conductividad que es a su vez proporcional a la concentracion, El resultado
es que las tres especies de interés qgjustan sus concentraciones de forma que
[CI] > [proteina-SDS] > [glicinato]. Como sdlo hay una pequena
concentracién de proteina-SDS las fres se concentran en una banda muy
delgada entre las fronteras de migracion del Cl- y del glicinato. Cuando el
glicinato alcanza el borde del gel de separacién adquiere una mayor carga

en el nuevo medio, con un pH superior, € incrementa su movilidad. A partir
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de ese momento la interfase entre el glicinato y el CI- deja olrGs a los
complejos de proteina-SDS que se desplazardn a su propla velocidad.

B SDS es un detergente de acclén desnaturalizante que se une a las
cadenas polipeptidicas desnaturalizadas con una relacién de 1,4 gramos de
SDS por 1,0 gramo de proteina, uniéndose aproximadamente una molécula
de SDS por cada dos aminodcidos de la cadena. Esta unidn masiva de
molkéculas de SDS bloquea la carga propia de la molécula de proteina y le
confiere al complejo una carga neta negativa proporcional a su masaq,
hociendo que todas las proteinas acomplejadas con SDS vigjen hacia el
anodo. La separacién de los complejos SDS-proteina es proporcional sélo a
la masa de la proteina pues todas tienen la misma carga por unidad de
mcsa. Se puede entonces determinar el peso molecular aparente de
cualguier proteina por comparacion con un patrén de proteinas de pesos
moieculares conocidos. Las movilidades de las proteinas en los geles de SDS-

PAGE son funciones lineales del logaritmo de su peso molecular. Vélez (1994).

22



2.3.2.Cromatografia de filiracién en gel
La cromatografia de exclusién o filtracion en gel es uno clase de comatografia

sdlido-liquido que permite ka separacidn de dos o més sustancias en funcién de

su lamarfio molecular. Pérez (2004).

« Mecanismo de la separacion

En la cromalografia de fitracién en gel, se rellena una columna con particulas
muy pequefas de una suslancia inerte que confiene pequenos poros (éste es
el gel). Para realzar lo separacion de moléculas de dstinto tamano, se aplica
sobre el lecho del gel la muestra con estas moléculas. Al r realzando la elucidn,
las moléculas con un tamafo mayor que el de los poros del gel se moverdn
sélo en el espacio que queda entre kos particulas, no sufrflendo, por lo tanto,
retfraso en su recomido a traves de la columna (se dice que quedan excluidas
del gel). Por el contrario, kas maoléculas con un tamafo menor que el de los
poros difunden hacia el interior y el exterior de éstos, con mayor probabllidad
cuanto menor es su tamanio molecular. Por lo tanto, las moléculas eluyen de la
columna por orden de tamano decreciente.

Se define el intervalo de fraccionamiento de un determinado tipo de gel como
los valores exiremos (mdaximo y minimo) de pesos moleculares entre los cuales
el gel tiene capacidad de separar.

El volumen de elucién es el volumen necesario para elur un compuesto de una

columna.



Se llama volumen de exclusion de la columna al volumen al que eluyen las
moléculas de tamano superdor al Intervalo de fracclonamiento del gel.

Coresponde a la suma del volumen de los huecos entre las particulas de gel.

Pérex (2004).

Materlales para la flfracion en gel

Un gel es una red tridimensional cuya estructura esta entrecruzada al azar. Los
geles utilizados como tamiz molecular son polimeros hidrofilicos e Insolubles
cuyas cadenas polimericas se entrecruzan hasta formar una red tridimensional.
Los geles normalmente ulilzados son de tres fipos: dexirano, agarosa y
poliacriamida.

El gel de dextrano (pollmero ramificado de glucosa, entrecruzado y formado
en pequenas bolitos) se comercializa con el nombre de Sephadex. Existen
distintos tipos, segUn el tamano de poro, proporcionando limites de exclusidon
comprendidos enfre 1 y 200000 daltons. Estos geles se Identifican por una
denominaclén de G-10 hasta G-200, lo que se reflere a la capacldad de

retencidn de agua del gel mulliplicada por 10. Pérez (2004).

Aplicaclones de la fltraclén en gel

Ademdas de ullizarse para la separacléon de suslanclas de distintos pesos

moleculares o para la purficacldn de prolelnas, se emplea para la

determinaclén de pesos moleculares de prolelnas,
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Para una gran variedad de lipos de geles se ha comprobado gue existe una
relacion lineal entre el volumen de eluslién y el logaritmo del peso molecular de
las proteinas. Por lo tanto, es suficiente medrr el volumen de elusiébn de una
proteina desconocida para llevarlo a una recta de calibrado (preparada con
proteinas puras de peso molecular conocido) y deducir aproximadamente su

peso molecular. Pérex (2004).

2.3.3.Espectrofotometria de Proteinas

En espectroscopla se estudia la absorcion y emisidbn de radiacion
electromagnética (luz) por la materda. En un sentido amplio, la
espectroscopia trata con todas las Interacciones de la radiacién
electromagnética con la materia, y por tanto, también incluye dispersion de
luz y rotacién del plano de rotaciéon de la luz polarizada por sustancias
opticamente activas. Garcia-Segura (1996).

Las técnicas espectroscopicas se utilizan para conocer las caracteristicas de
la estructura de las moléeculas.

Las transiclones entre estados electréonicos moleculares comesponden a

absorcion en las reglones del vltravioleta (U.V.) y visible:

U.V. lejJano -> de 150 a 250 nm.
U.V. préximo -> de 250 a 350 nm.

Luz visible -> de 350 a 700 nm. y 0 0 3 4 G
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De estos el mds utilizado en biogquimica es el UV. préximo.
Cuando la luz visible o la luz uliravioleta incide sobre un material, esta onda
tiene asociado un campo magnético, que provoca la creaciéon de dipolos
transitorios. Si s& aumenta la frecuencia de onda se aumenta la formacion
de dipolos en la muestra, hasta llegar a un valor limite a partir del cual se
genera una fransicion electrénica. Lo que ocure es que se produce
absorcion de esta radiacion electromagnética por la muestra.

La fraccion de la luz incidente absorbida por una solucién a una longitud de
onda detemminada esta relacionada con el espesor de la capa absorbente
(denominado paso optico) y con la concenfracidon de la especie
absorbente. Estas dos relaciones estan combinadas en la ley de Lambert-

Beer:

A=e-c-L

Ecuacion obtenida de las siguientes:

A=log(lo/])
(=l eX

k=2303'e-c

sSiendo:

Io : la Intensidad de la luz Incidente.
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- I:laintensidad de la luz fransmitida.

- e : el coeficiente de absorcion molar o absortividad molar o
coeficiente de extincion molar de la sustancia (M cm).

- c¢:la concentracién de la especie absorbente (M).

- L:el paso opfico de la muestra que absorve luz ([cm).

- A!la absorbancia (Adimensional).

la ley de Lambert-Beer supone que la luz incidente es paralela y
monocromatica y que las moléculas de disolvente y de soluto estan
orientadas al azar. En la expresiéon se observa que, a una capa abscorbente
de camino opftico fijo, la absorbancia es directamente proporcional a la
concenfracion del soluto abscrbente.

El coeficiente de absorcidn molar varia con la naturaleza del compuesto
absorbente, el disolvente, la longitud de ondaq, y también con el pH si la
especie absorbente de luz estd en equilibric con otra especie que tiene un
espectro diferente debido a la ganancia o pérdida de protones.

Oftro par@metro relacionado con la absorbancia es la transmitancia (T): es la

fraccidn de radiacién incidente transmitida a la longitud de onda I.

T={lo/1l)- 100

Las proteinas estan constituldas por una serie de aminodcldos unidos entre si

mediante los denominados enlaces pepftidicos. Esta unidn covalente se
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establece entre el grupo carboxilo en posiclén a de un reslduo y el grupo a-
amino del siguiente, de tal forma que en toda cadena polipeptidica slempre
quedan libres dos exiremos, amino-terminal y carboxilo-terminal. Ademas de
su confribucién al esqueleto covalente, cada aminodcido aporta su cadena
lateral R particular. Algunas proteinas para ser funcionales necesitan Ia
participaciéon de grupos de naturaleza no proteica. Estos se conocen con el
nombre de grupos prostéticos. Cuantitativamente hablando, el enlace
peptidico es el cromoforo mas importante de una proteina. Se trata de un
croméforo que absorbe en la regidén del uliravicleta lejano debido a las
transiciones electrénicas del C=0 del enlace peptidico.

En cuanto a las cadenas |laterales delos aminodcidos proteicos, las bandas
de absorcion mas significativas se encuentran en el intervalo de longitudes
de onda comprendido entre los 230 y 300 nm, es decir, dentro de la zona del
uv-proximo. Concretamente, las cadenas laterales que absorben en este
intervalo de frecuencias son las de los aminodcidos aromaticos.

El cromdforo cuantitativamente menos importante es la fenilalanina, por lo
general presenta bandas diferenciadas, todas en tormo a los 250-260 nm;
comoe no absorbe por encima de 280 nm, su contribuciéon global al espectro
de la zona uv-préxime suele ser pequena.

Como caracteristica md&s destacable, el espectro de la trosina presenta un

maximo cenirado a 275 nm. ¥ un hombro sobre los 285 nm.
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El caso del triptéfano es mucho mas complejo, pues la estructura de su
cadena lateral es mucho mas asimétrica y presenta un complicado sisterna
de electrones conjugados. Es el aminodacido que presenta el mayor
coeficiente de extincidon y el que absorbe mayores longitudes de ondaq;
centrado sobre los 280 nm., s& agrupan al menos tres bandas diferentes,

corespondientes a tres transiciones electronicas distintas. Garcia-Segura

(1996).

2.3.4.Determinacion de concentracion de proteinas
« Método Lowry

El método de Lowry es un metodo colorimétrico de valoracion cuantitativa
de las proteinas. A la muestra se anade un reactivo que forma un complejo
coloreado con las proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucion
resultante proporcional a la concentracion de proteinas, segin la ley de
Lambert-Beer.

Este método consta de dos etapas: en la primerqg, los iones Cu?t, en medio
alcalino, s& unen a las protelnas formando complejos con los Gtomos de
nifrégeno de los enlaces peptidicos. Estos complejos Cu?t-proteina tienen un
color azul claro. Ademds, provocan el desdoblamlento de la estructura
fidimensional de la proteina, exponléndose los residuos de trosina que van a

particlpar en la segunda etapa de la reacclén. El Cu?* se mantiene en solucién

alcalina en forma de su complejo con tarirato.
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En la segunda etapa, el cobre actia como catalzador de ka reduccién,
tambien en medio bdasico, del reactivo de Folin-Ciocaltequ, por parte de los
grupos fendlicos de los residuos de tirosina, presentes en la mayorfa de las
protelnas. El principal constituyente del reactivo de Folin-Clocalteau es el acido
fosfomolibdotingstico, de color amairillo, que al ser reducido por los fenoles da

lugar a un complejo de color azul intenso. Pérez (2004).

2.3.5.5eparaclén por Dilalisls
Varias sustanclas en solucién que tengan pesos moleculares muy dilerentas
pueden separarse por difusidén a traves de una membrana semipermeable.
Este proceso de separacion se llama didlisis, la mayoria de las aplicaclones
de la dialisis se reducen a escala del laboratorio o de investigaciones.
La didlisis, que depende de los flujos de la difusidn relativos de los solutos, es
mas eficlente cuando se aplica a separar sustancias de bajo peso molecular
en disolucion de las sustancias de alto peso molecular.
La separacidn completa solo es posible si las Ultimas sustancias son
demasiade grandes para pasar por los poros de la membrana.
El grado de separacién o la proporcion en que se recupera el soluto de peso
molecular bajo detemina la capacidad de la instalacién de la didlisis. En la
mayoria de los casos dicha capacidad es muy baja debido a la lenta

velocidad de transferencia de las células dialiticas.
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Si una solucion acuosa que contiene sustancias de distintos pesos
moleculares se mantiene separada de ofra por medio de una membrana
semipermeable, como celofan o papel pergaminizado, el gradiente de
concentracién que se establece en consecuencia hace que las sustancias
se difundan a través de la membrana desde la solucién concentrada hacia
la mas dilvida a velocidades o flujos de tfransferencia variables. Al mismo
tiempo, el agua pasara por la membrana en sentido opuesto al movimiento
de los solutos.

De acuerdo a la ley de Fick de la difusion a fravés de liquidos, deducida por
analogia de las leyes de transmisidn de calor, cantidad de materia que se
difunde por unidad de tiempo es proporcional al area del gradiente de
concentracion en sentido de la difusion.

Las proteinas son incapaces de atravesar membranas semipermeables, lo
gue posibilita separar a estas macromoléculas de otfros constituyentes de
menor peso molecular (aminodcidos, monosacaridos, ureq, sales, iones, etc.)
a través de los poros de las membranas semipermeables. A este fenédmeno

se le denomina didlisis. Bornaz (1995).

2.3.6. Separacion por precipitacion
El principio b&sico de esta técnica es provocar una alteracion de alguna
propledad del solvente original que promueva la precipitacion de la sustancia,

por ejemplo camblos en la fuerza I6nica, pH, adicléon de solventes orgdnicos
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miscibles o de solutos inertes o polimeros asi como la combinacién de esos

cambios con variaciones de la temperatura.

Precipitacion Salina

Las proteinas generalmente son solubles en condiciones fisiologicas a una
fuerza idnica (m) entre 0,15 - 0,2 mol/l y pH neutro (la proteina presenta mayor
numero de grupos cargados).

La solubilidad es el resultados de: inferacciones con e solvente acuoso;
interacciones iGnicas con las sales presentes; exstencia de fuerzas
electrostaticas repulsivas, enfre moléculas o agregados moleculares pequencs
y solubles con cargas idénticas.

Un incremento de la fuerza idnica, por la adicidn de sales neutras, provoca un
aumento en la solubilidad de la proteing, ya que los grupos cargados de la
proteina interact0an con los iones de |a sal y se faverece un mayor nUmero de
zonas superficiales cargadas que provocan repulsiones moleculares. Este
fenémeno se denomina solubilizacién por salado o * saltinin .

Sin embargo la gran mayoria de las proteinas pueden mostrar una baja
solubiidad a allas concentraciones salinas, lo cual se conoce como
precipitacion por salado o " salfin out". Este fendmeno depende
fundamentalmente de la hidrofoblcldad de la protelna. Los iones provocan un
Incremento de la densidad de la carga y una mayor repulsidon Intermolecular,

facilitGndose la formacion de la capa de solvatacién. Después de la adicion
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de cierfa canfidad de sal se establece una competencia entre los iones de la
sal y los grupos cargados y polares de la proteina por las moléculas de agua 'y
se afecta la capa de solvatacion. Los grupes hidréfobos superficiales originan
un ordenamiento de las moléculas de agua alrededor de estas zonas, dando
como resultado un estado ordenado termodindmicamente inestable que lleva

a la agregacién y precipitacion de la proteina. Rendina (1974).

Precipitacion con solventes organicos

La adicion de solventes organicos miscibles en aguaq, tales como etanol o
acetonq, disminuye la solubilidad de la mayor parte de las proteinas globulares
en el agua de tal manera que precipitan de la disolucién. El efecto principal es
la disminucion de la actividad del agua. El poder de solvatacion del agua por
la molécula hidrofiica cargada disminuye cuando la concentracion del
solvente orgdnico aumenta y esto estd determinado por una disminucién en la
constante dieléctrica del etanol (D=24) con respecto al agua (D=80). Esto frae
como resultado un incremento en las fuerzas de atraccion entre las moléculas
proteicas, o sea gue las moléculas de proteinas fienden a agregarse y
precipitan. Es muy importante tener en cuenta la temperatura en estas
precipitaciones con solventes orgdnicos, ya que a temperaturas alrededor de
10 °C comienzan a manifestarse efectos desnaturalzantes. Esto se debe

fundamentalmente a la afectacldn de las Interacciones hidrofébicas
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inframoleculares que estabilzan la estructura tridimensional nativa de la

moleécula. Rendina (1974).

