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RESUMEN 

Se evaluaron, dos alternativas cromatográficas de intercambio iónico en modo negativo, a escala de laboratorio, para la 

remoción de endotoxinas en soluciones de inmunoglobulina. Se analizó la influencia de tres parámetros tecnológicos 

(concentración de proteínas, fuerza iónica y pH) en el comportamiento de los dos principales criterios técnicos de eficiencia 

del procedimiento: 1. Capacidad de remoción en endotoxinas expresada como EU (unidades de endotoxinas) totales, 2. 

Recobrado de proteínas expresado como mg/proteína total. El objetivo principal del trabajo fue seleccionar variantes que 

cumplan el requisito regulatorio para las inmunoglobulinas intravenosas, que tiene que ser < 1 UE/mL. Se evaluó en la 

resina cromatográfica Fractogel-TMAE la incidencia de la concentración de proteínas y la fuerza iónica frente a una carga 

de endotoxinas conocida en el comportamiento de ambos criterios técnicos de eficiencia. La variante con una concentración 

de proteína cercana al 8%, sin refuerzo de fuerza iónica resultó la mejor opción. Como segunda alternativa para una carga 

de endotoxinas más baja, se evaluó para una membrana cromatográfica del tipo Sartobind-Q la incidencia del pH en el 

comportamiento de ambos criterios técnicos de eficiencia, manteniendo la concentración de proteínas alrededor de ~8%. En 

este caso la variante a pH=6,5 resultó la mejor opción integral. Para soluciones de inmunoglobulinas con concentración de 

proteína ≤ 8,0 %, ambas alternativas son eficaces hasta 4 volúmenes de columna, en cuanto a capacidad de remoción de 

endotoxinas y recobrado superior al 85 %, pues cumplen la exigencia regulatoria para las inmunoglobulinas intravenosas. 

 

  

Palabras clave: inmunoglobulina; endotoxinas; cromatografía; recobrado de proteínas. 

 

 

ABSTRACT 
Two ion exchange chromatographic alternatives in negative mode were evaluated, on a laboratory scale, for the removal of 

endotoxins in immunoglobulin solutions. Was analyzed the influence of three technological parameters (protein 

concentration, ionic strength and pH) on the behavior of the two main technical efficiency criteria of the procedure: 1. 

Endotoxin removal capacity expressed as total EU (endotoxin units), 2. Protein recovery expressed as mg/total protein. The 

main goal of the work was to select variants that meet the regulatory requirement for intravenous immunoglobulins, which 

has to be < 1 EU/mL. The incidence of protein concentration and ionic strength against a known endotoxin load on the 

behavior of both technical efficiency criteria was evaluated for the chromatographic resin Fractogel-TMAE. The variant 

with a protein concentration close to 8%, without ionic strength reinforcement, was the best option. As a second alternative 

for a lower endotoxin load, was evaluated for a chromatographic membrane of the Sartobind-Q type, the incidence of pH on 

the behavior of both technical efficiency criteria, maintaining the protein concentration around ~8%. In this case the variant 

at pH=6.5 was the best integral option. For immunoglobulin solutions with protein concentration ≤ 8.0 %, both alternatives 

are effective up to 4 column volume, in terms of endotoxin removal capacity and recovery greater than 85 %, since both 

meet the regulatory requirement for intravenous immunoglobulins. 

  

 

Keywords: immunoglobulin; endotoxins; chromatography; proteins recovery. 
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INTRODUCCIÓN 
El procesamiento del plasma sanguíneo es una de las más importantes industrias en el sector biofarmacéutico, 

debido a su amplio uso en padecimientos asociados con las deficiencias congénitas o adquiridas de anticuerpos 
y enfermedades de la sangre, específicamente el uso de diversas proteínas plasmáticas como la inmunoglobulina 
(IgG), la albúmina humana y los factores VIII y IX de la coagulación sanguínea para su tratamiento (Cádiz et. 

al.,1984). 
La terapia con proteínas plasmáticas se distingue de las tradicionales drogas farmacéuticas en importantes 
aspectos. En lugar de sintetizarse en un laboratorio químico, las proteínas del plasma se obtienen a partir de una 

donación del plasma de personas aparentemente sanos. Esto implica que tanto el proceso de producción como 
los productos obtenidos, están sometidos a regulaciones relativas a la seguridad y protección de los pacientes 

(Cádiz et. al.,1984). 
Una endotoxina es una fracción de lipopolisacárido de la pared celular de algunas bacterias Gram negativas, 
que al solubilizarse actúa como toxina. Se conoce que las endotoxinas son los mayores contaminantes en las 

proteínas disponibles comercialmente o en las sustancias biológicamente activas y con frecuencia complican su 
efecto biológico (Aida y Pabst, 1990; Anspach, 2001; Lu et al, 2008; Park y Lee, 2013; Petsch y Anspach, 2000; 

Raetz y Whitfield, 2002). 
Las endotoxinas no actúan directamente contra las células u órganos sino a través de la activación del sistema 

inmunitario, especialmente los monocitos y macrófagos, mejorando así la respuesta inmunitaria. Estas células 
liberan mediadores, como el factor de necrosis tumoral (TNF), varias interleucinas, prostaglandinas, factor 
estimulante de colonias, factor activador de plaquetas y radicales libres. Los mediadores tienen una potente 

actividad biológica y son responsables de los efectos secundarios de la exposición a las endotoxinas. Estos 
incluyen alteraciones en la estructura y función de órganos y células, cambios en las funciones metabólicas, 

aumento de la temperatura corporal, activación de la cascada de la coagulación, modificación de la 
hemodinámica e inducción de shock (Magalhaes et al, 2007). 

