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Desde la preparation e indicati6n de
las aplicaciones de las celulosas modi-
ficadas por Peterson y Sober (12), han
sido estas objeto de un intenso estudio
dirigido a su empleo en el fraccionado
de substancias mas o menos cargadas y
de magnitud molecular relativamente
alta. Aunque se ha introducido su uso
en la resolution de mezclas lipidicas (13),
es en el fraccionado proteico donde han
encontrado un mayor campo de aplica-
ci6n, en especial las carboximetil- y die-
tilaminoetil-celulosas, que han sido ob
jeto de amplio uso en el aislamiento de
insulina en extractos pancreaticos (14),
en el fraccionado del material proteico
del huevo (io), en la preparacion de mio-
globinas (3), en la purificaci6n de antige-
nos vermiformes (1), en la obtencion de
preparados enzimaticos altamente puri-
ficados (5), en la resolution de proteinas
sericas (7), etcetera.

En todos estos casos la variabilidad del
metodo radica fundamentalmente en el
empleo de un sistema de eluci6n ade- 

cuado, que, dados los diferentes factores
que pueden intervenir en el proceso (pH,
fuerza ionica, naturaleza de los solutos,
etcetera), ha hecho que practicamente
hayan de plantearse para cada caso par
ticular problemas nuevos en lo que a la
elution respecta.

En lo concefniente al fraccionado de
las proteinas del suero, han sido pro-
puestos diferentes sistemas eluyentes,
con amplia variabilidad en las condicio-
nes de pH y concentration salina, usan-
do soluciones tampones a base de citrato,
tris, glicocola, fosfatos, etc. Nosotros,
despues de hacer un estudio exhaustive
de todos estos factores y su influencia en
la obtenci6n de buenos fraccionados,
proponemos una tecnica de elution ba-
sada on el empleo del sistema tampon
de fosfatos, con gradiente continue de
pH y fuerza i6nica, mediante un sistema
de mezcla de facil montaje.

Esta tecnica la aplicamos al estudio
proteico del suero de varias especies de
mamfferos.
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Material y metodos

Se ensayo el fraccionado proteico du
suercs de los siguientes mamifcros : va-
ca, cabra, oveja, cerdo, caballo, rata y
hombre. En todos los casos la sangre
proeedfa de ejcinplares sin parasitismo
evidente, y fue iccogida en condiciones
que evitaban cualquier tipo de hemolisis.
No se efectuo dialisis previa al fraccio
nado.

Como agente cambiador se empleo
DEAE-celulosa 50 (W. & R. Balston,
Ltd.), de acuerdo con las directrices de
Peterson y Sober (15). El proceso cons-
ta de los siguientes pasos :

a) Prcparacidn de la DEAE-celulosa
Este cambiador, tai como viene en el

comercio, necesita ser previamente so-
metido a un proceso de lavado y equi
libria. Para ello se lava unas cinco veccs,
con fuerte agitacion, en solucion N/xo
de sosa. Al fiualizar estos lavados, cuya
suficiencia se manifiesta porque el cam
biador ha perdido su tonalidad amari-
llenta y queda bianco, se enjuaga la
DEAE-celulosa varias voces con agua
dcstilada, hasta que los liquidos salgan
con reaccion neutra o ligeramente al-
calina.

Para equilibrarla se agita vigorosamen-
te unas cuatro voces con solucion M/100
de fosfato disodico. Entre tiempo y tiem-
po se mantiene el cambiador en suspen
sion en la solucidn durante media hora.
La filtima suspension asf obtenida no
se escurre, sino que se utiliza de esa for
ma para proceder al llenado de la colum-
na. Todas estas operaciones de lavado y
equilibrio, con las agitaciones y escurri-
dos subsiguientes, se efeetdan muy c6-
modamente en el aparato de la figura 1.