» Precipitacién acida

Cuando las scluciones de proteinas se acidifican, adquieren una carga neta
positiva. Las proteinas actian como bases, y pueden formar sales con los
dcidos o los aniones gue se les afiadan. Algunas de estas sales resultan
insolubles. Se utilizan acidos tanto para aislar proteinas como para quitarlas de
las soluciones. La mayor parte de etapas de desproteinzacion se basan en este
fendmeno, y se emplean a menudo substancias como el acido tricloroacético

o el acido percldrico. Rendina (1974).

2.3.7.Centrifugacion

Esencialmente la centrifugacion es un proceso que separa particulas que
estGn en solucidn. Hay dos fipos de procesos de centrifugacion:
centrifugacién preparativa, cuyo objeto es aislar particulas especificas, vy
cenfrifugacion analitica, con la que se pretenden estimar propiedades fisicas
de alguna particula en concreto: sus propiedades hidrodinamicas.

Cuando un rotor gira en una centrifuga, la fuerza centrifuga actua sobre
cada una de las particulas de la muesira. Cada particula sedimentard
proporcionalmente a la fuerza centrifuga aplicada. De igual manera

tamblén Influirdn sobre la sedimentacién de cada particula sus propiedades
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fisicas (forma, tamano y densidad) asi como la viscosidad de la solucién en
la que se encuentra la muestra.

Algunos de los principios basicos en la teoria de la sedimentacidn se derivan
de la Ley de Stokes. Para simplificor el problema se suele considerar que |as
particulas a aislar en Biologia son esferas; cuando éstas se encuentran en un
campo gravitacional y alcanzan una velocidad constante, la fuerza neta
sobre cada esfera es igual a la fuerza de resistencia que opone el liquido a

su movimlento. En este caso particular de la ley de Stokes se comprueba

qué:

o La velocidad de sedimentaciéon de cada particula es proporclonal a
sU tamano.

o La velocidad de sedimentacidén es proporcional a la densidad de la
particula y a la del medio.

o La velocldad de sedimentacion es nula cuando ambas densidades
se igualan.

o La velocidad de sedimentacion disminuye al aumentar la viscosidad
del medio.

o La velocidad de sedimentacion aumenta al aumentar el campo de

fuerza.

La velocidad de sedimentacion es Util para caracterizar particulas, pero en
Bioquimica se emplea ofra unidad: el coeficiente de sedimentacion, que es

la velocidad de sedimentacién por unidad de fuerza centrifuga. Amarita

(2000).
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Métodos de separaclon en centrifugacion preparativa

A) Centifugacion diferencial

Es el método mds comin de separacion, y es rara la purificacién
enzimdatica que no lo utiliza. En este método, el tubo de centrifuga se
llena con una mezcla uniforme problema. Tras la cenfrifugaciéon se
obtienen dos fracciones: un pellet que contiene el material sedimentado
y un sobrenadante con el material no sedimentado. El método es
bastante inespecifico, y a priori no se puede saber sila particula buscada
quedard en el sobrenadante, en el pellet o repartido entre ambos; sin

embargo es una técnica muy Util. Amarita (2000).

Precipitacion de proteinas con sulfato aménico

La precipitacion salina es una técnica muy empleada en purificacién
enzimatica; presenta un alto rendimiento pero muy poca selectividad,
por lo que suele ser ulilizada en las etapas iniciales del proceso. Las
proteinas son polielectrolitos de superficie, por lo que al aifadir al medio
vna sal, los iones de ésta neutralizan las cargas de las proteinas,
llegédndose a una situacion en la que, por no presentar carga netaq, las

proteinas floculan. Para que la técnica tenga éxito es necesario recunir a

la cenfrifugacién diferencial. Amarita (2000).
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v" Tratamlento térmico

Algunas proteinas son mas termoestables que otras; sl éste es el caso, un
buen método para purficarlas es el tratamlento térmico. Las protelnas
desnaturalizadas fienden a agregarse; una centrifugacién diferencial

ayudara a eliminarlas por sedimentacién. Amarita (2000).

B) Centrifugacion en gradiente de densldad
Este método es algo mas complicado que la centrifugacidn diferencial,
sin embargo presenta ventajas que compensan el trabgjo afiadido. La
técnica no solo permite la separacidn de varios, si no todos, los
componentes de la muestra, sino que tambien permite realizar medidas
analiticas. El método de gradiente de densidad implica la utilizacion de
un soporte fluido, cuya densidad aumenta desde la zona superior a la
inferior. El gradiente se consigue con un soluto preferiblemente de baja

masa molecular en un solvente en el que la muestra a analizar pueda ser

suspendida. Amadrita (2000).

2.3.8. Cristalizaclén

Una solucidén consta de dos componentes: El dilsolvente y el soluto. Las
soluciones pueden ser no-saturadas, saturadas y Sobre-saturadas.
Las soluciones no-saturadas tlenen una concentracion de soluto menor que

las soluciones saturadas, y éstas a su vez flenen una concentracién de soluto
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menor que una solucién sobresaturada. Por ejemplo: Supongase que se
agregan unos cuantos cristales de sal comun a un vaso de agua. Esta serd
una solucién no-saturada. Si se sigue anadiendo sal con agitacién se llegard
hasta un punto en el cual los cristales ya no se disuelven. Esta serd una
soluciéon sobre-saturada. Si esta solucion se deja reposar y se remueven los
cristales que no se disolvieron, se obtendrd una solucidon saturada que
contendrd la cantidad mdaxima de soluto que se puede disolver a la
temperatura actual que llamaremos inicial. Si enfriamos la solucidn Saturada,
con el tiempo se formaran cristales de sal, esto se debe a que la solubilidad
de la sal en el agua depende de la temperatura y lo que fue una solucion
saturada a la temperatura inicial es ahora una solucion sobre-saturada a la
temperatura final.

Es importante recalcar que una solucion sobresaturada es un sistema
metaestable y que tenderd a estabilizarse, mientras que una solucidn
saturada es un sistema estable.

Para efectuar la cristalizacion de un solido hay que partir de una solucién
sobre-saturada. Existen varias formas de sobre-saturar una solucion, una de
ellas es el enfriamiento de la solucién, ofra consiste en eliminar parte del
disolvente (por ejemplo: por evaporacion) a fin de aumentar la
concenfracion del soluto, ofra forma consiste en afadir un tercer

componente que tenga una mayor solubilidad que el componente que se

deseaq cristalizar.
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La rapidez del enfriamiento definird el tamario de los cristales resultantes. Un
enframiento rdpido producird cristales pequefios, mienfras que un

enfriamiento lento producira cristales grandes. Pérez (2004).
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1. MATERIALES Y METODOS

El presente trabagjo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Andlisis de
Alimentos de la Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias y en el Laboratorio
de Bioguimica y Nutricion de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann de Tacna.

3.1. Materiales

3.1.1. Material vidrio y utensilios
« Buretas de 50 mi.
« Bolsas de celulosa para didlisis 10 ml.
o [Espdatulas.
« Fiolas 50, 100 mil.
« Gradillas
e Mafras 250 mil.
« Magnetos.
e Placas petn.
e Pipetas 5, 10, 20 ml.
« Probetas de 50,100 ml.
e Tubos de ensayo de vidrio 14, 50 ml.
e Termometro (-10 a 150 °C).

» Tubos de ensayo de plastico 14 mi.



« Viales 5, 10 ml

« Vasos de precipitado 50, 100, 250 ml.

3.1.2. Equipos
+ Agitador magneético marca Sigma.
« Aparato kjeldahl,
e« Bano maria GLF.
e Balanza analitica Metler, modelo ME - 3351 5.
« Centrifuga refrigerada Hettich Universal 32R.
e Cocina eléctrica.
« Computadora Pentium IV (Intel).
« Desecador.
» Equipo pH - metro Xplorer PS-2000.
 Estufa Graduada, Memert.
» Extractor Soxhlet.
* Equipo de electroforesis vertical SIGMA-ALDRICH.
e Equipo de cromatografia filtracion en Gel.
e [Espectrofotometro UV-Visible UNICO Uv-2102PC.
¢ Espectrofotémetro Visible HACH DR-2000.
« Fuente de Poder SIGMA-ALDRICH techware PS 251-2,
« Frigider.
« Mufla 450 - 600 grados Celslus.
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3.1.3. Reactivos

» Acido etilendiaminotetracetico 99 % pureza (EDTA).
« Acido clorhidrico 1,2, 3 N.

« Acetona.

+ Acido Tricloroacético 10 %.

« Acrilamida 99 % pureza.

« Azul de Bromofenol 98 % pureza.

+ Azul Dextrano 99 % pureza.

« Acido Acético 99 %pureza .

« Azul Brillante de Coomasie R250.

+ Alcohol Isopropilico.

« AlbUmina sérica bovina 98 % pureza.

« Bisacrilamida 99 % pureza.

« Citrato de sodio 99 % pureza.

e Caprilato de Sodio 0,04 M.

« Dodecilsulfato de sodio (SDS) 99 % pureza.
e« Etanol 96 % pureza.

¢ Eferetllico 99 % pureza.

e Glicerol 87 % pureza.

e Glicina 1,5 %.

e Hexano 99 % pureza.

¢ Hidréxido de Sodio 99 % pureza,
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e« 2-Mercaptoetanol 99 % pureza.

» Metanol QP.

« N,N,N.N, Tetrametiletiendiamino (TEMED) 99 % pureza.
« Oxalato de amonio 99 % pureza.

* Persulfato de amonio (APS) 99 % pureza.

e Rojo de fenol 98 % pureza.

o JSephadex G-75 99 % pureza.

« Sulfato de amonio (solucién saturada).

« STris Base 99 % pureza.

3.2. Métodos de Investigacion

3.2.1.Lugar de ejecucion
La presente investigacion se realizé en los Laboratorios de la Facultad de
Ingenieria en Industrias Alimentarias y en el Laboratorio de Bioquimica vy
Nutricion de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann.

3.2.2. Materia prima
Se utilizé como materia prima sangre bovina obtenida de animales sanos,
segun certificacion del Médico Veterinario, procedente del Camal Municipal

de Calana - Tacna.
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3.2.3. Procedimiento de investigacion

3.2.3.1. Materia prima

Se empled sangre bovina obtenida de animales sanos, recolectada
en el Camal Municipal de Calana - Tacna. Se obtuvo al momento
del beneficio del animal, en botellas de plastico de 1 litro de

capacidad; las muesiras se procesaron luego de 30 minutos de

obtenerias.

3.2.3.2.Establlizacion

En esta etapa de estabilizacion se le adiciona a la sangre un
anticoagulante con la finalidad de que esta no siga su ciclo normal y
legue a la coagulaciéon. Para esta parte de la investigacion se
trabajé con dos anticoagulantes, con el objetivo de hallar al de mejor
comportamiento (mayor rendimiento en plasma y menor grado de
hemdlisis); el primer anficoagulante ulilzado fue el acido
etilendiaminotetracetico (EDTA) y el segundo una mezcla de citrato
de sodio y oxalato de amonio en relacion 1:1; estos dos
anticoagulantes se utiizaron al 0,4 % de concentracion final
utilizGndolos en estado solido.

En la figura n® 7, se observa el diseno expermental del trabajo de

investigacion.



3.2.3.3. Métodos Experimentales
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FIGURA N°7 : FLUJOGRAMA EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE ALBUMINA SERICA BOVINA.
FUENTE : ELABORACION PROPIA
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3.2.3.4.Transporte

El transporte de la materia prima se realzé en un envase
térmicamente aislado, conteniendo hielo para mantener |a
temperatura y evitar la desnaturalizacion por calor de las proteinas

presentes en la sangre, por la influencia de la temperatura.

3.2.3.5.Centrifugacion

Este proceso de centrifugacion se realizdé con el objetivo de separar el
plasma de los corpusculos rojos de la sangre, vfiizando para el
proceso una centrifuga digital refrigerada.

La temperatura de trabagjo fue de 4 °C, para evitar la
desnaturalizacion de las proteinas. En el disefio experimental
planteado en la figura n°® 7 se plantea un andlisis preliminar de 3

variables independientes que son las siguientes:

1.- Velocidad de centrifugacién (3000, 4000 , 5000) rpm.
2.- lempo de centrifugacion (10, 15, 20) minutos.
3.- Tipo de anticoagulante (EDTA, Citrato de sodio - Oxalato de

amoenio 1:1) 0,4%.



Para esta etapa preliminar se evaluaron las variables respuestas que
son: el rendimiento y el grado de hemdlisis en funcidn a la
absorbancia.

Las muestras de sangre se trabajaron en relacion a un volumen final
de 50 ml por tratamiento realizado.

El volumen de plasma se halldé midiéndola en una probeta, y
posteriommente se calculé el rendimiento.

La medicion de la absorbancia se realzé en un especirofotometro,
en el espectro visible con una lengitud de onda de 540 nm que es a
esta longitud de onda donde se mide la maxima absorbancia de la
hemoglobina.

Segun el disefio experimental en la figura n® 7, al finalizar la etapa de
centrifugacion el plasma es sometido a tres métodos diferentes de
aislamiento de albumina sérica boving, los cuales se describirdn a
continuacién en forma independiente para cada metodo.

Se tomé también el valor del pH del plasma obtenido con los
anticoagulantes, con la utilizacién del EDTA se obtuvo un plasma con
un valor de pH igual a 7,85; y con la utllizacion de citrato de sodio —

oxalato de amonio se obtuvo un plasma con un valor de pH igual a

8,05.
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3.2.3.4. Delineamiento Experimental
Para estudiar los efectos de la velocidad de centrifugacién (rpm) y el
tiempo de centrifugado (minutos), sobre el rendimiento y grado de
hemolisis; fue utilizado un delineamiento factorial (Box y Wilson, 1951).
Las variables fueron establecidas en tres niveles codificados como: -1,
0, +1; los valores reales comrespondientes a estos niveles aparecen en
el cuadro n° 4.

Para redlizar el andlisis estadistico se utilizé el paquete estadistico

Statistica v. 5.0.

CUADRO N° 4 : NIVELES DE LAS VARIABLES INDEPENDIENTES ESTUDIADAS DURANTE LA
DETERMINACION DEL RENDIMIENTO Y GRADO DE HEMOLISIS.

Niveles
Variables -1 0 +1
X1 3000 4000 5000
X2 10 15 20

FUENTE : ELABORACION PROPIA
X1= (rpm) velocidad de centrifugacion.
X2= (minutos) tiempo de centrifugacion.

Los rangos de variacion entre el limite superior e inferior fueron
establecidos a partir de pruebas preliminares.

En el cuadro n® 5 se presentan los valores codificados y reales del
delineamiento factorial. Las variables dependientes estudiadas

fueron: el rendimiento y el grado de hemdlisis expresada como

absorbancia,
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CUADRO N° 5 : DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL PARA LA EVALUACION DE LAS
VARIABLES EN ESTUDIO.

Tratamiento Velocidad (rpm) Tlempo (min)
| -1 -]
2 +1 -
3 -1 +1
4 +1 +]
5 -1 0
6 +1 0
7 0 -1
8 0 +1
? 0 0
10 0 0
11 0 0

FUENTE : ELABORACION PROPIA

3.2.3.7. Optimizacién del proceso en funcién de las variables investigadas
Con la finalidad de identificar el area experimental que nos permita
maximizar las propiedades estudiadas, se estableci® una nueva
variable dependiente, rendimiento / absorbancia (LOG_R), basado
en los modelos desarrollados por Silva Borsato (1985). La expresion
matematica de esta respuesta global fue: LOG R = Rend. / Abs.
Para que las respuestas sean situadas en el mismo rango de
variacion, fue utilizado el logaritmo de la relacién. Posteriormente, los
resultados fueron evaluados por andlisis de regresion para desarrollar
un modelo matemdtico de primero o segundo orden. Donde el

maximo rendimiento y la minima hemalisis sean obtenidas

simultaneamente.
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3.2.3.8. Métodos de purificacién de albdmina sérica bovina

3.2.3.8.1. Precipltacién por dcido

« Dialisis

Obtenido el plasma, se depositaron 30 ml de este en tres bolsas de
didlisis, cuyas caracteristicas son: membrana de celulosa, tamano
de poro 10 Kda (1da = 1g/mol), capacidad 12 mi, longitud 12 cm,
didmetro 1,2 cm. Luego se suspenden las tres bolsas en agua
destilada fria a 5 °C, contenida en un vaso de precipitacién de 1,01
de capacidad, y a la vez cublerto por una lamina de aluminio; esto
con la finalidad de evitar la contaminacién con impurezas del
medio ambiente.