Como parte de las exigencias para el cumplimiento de las Buenas Prácticas de Fabricación en la producción de 
hemoderivados, estos tienen que cumplir con niveles de endotoxinas establecidos por la farmacopea europea y 

la farmacopea de los Estados Unidos (USP) de América las regulaciones nacionales e internacionales para 

poder ser usados en la clínica para su administración parenteral. (CECMED, resolución No.99, 2020; European 
Pharmacopeia 10th edition, 2019; FDA, 2012; USP 43 th edition, 2019). 

En el caso de las inmunoglobulinas de uso intramuscular el límite establecido por farmacopea es < 5 EU/mL y 
en el caso de las inmunoglobulinas intravenosas < 1 EU/mL, donde este último es tomado como criterio de 

evaluación de la efectividad de cada alternativa evaluada por ser el peor caso. (European Pharmacopeia 10th 

edition, 2019; USP 43th edition, 2019) 
Los métodos más conocidos para la remoción de endotoxinas emplean la separación selectiva mediante 
membranas de ultrafiltración (10 kDa) con amplia aplicación en el tratamiento de agua, la separación selectiva 

de fases con detergentes aniónicos (Tritón X-114), el uso de adsorbentes electropositivos multimodales como 
Histidina, Polymyxin-B o Toyopearl-NH2-750F, el uso de Hydroxyapatita, así como diferentes variantes 

cromatográficas. (Aida y Pabst, 1990; Anspach, 2001; Chen et al, 2022; Gagnon, 2017; Koziel et al, 2018; Liu et 

al, 1997; Ma et al, 2012; Madadkar et al, 2018; Magalhaes et al, 2007; Ongkudon et al, 2012; Petsch y Anspach, 

2000; Sandle, 2022; Silva et al, 2021; Schneier et al, 2020; Teodorowicz et al, 2017; Yang et al, 2021; Zhao et al, 

2020). 
Los métodos cromatográficos son razonablemente efectivos para la eliminación de endotoxinas de soluciones 

de proteína con recuperaciones de proteína relativamente altas. Sin embargo, en el caso de resinas de afinidad 
estas no se pueden limpiar con condiciones estándar de despirogenización con hidróxido de sodio, aunque las 

resinas de intercambio iónico más recientes (eje: Fractogel) son más resistentes a estos tratamientos. (Pratt, 

2019) 
Aunque la cromatografía basada en perlas (resina) sigue siendo predominante y eficaz para las operaciones de 
elución de productos, tiene varias desventajas inherentes para las aplicaciones de pulido o eliminación de trazas 

de impurezas. Además, la capacidad de unión por adsorción de las columnas basadas en perlas que se utilizan 
en esta aplicación suele ser de 3 a 4 órdenes de magnitud mayor que la requerida porque las columnas 

normalmente se dimensionan para lograr el caudal deseado en lugar de la capacidad. (Anspach, 2001; 
Magalhaes et al, 2007; Petsch y Anspach, 2000) 

La cromatografía basada en membrana explota los mismos mecanismos utilizados en la cromatografía de 
afinidad y de intercambio iónico, pero ofrece un reducido tiempo de procesamiento e inversión inicial. Similar a 

la cromatografía de afinidad, se puede lograr un rendimiento del producto cercano al 100%. (Anspach y Petsch, 

2000; Petsch y Anspach, 2000) 
En la adsorción de membrana, los mismos ligandos usados en cromatografía de afinidad o resinas utilizadas en 
cromatografía de intercambio iónico se unen a un medio de soporte. El uso de una membrana mejora en gran 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Schneier%2C+Mason
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medida las tasas de flujo y casi elimina las limitaciones de difusión. Las membranas pueden estar hechas de 

celulosa, acetato de celulosa, nailon, acetato de polietileno vinílico, alcohol polivinílico y fluoruro de 

polivinilideno. (Schneier et al, 2020)  

Las cápsulas de membrana son de un solo uso, lo que significa que no hay necesidad de eluir, limpiar o 
regenerar. Los beneficios de las membranas de un solo uso incluyen una menor posibilidad de contaminación 

del producto, menor tiempo de proceso y menor volumen de tampón debido a la disminución de los pasos de 

limpieza requeridos. (de Vries et al., 2018) 
La cromatografía basada en membrana se ha empleado con éxito para separaciones preparativas, 

predominantemente para separaciones de proteínas. Sin embargo, la adopción universal de esta tecnología no 
ha tenido lugar porque la cromatografía de membrana está limitada por la capacidad de unión, que es pequeña 
en comparación con las columnas basadas en perlas, aunque las ventajas de alto flujo que brindan la adsorción 

en membranas conducirían a una mayor productividad. (Chen et al, 2022; Madadkar et al, 2018; Magalhaes et 

al, 2007; Ongkudon et al, 2012; Schneier et al, 2020) 

Se continúan ensayando nuevos materiales para la remoción de endotoxinas en soluciones de proteínas. (Silva 
et al, 2021; Schneier et al, 2020; Yang et al, 2021; Zhao et Al, 2020;). 