Un cambiador ya usado puede volver-
se a usar repetidas veces si previamente
se le somete a un proceso de lavado y
equilibrio, tai como se indico antes. No
obstante, despues de unos quince frac-

I’lG. 1. Dispositive) de lavado y equilibraeidn
de la DEAE-celulosa.

cionados, la DEAE-celulosa empieza a
perder su consistencia granular, la masa
sc torna pulverulenta a consecuencia de
los repetidos tratamientos con sosa y las
agitaciones subsiguientes, y sc obtienen
entonces columnas muy compactas de di-
ficil elucion. Por otro iado, cl cambiador
toma un tacto untuoso como consecuen
cia de su progresivo enriquecimiento cn
lipidos. Todo ello determine la obtencion
a partir de entonces, de fraccionados de-
fectuosos e irregulares, cuya aparicion
ha de ser el principal criterio que ha de
usar cada uno para desechar esa muestra
de DEAE-celulosa.

b) Prcparacidn cle la columna

Usamos columnas de vidrio de 20 cm
de largo y 2 cm de diametro interior,
pro vistas en su parte superior e infe
rior de ajustes csmerilados. Al extreme
inferior se ajusta a esmeril una pequena
pieza, en la cual se ha introducido un 
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poco de lana de vidrio prensada, nece-
saria para mantener el peso de la co
lumna de DEAE-celulosa. Dicha pieza
se conecta por su otro extreme con un
largo y fine tubo de goma, por donde se
recogeran las diferentes fracciones eluf-
das. La columna, mientras se precede a
su carga con el cambiador, se manten-
dra perfectamente vertical en su so-
portc.

La ultima suspension antes obtenida se
va agregando a la columna por la parte
superior, poco a poco, a medida que se
va sedimentando por su propio peso la
DEAE-celulosa. Este depdsito sc acelera
colocando el tubo de goina de salida de
la columna a una altura inferior a la del
nivel de la suspension, y desechando cl
liquido que drena. Conviene advertir el
peligro que representa cl que lleguc a
secarse la columna de cambiador, lo que
motivana la aparicidn de grietas a lo lar
go de ell a.

De esta forma sc consigue obtener una
masa de DEAE-celulosa uniformemente
sedimentada, y siempre con una capa
liquida de 0,5-1,0 cm por encima del ni
vel superior de la misma, facil de man-
tener elevando cn esc instantc cl tubito
de goma de salida por encima de esc ni
vel. Si por cualquier circunstancia se
observara la existencia de burbujas de
aire incluidas en el cambiador, se puede
forzar su dcsprendimiento con ayuda
de una fine varilla de vidrio, pero evi-
tando siempre el cmpaquetainiento de la
DEAE-celulosa como consecuencia de
una sobrepresion.

c) F raccionamienlo

Como muestra se utilizaron volumenes
variables, entre 3 y 6 ml, de los sueros
antes mencionados. Estos se depositaron
suavemente con una pipeta sobre la su-
pcrficie de la masa de DEAE-celulosa,
y se deja que lentamente penetren en la
masa del cambiador, bajando para ello
la goma de salida de la columna.

El proceso de fraccionado consta de 

dos fases : en una primera la elucion se
produce a un gradiente continuo que
se establece entre una solucion base
M/100 de PC^HNa, de pH = 8,52
(150 ml) y una solucion gradiente de
P()1H2K M/50, que es simultaneamentc
M/10 en CINa, de pH = 4,46 (250 ml).
En la segunda fase la elucion se continue
con una solucion M/10 de PO4H2K de
pH = 4,40 (300 ml).

Todo ello oblige a montar, acoplado a
la parte superior de la columna, un dis
positive constituido por una camera que
alojara a la solucion base de elucion, y
que servira al mismo tiempo de camera
de mezcla eon la solucion gradiente, la
cual fluye lentamente de un recipientc
cerrado acoplado latcralmcnte a esta ca
mera, merced a un dispositive de nivel
constante. Finalmente, una varilla de
vidrio acoplada a un motor llega al reci-
piente de mezcla por su apice.

Sc conecta la columna por su esmeri-
lado superior con la camera de mezcla,
se Henan ambos recipiences, cl de la so-
lucidn base y el de la solucion gradiente,

.a de DEAL-
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y se inicia la eluci6n. Las fraccioncs se
recogen en volumencs de io ml con un
colector automatico de fracciones (n).
Una conexion electrica que acopla el
motor del agitador con el colector de
fracciones provoca la puesta en marcha
de aquel, micntras cl tambor del colector
gira hacia el siguiente tubo.