Inmediatamente se coloca un equipo de agitacion magnética,
que tiene como finalidad acelerar y uniformizar el proceso de |a
didlisis. Como se observa en la figura del anexo XV.

El proceso dura 24 horas, en las cuales se realizan cuatro cambios
de aguaq, el primero a los 20 minutos, el segundo a los 40 minutos, el
tercero a los 60 minutos y el Ultimo 60 minutos antes de que termine

el proceso.
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Al finalizar el proceso se observa un precipitado color beige, la

cuales pertenecen al grupo de las globulinas, proteinas insolubles

en agua.

Primera cenfrifugacion

Se efectud en una cenfrifuga refrigerada digital marca Hettich
Universal 32R.

Se realizé a una velocidad de 7000 rpm, con un fiempo de 10
minutos, y a una temperatura de 4 °C.

Después de la centrifugacién se visualiza la separacion del plasma
en dos fases, el precipitado (solido) de color beige y el
sobrenadante (liquido) de color amarillento.

Se separa el precipitado, que comresponderia a las globulinas vy
fibrindgeno; y se continua el procedimiento con el sobrenadante

en la cual se encuentra la albUmina.

Precipitacion acida

En esta etapa se le adicloné 24 ml de acldo tricloroacético al 10 %
de concentracion, con la finalidad de precipltar las albuminas

presentes en la solucién,

Se observé una aparicién de un precipltado espeso y de color

blanguecino.
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» Segunda centrifugacion
Se realizéd con a finalidad de separar el precipitado del
sobrenadante, las condiciones fueron las siguientes: velocidad de
centrifugacion 7500 rpm, tiempo de centrifugado de 15 minutos, y a
una temperatura de 4 °C.

En esta etapa se elimina el sobrenadante y se prosigue el trabajo

con el precipitado.

* Primer Lavado
Se realizé con etanol al 96 %, a una temperatura de -5 °C, se realizo
una agitacion manual a esta mezcla por espacio de 10 minutos.
Se efectua con las siguientes finalidades: Eliminar el agua presente
en el precipitado, para disminuir el tiempo de la cristalizacion; y la
otra finalidad es de eliminar las impurezas que estén presentes en el

precipitado.

« Segundo lavado
Tiene por finalidad eliminar los restos de etanol utilizado en el primer
lavado y se redliza también con la finalidad de acelerar la

cristalizacion, se ullliza acetona comercial a una temperatura de -5

"
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3.2.3.8.2.

Cristalizacién

Finalizado el proceso del segundo lavado; se realzé una
cristalizacién de la albuming, llevado acabo en un frigider,
manteniéndolo en la parte del congelador por un tiempo de 1 dia
a una temperatura de -5 °C, y luego en el area de refrigeracién por
un espacio de 4 dias a una temperatura de 4 °C, consiguiendo de
esta manera la reduccion parcial del agua presente en el

producto.

Precipitacion por sales

Primera precipitacion

Para este métocdo se utilizaron 30 ml. de plasma como materia

prima inicial.

En esta etapa de precipitacidon se le adiciona al plasma una

solucién saturada de sulfato de amonio, con la finalidad de llevar

toda la solucion a una saturacion final de 25 %, y de esta manera

poder precipitar el Fibrindgeno presente en el plasma. Para

obtener una saturacién deseada se utiliza la siguiente férmula:;
Y=(V1(S52~-81))/(1~-82)

Donde:
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Y = Volumen en ml. de sulfato de amonio a

saturacion que debe anadirse a V1.

Vi= Volumen inicial de la solucidn cuya saturacion es
$1.

S1=  Saturacién de la solucion inicial.

S2=  Saturacién buscada.

Esta precipitacion se realizé a una temperatura de 10 °C, y se

efectud en vaso de precipitacidon de 250 ml de capacidad.

Primera centrifugacion
Se efectud en una cenfrifuga refrigerada digital, a una velocidad
de 7000 rpm, con un tiempo de cenfrifugado de 15 minutos, y una
temperatura de 10 °C.
Terminado este proceso se eliminé el precipitado comrespondiente
al fibrinégeno, y se prosiguié con el siguiente proceso, teniendo el

sobrenadante como materia de trabagjo.

Segunda precipitacion

Se midid el volumen del sobrenadante proveniente de la primera
centrfugacion; que nos sirve para realizar los calculos para llevar la
solucién anterior de 25 % a una nueva de 33 % de concentracién

final de sulfato de amonio. El volumen de solucion saturada a
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adliclonar a la nueva soluclén de 25 %, es obtenido con la formula

anterlormenie menclonada.

La finalidad de esta segunda precipitacidn es de hacer precipitar

a las euglobulinas presentes en el plasma.

« Segunda cenftrifugacion
Se realizé a una velocidad de centrifugacién de 7000 rpm, con un
tiempo de centrifugado 15 minutos y una temperatura de 10 °C.

Tiene como finalidad separar las euglobulinas precipitadas del

sobrenadante.

» Tercera precipitacion
Al sobrenadante obtenido de la segunda centrifugacién, que tiene
una concentracion de 33 % de sulfato de amonio, se le prosigue
adicionando volumenes de solucion saturada de sulfato de amonio
hasta alcanzar una concentracion final de 46 %, con la finalidad de
precipltar las seudoglobulinas presentes en el sobrenadante, la cual

se realizd utllizando la misma metodologlia anterior mente sefialada.

» Tercera cenhifugaclén
Se efectud con la finalidad de separar las seudoglobulinas

precipitadas en el proceso anterior; y se realizé a una velocidad de
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7000 rpm, con un tiempo de 15 minutos, ¥y una temperatura de 10

g 2>

Cuaria precipitacién

Se realizé con la finalidad de precipitar las albuminas presentes en
el sobrenadante, obtenido en el proceso anterior. Se consigue
Incrementando la concentracion hasta un 64 % de sulfato de

amonio, se realiza siguiendo la misma metodologia anterior.

Cuarta cenfrifugacion
Se realizé a una velocidad de 7500 rpm, con un tiempo de 15
minutos, y una temperatura de 10 °C. Con la finalidad de conseguir

la separacién de las albuminas precipitadas del sobrenadante, que

posteriormente se elimind.

Primer lavado
Se efectué con la finalidad de elminar el agua presente en el

precipitado, para poder conseguir una cristalizaciéon en un menor
tiernpo. Para este propdsito se utilizé etanol comercial al 96 % a una
temperatura de -5 °C, se realzd una agitacion manual a esta

mezcla por espacio de 10 minutos.
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« Segundo lavado
El segundo lavado se realizé con la finalidad de arrastrar los restos
de agua y alcohol presentes en el precipitado, también con la
finalidad de conseguir mejores tiempos de cristalizacion, se utilizé

acetona comercial a una temperatura de -5 °C.

» Cristalizacion
La cristalizacién se realizé con la finalidad de conseguir un secado
de la albiuming, y se efectué por espacio de 1 dia a una

temperatura de -5 °C, y luego cuatro dias a una temperatura de 4

g, &

3.2.3.8.3. Termocoagulacién selectiva

* Mezclado
Esta etapa de mezclado se realizé utilizando como materia prima
30 ml. de plasma bovino, la cual fue mezclada con un volumen
igual de una solucién de caprilato de sodio al 0,04 M, esto con la
finalidad de mantener estable a la albumina en los fratamientos
posteriores. Se reallzé tamblén una medida del pH del plasma antes
de proceder al mezclado el cual fue de 80 y después del

mezclado el pH fue de 7.6.
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¢ Acondiclonamiento
El acondicionamiento se realizé afadiendo acido clorhidrico TN, a
la mezcla de plasma y caprilato de sodio, para ajustar el pH a 7,0;

utilizando para este efecto una micropipeta pasteur y un pH-metro

digital marca X-Plorer Pasport.

« Calentamiento
El calentamiento se redlizd en un equipo de bafo maria
automatico, marca GLF, a una temperatura de 70 °C, y por un
fiempo de una horg; la muesira estuvo contenida dentro de un
matraz de 250 ml de capacidad, sujetada por un soporte universal.
En este proceso se busca la desnaturalizacion y precipitacion de
todas las proteinas, excepto la albumina gque al interactuar con el
caprilato de sodio, el cual se une a la molécula de albumina en su
tercer dominio y permanece estable a 70 °C, sin ocasionar su

precipitacién y desnaturalizacién.

« Establlizaclon

Después de la etapa de calentamlento, se procedid a estabilizar la

muesira, se bajo la temperatura hasta llegar a 25 °C; el enfriamiento
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se reallzé a temperatura amblente, el tlempo para alcanzar la
temperatura deseada fue de 40 minutos aproximadamente.

En esta etapa tamblén se efectud una comrreccién del pH; el pH
medido a la temperatura de 25 °C fue igual a 7,9; el cuadl se
disminuyé con la adiclén de dcido clorhidrico 1N hasta alcanzar un

pH igual a 4,2.

Primera cenhifugacion
Se efectud a una velocidad 7000 rpm, a una temperatura de 10 °C,

y con un tiempo de 20 minutos. Se utilizé una centrifuga refrigerada

digital de marca Hettich Universal 32R.

Se realizo con la finalidad de separar las globulinas vy fibrindgenos,
desnaturalizadas que precipitan por la accién del calor y el pH.

Se elminé el precipitado de color beige, y se siguid el

procedimiento con el sobrenadante, el cual se observé como una

sustancia transparente,

Enfrlamiento
Se realizé con la finalldad de alcanzar una temperatura de -5 °C,
la cual es Ideal para mantener estable las protelnas y prevenir su

desnaturalizaclén. Se llevo acabo en la centrifuga refrigerada.
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» Primera precipitacion alcohdlica:

Se reqlizd con la finalidad de precipitar la albUmina presente en Ia
solucion, se efectud a una temperatura de -5 °C, utilzdndose
etanol comercial de 96° y el volumen a afadir se determind
mediante el Cuadrado de Pearson, cuya férmula obtenida es la

siguiente:

Etanol 96° (ml) = ( 60/36 ) * ( ml de Solucion Proteinica )
» Segunda Centrifugacion
Se realizé para separar la albumina precipitada del sobrenadante,

se utilizé una velocidad de 7500 rpm, un tiempo de 20 minutos y una

temperatura de -5 °C.

+ Dialisis

Se efectud en una bolsa, membrana de celulosa de 14 ml de
capacidad, 10 Kda de tamafno de poro, 12 cm longitud, 1,2 cm
didmetro. Se mantuvo bajo agitacion magnética en un vaso de
precipifado contenlendo agua destilada, durante 24 horas;

realizdndose cuatro camblos de agua a una temperatura de 5 °C.

+ Tercera cenirdfugaclén

Se realizé con la finalidad de eliminar los residuos de globulinas vy

ofras sustanclas exirafas preclpltadas en la dldlisls, se efectud con



una velocidad de centrifugacién de 7000 rpom por un espacio de

10 minutos y a una temperatura de -5 °C.

» Segunda precipitaciéon alcohdlica
Luego de realizada la didlisis, se procedié a efectuar la segunda
precipitacion alcohdlica con etanol de 96°, a una temperatura de -
5 °C, el volumen de etanol a adicionar a la solucién proteinica se

detemind con el cuadrado de Pearson hasta llevar a una

concentracion final de 80 % de etanol.

« Cuarta centrifugacion
Se realzd a una velocidad de 7500 rpm, un tiempo de 20 minuios, y

una temperatura de -5 °C. Tiene por finalidad separar las albuminas

precipitadas en el proceso anterior.

« Crsfalizacién
Se efectué en una placa de material vidrio, la cual se mantuvo a

una femperatura de -5 °C por espacio de un diq, luego se mantuvo

dos dias a una temperatura de 4 °C. Con la finalidad de eliminar el

aquaq, el alcohol y la acetona residual presentes en el producto.
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3.2.4. Métodos analiticos de control

3.2.4.1. Métodos analiticos en la materia prima

3.24.1.1.

Determinacion de humedad
Se utilizé el método de la estufa 105 °C por pérdida de peso segun la

AQAC (Asociation of Oficial Agicultural Chemical, 1984).

3.2.4.1.2. Determinacion de proteinas

3.2.4.1.3.

3.24.14.

Se utilizé el método de Kjeldahl, y como factor a multiplicar al % de
nitrdgeno 6,25 segln la AOAC, (1984).

Determinacién de lipidos

Se utilizd el méetodo Soxhlet, utilizando como solvente éter de
petroleo, siguiendo la metodologia de la AOAC, (1984).
Determinacion de cenizas

En su determinacion se utilizé el método de calcinacion, segun la

metodologia de la ACAC, (1984).

3.2.4.1.5. Determinacién de carbohidratos

Se determiné por diferencia porcentual de la suma de los demas

componentes.
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3.2.4.2.Métodos analiticos durante el proceso

3.2.4.2.1. Determinacion de presencia de ofras proteinas
Se determind por el método de electroforesis en gel de poliacriamida
SDS - PAGE, siguiendo la metodologia del manual de procedimientos
de electroforesis para proteinas y ADN del Instituto Nacional de Salud,
(2003).

3.2.4.2.2. Determinacién de pureza de proteinas
Se realizo por el método de especirofotometria UV, por comparacion
con un patrén de albUmina sérica bovina de pureza conocidaq,
siguiendo la metodologia tradicional. Freifelder, (1999). Y utilizando

para esta prueba el software Unico UV 2102 PC Spectrofotemeter,

3.2.4.3.Métodos analiticos para el producto final
3.2.4.3.1. Determinacién de pureza de proteinas
Se realizd por el método descrito en el punto 3.2.4.2.2.

3.2.4.3.2. Determinacién de presencia de ofras proteinas

Se determino por el método indicado en el punto 3.2.4.2.1,

3.2.4.3.3. Determinaclién de humedad

Se utllizé el método Indicado en el punto 3.2.4.1.1.
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3.2.4.3.4. Determinacion de nitréogeno total
Se realizd por el método descrito en el punto 3.2.4.1.2. sin multiplicar
por el factor 6,25.

3.2.4.3.5. Determinacion de cenizas

En su detemminacion se ulilizé el método indicado en el punto

3.2.4.1.4,

3.2.5. Primera evaluacion

La finalidad de esta primera evaluacion, es de descartar aqueillos metodos
que se encuentren fuera de los intereses de la investigacion.

Se realizaron las siguientes pruebas a las albuminas obtenidas por los tres
meétodos diferentes. A este nivel se realizé un anadlisis estadistico del tipo
disefio completamente aleatorizado unifactorial, para determinar cual de los
tres métodos es el que reporta albumina sérica bovina con las caracteristicas
de interés mdas significative y asi poder continuar el proceso con Ia

purificaciéon por cromatografia de filfracion en gel de sephadex G-75.

3.2.5.1. Rendimiento
Se realizd al culminar la etapa de cristalizacion de cada meétodo de
obtencion de albuminag, se procedio a pesar el total de albumina obtenida

y se representa en gramos de proteina por litro de plasma (g/l).



3.2.5.2.

3.2.53.

Humedad

Se efectud para determinar el porcentaje de agua presente en la muestra
y de esta manera no afecte en los valores del rendimiento. Se determind

siguiendo la metodologia de pérdida de peso y se expresa en % (p/p).

Barrido especirofotométrico (Screening)

Se reqalizd a cada una de las muestras obtenidas de los fres diferentes
métodos. Se prepararon muestras de albumina 1 mg/ml de agua destilada,
las cuales fueron colocadas en una cubeta de cuarzo de 3 ml de
capacidad, y analizadas con un bamdo especirofotometrico desde una
longitud de onda minimo de 200 nm hasta un maximo de 400 nm,
obteniendo lecturas cada 0,1 nm, y tomande en cuenta que la maxima
longitud de onda se encuentra a 279 nm en el caso de la albumina serica
bovina.