En este trabajo se emplea un concepto bien conocido y establecido como es el uso de la cromatografía en el 
modo negativo (flow-through) ya sea mediante el uso de resinas o usando soportes cromatográficos embebidos 

(acoplados) a membranas de filtración (membrane absorber) que en este caso hace uso de soportes 
cromatográficos aniónicos para aprovechar que las endotoxinas tienen fundamentalmente carga negativa. 

Se considera posible establecer un proceso cromatográfico que permita remover las endotoxinas residuales 
presentes en una solución de inmunoglobulina hasta cumplir el requerimiento regulatorio (< 1 EU/ml) para 

inmunoglobulinas intravenosas y para ello se evalúan dos alternativas cromatográfica: resina del tipo Fractogel 
TMAE-M y cápsula del tipo Sartobind-Q, ambos con grupo funcional amino cuaternario, para los que se evalúa 
la incidencia en este proceso de la concentración de proteínas, la fuerza iónica y el pH. 

 
MATERIALES Y MÉTODOS  
Los reactivos a utilizados en este estudio fueron; sodio dihidrógeno fosfato dihidratado, di-sodio hidrógeno 
fosfato anhidro, sodio cloruro, el sodio hidróxido y el ácido acético fueron obtenidos de Merck Millipore 

(Alemania), lipopolisacáridos de E. coli O55:B5, fueron obtenidos de Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO. USA), 
reactivo PerciNorm-U fue obtenido de Roche (Suiza), y se utilizó un Kit cinético cromogénico PyroChrome 
para determinación de endotoxinas (LAL) de Cape Cod Inc., (USA). Todos los productos químicos utilizados 

para este estudio eran grado reactivo.  

 

MÉTODOS 

 Preparación de solución de endotoxinas:  

Los polisacáridos (LPS) fueron disueltos en agua libre de endotoxinas y filtrado por cápsula de 0,22 µm y luego 
se diluyó hasta 500,000 EU/ml. La solución madre de LPS se usó para calcular las diferentes diluciones a 

ensayar 325 Eu/ml (real: 321,76 EU/ml); 120 EU/ml (real: 119,18 EU/ml) y 75 EU/ml (real: 72,52 EU/ml) 
respectivamente. 

 Preparación de las muestras de inmunoglobulina-G:  
Se empleó como material de partida la pasta-II (rica en inmunoglobulina) parcialmente purificada que fue 

obtenida durante el proceso de fraccionamiento alcohólico del plasma, la que puede contener un determinado 
nivel de endotoxinas. Se preparó una solución madre de proteína que contenía 15,0 mg/ml de proteína en 

fosfato de sodio 10 mM, pH 6,0 o pH 6,5. Se diluyó una alícuota primaria de 425 ml de la solución madre de 
proteínas con el mismo tampón hasta alcanzar una concentración de proteínas cercana a 8 mg/ml a los pH 
seleccionados.  

 Procedimiento cromatográfico de remoción de endotoxinas en modo negativo:  

Se empleó columna preempacada de intercambio aniónico, modelo Minichrom con resina Fractogel TMAE-M 

de 5ml, de Φ8x100mm, volumen muerto Vo=3ml, (Merck-Millipore, Alemania) y cápsula con membrana de 

intercambio aniónico del tipo Sartobind-Q, modelo Nano, altura de la cama de resina 4 mm, volumen de resina 
de 1ml, volumen muerto Vo=5ml Area-36,4 cm² (Sartorius-Stedim, Alemania).  
La remoción de endotoxinas se ejecutó en modo negativo (acoplando las endotoxinas) inyectando 4 VC con el 

objetivo de atrapar las endotoxinas. Las muestras fueron cargadas usando el sistema cromatográfico Akta Star, 
(GE, USA) a una velocidad de flujo de 1,0 ml/min. El tampón de trabajo 10mM sodio fosfato, pH-6,5/6,0 fue 
empleado para el equilibrado y el lavado, la elución del material acoplado (endotoxinas y contaminantes 

proteicos) se realizó con el tampón de trabajo con 1M de sodio cloruro. Antes de iniciar/terminar cada proceso 
se procedió a descontaminar el soporte cromatográfico: con NaOH-0,5M para la columna Fractogel TMAE-M 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Schneier%2C+Mason
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Schneier%2C+Mason
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Schneier%2C+Mason
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y en el caso de la cápsula Sartobind-Q con NaOH-1M. A continuación, se enjuagó con abundante agua libre de 

endotoxinas y luego se equilibró nuevamente con el tampón de trabajo. Se tomaron muestras del material de 
partida y del material no acoplado (pass-through) en el soporte cromatográfico en forma de alícuotas cada 2/0,5 
ml las que se utilizó para las siguientes mediciones: 

 Determinación de endotoxinas:  

Las mediciones se realizaron utilizando un lector de microplacas de incubación modelo ELx808 IU para 
determinación de LAL, (BioTek® Instruments, USA). Se toman muestras antes de inyectar en la 
columna/cápsula cromatográfica, así como de cada alícuota (2/0,5 ml) colectada a la salida de estos.  