Una vez concluida la primera fase, se
vuelve a llenar la camara de mezcla con
la solucion M/io de fosfato monopotasi-
co, y sc continue la elucidn. En csta
fase se puede desconectar el agitador del
colcctor autoinatico, ya que no cxiste
proceso gradiente. En conjunto, el dis
positive utilizado viene esquematizado
cn la figure 2.

El control del fraccionado lo seguimos
detenninaudo protefnas sobre 1 ml de
cada fraccidn mediante la tecnica de
Lowry (9). Eos valores obtenidos fueron
llevados a un sistema coordenado, expre-
sando en abcisas el orden de las fraccio-
nes, y en ordenadas la cantidad de pro
tefnas eluidas en cada una de ellas.

En algunos casos se midio el pH de
cada fraccion con un pH-metro Polyme-
tron Mod. 45B. En otros se calculd in-
directaniente la concentration ionica mi-
diendo las resistividades con un puente
de medida de conductividad tipo PR9500
con microcelula PR9512/01.

Finalmente, otras veces se estudio el
comportamicnto electroforetico de las
distintas fraccioncs obtenidas cn el pro
ceso de elucidn. Se empleo tampon ve
ronal de pH = 8,6 con negro de amido
como revelador (8), en papel Whatman
numero 1 a no voltios durante 16 horas,
con cubeta «en tejadon tipo Durrum.

Resultados

La figura 3 muestra el fraccionado
obtenido con sucros de las siguientes es
pecies : cabra, oveja, cerdo, caballo, rata
y hombre, con expresion de todos los
datos quo afectan al fraccionado.

La figura 4 corresponde al fraccionado
de suero de vaca en las misinas condi- 

ciones anteriores, indicandose, ademas,
el gradiente de pH que tiene lugar a lo
largo del proccso, tanto a la entrada co
mo a la salida del cambiador. Tambien
se expresa cl gradiente salino en fun-

Fig. 3. Muestra : 3-6 ml. Fracciones : 10 nil.
Detenninaci6n de proteinas sobre 1 ml. de
cada fraccion. Elucidn: Gradiente continue
entre : 150 ml. de PC^HNa, M/100 />H = 8,52

250 ml. de POJEK M/50 y CINa
M/10 pH = 4,46. Blucion final :

300 ml. de PO4H2K M/io pH — 4,40.

Fig. 4. Muestra : 5 ml. Fracciones : 10 ml.
Detenninacion de proteinas sobre 1 ml de
cada fraccidn. Elucidn: Gradiente continue
entre : 150 ml. de PCJJ-INa.. M/100 />II = 8,52

250 ml. de PQJLK M/50 y CINa
M/10 pH = 4,46. Flucion final :

300 ml. de P04H2K M/io pH — 4,40.
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Fig. 5. Mucstra : 5 ml. Fracciones : i<> ml.
Determination de proteinas sobre I ml. de
cada fraccion. Itlucithi: Gradiente eominuo
(sol. A): 150 ml. de POJIN’a.M 100 />H = 8,52.
entre : 150 ml. de POJINa.. M 100 pH = 8,52

250 ml. de I’OJLK M 50 y CINa
M 10 pH 4,46.

Gradiente conlinuo (sol. B) :
150 ml. de PO.H..K M.50 y CINa

M i<> pH — 4,46. Elution tinal :
300 ml. de PO,H,K M 10 pH -• 4i4<>-

Fig. 6. Electroforesis pH — S,6 tampon ve
ronal. Voltaje : no voltios. Tiempo : 16 lioras.

Coloration negro de amido.

cion de la resistencia al paso de la co-
rrientc en las fracciones eluldas.

La figura 5 corresponde a un fraccio
nado de suero de cerdo efectuado en con- 

diciones especiales, con establecimiento
de fases de elueion suplementarias me-
diante las soluciones base y gradiente
aisladas, antes y despues, rcspectivamen-
te, de establecerse el gradiente continue
entre anibas.