Las muestras se compararon con el screening de un patrén de albumina al
98 % de pureza obtenido de Sigma Aldrich. Las cubetas utilizadas fueron de
material de cuarzo especiales para el espectro ultravicleta; el equipo
utiizado fue un espectrofotémetro UV-Visible marca Unico; conectado a
una computadora modelo Intel (R)-Pentium IV; en donde por medio de un

software se obtienen los datos y las figuras requeridas.
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3.2.5.4. Electroforesks

Se efectud con la finalidad de determinar una comparacion enfre los
pesos moleculares de las albuminas, y para determinar la presencia de
otras proteinas contaminantes, estas fueron evaluadas y comparadas con
la albumina patrén de 98 % de pureza marca Sigma Aldrich.

Esta electroforess es conocida como PAGE-SDS (electroforesis en gel de
poliacrilamidal), y sus caracteristicas fueron las siguientes:

Se elabord un gel doble en placa de vidrio, el primero ubicado en la parte
superior, preparado al 6 % de concenfracion, conocido como gel de
empacamiento, que tiene como finalidad agrupar las proteinas en una
linea vertical; y el segundo gel ubicado en la parte inferior de la placa,
preparado al 12 % de concenfracion, conocido como gel de separacion,
que fiene como finalidad separar las proteinas de acuerdo a sus pesos
moleculares.

B buffer que se uliizd para la comda electroforética fue el buffer Tris-
Glicina-SDS.

Las muestras se prepararon partiendo de una dilucion de 1 mg/mil, de las
cuales se ufilizaron 60 pul de muesira y se mezclaron con 20 ul de buffer
muestra. Se llevd a calentamiento a 100 °C por un fiempo de 5 minutos,
luego se centrifugo a 1200 rpm por un tiempo de 10 segundos realzado en

una micro-centrifuga de marca (Eppendorf Cenfrifuge 5410), luego se



procedid a enfriar la muestra a 5 °C. Para readlizar la electroforesis se
adiciono 20 ul de esta mezcla a cada pozo del gel.

Como marcador de la cormrida de las muestras se utilizé el colorante azul de
bromofenol.

La electroforesis se efectud a 160 voltios, 30 millamperios y con un tiempo
de 4 horas y 30 minutos.

Después de finalizado el comido electroforético se procedié a retirar el gel
para proceder a colorearlo sumergiéndolo en un recipiente con el
colorante azul de coomassie, por espacio de 2 horas, esto con la finalidad
de colorear a las proteinas presentes en el gel. Luego de este paso se
procedid a la decoloracion para apreciar mejor el tenido de las proteinas,
esto se realzd con dos tipos de solucidn decolorante; la primera
decoloracién, inmersion en una solucion de decoloracion rapida por un
tiempo de 15 minutos, y el segundo, inmersion en solucion de decoloracion

lenta por un tiempo de 30 minutos.
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3.2.6.Segunda evaluacion

La finalidad de esta segunda evaluacion es de determinar las caracteristicas
particulares de la albumina obtenidq, y de esta manera compararia con el

patron de Sigma Aldrich.

3.2.6.1. Determinacién de Cenizas
En su deteminacion se utilizé el método por calcinacion, segin la

metodologia de la AOAC, (1984).

3.2.6.2. Determinacion de Nitrégeno Total

Se realizé por el método semimicro kjeldahl. segun la AOAC (1984),

3.2.4.3. Determinacion de pH
Se realizd formulando una solucion al 1% de proteina en cloruro de sodio al

0,15 M; a la cual se le tomdé la medida del pH. Conforme indica el

cerfificado de andlisis obtenido de Sigma Aldrich.

3.2.7. Purificacién (Cromatografia de filtracién en gel de sephadex G-75)
Se ulilizé la técnica de cromatografia de filtracion en gel, en columna de
vidrio, de 100 cm de longitud y 1 cm de didmetro, contenlendo sephadex G-
75 hidratado, como fase estaclonaria sélida y buffer fosfato (PBS) al 0,04 M

con pH de 70 como fase moévil liquida. Como marcadores de pesos
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moleculares se utilizaron, el azul dextrano de 2 000 000 g/mol vy el rojo de
fenol de 354,8 g/mol. El flujo de elusion fue de 1 mi/5min, colectados en
tubos de plastico (ependorf) de 1,5 ml de capacidad para su posterior

lectura en el especirofotémetro UV-Visible.

3.2.8. Evaluacion final

Se realizd con la findlidad de evaluar el proceso de purificacion por
cromatografia de filfracion en gel de sephadex G-75, y de esta manera

determinar el grado de purificacion que se alcanzo.

3.2.8.1. Barrido espectrofotométrico (Screening)
Se efectud al terminar la purificacion por cromatografia de filtracion en gel
para establecer una comparaciéon con la muestra antes de la purificacion
y con el patron.
El screening se realizd siguiendo las mismas condiciones anteriores para

todas las muestras y patrones.

3.2.8.2. Electroforesis

Se realizd para determinar en que grado se habia mejorado la purificacion
por cromatografia y poder determinar la presencia de otras proteinas

contaminantes o sustanclas extranas.
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El procedimiento es el mismmo que en la primera evaluacion para evitar

errores en la interpretacion de los resultados.

3.2.8.3. Aplicacion
Para comprobar todos los andlisis antes descritos se procedio a realizar una
prueba comparativa para determinacion de concentracion de proteinas
por el metodo de Lowry, entre la albumina obtenida por el metodo de
termocoagulacion selectiva y la albumina patrén de marca Sigma Aldrich.
Se realizaron dos curvas patrén para cada una de las albuminas teniendo
como resumen el cuadro n® 6, para la obtencion de los datos con la cudl

se construye la curva de calibracion.

CUADRO N° 6: CURVA DE CALIBRACION PARA PROTEINAS (método Lowry).

Tubo | Agua Patron React.C | Folin dil | Abs.580nm
N° (1mg/ml)
1 1,0 mi - 50 ml 0,5 ml
2 0,9 mi 0.1 ml 50 ml 0.5ml
3 0,8 mi 0.2 ml 5.0 mi 0,5 ml
4 0,7 mi 0,3 mi 50 mi 0,5 ml
5 0,6 ml 0,4 ml 5.0 ml 0.5 mi

FUENTE : PEREZ, (2004)

Luego de determinada cada una de las dos curvas de calibracion para

ambas albuminas, se hallaron sus respectivas desviaciones estandar, emror

promedio y coeficiente de determinacion.
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3.2.8.4. Rendimiento

Se reqalizd un andlisis del rendimiento al finalizar la purificacion, para

verificar cuanto de proteina pura se puede recuperar después de una

cromatografia de filtracion en gel de sephadex G-75. Para lo cual se

realizaron los siguientes pasos:

)

2)

3)

4)

Se determind la cantidad en miligramos de albumina sérica bovina por
medio de la concentraciéon de muestra inicial a adicionar a la columna
cromatografica.

Después de recoger los volimenes de elucion, se tabularon los datos
de voliumenes de elusibn con las absorbancias respectivas
comrespondiente a cada uno de los volumenes eluidos.

Se tomaron los volumenes de elusion comrespondientes al pico de la
albUmina sérica bovina y se readlizd la prueba de Lowry, para
determinar la concentracion de proteina purificada en miligramos por
mililitro.

Se hallé la cantidad de albumina sérica bovina obtenida después de la

purificacion y se determind el rendimiento del proceso.
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V. HIPOTESIS E IDENTIFICACION DE VARIABLES E INDICADORES

4.1. Formulacién de la hipotesis
Para el desarrollo de la tesis se planted la siguiente hipdtesis * Es factible la
obtencion de albumina sérica bovina de uso reactivo y de calidad

comercial a partir de sangre bovina "

4.2. |dentificacion de las variables e indicadores

4.2.1.Ensayo preliminar

4.2.1.1.Variables independientes
En este diseno preliminar se considerd 3 variables independientes:
« Velocidad de centrifugacion con sus niveles 3000, 4000 y 5000
rpm.
e Tiempo de cenfrifugado con sus niveles 10, 15y 20 minutos.
e Tpo de anticoagulante utilizado al 04 % el primero
etilendiaminotetracetico (EDTA) y el sequndo mezcla de citrato

de sodio y oxalato de amonio en relacion 1:1,
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4.2.1.2.Variables dependientes
Se consideraron las siguientes como variables dependientes en el
diseno:
+ Elrendimiento en plasma %.

« Grado de hemdlisis, estudiada en base al nivel de absorbancia.

4.2.2.Procedimiento final

En esta parte del tfrabajo de investigacion se evaluaron independientemente
cada uno de los tres metodos de purficacion de albumina serica bovinag, las
cuales son: el méetodo de precipitacion por dcido, el métode de
termocoagulacion selectivay el método de precipitacion por sales.

A estos tres métodos de purificacion se le evaluaron: el contenido de
humedad (%), el rendimiento en proteina (%), y la absorbancia mediante un
bamido espectrofotométrico (screening).

Es importante mencionar que separadamente de las pruebas cuantitativas
mencionadas; existe una prueba de gran importancia para el estudio y
cormroboracion de los comportamientos de los datos obtenidos, esta es |la
electroforesis en gel de poliacriiamida (PAGE-SDS), prueba cualitativa que se
le realizé a cada uno de los métodos de purificacion. Y que servird para
identificar visualmente la presencia o ausencia de las proteinas de interés en

esta investigacion.
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4.2.3. Indicadores

En el cuadro n® 7 se muestran los valores de los indicadores, que fueron
seleccionados a partir del certificado de andlisis que se realizan a la

albumina bovina marca Sigma Aldrich; que se muestra en el anexo XIX.

CUADRO N° 7 : INDICADORES PARA ALBUMINA SERICA BOVINA.

PRUEBAS ESPECIFICACIONES
pH (1% en 0,15 M NaCl) 52-70
Absorbancia Optica (1 mg/ml a 279 nm) 0,667
Nitrégeno Total 145-165%
Humedad < 5%
Ceniza <1%

FUENTE: SIGMA Aldrich
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5.1.

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados del andlisis de la materia prima

5.1.1.Analisis quimico de la materia prima

Se realizd un andlisis proximal de la sangre obtenida de ftres animales
diferentes, las muestras se analizaron por duplicado, y los resultados fueron
expresados en base secaq; los resultados se expresan en el cuadro n® &.

Los andlisis se realizaron completamente en el Laboratorio de Andlisis de los

Alimentos de la Facultad de Ingenieria en Industrias Alimentarias.

CUADRO N° 8 : ANALISIS PROXIMAL DE LA SANGRE BOVINA.

Componente Cantidad (%)
Humedad (1) 80,2
Proteinas (2 18,0
Grasa 0.3
Ceniza 0.8
Carbohidratos @ 0,7

FUENTE: ELABORACION PROPIA.

(1] Determinada en estufa (105 °C)
(2) N x 6,25
(3) Por diferencia

Los resultados se confrastaron con |os obtenidos por otros investigadores
(Madrid A, 1999; Cheftel S, 1989) quienes reportaron datos de 80,0 % y 80.8 %.
respectivamente para la humedad; 186 % y 17,0 % para compuestos

proteicos; 0,2 % de contenido de grasas; 0,9 % de contenido de cenizas; 0.8
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%y 1,1 % respectivamente para el valor de carbohidratos. Se puede observar
que los valores obtenidos en este estudio estGn denfro de los valores
aportados por los investigadores y en algunos casos se encuenfran
variaciones minimas permisibles,

Las diferencias observadas por diferentes autores pone en evidencia que no
siempre puede haber concordancia entre los investigadores con relacion a
la composicidon quimica de los productos alimenticios; las posibles fuentes de
tales variaciones son: el método de andlisis escogido, la raza del animal, la

dieta de este enftre ofros.

5.2. Resultados para el disefio experimental
5.2.1.Resultados para el disefio preliminar
En esta fase se realizdé una evaluacion del incremento de la absorbancia,
debido principalmente a la destruccion de los corpusculos rojos, con la
consiguiente liberacidn de la hemoglobina, proteina que para este
experimento se considera contaminante; debido a que lo que se busca es la
purificacién de la albumina sérica bovina.
La absorbancia fue medida en el plasma a una longitud de onda de 540 nm

y fue directamente proporcional al incremento de la concentracién de

hemoglobina en el plasma.
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En la etapa preliminar se buscaron las variables mas importantes en el diseno
experimental, el cual se realizé para determinar la velocidad, el tiempo y el
antficoagulante adecuado para obtener un plasma de mayor rendimiento y
calidad, durante el proceso de separacién del plasma por centrifugacion.
Teniendo como variables independientes: La velocidad de centrifugacion
(rem), el tiempo (min), y Anticoagulantes (CITRATO — OXALATO y EDTA) (%).
Las variables dependientes son las siguientes: El rendimiento en porcentagje
de plasma (%) y el grado de hemélisis estimado a partir de la absorbancia.
Los factores constantes son: La temperatura de centrifugacion y el volumen
de sangre a cenfrifugar.

En esta etapa se empled un diseno factorial 32con la adicién de fres puntos
cenfrales, haciendo un total de 11 tratamientos; a Ia que se le aplico la
metodologia de superficie de respuesta para optimizar los datos. En este
disefio factorial se evaluaron independientemente los anticoagulantes
Citrato — Oxalato y EDTA, obteniendo respuestas de Rendimiento (%) y
Hemdlisis como absorbancia, para cada uno de los anticoagulantes.

En los cuadros n® 9 y 10 se presentan las matrices de planeamiento con los
resultados obtenidos de las variables respuestas, para los anticoagulantes
cifrato-oxalato y EDTA respectivamente. Tambien se presenta una columna
denominada LOG_R la cual representa el logaritmo de la relacion

rendimiento / absorbancia.
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CUADRO N° 9: MATRIZ DE PLANEAMIENTO PARA ANTICOAGULANTE CITRATO -
OXALATO (0.4 %)

I -1,000 1,721
2 1,000 2,006
3 -1,000 1,927
4 1,000 2,070
2 -1,000 1,817
b 1,000 2,038
7 0,000 1,934
8 0,000 2018
¥ 0,000 1,974
10 0,000 1,980
11 0,000 1,969

FUENTE: ELABORACION PROPIA

CUADRO N° 10 : MATRIZ DE PLANEAMIENTO PARA ANTICOAGULANTE EDTA (0.4 %)

1 -1,000 -1,000 34,000 0.733 1,667
2 1,000 -1,000 43,500 0,482 1,955
3 -1,000 1,000 42,000 0.528 1.900
4 1,000 1,000 44,000 0,475 1,966
5 -1,000 0,000 37,000 0.623 1,773
6 1,000 0,000 43,800 0,478 1962
7 0,000 -1,000 42,200 0.535 1.897
8 0,000 1,000 43,000 0,474 1,957
9 0,000 0,000 42,600 0,492 1,937
10 0,000 0,000 43,000 0.570 1,878
11 0,000 0.000 43200 | 0530 | 1.911

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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5.2.1.1.Resultado del rendimiento vsando el anticoagulante cirato-oxalato
(0.4%)
En el cuadro n® 11 se observa el andlisis de varianza de los resultados
expermentales de las variables respuesta, rendimiento (Y1) y absorbancia
(Y2), para las variables independientes, velocidad de centrifugacion (Xi) y
tiempo (X2); dio diferencias significativas para un polinomio de segundo
grado con interaccion, para un valor de p (nivel de significancia) < 0,05
establecido para el presente estudio; por lo tanto la variacion de los niveles
tiempo y velocidad de cenfrifugacion, tendran un efecto notorico en el
comportamiento de estas dos variables respuesta (Y1 y Y2).
la prueba de falta de gjuste fue no significativa en la evaluacion del
rendimiento; el cual obtuvo un valor Fc = 16,40 < Ft = 19,20. Es decir, que no hay
razon suficiente para excluir ningun coeficiente del modelo matematico de la
repuesta rendimiento, a pesar de que el coeficiente cuadratico del tiempo
presenta un emor de 0,7058; nivel de error que es mucho mayor al nivel de
significancia pemitido de 0,05. Enclusion, el modelo matematico no requiere
de gjuste y es vdlido para efectos de prediccion dentro de los rangos de los
niveles establecidos para las variables tiempo y velocidad de cenfrifugacion.
La variable mas importante que afecta directamente al rendimiento es la
velocidad de centrifugacion, y no asl el tiempo de centrifugado. Por esta

razéon al encontrar un emor muy elevado para el coeficiente ftiempo
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cuadrdtico, se determina que la presencia o ausencia de este, no alfera el

valor final del rendimiento.