A su vez los valores de endotoxinas obtenidos permiten calcular: 

- El valor de reducción logarítmica (LRV) para cada alícuota, como el logaritmo en base 10 del cociente 

entre el valor de endotoxina de la muestra inicial y el de cada alícuota colectada a la salida de la 
columna/cápsula expresada en EU/ml. 

- Endotoxinas totales contenidas en la muestra inicial fueron calculadas como el resultado de la 

multiplicación de la carga EU/ml por el volumen total de la muestra inyectada en la 
columna/cápsula.  

- Endotoxinas totales removidas en cada alícuota colectada, se determinó como la diferencia entre la 

carga de endotoxinas por ml de la muestra inicial (EU/ml) y la carga residual de cada alícuota 

colectada al salir de la columna/cápsula, que se multiplicó por el volumen de cada alícuota.  

- Capacidad de remoción total de endotoxinas (EU) en la columna/cápsula, se determinó como la suma 

total de los valores individuales de las endotoxinas totales removidas en cada alícuota. 

- Porciento de remoción total de endotoxinas, se expresó como el cociente entre el valor de la remoción 

total de endotoxinas y el valor total de endotoxinas de la muestra inicial.  

 Medición de la absorbancia:  

Las mediciones de absorbancia se realizaron a temperatura ambiente utilizando un espectrofotómetro UV-Vis 

modelo V-630 (Jasco internacional Co., Ltd., Tokio, Japón) y una celda de cuarzo de 10 mm de paso óptico. El 
tamaño de la muestra es de 10 µL usando el coeficiente para 1 mg/ml. Se tomó una muestra de la solución de 
inmunoglobulina antes de inyectar/salida a la columna/cápsula cromatográfica.  

Los valores de absorbancia obtenidos permiten calcular: 

- Proteínas totales de la muestra inicial y de cada alícuota colectada, como la multiplicación del valor 

(promedio) de proteínas por su volumen correspondiente. 

- Recobrado acumulado por alícuotas, que se obtiene de dividiendo el valor de las proteínas totales de 

cada alícuota entre las proteínas totales de la muestra inicial y añadiendo el valor acumulado en la 

alícuota anterior. 

- Merma de cada proceso, como la diferencia entre las proteínas totales de la muestra inicial y de la suma 

total de las alícuotas colectadas. 

 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se analizó la influencia de tres parámetros tecnológicos (concentración de proteínas, fuerza iónica y 

pH) en el comportamiento de los dos principales criterios técnicos de eficiencia del procedimiento: 1. 

Capacidad de remoción en endotoxinas expresada como EU (unidades de endotoxinas) totales, 2. 

Recobrado de proteínas expresado como mg/proteína total. En cada caso se ejecutaron 3 réplicas. 

Todas las operaciones relacionadas con el proceso de ensayos se realizaron en condiciones 

controladas observando las Buenas Prácticas de Laboratorio. 
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Columna aniónica con resina del tipo Fractogel TMAE-M.  

Influencia de la concentración de proteínas y la fuerza iónica en la capacidad de remoción de endotoxinas. 
En el caso de la columna aniónica con resina del tipo Fractogel TMAE-M se prefijó un valor de pH=6,5 y se 
ensayó a dos valores extremos de la concentración de proteínas (máx. posible 15% [150 g/L] y mín. deseado 

7,74% [77,4 g/L]) en dos escenarios posibles para evaluar adicionalmente la influencia de una ligera fuerza 
iónica en los dos criterios técnicos de eficiencia del procedimiento.  
 

Para el experimento No.1, se empleó una solución de inmunoglobulina-G al 15 % preparada en el buffer de 
trabajo con una carga inicial de endotoxinas 312,76 EU/ml en las que se emplean dos variantes de fuerza 

iónica: a) sin cloruro de sodio b) con 25mM-NaCl. Los valores numéricos de las variables determinadas y 
calculadas para las 3 réplicas ensayadas se recogen en la Tabla No.1 y Tabla No.2 como se explicó 
anteriormente.  

 

    

                    Gráfico No.1A                                                        Gráfico 1B  

Gráficos No. 1A y 1B se observa la influencia de la fuerza iónica (0mM-NaCl y 25mM-NaCl) en la capacidad de remoción de endotoxinas 
para una muestra de inmunoglobulina-G al 15% con una carga inicial de endotoxinas de 321,764 EU/ml en una columna del tipo 

Fractogel TMAE. 

 

En el Gráfico No.1  A sin cloruro de sodio, se aprecia que solo la primera alícuota de 2ml (< 0,5 VC) 

es capaz de cumplir con el límite de endotoxinas (< 1 EU/ml) establecido para las inmunoglobulinas 

intravenosas que en este caso corresponde a un valor de 0,810 EU/ml, lo cual resulta en una 

reducción logarítmica de endotoxinas de 2,6 LRV para esta alícuota y aunque remueve un 99,11% 

(ver Tabla No.1) de las endotoxinas totales en los 4VC ensayados, en el resto de las alícuotas resulta 

totalmente ineficiente la columna de Fractogel TMAE-M al obtener valores superiores al referido 

límite. 
 