La figura 6 nos niuestra el fraccionado
electroforetico del inismo suero de vaca
desdoblado en la figura 4, asf coino las
movilidades electroforeticas, obtenidas
paralelamente con el fraccionado ante
rior, de cada uno de los elufdos que
vienen a constituir el maximo de las sic-
te fracciones obtenidas sobre DEAE-ce-
lulosa.

Discusion

Mediante esta tecnica de fraccionado
vemos que se obtienen para el suero un
numero de fracciones que varfan de 7 a
10, segun la especie animal de que se
trate. Comparando todos los casos estu-
diados se pone de manifiesto, en primer
lugar, la presencia constante de una
fraccion de salida de alto contenido pro-
teico, comprendida entre los tubos 5 y
10 aproximadamente. Estudiada electro-
foreticamcnte, esta fraccion presenta una
movilidad de gainma-globulina, lo que
esta de acuerdo con su elueion a la ca-
beza del fraccionado, si bien el desarro-
llo electroforetico presenta, ademas, una
precola difusa que marcha por delante
de la fraccion gamma (fig. 6). Esta pre
cola, de movilidad global comprendida
entre las beta y gamma-globulinas, bien
pudiera estar constituida por trazas de
beta-globulinas procedentes de la segun-
da fraccion eluida, cuya separacion de la
primera, si bien es muy nitida, no lo es
de forma total por no Hegar el valle entre
ambas a la linea de base.

No obstante, nos inclinamos a pensar
que se trata mas bien de gammas-globu-
linas cuya naturaleza ffsico-qufmica se
liaya modificado mas o menos como con-
secuencia del proceso de elueion, con
perdida parcial de su capacidad de orien-
tacion molecular en el proceso de elec

4
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troforesis. En favor de esta suposicion
vienc el hecho de que esa cola no sea
asiniilable en su emigration ni a las gam
ma- ni a las beta-globulinas de una ma-
nera estricta, como se ve por compara-
cion con el desarrollo electroforetico del
suero complete.

A las mismas conclusiones llegan
Fahey y col. (4), los cuales, aun utili-
zando un sistema gradiente distinto, ob-
tienen tambien esta fracci6n de salida en
la elucion; estudiados electroforetica-
mente los distintos tubos que la com-
ponen, observan la aparici6n de una
banda gamma-globulfnica en todos los
easos, pero cuya movilidad va insensi-
blemente creciendo de forma gradual a
medida que se avanza en el orden de los
tubos. James y Stanworth (6) identifi-
can por andlisis inmunoelectroforetico la
fracci6n gamma-globulina de menor mo
vilidad y mas rapida elucion como la
7S-gani m a-globulin a.

En esta primera fraccion se recogen
las gamma-globulinas de una forma prac-
ticamente cuantitativa. Desde luego, el
desarrollo electroforetico de las fraccio
nes subsiguientes presenta tambien tra-
zas de gamma-globulina, pero que a la
inversa de antes y por la misma razon,
bien pueden ser debidas a una separa-
cidn no del todo radical entre las distin-
tas fracciones en el proceso de eluci6n.
A este fin efectuamos un nuevo ensayo
en el cual hicimos pasar a traves de la
columna en la fase inicial 150 ml de so-
lucion M/100 de fosfato dis6dico, es de
ci r, la solucidn base de la t6cnica stan
dard, sin gradiente alguno. Se obtuvo
entonces una curva perfectamente defi-
nida, cuyo tramo descendeHte llega ya a
la linea de base, comportandose esta
fraccion como gamma-globulina homo-
genea en el desarrollo electroforetico.

Esta tecnica resulta, pues, idonea para
el aislamiento de gamma-globulina en un
material biologico con fines preparatives.
Sin establecimiento de gradiente alguno,
y, por tanto, sin complicaciones de mon- 

taje, y en un interval© de 4-5 horas, se
consigue obtener gamma-globulinas en
un alto estado de pureza, solamente im-
purificadas con componentes de bajo
peso molecular, facilmente dializables
posteriormente. El montaje de todo el
sistema de fraccionado en efunara frigo-
rifica permite, finalmente, eliminar una
posible alteraci6n proteica por la tem
perature.