CUADRO N° 11: MODELO DE REGRESION, ANALISIS DE VARIANCIA PARA LOS MODELOS
COMPLETOS CORRESPONDIENTES A LOS RESULTADOS DEL RENDIMIENTO Y
ABSORBANCIA, USANDO CITRATO-OXALATO 0,4%.

Y = 44,6316 + 425X, - 13289X,® + 1,66667X, - 00789X;* - 0,75 X,X;
‘ + 0, 1481 +0.1178 +0,1814 % +0,1178) (+0,1814) +0,1443)

ANALISIS DE VARIANCIA PARA EL RENDIMIENTO |

Promedio de respuesta: 40,0454 Coeficiente de Determinacién (R) :
Desviacion : 1,01745 Coeficiente de Vanacidn (%):
'VARIACION SQ GL QM Fc Ft
Regresion 132,278 5 2645558 30,996 5,050
Residuo 4 268 5 0,85351

Falta de Ajuste 4,101 3 136,696 16,404 19,200
Error Puro 0,167 2 0,08333

| otal 136,545 10

b% Variancia Explicada - 96,880

\ Mixima Variancia Explicada = 99,880

| ANALISIS DE VARIANCIA PARA LA ABSORBANCIA

Y= 04748 - 0078X, + 003989 X,] - 0,05083 X, - 0,0026 X + 0,03825 X, X, |
| (+0,0014) (£0,0011) (+0,0017) (+0,0011) ( +0,00166) (+0,0013)
Promedio de respuesta: 0,4952 Coeficiente de Determinacién (R : 0,9940
| Desviacion : 0,0086 Cﬁeﬁcictlte de Variacién (%6): 1,737 |
[VARIACION SQ GL oM Fe Ft

[Regresion 0,062068 5 0,012414 166,319 5,050

Residuo 0,000373 5 0,000075

“alta de Ajuste 0,000359 3 0,000120 17,104 19,200

\Error Puro 0,000014 2 0,000007

(Total 0,062442 10

% Variancia Explicada = 99,402

% Mixima Variancia Explicada = 99,978

FUENTE: ELABORACION PROPIA

Modelo de regresién completo, con varables y valores codificados (erores experimentales
abajo entre paréntesis); negrito = significativo al 5% de probabilidad; X1 = velocidad de
cenfifugacién ([rpm); X2 = fiempo de cenfifugacién (min); R2 = coeficiente de
determinacidn; C. V. = coeficiente de varacién; GL = grados de libertad; SQ = suma de los
cuadrados; QM = cuadrado medio; Fc = F calculado; Ft = F tabular.
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Es convenlente sefalar que para los datos obtenldos no se estudiaron otros
factores que pudleran afectar los valores del rendimiento, como son:
temperatura de centrifugacién, volumen de centrifugacion, sistema de
centrifugacion, dosis de anticoagulante y ofros que podrian tener efecto
significativo en la respuesta rendimiento. Si estas variables fueran
consideradas, estas reportarian una la méaxima variable explicable de 99,88
%, como se muesira en el cuadro n° 11. Por lo tanto el valor de varianza
explicada de 96,88 %, demuestra que la eleccion de las variables velocidad
y fiempo de centrifugacion fueron las mds adecuadas para el presente
estudio.

En la figura n°® 8, comespondiente a la evaluacién del tiempo de
cenfrifugaciéon y velocidad de centrifugacion con la adicién de citrato-
oxalato 0,4 % como anticoagulante, se observa un mayor rendimiento, para
un area comprendida entfre los puntos de un fiempo de 14 minutos con 5000
rm y 20 minutos con 4400 rpm, ambos parédmetros comesponden al
rendimiento méximo de 47,315 %.

SegUn la figura de superficie de repuesta se observa una tendencia a
maximizar el rendimiento a medida que aumenta la velocidad de
centrifugacion, enconfrandose los maxlmos valores a partir de 14 minutos de
cenfrifugacién, a demdas un camblo de velocldad afecta significativamente
el rendimlento en comparaclén con tratamlentos que Incluyan un cambio

en el flempo de centdfugaclén.
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AGURA N° 8 : DIAGRAMA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA MOSTRANDO EL EFECTO DEL TIEMPO Y

VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION SOBRE EL REMDIMIENTO DEL PROCESO DE OBTENCION
DEL PLASMA BOVINO USANDO CITRATO-OXALATO 0.4 %.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

52.1.2. Resvuliados de la absorbancia vsando el anticoagulante citrato-
oxalato (0,4 7)
Para lo evaluacidon de la varlable absorbancia se ulilizd la
metodologia de superficle de respuesta, cuyos datos se ubican en el

cuadro n® 9, que proporcloné como resultado el modelo

matemdatico, en el cual no resulté significativo el efecto cuadrdatico
de la variable flempo (X2?), obtenlendo un error de 0,257567; dando

como resultado un modelo con un coeficlente de determinacién de
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99,40 %, que hace del modelo hallado una funcidon matemdatica
vélida para predecl dentro de los rangos de las variables en estudio,
con un nivel de conflanza del 95%. Los paradmetros del modelo son, un
promedio de 0,4952 con una desviaciéon estandar de 0,0086 y un
coeficiente de variaciéon de 1,7442 %.

Los andlisis de varianza muestran una falta de agjuste no significativo
debido a que presenta (Fc = 17,1 < Ft = 19,20), que indica que no es
necesario excluir ninguno de los coeficientes hallados; segun lo
establecido por Mongomery (1991), indica que una falta de qjuste
no significativo se debe a que el modelo no requiere de ajustes en sus
coeficientes, y este es valido para efectos de prediccion dentro de
los niveles de las variables independientes al nivel de significancia

establecido, que para la presente investigacion de 0,05.

En la figura n° 9 de superficie de respuesta usando citrato — oxalato
como anlicoagulante; se observa el drea donde se registra la menor
absorbancia que estd comprendida entre los puntos de tiempo de 20
minuics de centrifugado con 3700 rpm de veloecidad de
cenfrifugacién y 15 minutos de centrifugado con 5000 rem  de
velocidad de centrfugaclén. Segun la figura n® 9 el efecto de las
variable se hace notar de manera Inversa ya que a mayor velocidad

y fiernpo de centrfugacién, menor es el valor de la absorbancla que
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de 0.436: lo que Indica una menor hemdlisis registrada en el
proceso, y por consigulente este es direclamente proporclonal a la
canfidad de hemoglobina presente en el plasma, que es

desventajoso para efectos de la purificacion de la albimina sérica
bovina.
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DAAGRAMA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA MOSIRANDO EL EFECTO DEL TIEMPO Y
VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION SOBRE EL NIVEL DE ABSORBANCIA DEL PLASMA
BOVING USANDO CITRATO - OXALATO 0.4 %.

FUENTE: ELABORACION PROPIA



5.2.1.3. Resultados del rendimiento usando el anticoagulante EDTA (0,4%)
En el cuadro n® 12 se observa el modelo matemdatico completo, para
la variable rendimiento, en la cual se observa que el efecto
cuadratico del Tiempo no es significativo (X22), ya que presenta un
emor de 0,678683, que es mayor al nivel de significancia establecido
para el presente estudio, que es de 0,05. El modelo presenta un
coeficiente de determinacion significativo de 95,12 %, por lo tanto se
puede deck que el modelo sirve para la prediccion denfro de los
rangos establecidos para las variables en estudio; el promedio de
datos obtenidos del rendimiento es 41,66 % con una desviacién
estGndar de 0,9934 y un coeficiente de variociéon de 2,3843 %, se
destaca que la falta de ojuste no es significativa en el modelo
completo debido a que presenta (Fc = 16,95 < Ft = 19,20) por el cual
se considera que los coeficientes del modelo hallado son vdalidos

para los efectos predictivos.



CUADRO N° 12 : MODELO DE REGRESION, ANALISIS DE VARIANCIA PARA LOS MODELOS
COMPLETOS CORRESPONDIENTES A LOS RESULTADOS DEL RENDIMIENTO Y
ABSORBANCIA, USANDO EDTA 0,4%.

Y:= 42,7632 + 3,0500 X, - 2,1079 X;* + 1,5500 X, + 0,0921 X;* - 1,8750 X, X,

(+0,1567) (+0,1247) (10, 919) (+0, 1247 ) (+0,1919) (+0,1528)
ANALISIS DE VARIANCIA PARA EL RENDIMIENTO
Promedio de respuestas : 41,6636 Coeficiente de determinacion (R*) : 0,9512
Desviacion standar . 0,9934 Coeficiente de vanacion (C. V. = %) :2 3843
VARIACION SQ GL QM Fc Ft
Regresion 96,1511 5 19,23022 19,49 5,05
Residuo 4,9344 5 098688
Falta Ajuste 4,7477 K 1,582567 16,95 19,20
Error Puro 0,1867 2 0,09335
Total 101,0855 10 |

% de Vanancia Explicada = 95,12
% Maxima de Variancia Explicable = 99,82

Y, = 0,5243 - 0,0748 X, +0,0357 X,? - 0,0455 X, - 0,0102 Xy* + 0,0495 X, X,
(10.0200) (+0,0159)  (#0, 0245)  (+0, 0159)  (+0, 0245) (20, 0195)

ANALISIS DE VARIANCIA PARA LA ABSORBANCIA

Promedio de respuestas: 0,5168 Coeficiente de determinaciéon (R*) : 0,9320

Desviacion standar : 00,0293 Coeficiente de Vanacion (C. V.= %) 5,6804
VARIACION SQ GL oM Fc Ft

Regresion 0,059055 5 0,011811 13,71 5,05

Residuo 0,004309 5 0,0008618

Falta Ajuste 0,001266 3 0,000422 0,28 19,2

Error Puro 0,003043 2 0,0015215

Total 0,063364 10

% de Vanancia Explicada = 93,20
% Maxima de Vanancia E:Eplicable = 9520

FUENTE: ELABORACION PROPIA

OBSERVACIONES GENERALES:

Modelo de regresién completo, con variables y valores codificados (emrores experimentales
abajo enftre paréntesis); negrito = significativo al 5% de probabilidad; X1 = velocidad de
cenfrifugacién (rpm); X2 = fiempo de cenfrifugacién [min); R2 = coeficiente de
determinacién; C. V. = coeficiente de variacion; GL = grados de libertad; SQ = suma de los
cuadrados; QM = cuadrado medio; Fc = F calculado; Ft = F tabular

86



En la Figura n® 10, comespondiente a la evaluacion del tiempo de
centrifugacion y velocidad de centrifugacion con la adicién de EDTA
como anticoagulante, se observa un mayor rendimiento, entfre los
puntos que comresponden a una curva entre un tiempo de 10 minutos
con 4700 rpm y 20 minutos de centrifugacion con 3400 rpm, ambos
parametros comesponden a un rendimiento maximo de 43,633 %.

Segun la figura de superficie de repuesta se observa que la velocidad
de cenfrifugacion es el efecto mas importante debido a que dentro

de su rango establecido se encuentran los valores de rendimientos

mas altos.
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FIGURA N° 10: DIAGRAMA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA MOSIRANDO EL EFECTO DEL TIEMPO Y
VELOCIDAD DE CENIRIFUGACION SOBRE EL RENDIMIENTO DEL PROCESO DE
OBTENCION DEL PLASMA BOVINO, USANDO EDTA 0,4 %.
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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5.2.1.4. Resultado de absorbancla vsando el anticoagulante EDTA (0,4%)

Para lao evaluacion de la variable absorbancia se utilizé o
metodologia de superficie de respuesta, cuyos resultados
experimentales se ubican en el cuadro n® 12, que dio como resultado
el modelo matematico, en el cual el unico efecto significativo resulto
ser el efecto lineal de velocidad de centrifugacion (X4), con un valor
de emor de 0,042418; y un coeficiente de determinacién de 93,20 %
que hace del modelo hallado una funcién matemadatica valida para
predecir dentro de los rangos de las variables en estudio, con un nivel
de confianza del 95%. Los pardmetros del modelo hallado son, un
promedio de 0,5168 con una desviacion estandar de 0,0293 y un
coeficiente de variacion de 5,6804 %.

El andlisis de varianza muestra una falta de qjuste no significativo
debido a los datos obtenidos (Fc = 0,28 < Ft = 19,20), que indica que
no es necesario excluir ninguno de los coeficientes hallados; segun lo

establecido por Mongomery (1991).

En la Figura n® 11 de superficie de respuesta usando EDTA como
anficoagulante, se observa que la menor absorbancia se registra en
la curva comprendida entre los puntos de un tiempo de 20 minutos
con 3000 rpm de velocidad de centrifugacién y 10 minutos con 4800

rpm de cenfrifugacion,



La figura n® 11, muestra segun los resultados obtenidos, gue la
velocidad de centrifugacion registra valores muy diferentes; lo que
demuestra el efecto significativo de esta variable con respecto a la
absorbancia; por el contrario el efecto del tiempo es practicamente
nulo ya que a diferentes tiempos de centrifugacion establecidos

segun disefio, el valor de la absorbancia es practicamente la mismay

corresponde a 0,487.

Bl 0487
B 0511
Bl 0534
B 0557
0580
] oweo3
06827
Bl 0850
Bl 0873
B 0666
Bl above

FIGURA N° 11: DIAGRAMA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA MOSTRANDO EL EFECTO DEL TIEMPO Y
VELOCIDAD DE CENTRIFUGACION SOBRE EL NIVEL DE ABSORBANCIA DEL PLASMA
BOVINO, USANDO EDTA 0.4 %

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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5.2.1.5. Resultado del proceso de optimizacién en funcién a las variables

estudiadas (LOG_R).

Después de realzado el andlisis de rendimiento y absorbancia para
cada uno de los anficoagulantes independientemente, se observa
gue los mejores resuliados se enconfraron ulilizando como
anficoagulante la mezcla de (citrato de sodio — oxalato de amonio)
04 %. en donde se obtiene el mayor rendimiento y la menor
absorbancia, encontfrando de esta manera una forma de expresar
este resultado en conjunto, es decir creando una relacion entre el
rendimiento / absorbancia, y aplicando el logaritmo a este nUmero
(LOG_R), obteniendo los mejores resultados cuanto mayor sea este

valor.

CUADRO N° 13: MODELO DE REGRESION, ANALISIS DE VARIANCIA PARA EL MODELO

COMPLETO CORRESPONDIENTE A EL RESULTADO DE RENDIMIENTO/
ABSORBANCIA (LOG_R), UTILIZANDQO CITRATO-OXALATO.

Y1= 1974 + 0,1081 X, - 0,0459 X,* +0,0589 X, - 0,00259 X, - 0,3545 X, X,

(4 0,0028) (#00022)  (+00045) (% 0,002)  (+ 0,001) ( + 0,0027)
ANALISIS DE VARIANCIA PARA ELLOGR
omedio de respuestas :  1,9504 Cocficiente de determinacién (R "') . 00,9908

Desviacion standar @ 0,013736 Coeficiente de variacién (C. V. =%) : 0.7043 —

VARIACION SQ GL QM Fc Ft
Regresion 0,1016 5 0,0203 107,73 5,05
Residuo 0,00094 5 0,0002
Falta Ajuste 0,00088 3 0,0003 9,73 19,16
Error Puro 0,00006 2 0,0000
Total 0,10258 10

% de Variancia Explicada = 99,08
%o Méxima de Vanancia Explicable = 99 94
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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En el cuadro n® 13 se gprecia los resultados obtenidos para LOG R,
cbteniendo un coeficiente de determinacion de 99,08 %, un
promedio de respuestas 1,9504; desviacion estandar de 0,013736 y un
coeficiente de variacion de 0,7043. El efecto de tiempo cuadrdtico
no resulto significativo (X22), ya que obtuvo un valor de error de 0,5311
y que es mayor que el nivel de significancia establecido para este
ensayo que es de 0,05. El andlisis de varianza muesira a demds que
no es necesario realizar un ajuste debido a que (Fe=9,73 <Ft= 19,16},
por lo tanto el modelo es valido para predecir dentro de los rangos
establecidos.