Tabla 1. Solución de IgG-15,0 % en tampón 10mM-fosfato de sodio + 0 mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

      Lectura espectrométrica              

directa de endotoxinas       en 

cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales x 

alícuotas, EU 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
1,60893 1,60794 1,60959 1,60882 0,000830 321,76 

  
6435,28 

                  

Vmuerto      

(3 ml)                 

5 ml 0,00810 0,00790 0,00830 0,00810 0,000200 0,810 2,599 641,91 

7 ml 0,01109 0,01112 0,01114 0,01112 0,000025 1,112 2,462 641,30 

9 ml 0,01918 0,01916 0,01916 0,01917 0,000012 1,917 2,225 639,69 

11 ml 0,02513 0,02511 0,02516 0,02513 0,000025 2,513 2,107 638,50 
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13 ml 0,03469 0,03465 0,03467 0,03467 0,000020 3,467 1,968 636,59 

15 ml 0,03513 0,03514 0,03510 0,03512 0,000021 3,512 1,962 636,50 

17 ml 0,03515 0,03520 0,03518 0,03518 0,000025 3,518 1,961 636,49 

19 ml 0,03641 0,03647 0,03645 0,03644 0,000031 3,644 1,946 636,24 

21 ml 0,04027 0,04028 0,04031 0,04029 0,000021 4,029 1,902 635,47 

23 ml 0,04073 0,04077 0,04076 0,04075 0,000021 4,075 1,897 635,38 

     

Capacidad remoción total endotoxinas, EU 6378,09 

     

porciento remoción total endotoxinas 99,11% 

 
Por otra parte, en el Gráfico 1B corresponde a una fuerza iónica reforzada, se aprecia que para estas 

condiciones ninguna de las alícuotas es capaz de remover endotoxinas por debajo del límite 

establecido, comportándose la carga de endotoxinas residuales por alícuotas desde 5,01 EU/ml hasta 

los 20,03 EU/ml, correspondiendo este comportamiento a una reducción logarítmica de las 

endotoxinas que oscila en el rango entre 1,8 LRV a 1,2 LRV y que al finalizar la corrida solo es 

removido el 96,10% (ver tabla No.2) de todas las endotoxinas lo que significa que esta variante es 

inclusive menos eficiente que la anterior. 
 

Tabla 2. Solución de IgG-15,0 % en tampón 10mM Fosfato de sodio +25mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

      Lectura 

espectrométrica              

directa de endotoxinas       

en cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

Endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales x 

alícuotas 

No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
1,60893 1,60794 1,60959 1,60882 0,000830 321,76 

  
6435,28 

                  

Vmuerto     

(3 ml)                 

5 ml 0,05004 0,05009 0,05008 0,05007 0,000026 5,007 1,808 633,51 

7 ml 0,07223 0,07216 0,07219 0,07219 0,000035 7,219 1,649 629,09 

9 ml 0,10577 0,10574 0,10583 0,10578 0,000046 10,578 1,483 622,37 

11 ml 0,12903 0,12894 0,12897 0,12898 0,000046 12,898 1,397 617,73 

13 ml 0,13175 0,13178 0,13183 0,13179 0,000040 13,179 1,388 617,17 

15 ml 0,13516 0,13524 0,13517 0,13519 0,000044 13,519 1,377 616,49 

17 ml 0,13861 0,13858 0,13866 0,13862 0,000040 13,862 1,366 615,80 

19 ml 0,14065 0,14064 0,14057 0,14062 0,000044 14,062 1,359 615,40 

21 ml 0,15158 0,15150 0,15155 0,15154 0,000040 15,154 1,327 613,22 

23 ml 0,20030 0,20033 0,20039 0,20034 0,000046 20,034 1,206 603,46 

     
Capacidad remoción total endotoxinas, EU 6184,26 

     
porciento remoción total endotoxinas 96,10% 

 
En el experimento No.2 se empleó la misma solución de inmunoglobulina del primer ensayo, pero en 

este caso se diluyó su concentración hasta cerca de la mitad con el buffer de trabajo, resultando una 

concentración de proteínas de 7,74 % (77,4 g/L) y una carga inicial de endotoxinas 119,18 EU/ml. 

Al igual que en el primer experimento se ensayaron dos variantes de fuerza iónica. Los resultados 

numéricos para las réplicas ensayadas se recogen en la Tabla No.3 y Tabla No.4. 
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Tabla 3. Solución de IgG-7,74 % en tampón 10mM-fosfato de sodio + 0 mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

(diluida 

1/2) 

      Lectura 

espectrométrica              

directa de endotoxinas       

en cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

Endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales 

removidas   

x alícuotas 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
0,59587 0,59593 0,59592 0,59591 0,000032 119,18 

  
2383,63 

                  

Vmuerto      

(3 ml)                 

5 ml <0,003 <0,003 <0,003 0,003 0,000000 0,300 2,599 237,76 

7 ml <0,003 <0,003 <0,003 0,003 0,000000 0,300 2,599 237,76 

9 ml <0,003 <0,003 <0,003 0,003 0,000000 0,300 2,599 237,76 

11 ml <0,003 <0,003 <0,003 0,003 0,000000 0,300 2,599 237,76 

13 ml <0,003 <0,003 <0,003 0,003 0,000000 0,300 2,599 237,76 

15 ml 0,00358 0,00392 0,00398 0,00383 0,000216 0,355 2,526 237,65 

17 ml 0,00584 0,00612 0,00641 0,00612 0,000285 0,456 2,417 237,45 

19 ml 0,00362 0,00411 0,00449 0,00407 0,000436 0,525 2,356 237,31 

21 ml 0,00610 0,00647 0,00582 0,00613 0,000326 0,613 2,289 237,14 

23 ml 0,00659 0,00678 0,00651 0,00663 0,000139 0,660 2,257 237,04 

     
Capacidad remoción total endotoxinas, EU 2375,41 

     
porciento remoción total endotoxinas 99,66% 

 