Por arriba del tuzo 10, y hasta termi-
nar la fase gradiente, se obtiene un nu-
mero de fracciones con amplia gama de
variation en su contenido relative de
protefnas, segun la especie animal estu-
diada. El nfunero de ellas varfa tambien
entre estrechos limites, de 5 a 8, guar-
dando en general este metodo de frac
cionado sdrico en esta zona una homo-
geneidad menor que la electroforesis cla-
sica. En comparaci6n con esta, el estudio
electroforetico de las fracciones obteni-
das entre los limites indicados plantea
una diferencia evidente entre las resolu-
ciones obtenidas por uno y otro metodo,
como corresponde a la diferente natura-
leza fisico-quimica de ambos procesos.

Das fracciones asf delimitadas presen
tan movilidades de globulinas beta y al-
fa, sin separation evidente de ambas,
existiendo a lo mas un predominio de
las beta en las fracciones de elucion mils
temprana, y de las alfa en las mfis tar-
dfas. En aqu611as, ademas, se observan
trazas de gamma-globulinas, cuya exis-
tencia vimos como podia explicarse; no
hay evidencia alguna de albfimina.

Constituye esta, sin lugar a dudas, la
zona de mayor heterogeneidad proteica,
y por ello no resulta extrano que se ob-
tenga para ella un fraccionado complejo.
Fahey y col. (4) detectan hasta tres com
ponentes beta-globulfnicos y siete alfa-
globulinas diferentes, separados por un
procedimiento de elucion parecido al pro-
puesto por nosotros, si bien algunos de
ell os solo en trazas y otros incluidos en
la zona de elucidn de las albfiminas.

En ninguno de los casos estudiados
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Began a eluirse coinponentes sericos de
naturaleza albuminoidea en la fase de
eluci6n con gradiente continue, lo quo
habla en favor de una fuerte union de
la albfimina a la DEAE-celulosa. La sus-
tituci6n del sistema gradiente por la so-
lucion M/10 de fosfato monopotasico
provoca la elucion inmediata de la albu-
niina, con una subida brusca de la canti-
dad de protefna que fluye de la colum-
na. La heterogeneidad de esta fraccion
salta a la vista desde el principio, y
mientras que en los sueros de ciertas
especies (vaca y cabra) sc observa la
existencia de un solo componcnte 111a-
yoritario, en los de otras (cerdo, caballo,
rata, oveja y hombre) son dos los com-
ponentes proteicos mayoritarios de esta
zona de eluci6n. En cualquier caso, la
vuelta a la Ifnea de base con anulacion
de la cantidad de protemas elufdas, es
muy lenta, lo que indica la existencia de
componentes fuertemente ligados al cam-
biador, solamente elufbles a bajos va-
lores de pH y fuertes concentraciones
ionicas.

El analisis elcctrofordtico de la frac-
ci6n albumina revela la presencia muy
mayoritaria de esta, y de s61o trazas de
otros componentes proteicos de movili-
dadcs asimilables a beta- y alfa-globuli-
nas, por comparacion con el desarrollo
del suero global. La presencia de globu-
linas en esta zona de elucion tardfa ya se
indico anteriormente, y aun se ha des-
crito la existencia de protemas mas fuer
temente ligadas, elufdas en la fraccion de
cola del fraccionado.

Varios son los factores que pueden al-
terarse en el fraccionado manteniendo
constante el gradiente de pH y fuerza
ionica propuestos. En primer lugar, po-
demos variar el volumen de las fraccio-
nes con solo cambiar el sifon calibrado
del colcctor. La recogida de fracciones
de pequeno volumen ticne la ventaja de
una mayor capacidad resolutiva, pero
multiplica enormemente las operaciones
posteriores de dosificacion proteica.

Estas ultimas pueden acortarse efec-
tuando la dosificacion de protefnas por
lectura espectrofotometrica directa al ul-
travioleta (280 milimicras), tecnica que,
si bien es apreciablemente menos sensible
que la de Lowry (2), es mucho mas
fluida.