En la figura n® 12 se observa el efecto de las variables independientes
en la relacion LOG_R, v se verifica que el factor mas importante que
afecta esta relacion es la velocidad de centrifugacion ya que a
diferentes velocidades el comportamiento de LOG_R es
significativamente diferente, por el conirario el efecto de tiempo de
centrifugacion no se manifiesta con valores tan diferentes.

La importancia de maximizar la relacion de LOG_R radica en que se
puede obtener de manera conjunta la region de maxima respuesta
que representa el maximo rendimiento con la minima absorbancia.
Segun la figura n® 12, se visualiza un area de maxima respuesta

comprendida enfre los puntos de 15 minutos con 5000 rom vy 20

minutos con 4000 rpm.
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FIGURAN®12:  DIAGRAMA DE SUPERFICIE DE RESPUESTA MOSTRANDO EL MAXIMO RENDIMIENTO Y
LA MINIMA ABSORBANCIA DURANTE LA EXTRACCION DEL PLASMA BOVINO,
USANDO CITRATO — OXALATO 0,4%.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

De los resultados obtenidos se deduce que para la de obtencion de
plasma bovino se seguird con la técnica de la adicion de la mezcla
de citrato de sodio - oxalato de amonlo como anticoagulante y se
vtilizard un tiempo de cenftrifugaciéon de 20 minutos y una velocidad

de centrifugacion de 4500 rpm,
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5.3.Resultados para la primera evalvacién
5.3.1.Evalvacién del disefio experimental unifactorial
Para el andlisis estadistico se ulilizé el paquete estadistico Stat Graphics v. 5.0

5.3.1.1.Resultado de rendimiento

En el cuadro n® 14, se detalla los rendimientos y sus promedios, para
cada método de obtencién de albumina sérica bovina.

En el cuadro n® 15 de rendimiento se analizan las técnicas de
obtencién de albimina sérica bovina, mediante un andlisis de
varianza; que muestra que existe diferencia significativa al nivel del 95
% de confianza entre las medias de los tratamientos de los métodos
de obtencién de albUmina sérica boving, siendo el método de
precipitacion por sales la de mayor rendimiento, que presenta un
valor de 31,115 %, seguido del método por termocoagulacion
selectiva con un 23,965 % y finaimente del método de precipitacion

por acido con 18,0125 %.

CUADRO N° 14 : RESULTADOS DE LOS RENDIMIENTOS DE ALBUMINA POR METODO DE
OBTENCION (g/L) PLASMA.

] 17,36 21,30 28,53
2 19,72 215 | 2878
3 1635 24,80 3235
4 18,62 23,6 34,80
PROMEDH 18,0125 23965 | 31115

FUENTE: ELABORACION PROPIA.

93



CUADRO N° 15: ANALISIS DE VARIANZIA PARA RENDIMIENTO A DIFERENTES METODOS
DE OBTENCION DE ALBUMINA SERICA BOVINA.

Fuente de | Sumade |[Gradosde|Cuadrados| F | Flabla
y m o 'E_: W L 4 g '."u: u il .'_f-l ._,' VL i

Técnicas 344,307 2 1721535 33,3826 4,26
Error 46,4129 9 5,156988
Total 390,7199 11

FUENTE: ELABORACION PROPIA.

En la figura n® 13, se observa la distribuciéon de las medias de las
diferentes métodos, sus medias de posicion y dispersion; observando
que el metodo de precipitacion por acido presenta un rendimiento
menor a el rendimiento obtenidc por el métode de
termocoagulacién selectiva, y ésta a su vez tiene un rendimiento
menor a la obtenida por precipitacién por sales. A pesar de los
resultados obtenidos, esta evaluacidon no se puede considerar
definitiva para elegir el mejor método de obtencidon de albumina
serica bovina; ya que para esta eleccion se debe considerar el
andlisis de las pruebas de electroforesis y barido espectrofotomeétrico

(screening).
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FIGURAN®13: DISENO DE CAJA PARA LAS MEDIAS, MEDIANA Y
DESVIACION DE METODOS DE OBTENCION DE ALBUMINA
SERICA BOVINA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA.

5.3.1.2.Resuvltado de humedad

En el cuadro n° 16 se muestran los datos obtenidos del andlisis de
humedad realzado independientemente para cada método de
obtencion de albumina sérica bovina.

En el cuadrc n° 17 se anadlizaron resultados de humedad
comrespondiente a los fres metodos de obtencion de albumina sérica
bovinag; el analsis de varianza al 95 % de confianza muestra que no
existe diferencia significativa entre las medias de los métodos. La
prueba de significancia de tukey que complementa al andlisis de

varianza muestra que, las medias de los métodos de
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termocoagulacién selectiva y precipitacion por sales son
significativamente diferentes; y que las medias de los métodos de
precipitacién por dcido y termocoagulacion selectiva no son
significativamente diferentes.

En la figura n° 14 de cajas se observa la distribucion de las medidas
de distribucidén y dispersion para todos los datos de humedad
regisfrados de los tres métodos de obtencién de albumina sérica
bovina.

El método que menor humedad reporta es la de precipitacion por
sales siendo de 2,975 %, seguido del método de termocoagulacién
selectiva con 4,75 %, y finaimente se encuenfra el método de
precipitacion por aGcido con 5375 %. Durante la cristalizacion vy
después de estq, se observd en el método de precipitacion por sales
que la mayoria de los cristales formados pertenecen a residuos de
sales de sulfato de amonio, lo cual se comprobard mas adelante con
la prueba de barrido espectrofotométrico (screening) y electroforesis.
Finalmente se encuentra que los métodos de precipitacion por sales y
termocoagulacién selectiva estGn dentro del rango permitido por los

indicadores obtenidos del certificado de analisis de Sigma Aldrich.



CUADRO N° 14 : RESULTADOS DE LAS HUMEDADES DE LA ALBUMINA, POR METODO DE

OBTENCION % (P/P).
L 2.7
2 3,30
3 6,20 4,80 2,90
4 4,90 5,60 3,00
PROMEDIOS 5,375 4,750 2,975

FUENTE: ELABORACION PROPIA,

CUADRO N° 17 : ANALISIS DE VARIANZA PARA HUMEDAD A DIFERENTES METODOS DE

-1“ H --'ﬁ-*?!'- e o : 4 a 'al alculado |
Tecnicas 12,4017 2 22,82521 4,26
_ Emor 2,45 9 0,271666
| Total 14,8467 11
FUENTE: ELABORACION PROPIA.
pp acido
pp sales
lermocoagulacion
2.7 3.7 4.7 » 6.7

HUMEDAD
FIGURA N° 14 : DISENO DE CAJA PARA LAS MEDIAS, MEDIANA Y DESVIACION DE LOS
METODOS DE OBTENCION DE ALBUMINA SERICA BOVINA
FUENTE: ELABORACION PROPIA.,




5.3.1.3. Resultados de los screening

En el cuadro n° 18, se detallan los resultados de las mdximas

absorbancias registrados en los screenings, realizados a cada uno de

los métodos de obtencion de albimina sérica bovina.

CUADRO N° 18 : RESULTADOS DE LAS ABSORBANCIAS OBTENIDAS POR SCREENING, POR

METODO DE OBTENCION
REPETICIONES | PP.PORACIDO |TERMOCOAGULACION| PP.POR SALES
] 0,1863 0,6540 0,5323
2 0,3371 0,6459 0,3113
3 0,2727 0,6980 0,4580
4 0,5322 0,6912 0,3640
PROMEDIOS 0,3320 0,6723 0,4164

FUENTE: ELABORACION PROPIA.

Al realizar este andlisis se debe de tener en cuenta que para poder

evaluar los fres métodos es necesario tener el pairdn adecuado para

poder redlizar la comparacion entre las absorbancias y ademas

poder visualizar el comportamiento de el barido espectrofotomeétrico

y la forma de la curva perteneciente a la albimina sérica bovina.

En la figura n® 15 se muestra el screening realizado a la albuminag

pafrén marca Sigma Aldrich , con una concentracion de 1mg/ml, se

puede observar que el pico médximo de absorbancia se ubica a los

279 nm, teniendo como resultado una absorbancia de 0,6672 el cual

pertenece a un 98 % de pureza, como lo Indica su certificado de

andlisls.
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FIGURA N°15: SCREENING DE ALBOMINA PATRON MARCA SIGMA ALDRICH. (ABS 279 nm = 0,4472)
FUENTE: ELABORACION PROPIA

Al realizor el screening para la albimina sérica bovina obtenida por el
método de termocoagulacion selectiva que se observa en la figura
n® 16; se defermina que posee una clerta similitud con respecto a la
alpOmina palrén Sigma Aldrich. Su absorbancla obtuvo un valor de
0,6723 en el pico maxdmo de 279 nm,



Al realizar los cdlculos para determinar su pureza, se obtuvo como
resultado que esta albumina obtenida por termocoagulacién

selectiva posee una pureza de 98,75 %:; dato obtenido por la férmula

del anexo X|.
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AGURA N° 14 : SCREENING DE LA ALBUMINA OBTENIDA POR EL METODO DE TERMOCOAGULACION
SELECTIVA (ABS 279 nm = 0,4728)
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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Para el caso de la albumina sérica bovina obtenida el método de
precipitacion por sales, se observé que no guarda ninguna
semejanza a la curva obtenida por la albUmina pafrén, como se
muestra en la figura n® 17. Teniendo como resulfado una absorbancic
de 0,4164 obtenido en el maximo pico a 279 nm, al realzar los
cdlculos de pureza con la formula del anexo X, se encuentra un valor
de 61,16 % de pureza.

Al observar el screening de la albumina sérica bovina obtenida por &l
meétodo de precipitacion por acidos, que se muesira en la figura n®
18; se observo que tampoco fiene una semejanza a la curva hallada
con el patréon Sigma Aldrich; teniendo como absorbancia maxima de
0,3320 medida a 279 nm, a la cual le comesponde un grado de
pureza de 48,78 %.

Luego de analizar los métodos de precipitacion por sales vy
precipitacion por dcido, mediante esta prueba de screening, se
puede determinar que estos dos metodos no son de interés, por
presentar una minima cantidad y pureza de proteinas; por lo tanto no
se fomaron en cuenta para realizar la cromatografia por filtracion en

gel de sephadex G-/5.
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FIGURA N° 17 : SCREENING DE ALBUMINA OBTENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION POR SALES. (ABS
279 nm = 0.,4] 64)
FUENTE: ELABORACION PROPIA
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FIGURA N° 18 : SCREENING DE ALBUMINA OBTENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION POR ACIDO.
(ABS 279 nm = 0,3320)
FUENTE: ELABORACION PROPIA

En el cuadro n® 19, el andlisis de varianza para las absorbancias,
muestra que a un nivel de confianza del 95 % los métodos de
obtencién de albumina sérica bovina presentan diferencias
significativas entre sus medias, y segun la prueba de significancia de

Tukey HSD muestra que los métodos de precipitacion por acido vy
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termocoagulacién selectiva, asl como la de precipitacién por sales y

termocoagulacién selectiva, presentan diferencia estadistica
significativa. Mientras que entre las medias de los métodos entre
precipitacion por dcido y precipitacién por sales no existe diferencia
significativa, como se observa en la figura n° 19. Siendo la de mayor
absorbancia la que coresponde al método de termocoagulacién
selectiva con un valor de 0,6723; seguido del método de
precipitacion por sales con un valer de 0,4164 y finalmente el método

de precipitacion por acido con un valor de 0,3321.

CUADRO N° 19 : ANALISIS DE VARIANZA PARA ABSORBANCIA A DIFERENTES METODOS
DE OBTENCION DE ALBUMINA SERICA BOVINA

Fuente de Sumade |Grados de| Cuadrados F F Tabla
Varlacion Cuadrados | Llibertad Medios | Calculado
Técnicas 0,251092 2 0,125546 11,7877 4,26
Error 0,0958557 9 0,01065063
Total 0,3469477 11

FUENTE ELABORACION PROPIA
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FIGURA N° 19 : DISENO DE CAJA PARA LAS MEDIAS, MEDIANA Y DESVIACION DE METODOS

DE OBTENCION DE ALBUMINA SERICA BOVINA,
FUENTE: ELABORACION PROPIA

Resultados de la eleciroforesis

Los resultados obtenidos por la electroforesis en gel de poliacriiamida
SDS, se muestran en las siguientes figuras.

En la figura n® 20, se muestra la presencia de las albuminas obtenidas
por los tres diferentes métodos de extraccién, en comparacién con el
patréon de albumina Sigma Aldrich de codigo (AS1 y AS2).

La figura n® 20, muesira una semejanza en el comportamiento entre
las albuminas obtenidas por termocoagulacion (C1 y C2) y las del
patron (AS1 y AS2) , a diferencia de las ofras dos obtenidas por
precipitacion por acidos(D1 y D2) y precipitacion por sales (S1 y 52),
las cuales muestran una pequena zona coloreada de azul: por lo

cual se puede interpretar como una minima cantfidad de proteinag
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presente, dato que se demuestra con el screening anteriormente
realizado.

Ofro dato importante de anotar es que las proteinas se desplazaron
en un mismo nivel horizontal, dato que comprueba que se trata de la
misma proteina con un peso molecular idéntico.

Las albuminas obtenidas por el meétodo de termocoagulacion
selectiva y las albUminas patrdn Sigma Aldrich presentan
caracteristicas idénticas de recomido electroforético y de intensidad
de tefiido por el colorante azul de coomasie. También se puede
visualizar que entre las proteinas obtenidas por los tres métodos no se
encontré presencia de la proteina hemoglobina, que se muestran
con los codigos H1 y H2,

En el caso de la albumina obtenida por el método de precipitacion
por sales, gue anteriormente fue la que presentd mayor rendimiento,
se puede decir por medio de este andlisis electroforético que el
rendimiento elevado fue por causa de presencia excesiva de sales
de sulfato de amonio detectadas visualmente en la etapa de
cristalizacion, debido a gue no presenta la misma intensidad de

tefiido que la albumina patrén Sigma Aldrich.
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FIGURAN“20: ELECTROFORESIS DE ALBUMINAS OBIENIDAS POR LOS IRES METODOS. (PAGE-SDS
(STAKING 5%, SEPARACION 12%) BUFFER DE CORRIDA TRIS-GLICINA-SDS 1X, 160V,
25 A, TIEMPO 3:00 H, MUESTRA 20 UL) AS1 Y AS2: ALBUMINA PATRON MARCA
SIGMA ALDRICH; €1 Y €2 ALBUMINA OBIENIDA POR EL METODO DE
IERMOCOAGULACION SELECT IVA; 81 Y $2: ALBUMINA OBTENIDA POR EL METODO
DE PRECIPITACION POR SALES; D1 Y D2: ALBUMINA OBIENIDA POR EL METODO DE
PRECIPITACION ACIDA; H1 Y H2 HEMOGLOBINA BOVINA,
FUENTE: ELABORACION PROPIA

En la figura 21, se muestra la semejanza del desarrollo de la albumina
obfenida por el método de fermocoagulacion selectiva (C4) y la
albUmina perteneciente al patrén de Sigma Aldrich (AS). En las cuales
tamblén se observan presencia de ofras proteinas que perlenecen al
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grupo de las globulinas; que cierftamente guardan mucha similitud
entre el pafrén (AS) y el método de termocoagulacién selectiva (C4).
La ubicacion al mismo nivel horizontal del recomrido entre las dos

proteinas (C4) y (AS) demuesira que se trata de una misma proteina

con un mismo peso molecular.