      
                    Gráfico No. 2A                                                     Gráfico No. 2B 

Gráfico No. 2A y 2B. Se observa la influencia de la fuerza iónica en la capacidad de remoción de endotoxinas para una 

muestra de inmunoglobulina-G diluida al 7,74% con una carga inicial de endotoxinas de 119,18 EU/ml en una columna del 
tipo Fractogel TMAE-M. 
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Tabla 4. Solución de IgG-7,74 % en tampón 10mM Fosfato de sodio +25mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

(diluida 

1/2) 

      Lectura espectrométrica              

directa de endotoxinas       en 

cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

Endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales 

removidas x 

alícuotas 

No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
0,59587 0,59593 0,59592 0,59591 0,000032 119,18 

  
2383,63 

                  

Vmuerto     

(3 ml)             
  

  

5 ml 0,01592 0,01513 0,01568 0,01717 0,00041 1,717 1,841 234,93 

7 ml 0,01779 0,01698 0,01748 0,01818 0,00041 1,818 1,817 234,73 

9 ml 0,01659 0,01739 0,01715 0,02454 0,00041 2,454 1,686 233,46 

11 ml 0,02558 0,02608 0,02526 0,02557 0,00041 2,557 1,668 233,25 

13 ml 0,02567 0,02488 0,02545 0,02593 0,00041 2,593 1,662 233,18 

15 ml 0,03207 0,03258 0,03346 0,02737 0,00070 2,737 1,639 232,89 

17 ml 0,02795 0,02829 0,02878 0,02755 0,00042 2,755 1,636 232,85 

19 ml 0,01796 0,01857 0,01768 0,03232 0,00046 3,232 1,567 231,90 

21 ml 0,04027 0,04120 0,04154 0,03887 0,00066 3,887 1,487 230,59 

23 ml 0,07638 0,07726 0,07669 0,05106 0,00045 5,106 1,368 228,15 

     
Capacidad remoción total endotoxinas, EU 2325,92 

     

porciento remoción total endotoxinas 97,58% 

 

Al comparar los dos experimentos ejecutados con la resina Fratogel TMAE-M en cuanto a la 

capacidad de remoción de endotoxinas se evidencia que los mejores resultados se obtienen donde la 

fuerza iónica es mínima y cuando la concentración de proteínas es de 7,74 %.  

En el Gráfico No.2A, sin cloruro de sodio, para la carga inicial de endotoxinas ensayada, la resina es 

capaz de remover de forma efectiva las mismas en todos los 20 ml de muestra, donde la carga de 

endotoxinas residual en la solución se mueve desde un nivel de 0,300 EU/ml en los primeros 10 ml y 

luego para los restantes 10 ml se incrementa hasta un valor de 0,659 EU/ml, que corresponden a una 

reducción logarítmica de las endotoxinas en el rango que oscila entre 2,6 LRV y 2,3 LRV, así como 

remueve el 99,66% (ver tabla No.3) de las endotoxinas totales en los 4VC ensayados, lo cual significa 

que todas las alícuotas cumplen con el límite establecido (< 1 EU/ml) y que la resina Fractogel 

TMAE-M trabaja de forma eficiente y eficaz.  

Por otra parte, en el Gráfico No. 2B, con refuerzo de la fuerza iónica, ninguna de las alícuotas es 

capaz de remover endotoxinas por debajo del límite establecido, comportándose la carga de 

endotoxinas residuales por alícuotas desde 1,72 EU/ml hasta los 5,11 EU/ml que corresponde a una 

reducción logarítmica de las endotoxinas que oscila en el rango entre 1,8 a 1,4 LRV y aunque es 

removido el 97,58% (ver Tabla No.4) de las endotoxinas en los 4VC ensayados, para estas 

condiciones de fuerza iónica reforzada la columna de Fractogel TMAE es incapaz de remover de 

forma efectiva las endotoxinas y  

Al comparar los dos experimentos ejecutados con la resina Fratogel TMAE-M en cuanto a la 

capacidad de remoción de endotoxinas se evidencia que los mejores resultados se obtienen donde la 

fuerza iónica es mínima y cuando la concentración de proteínas es de 7,74%.  
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Influencia de la concentración de proteínas en el recobrado de proteínas 

La segunda parte de los ensayos realizados está relacionada con el análisis del recobrado de proteínas 

al usar la resina aniónica Fractogel TMAE-M en los dos escenarios antes descritos para realizar una 

valoración de los resultados que se discuten a continuación. 

Se evalúa, para el experimento No.1 el comportamiento del recobrado de proteínas para una solución 

de inmunoglobulina al 15% en las dos variantes ensayadas con y sin cloruro de sodio, cuyos 

resultados numéricos (parámetros medidos o calculados) se recogen en la Tabla 5 y la Tabla 6. 

      

                      Gráfico No. 3A                                                               Gráfico No. 3B.  