El tamano de la columna puede siem-
pre ser cambiado si mantenemos la pro-
porci6n 10 :1 entre longitud y diametro
interno de la misma; en cualquier caso,
el peso de DEAE-celulosa que admite
una columna es aproximadamente en
gramos la cuarta parte del volumen de
ella. Simultaneamente, a medida que
crece el peso de cambiador, aumenta
tambiSn el volumen de suero que puede
fraccionarse.

El someter la muestra a fraccionar a
una dialisis previa es un procedhniento
muy extendido (1). Nosotros, en expe-
riencias que hemos efectuado sobre otros
materiales biologicos, hemos encontrado
fraccionados de muy distinta naturaleza,
segun se emplearan, extractos directos o
previamente dializados, con un mayor
poder resolutivo cuando se usaban estos
ultimos, especialmente en la fraccion
que elufa en cabeza, que apareciendo
perfectamente homog£nea con muestras
sin dializar, se subfraccionaba tres y cua-
tro veces cuando la dialisis se efectuaba
previamente; ademas, las fracciones ob-
tenidas aparecen ahora exentas de sus-
tancias de bajo peso molecular. Por cl
contrario, es practicamente imposible de
evitar que durante el proceso de dialisis
precipiten algunas protemas, que que-
dan asf eliminadas. En cualquier caso, la
dialisis sera conveniente en aquellos ma
teriales bio!6gicos ricos en sales, ya que
a la presencia de dstas se debe solamente
la baja capacidad resolutiva en las frac
ciones iniciales del fraccionado.

El empleo del sistema de evolucion
propuesto, a base de soluciones de fos
fato, viene limitado muchas veces cuan
do lo ciue sc desea es aislar una deter-
minada fraccion proteica de naturaleza 
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nids o menos incompatible con dichos
iones inorganicos, bien porque actuen
como inactivadores de una proteina en-
zimatica, porque bloqucen un activador
inorgdnico, o porque la naturaleza del
proceso de localizacion enzimatica sea in
compatible con ellos (aislamiento de fos-
fatasas, por ejemplo). En tales casos, la
sustitucion de este sistema por otro no
incompatible, da resultados practicamen-
te analogos cuando las condiciones de
pH y fuerza ionica se mantiencn inalte-
radas.

Resumen
Se describe un nuevo sistema gradiente a

base de solueiones tampon de fosfatos, con
el cual se hace variar de forma continua
el pH de 8,52 a 4,40 y la concentracion ioni
ca de M/ioo a M/10 mediante un sistema de
mezcla de sencillo montaje.

Con el se ha estudiado el fraccionado pro-
teico del suero de diversos mamfferos (hom
bre, vaca, oveja, cabra, cerdo, caballo y rata)
sobre columnas de DEAE-celulosa, obtenien-
dose en todos los casos una gran unifonnidad
en el fraccionado, con variaciones prdctica-
mente solo de ordeu cuantitativo.

La unica diferencia evidente de orden cua-
litativo radiea en la albumina, que en algunas
especies es completamenle humogGnea y en
otras aparece dividida en dos fracciones ma-
yoritarias.

En todos los casos la fraccion gamma-glo-
bulinica aparece perfectamente liomogdnea,
en la zona de mds rapida elucion, y circuns-
crita a un nuniero muy limitado de tubos. Es-
tas condiciones resultan ideales para una re-
cuperacion cuantitativa de ella en un material
biologico.

Summary
Some improvements in serum protein

fractioning on DEAE-cellulose

A new gradient a system is described
based on phosphate buffer solutions, by
means of which the pH is continuiously
changed from 8.52 to 4.40 and the ionic
concentration from M/100 to M/10,
using an easily system of mixing.

A study has been made by means of 

this system of the protein fraction of the
serum of different mammals (man, cow,
sheep, goat, pig, horse and rat) on co-
lums of DEAE-cellulose, and great uni
formity has been obtained in the fraction
in all cases, with variations practically
only of a quantitative order.

The only evident qualitative differen
ce lies in albumin, which in some species
is completely homogenous and in others
appears divided into two majority frac
tions.

In every case the gamma-globulin
fraction appears perfectly homogeneous
in the zone of most rapid elution, and
confined to a very limited number of tu
bes. These conditions are ideal for a
quantitative recovery of this fraction in
a biological material.
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