Al observar los resultados de las ofras dos proteinas obtenidas por los
métodos de precipitacién por sales (54) y precipitacién por acidos
(D4), se demuestra que existe pequefna presencia en el caso del
método de precipitacion por sales (54), esto debido a la baja tincion
qgue presentfa con e colorante azul de coomasie; y la nula presencia

de proteina obtenida por el método de precipitacién por acido (D4).
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HGURA N° 21 :

ELECTROFORESIS DE ALBUMINAS (PAGE-SDS ( GEL STAKING 6%, GEL SEPARACION
12%) BUFFER DE CORRIDA TRIS-GLICINA-SDS 1X, 200 V, 30 A, TIEMPO 4:20 H,
MUESTRA 20 UL.) AS: ALBUMINA PATRON MARCA SIGMA ALDRICH: C4: ALBUMINA
OBIENIDA POR EL METODO DE TERMOCOAGULACION SELECTIVA: S4: ALBUMINA
OBIENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION POR SALES, D4: ALBUMINA
OBIENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION ACIDA.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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54. Resultados de la segunda evaluacién

5.4.1.Niirogeno total
Se redlizé la evalvacidn de nitrdgenoc total para el métode de
termocoagulacion selectiva teniendo como resultado los siguientes datos:
gasto final en la titulacién con acido sulfurico de 44 ml a lo que corresponde

un 15,323 % de nitrégeno total; encontrandose dentro del rango permitido.

5.4.2.Cenizas

Este andlisis se efectudc para el método de termocoagulacion selectiva,
teniendo comeo resultado 0,33 % de ceniza; verificando que el dato obtenido

esta dentro del rango pemitido.

5.4.3. Analisis del pH en solucion 1% en Cloruro de sodio 0,15 M
Este andlisis también se efectud para evaluar las albominas obtenidas por el
meétodo de termocoagulacion selectiva teniendo como resultado final un pH

igual a 6,2; este dato también se encuentra dentro de los rangos permitidos.

5.5. Resultados de la purificacién por cromatografia de filtracién en gel

Se realzo la cromatografia en filfraclén en gel de sephadex G-75, cuyos
datos se tabularon y plasmaron en una curva llamada cromatograma y se

representa en la figura n°® 22, en donde se observan las absorbancias y
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volumenes de elusién, estos voliumenes se recogieron con una velocidad de
elusion constante de 1 mi/5 min. El primer pico lefra (o), ubicado en el
volumen de elucidén del tubo n® 10, comresponde al azul dexfrano cuyo peso
molecular es de 2000000 g/mol, el segundo pico lefra (b), ubicado en e
volumen de elucién del tubo n® 12 comresponde a las globulinas cuyo peso
molecular es de B0000 g/mol, el tercer pico lefra (c), comresponde a el
volumen de elucion del tubo n® 14, seguido del n° 15, los cuales representan
a la albimina sérica bovina cuyo peso molecular es 66000 g/mol, y el ultimo
pico lefra (d), comespondiente al volumen de elucidn del tubo n® 40

pertenece al del rojo de fenol cuyo peso molecular es de 3548 g/mol.

Absorbancia

Cromatograma de AlbGmina serica bovina

FIGURA N° 22 : CROMATOGRAMA DE ALBUMINA SERICA BOVINA, OBIENIDA POR EL METODO DE
TERMOCOAGULACION SELECTIVA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA



5.5.1.Resultado del Screening después de la cromatografia

En la figura n® 23, se representa el barrido espectrofotométrico (screening),
evaluada a partir de 200 nm hasta 400 nm de longitud de onda; tomando
datos de las absorbancias cada 0,1 nm. Realizado a la albumina obtenida
por el método de termocoagulaciéon selectiva en solucion (1mg/ml), la
medicion se realizd en una cubeta de cuarzo 3.5 ml de capacidad; el
bamdo espectrofotométrico se visualizé mediante un software UNICO UV
2102 PC Spectrophotometer. Esta prueba se efectud después de haber sido
purificada por la cromatografia en filfracion en del de sephadex G-75, en la
cual se observa una curva muy parecida a la albUmina patrén sigma Aldrich;
obteniendo un pico de absorbancia maxima de 0.6807 en los 279 nm de
longitud de onda; a la cual por medio de una comparacion con el patron se
le designa una pureza de 99,98 %; lo que nos indica que existe una
eliminacion de las proteinas contaminantes.

Se puede senalar que mediante el método de termocoagulacion selectiva
se obtienen albOminas muy semejantes a las del patrén Sigma Aldrich; lo que
nos indica gque no seria necesaria la purficacidn por cromatografia para
alcanzar la pureza comercial; determinando asi que el metodo de
termocoagulacion selectiva es el mejor metodo de purificacion de albumina
serica bovina ya que presenta Iguales caracteristicas al patron en el barmrido

espectrofotométrico.
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RAGURA N° 23 : SCREENING REALIZADO A ALBUMINA SERICA BOVINA OBTENIDA POR EL METODO DE

TERMOCOAGULACION SELECTIVA, DESPUES DE LA CROMATOGRAFIA DE FILTRACION
EN GEL (ABS 279 nm= 0,4807)

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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5.5.2. Resultado de la electroforesis después de la cromatografia

En la figura n® 24, se observa la electroforesis SDS-PAGE, realizada para la
evaluacion de la albumina sérica bovina obtenida por el método de
termocoagulacion selectiva, antes y despues de la cromatografia en
filtracion por gel de sephadex G-75, en la cual se percibe una eliminacién
total de las globulinas debido a la cromatografia de filtracion en gel,
realizada a la albUmina obtenida por el método de termocoagulacion (C),
dando como resultado (CC1 y CC2). Demostrando de esta manera que es
posible obtener albUmina serica bovina de mayor grado de pureza, en
comparacion a la que presenta el patrén Sigma Aldrich.

También se observan las albuminas obtenidas por los métodos de
precipitacion por sales y precipitacion por dcidos las cuales estan
representadas por finciones poco apreciables, indicando esto una menor ©
pequena cantidad de proteina aislada.

Sequn la figura n® 24 se puede decir que la albumina obtenida por el
meétodo de termocoagulacién selectiva presenta iguales caracteristicas
electroforéticas en cuanto al recomrido y intensidad de tincién; por lo tanto se
frataria de la misma proteina comparada con la albUmina patrén Sigma

Aldrich.
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FIGURA N° 24 :

ELECTROFORESIS ANTES Y DESPUES DE LA CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN
GEL DEL METODO DE TERMOCOAGULACION SELECTIVA. (PAGE-SDS (STAKING
6%, SEPARACION 12%) BUFFER DE CORRIDA TRIS-GLICINA-SDS 1X, 200 V, 30 A,
TIEMPO 4:20 H, MUESTRA 20 UL.)

CC1 Y CC2: ALBUMINA OBTENIDA POR TERMOCOAGULACION SELECTIVA,
DESPUES DE LA PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL:
$: ALBUMINA OBTENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION POR SALES: D:
ALBOMINA OBTENIDA POR EL METODO DE PRECIPITACION POR ACIDO: P-
PLASMA BOVINO; AS:  ALBUMINA PATRON MARCA SIGMA ALDRICH; C:
ALBOMINA OBTENIDA POR EL METODO DE TERMOCOAGULACION SELECTIVA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA.
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5.5.3.Resultado de la aplicacion de la prueba Lowry

En el cuadro n° 20, se aprecian los datos registrados de comparacion de
albumina patrén sigma Aldrich y albumina obtenida por el metodo de

termocoagulacion selectiva.

CUADRON°20: ABSORBANCIA REGISTRADA PARA MUESTRA PATRON Y MUESTRA
EXPERIMENTAL OBTENIDA POR TERMOCOAGULACION SELECTIVA.

T ConCTRREIRE 0] muestra. .| . pet
0.1 0,283 0,301 0,018
0,2 0,465 0,507 0,042
0.3 0,641 0,698 0,057
0.4 0,728 0,788 0,060

FUENTE: ELABORACION PROPIA

En el cuadro n® 21, la evaluacién de datos de albuminas en la aplicacion del
método de lowry para proteinas se muestra que sus coeficientes de
variacion presentan valores muy similares de amplitud de dispersion; es decir
ambas técnicas ofrecen el mismo grado de exactitud. Dichos resultados se
confirmaron mediante una prueba de hipdtesis de las medias, en la cual no

se enconfraron diferencias significativas para la precision de las muestras

116



CUADRO N° 21 : MEDIAS DE POSICION Y DISPERSION, PARA LAS CURVAS LOWRY.

~ | patron | diferencia |
=g Bl bt A ] T L e g

promedio | SRS e 0,5735 0,0443
| ) A 0,1973 0,2162 0,0192

37,28% 37,69% 43, 37%

Se reqlizé wun andlisis para verificar alguna diferencia existente entre la
proteina obtenida por el métode de termocoagulacion selectiva y la
proteina patrén obtenida del laboratorio Sigma Aldrich, para las cuales se les
construyeron de manera independiente sus curvas de calibraciéon, en la
figura n® 25 se muestra la curva hallada con la albimina patrén marca
Sigma Aldrich, en la cual se puede observar que su coeficiente de
Determinacion es de 0,9734, con un coeficiente de comrelacion lineal de
0,9866 lo que nos indica que existe un alta relacion lineal entre los niveles de

concenfracion de albumina y absorbancia.
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FIGURA N° 25 : CURVA DE CALIBRACION PARA LA ALBUMINA SERICA PATRON MARCA

SIGMA ALDRICH.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

En la figura n°® 26 se observa la curva de calibracién hallada pora la

albumina obtenida por el método de termocoagulacién selectiva, en donde

e obfiene el coeficlente de determinaclén que es de 0.9777,

con un

coeficlente de comrelacién de 0,9888 lo que Indica un comportamiento lineal

enfre los niveles de concentracldon de albumina y absorbancia.
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FIGURA N° 26 : CURVA DE CALIBRACION DE ALBUMINA SERICA OBTENIDA POR EL
METODO DE TERMOCOAGULACION SELECTIVA.
FUENTE: ELABORACION PROPIA.

Prueba de hipétesis para evaluaciéon de albimina muestra
(Termocoagulacién selectiva) y AlbGmina Patrén (Sigma Aldrich)
Segun el andlisis de la prueba t cuyo resumen se muesira en el
cuadro n° 22, con un nivel de significancia de 0,05 la prueba de
Hipbtesis demuestra que no existe razon suficiente para afirmar que la
albumina obtenida por termocoagulacion selectiva es diferente de la
albumina patrén proporcionada por Sigma Aldrich ya que el error P
(0,77255), es mucho mayor que el nivel de significancia (0,05), en
declr aceptamos la hipotesis nula Ho, por lo tanto se puede afrmar

que ambas proteinas se comportan por igual en la prueba de Lowry.
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CUADRO N° 22 : PRUEBA ¢ STUDENT PARA COMPARACION DE MEDIAS

Hipotesis Nula ( Ho) : p termocoaguacion = patron
Hipotesis Alternativa (Hi ) : p termocoaguacion = . patron

asumiendo varianzas iguales: texp = -0,302401 P-value = 0,772555
FUENTE : ELABORACION PROPIA

5.5.4. Resultado del analisis del rendimiento después de la cromatografia
Después de realizada la cromatografia de filtfracion en gel de sephadex G-

75, es necesario determinar el rendimiento ocbtenido, debido a que cuando
se realiza una purficacién por lo general existen pérdidas. Por lo tanto se

realiza el siguiente analisis:

1.- AlbUmina solucién inicial 60 mg/ml

2.- Volumen adicionado a la columna de cromatografica 0,3ml (0,3 mi * &0

mg/1ml) que contiene 18 mg de albumina.
3.- Se recogié 1ml de volumen de elusidn y se le adiciono 2ml de buffer y

se procedid a realizar un andlisis de Lowry para la cual se tomo 0,2 mi

de los 3 ml totales del tubo n° 14 de la elusién, la absorbancia = 0,245.
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4.- De acuerdo al andlisis realizado en 0,2 ml existen 0,202 mg de proteina.
Entonces en 0,2 ml hay 0,202 mg en 3 ml hay 3 mg; entonces 1 mi de

elucidn original contiene § mg de proteina.

5- El mismo procedimiento se sigue con el tubo n° 15 en donde se

encontré que contiene 6,12 mg de proteina.

6.- Los tubos 14 y 15 fueron considerados mirando el cromatograma de la
figura n® 22. Juntos representan en la totalidad de proteina obtenida y
representa directamente el rendimiento, la suma de estos dos tubos da
un total de 15,12 mg de proteina, el cual representa un 84 % de

rendimiento final de albumina sérica bovina purificada.
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vi CONCLUSIONES

De acuerdo al estudio realzado, las mejores condiciones para la obtencion
del plasma bovino fueron: una velocidad de centrifugacion de 4500 rpm, un
fiempo de cenfrifugado de 20 minutos y adicién de citrato de sodioc-oxalato
de amonio al 0,4 % como anticoagulante. Obteniéndose como resultados un
valor maximo de rendimiento de 47,315 % y una hemdlisis expresada como

un valor minimo de absorbancia de 0,436.

De los resultados experimentales obtenidos de los tres métodos de extraccion
de albumina serica bovina, el que reportd caracteristicas similares al patrén
Sigma Aldrich, fue método de termocoagulacion selectiva y reporté los
siguientes resultados: rendimiento de 24 g/l plasma; pureza 98,75 %, nitfrégeno

total de 15,323 %, cenizas de 0,33 %, humedad 4,79 %.

Las pruebas electroforéticas redlizadas a los fres métodos de obtencion de
albOmina sérica bovina, determind que la albumina obtenida por
termocoagulacion selectiva presentd iguales caracteristicas de recomido

electroforético y presencia de globulinas que la albumina patron Sigma

Aldrich,
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La cromatografia de filtracién en gel de sephadex G-75; di® como resultado
un grado de pureza del 99,9 %:; con un rendimiento del 84 % de proteina
pura. Ademas la electroforesis en gel de poliacrilamida demostrd ausencia

de proteinas contaminantes.

Ambas proteinas, mostraron un comportamiento similar en el agjuste de las
curvas de calibraciéon para cuantificacion de proteinas por el método Lowry,
de acverdo a la evaluacién de la prueba de hipdtesis de comparaciéon de

medias.
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Vil RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda realizar un estudio completo a las proteinas que no fueron
de interés de este trabgjo como son: globulinas y fibrindgenos; para el
aprovechamiento de los componentes aminoacidicos mas importantes y

su aplicacion en la industria de la alimentacion.

2.- Realizar un estudio riguroso de la estabilizacion térmica de la albumina
sérica bovina en el método de termocoagulacion selectiva, con el fin de

disminuir los costos de produccion.

3.- Redlizar estudios para la aplicacion de la albUmina sérica bovina
aprovechando su capacidad espumante en embutidos, principalmente

en la capacidad de retencién de agua.

4.- Se recomienda realzar un estudio para el aprovechamiento alimentario

del hiero presente en la hemoglobina de los corpusculos rojos de la

sangre.
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ANEXO | :

Anglisls de varianza para el rendimiento y absorbancia para el

anficoagulante cifrato-oxalato 0,4 % (etapa preliminar).