Gráfico No. 3A y 3B. Se observa el comportamiento del recobrado de proteínas para una muestra de 

inmunoglobulina-G al 15,0 % en una columna del tipo Fractogel TMAE-M. 

 

Tabla 5. Solución IgG-15 % en tampón 10mM-fosfato de sodio + 0 mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

Conc. proteínas del Eluado 

(mg/ml) en cada réplica 

Promedio 

Concent. 

Proteínas 

(mg/ml)  

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

2ml 

alícuota, 

mg 

Recobrado 

acumulado x 

alícuotas, % 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
150,11 149,97 150,14 150,07 0,09074 3001,47 100,00 

                

Vmuerto (3 

ml)               

5 ml 63,51 63,64 63,57 63,57 0,06506 127,15 4,24 

7 ml 135,62 135,56 135,50 135,56 0,06000 271,12 13,27 

9 ml 145,19 145,09 145,13 145,14 0,05033 290,27 22,94 

11 ml 157,27 157,20 157,16 157,21 0,05568 314,42 33,42 

13 ml 169,79 169,85 169,92 169,85 0,06506 339,71 44,73 

15 ml 158,48 158,37 158,44 158,43 0,05568 316,86 55,29 

17 ml 149,28 149,41 149,36 149,35 0,06557 298,70 65,24 

19 ml 146,55 146,67 146,62 146,61 0,06028 293,23 75,01 

21 ml 116,59 116,49 116,63 116,57 0,07211 233,14 82,78 

23 ml 51,44 51,52 51,57 51,51 0,06557 103,02 86,21 

Réplicas, mg 2587,44 2587,60 2587,80 Recobrado total proteínas, mg 2587,61 86,21% 

%, réplicas 86,206% 86,211% 86,218% Merma proteínas, mg 413,85 13,79% 

 
En el Gráfico No. 3A, sin cloruro de sodio, se observa que el recobrado total de proteínas alcanza un 

valor de 2587,61 mg lo cual corresponde a un 86,21% del valor inicial, así como una merma de 

413,85 mg que significa un 13,79%. A su vez, en el gráfico de la derecha correspondiente a la solución 
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que se le adicionó 25 mM de cloruro de sodio se aprecia un recobrado del 80,59% que corresponde a 

2418,96 mg de proteína con una merma del 19,41% que equivale a 413,85 mg.  
 

Tabla 6. Solución IgG-15,0 % en tampón 10mM Fosfato de sodio +25mM NaCl 

Volumen 

muestra  

Conc. Proteínas del  Eluado 

(mg/ml) en cada réplica 

Promedio 

Concent. 

Proteínas 

(mg/ml)  

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

2ml 

alícuota, 

mg 

 Recobrado 

acumulado 

x alícuotas, 

% No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
150,11 149,97 150,14 150,07 0,09074 3001,47 100,00 

                

Vmuerto     

(3 ml)               

5 ml 49,95 49,90 49,98 49,94 0,04041 99,89 3,33 

7 ml 77,82 77,73 77,78 77,78 0,04509 155,55 8,51 

9 ml 125,93 125,79 125,84 125,85 0,07095 251,71 16,90 

11 ml 140,68 140,63 140,57 140,63 0,05508 281,25 26,27 

13 ml 167,58 167,44 167,52 167,51 0,07024 335,03 37,43 

15 ml 150,04 150,11 149,99 150,05 0,06028 300,09 47,43 

17 ml 147,44 147,37 147,52 147,44 0,07506 294,89 57,25 

19 ml 148,75 148,88 148,80 148,81 0,06557 297,62 67,17 

21 ml 139,97 140,11 139,90 139,99 0,10693 279,99 76,50 

23 ml 61,47 61,54 61,41 61,47 0,06506 122,95 80,59 

Réplicas, 

mg 
2419,26 2419,00 2418,62 

Recobrado total proteínas, mg 
2418,96 80,59% 

%, réplicas 80,603% 80,594% 80,581% Merma proteínas, mg 582,51 19,41% 

 

Para el experimento No.2, los resultados se observan en el Gráfico No.4A y 4B, donde el Gráfico 

No.4A corresponde a una solución de IgG al 7,74 % sin cloruro de sodio, el recobrado total de 

proteínas es de un 94,34 % que equivale a un valor de 1459,90 mg de proteínas. Lo anterior significa 

que existe una merma del 5,66 % correspondiente un valor de 87,63 mg, cuyos resultados numéricos 

se recogen en la Tabla 7.  

 
Tabla 7. Solución IgG-7,74 % en tampón 10mM-fosfato de sodio + 0 mM-NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

(diluida 

1/2) 

Conc. proteínas Eluado 

(mg/ml) en cada réplica 

Promedio 

Concent. 