Regr. Cosfficients: Var RENDIM: Rsqr= 94875 FI749
2lactors, | Blocks, 11 Runs: MS Pure Errn-

REN DWIENTO
Pogroun 5id B 3% *95%
CosHi. Pure Em 7] 2] Cnilimi CnlLlimt
_Mean/interc, 44,431 58 48087 201 3871 Qoan| | _&19944l 4526878
M_N 4 I 1 Ja0n24 Q007 48 17429 475107
VELOC _[Q) 7 T 32073 018131 21093 54858
_2TIEMPO {L] | o7 117851 14 leg! LI 217274
| JIEMPO Q) S 181249 48 _JOS02¢ 85932 JO142
| ILby 2 IO 144008 4197 EAOY L3703 i - 12697
ANOVA: Var:RENDIM: R-scy= 9487% Adi-92749 |edchita)
2lacton, | Blocks, 11 Runi; M3 Pure Emors DB
_RENDIMIENTO
5 .
UVELOC (1) 1003750 I : l !I?g_m |00 m' )
_VELOC (Q) ddra) I el S0 4w 18121
_ZINEMPO (L) |4 6647 | _l4das’ X000 0049 63
| TIEMPO |G _Dise ! ik il JOOB26
e 1 e e e e
| 4404 060006
| Pure Emror AT < RN
Total §§ 1265458 [ 10
Regr. Coelficlents Var ABSORK R-uqr= 99402 Ady. 78808
2 lacton, | Blocks, 11 Runi: MS Pure Ermor= 000007
_ABSORBANCIA
Regrenn St b {.J s S
_Mean/interc, 474843 001337 I fom _XxLue A69003 ABOSRZ
_(VELOC [\ 078000 001080 Jade 00192 OR2847 - 073353
| VELOC Q) 139695 D! 24000 21712 32743 L£47047
_(ZJTIEMPO (L] (080 A0ioe0 470635 | oooesi : 1 - 044
TIEMPO (G) - 002608 001642 -1, 3473 287547 - 09757 004547
_Ilby 2 004250 013 Ao o194 032554 DaPe
ANOVA: Var:ABSORE: R-sqre 99402 Adj-?8805 (eriksta)
2 lacton. | Blocks, 11 Rung MS Pure Emor=, 000007
ABSORBANCIA
u?fm-u %_ m%; 521 F,w 0
[)VELOC (i} 30 ; 4 000192
VELOC [Q] 004032 ' 04037 576,004 001732
[ATIEMPO (1) 015504 [ .01 5504 2214881 000451
TIEMPO (G 000017 ] 000017 2454 257547
by 2L 005852 I O0SAS2 B34.0034 001194
L:mhn!m _.000359 3 000120 17.104 055741
Pure Emor 000014 2 000007
Tolal 5 062442 10

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO Ii : Andlisis de varianza para el rendimiento y absorbancia para el

anficoagulante EDTA 0,4 % (etapa preliminar).

Feg. Cosflcentt VarRENDIM: R-sgr=.951 19 AdR 90237
2 locton, 1 Block, 11 Runc MS Pure Emor= 0533333

FEN DIMUENTO

Regremn Sid En. -75% +#5%

Coefi. Pure En Ha <] Cnllimt Cnl Limt
Mean/inferc. 4276316 156721 2728421 000013 4208584 Qg
[VELOC M 105000 124722 24,4544 001448 251334 3 58664
YEOC 1G] -2 1078% 191943 -10.981% 081 70 293974 -1 28000
EMEWPO R 1 55000 12G0 | 24376 00413 1.01336 2
TEMPD |G] O 191943 ATTT ATB6E3 - 73376 1797
| Ilby3d - | B7500 153753 127748 JODAST2 -2 830 N 21774

AMOVA: Var RENDIN: R-4gr=.7511%; Adp. 90237 [enk].sta)
2 focion. 1 Blocks. 11 Runs; MS Pure Bror= 0932333

FENM DAMIENTO
| S di MS E B
IVEOC ) 558150 i 5581 500 S9R.01 79 001 &68
VEOC 1G] 11.2562 1 11.25614 1206017 o081 90
| CATEMPO L) 144150 - 1441500 | 54 2464 D013
TEMAPO (0] 0215 1 02145 200 678683
Loy & | 40425 I 1404250 | 506494 006572
Lock of At 47477 3 1 58256 165560 054205
Pure Bror 1867 2 09333
Total 55 101.0855 10
Feg. Cosficenty Vor ABSORE: R-sqr=53F Ady84d
Z foctors 1 Blocks, 11 Runs: MS Pure Eror=0015213
AELORBANCLA
Regreun Sid.En. #5% +35.%
Coeff. Pure Er 2 P Cnllimt CnifLimt
Mean/interc. 524316 X007 2620430 001453 AZEDDS §10407
[VELOC f 074833 EF= -4, 69957 42418 - 143344 0&320
VELOC (0] 035711 024504 145724 28237% -.DE972% 141150
o - 045500 01523 285742 10arél -114013 023013
TIEMAPC ) - 010289 024506 - 41788 715379 115729 095150
Ly 2 049500 019502 253818 126444 -034411 | 133411
ANOVA: VarABSORE: R-sqr=932 Ady-Béd [enk) sta)
2 facters. | Blocks, 11 Rung; MS Pure Bror=,0015213
ABSORBANCIA
53 df _MS F p
(JVEOC f] OAG00 ] 03300 ) Q42418
VELOC O] D033 | ] 003231 212354 M7
[ATIEMPO (L) 012422 I 01 2422 8.1 5488 103761
[ 1E04PO_(G) L0075 ' 00268 17630 _ 7S
by 2 07801 1 009801 444208 126444
Lack of il 00 266 3 000422 2774 840717
Pure Enor 03043 2 001521
Talol 55 043364 10

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO I

Andlisis de varianza para rendimiento / absorbancia (LOG_R), para el

anficoagulante citrato-oxalato 0,4 % (etapa preliminar).

Regr Cocthiaonts, Var LOG __R; R-sqr= 9908, Ady: 98161

2 factors, | Blodks, 11 Runs; MS Pure Emor= 06000303

RESPUESTA OPTIMIZADA: LOG R

Regressn Std Err -95.% +95.%

Cocfl Puare Em U P Crf Limt Crd Laeet
MeanInierc 1 974042 ORKT? 59 6190 000002 196190 198612
(IVELOC (L) 108133 045 4% 1558 000431 CRATZ 117
VELOC (Q) . (45004 04%E -11.2538 JOS619 60T 31036
(OTIEMPO (1) a1 07345 26,2601 (01447 I e (A28
TIEMPO (Q) 002595 03456 7508 531065 - 012274 01 7464
IL by IL - A5450 0270 128 05565 . (MTIE3 . (3617
ANOVA. Var LOG__ R, R-ag=9908; Adj. 98161 (eriksta)
2 factors, | Blocks, 11 Runs, MS Pure Error= 0000303
DV.LOG R

58 & MS F P

(UVELOC (L) 070157 ] 0187 23185481 O3 ]
VELOC (Q) (513K 1 08338 EXE 0619
(ZITEMPO L) (20842 1 [D0BAT 689 560 00| 447
TIEMPO (Q) SO0 7 | SO0 T i 1065
1L by I OS2 Y | DT 166,157 506 5
Lack of Fil OD0ER3 E] 0025 9,729 L4618
Pure Ermor 00006 | 2 000030
Total 35 J 02582 10

FUENTE: ELABORACION PROPIA

ANEXO IV : Prueba de significancia Tukey HSD segun stat graphics 5.0, para el
rendimiento (Primera Evaluacion).

Multiple Range Tests for ABS by TECNICAS
RENDIMIENTO

Method: 85.0 percent Tukey HSD

TECNICAS  Count Mean Homogeneous Groups

PP DIALISIS 4 18.0125 X
TERMOCUAGULACI 4 23.965 X

PP SALES 4 31.115 X

Contrast Difference +/- Limits

PP DIALISIS - PP SALES *-13.1025 4 4828
PP DIALISIS - TERMOCUAGULACI “-5.8525 4.4828
PP SALES - TERMOCUAGULACI 715 4.4828

* denotes a statistically significant difference.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

132



ANEXO V: Prueba de significancla Tukey HSD segOn stat graphics 5.0, para la

absorbancla (primera evaluacion).

Multipla Range Tests for ABSORBANCIA by TECNICAS

Method: 95.0 percent Tukey HSD
TECNICAS  Count Mean Homogeneous Groups

ACIDO 4 0.332075 X
SALES 4 0.4164 A
TERMOCOAGULACIO4 0.672275 X

Contrast Difference +/- Limits
ACIDO - SALES -0.084325 0.203723
ACIDO - TERMOCOAGULACION *.0.3402 0.203723

SALES - TERMOCOAGULACION *-0.255875 0.203723

* denotes a statistically significant difference.
FUENTE: ELABORACION PROPIA

ANEXO VI: Prueba de significancia Tukey HSD segin stat graphics 5.0, para la
humedad (primera evaluacion).

Multiple Range Tests for ABS by TECNICAS

HUMEDAD

Method: 95.0 percent Tukey HSD

TECNICAS  Count Mean Homogeneous Groups

PP SALES 4 2.975 X

TERMOCUAGULACI 4 4.75 X

PP DIALISIS 4 5.375 X

Contrast Difference +/~ Limits

PP DIALISIS - PP SALES *2.4 1.02889
PP DIALISIS - TERMOCUAGULACION 0.625 1.02889
PP SALES - TERMOCUAGULACI *1.775 1.02889

* denotes a statietically significant difference.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO VIl : Datos Obtenidos de la prueba de cromatografia por fitracién en gel

de Sephadex G-75.

N Tubos | Yolumen | Tiempo Volumen Absorbancia [ ... | Volumen | Tiempo Volumen Absortancia
eluido (mi) {min) Acurmulado (mi) 280 nm eluido (mi) {mmin) Acumulado (mi) 280 nm
1 1 425 1 0047 30 1 52 30 0.001
2 1 52 2 0.047 -} | 1 52 N 0024
3 1 42 3 0.047 32 1 52 0048
4 1 42 4 0.047 13 1 52 33 0048
[ 1 5.1 5 0047 34 1 52 34 0033
[ 1 1 5.1 [ 0.047 as 1 52 b 1 0024
7 1 5.1 7 0.047 35 1 52 38 0003
B 1 52 B 0047 37 1 52 37 008
5 1 52 = 0.047 38 1 52 38 0 040
10 1 52 10 0.500 39 1 52 39 0048
1 1 52 11 0025 40 1 52 40 0.800
12 1 52 12 0.085 41 1 53 41 0.037
13 1 52 13 0.057 42 1 52 42 0.020
4 1 52 14 0.665 43 1 52 43 0.007
18 1 52 15 0.418 44 1 52 44 0.003
18 1 52 16 0233 45 1 52 45 L0189
17 1 525 17 0.080 48 1 52 45 0025
18 1 52 18 0.052 47 1 52 47 0.005
13 1 52 19 0.003 48 1 52 48 0041
20 1 52 20 003 45 1 52 48 0.047
Fra 1 52 Fa L0012 850 1 52 S0 0 .047
= 1 52 2 o0Mm7 51 1 52 51 0.047
) 1 52 2 omM7 52 1 52 52 0,047
24 1 52 24 0014 53 1 54 53 0.047
= 1 52 25 0.021 54 1 54 54 0047
r- 4 1 3.2 26 <0.023 55 1 54 55 0.047
b | 1 52 27 0.022 56 1 52 55 0.047
o] 1 52 28 £0.027 &7 1 52 s7 0.04T
-] 1 52 29 -0.029

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO VIl :

ANEXO IX :

ANEXO X :

Preparaclén de bulfer para muestra 4% para electroforess de
profelnas,

FUENTE: INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

Preparacién del buffer de comlda para electroforesis Trs-Glicina 104
para protelnas

Interlor de una camara de electroforesis verfical en operacion a)
Durante la colocaclén de la muesira en el poclllo del gel, b) Después
de aplicar un voltaje determinado produce un empaque uniforme de
proteinas, ¢, d y e) las proteinas migran hacia el dnodo y se
distibuyen en el gel de manera de bandas.

FUENTE: INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
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ANEXO XI: Porcentaje de Pureza =(Abs a 279nm Muestra)*(?8) / (Abs a 279 nm

Patrén)
ANEXO Xii: Preparacién de geles poliacriamida de acuerdo a su concentracion
y volumen.
COMPONENTES DE LA SOLUCION VOLUMEN FINAL DE LA SOLUCION
GELAL 6 smL | 10mL I 15 mL 20mL
Agua bidestiaca 25 K : 0.6
Aciemdabisaciamda Wt T, 20 3.0 40
Trs 1,5 mpH 6,8 | 38 0
5DS 10% [ 005 AE 02
Persulfalo de amoni 10% th%!% . 0,075 0,1
TEMED 0,05 0,005 0,01
“COMPONENTES DE LA SOLUCION 5 mL 10 mL {5mL 20mL
TGELAL 8%
Agua bicestiada 2.3 4.6 6.9 K
Aoiemida’tisacribmida 30% 1,3 2,1 i) )
Trs 1,5 mpH B8 1, 38 50 |
505 10% 0,05 0,1 0,13 0.2
Persuliato ge emonk 10% 0,025 i 0,05 0,073 0.1
TTEMED . 0,0025 0,05 I 00015 | o001 |
GEL AL 10%
Agua bigestiaca
Tgwﬂmuwummmmnaﬁ
ms 1,0 mpH B.7
505 10%
Persutalo ce amono 100k 01
. 0,05 D00 ool |
VOLUMEN FINAL DE LA SOLUCION
GEL AL 12%
P ndestiaca
aemia/isaaiemida 2%
Ts 15 mpH 6.8
505 10k
[ Porsullalo g emonio 0%

FU EHTE: INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
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ANEXO Xlll : Esquema para el protocolo del andlisis de protelnas por electroforesis
SDS-PAGE

ESQUEMAN 1

RESULTADOS EXPERIVENTD N

FECHA

CBUETIVO DEL
EXPERMENTO:

CONCENTRACKCN DEL GEL:

CARRL 1.

CARRL 2.

CARRL )

CARRL 4

CARAL &
CARRL €,
CARRL Y.

CARRL &

CARRL &

CARRL 10t

CARRL 11
CARRL 1Z

CARRL 11

CARRL 14,

CASERVACIONES:

FUENTE: INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
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ANEXO X1V : Centrifuga digital refrigerada hettich.

FUENTE: ELABORACION PROPIA

ANEXO XV : Proceso de didlisis de proteinas por agitacidn magnética.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO XVI : Equipo para electroforesis vertical de proteinas PAGE-SDS.

o s g
Al e

!

f 1 i
_'.Hir;ﬂlﬁm"f-—_j - . = 1 . — o Ee e — e —

FUENTE: ELABORACION PROPIA

ANEXO XVII : Equipo para cromatografia.

FUENTE: ELABORACION PROPIA
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ANEXO XV : Especiofotdmetro UV-Visible marca UNCO.
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ANEXO XIX : Certificado de Andlsis de albuming sérica Sigma Aldnich.

¥ SIGMA

I = =

ALBUMIN, BOVINE Productinformation

CAS NUMBER. H048-46-8
SYNONYMS: ovine Serum Albumin. Bovine Plasma Album i BSA
STRUCTURE:

rluwmummmmm-ummnﬂf bt § was revised In 1000 b
00,4307 All llves valuos are based on amino ack] seence inbmation adallable al the me of
pubdication,

BSA Is a single polypepitide chain conslsling of abou 583 amino ;ﬂlmﬂmmmm
E—Tlumtahﬂhinmmﬂlhmﬂlm .‘i o

PHYSICAL PROPERTIES:

Appearance: Powder - While to light tan*.

Solutions - Clear ko slightly hazy and amber*

pl I Waler ol 26°C: Endogencus Maleral®*’ - 4.7. 49;
Fatty Ackl n-mm‘ -83

pH ol 1% Snluhn 5.2-T.

Optical Rolation:" J-d...‘ 61" lalwes 63"

Stokas Radus (r):™ 3. m m

Sedmaontalon u:u:mui Sn- X 10™ 4.5 (monomen), 6.7 (dimean)
Difusion Eﬂ\llﬂﬂ w X 10’ 59

Partial spedfic \raILmu Vo 0.733

Inirinsic mmslv n 00413

Friclional ratio," i1, 1.30

Overall dimensions.' A 40 X 140

Relractive ma:unmﬂ‘ (S7T8nm) X 107 1.00

Oplical absorbance,’ 0.657

Mean residue rotation, [mlm 8443

Mean reskiue elipticy’ 21.1 [9hosna 20.1 Flez o
Estimaled c-helb.' % 54

Estimaled [i4om.' % 18

STABILITY / STORAGE AS SUPPLIED:

II'EII:I’E‘d at 2-8°C, BSA powders and BSA solutions offered by Sigma are stable for a minimum of 2.5
YEars.
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