Proteinas 

(mg/ml) 

eluado 

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

2ml 

alícuota, 

mg 

 

Recobrado 

acumulado 

x 

alícuotas, 

% 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
77,41 77,35 77,37 77,38 0,03055 1547,53 100,00 

                

Vmuerto      
(3 ml)               

5 ml 49,95 49,83 49,88 49,89 0,06028 99,77 6,45 

7 ml 73,47 73,41 73,58 73,49 0,08622 146,97 15,94 

9 ml 73,78 73,92 73,86 73,85 0,07024 147,71 25,49 

11 ml 78,68 78,75 78,57 78,67 0,09074 157,33 35,66 

13 ml 98,57 98,51 98,66 98,58 0,07550 197,16 48,40 

15 ml 86,88 86,81 87,02 86,90 0,10693 173,81 59,63 
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17 ml 75,69 75,63 75,74 75,69 0,05508 151,37 69,41 

19 ml 75,46 75,54 75,37 75,46 0,08505 150,91 79,16 

21 ml 64,95 65,04 64,89 64,96 0,07550 129,92 87,56 

23 ml 52,48 52,38 52,55 52,47 0,08544 104,94 94,34 

Réplicas, 

mg 
1459,82 1459,64 1460,24 

Recobrado total proteínas, 

mg 
1459,90 94,34% 

%, réplicas 94,332% 94,320% 94,359% Merma proteínas, mg 87,63 5,66% 

 
A su vez, en el gráfico No.4B correspondiente a la misma solución que se le adiciona 25 mM de 

cloruro de sodio, se aprecia un recobrado del 85,42 % que corresponde a 1321,83 mg de proteína con 

una merma del 14,58 % que equivale a 225,71 mg. Los valores numéricos se recogen en la Tabla 8.  
 

Tabla 8. Solución de IgG-7,74 % en tampón 10mM Fosfato de sodio +25mM NaCl (pH-6,5) 

Volumen 

muestra  

(diluida 1/2) 

Conc. proteínas del Eluado 

(mg/ml) en cada réplica 

Promedio 

Conc. 

proteínas 

(mg/ml) 

Eluado 

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

2ml 

alícuota, 

mg 

 Recobrado 

acumulado x 

alícuotas, % 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
77,41 77,35 77,37 77,38 0,03055 1547,53 100,00 

                

Vmuerto     

(3 ml)               

5 ml 44,08 43,88 43,97 43,98 0,10017 87,95 5,68 

7 ml 58,46 58,53 58,63 58,54 0,08544 117,08 13,25 

9 ml 69,77 69,93 69,83 69,84 0,08083 139,69 22,28 

11 ml 79,26 79,10 79,17 79,18 0,08021 158,35 32,51 

13 ml 88,23 88,07 88,17 88,16 0,08083 176,31 43,90 

15 ml 76,32 76,16 76,23 76,24 0,08021 152,47 53,75 

17 ml 73,66 73,83 73,77 73,75 0,08622 147,51 63,29 

19 ml 67,35 67,22 67,41 67,33 0,09713 134,65 71,99 

21 ml 59,18 59,25 59,35 59,26 0,08544 118,52 79,65 

23 ml 44,57 44,71 44,65 44,64 0,07024 89,29 85,42 

Réplicas, mg 1321,76 1321,36 1322,36 Recobrado total proteínas, mg 1321,83 85,42% 

%, réplicas 85,41% 85,385% 85,450% Merma proteínas, mg 225,71 14,58% 
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                                        Gráfico No. 4A                                                                 Gráfico No.4B 

Gráfico No. 4A y 4B. Se expone el comportamiento del recobrado de proteínas para una muestra de inmunoglobulina-G al 7,74 % en una 

columna del tipo Fractogel TMAE-M. 

 
Resumiendo, para la resina Fractogel TMAE-M cuando comparamos el comportamiento de los 

parámetros capacidad de remoción de endotoxinas y recobrado de proteínas los mejores resultados 

corresponden al experimento No.2 para una solución de inmunoglobulina con una concentración de 

proteínas del 7,74% (77,4g/L) donde la resina es capaz de remover endotoxinas por debajo del límite 

máximo establecido (< 1 EU/ml) para 4 VC (20 mL) de muestra y se obtiene un recobrado máximo 

de proteínas del 94,34%.  

Lo anterior significa que bajo estas condiciones la resina Fractogel TMAE-M para 1000 ml de resina 

se puede remover de forma eficiente una carga máxima de (110 EU/ml x 1000 ml resina x 4 VC) 

equivalente a 440 000 EU. 

 

Cápsula con membrana cromatográfica aniónica del tipo Sartobind-Q Influencia del pH en la 

capacidad de remoción de endotoxinas  

Tomando en consideración que el mejor resultado obtenido con la resina Fractogel TMAE, para una 

solución de inmunoglobulina, se decidió ejecutar el experimento No.3 para evaluar la influencia del 

pH en dos puntos (pH=6,0 y pH=6,5) en el comportamiento de la capacidad de remoción de 

endotoxinas y el recobrado de proteínas en un soporte cromatográfico en membrana, en este caso una 

cápsula aniónica (membrane adsorber) del tipo Sartobind-Q, cuyos resultados numéricos se recogen 

en  las Tablas 9, 10, 11 y12.  

En el Gráfico No.5A y  5B se recoge la incidencia del pH, para una solución de IgG-7,92%, en la 

capacidad de remoción de endotoxinas (carga inicial de 72,517 EU/ml) de una cápsula Sartobind-Q, 

en el Gráfico No.5A se evidencia que a pH-6,0 mantiene su valor promedio entre 0,453 y 0,533 

EU/ml al resultar capaz de remover las endotoxinas a valores < 1 EU/ml durante 4VC, pero alcanza 

un valor de 1,5167 EU/ml en los 4,5 VC donde no cumple, cuyos valores de reducción logarítmica se 

encuentran entre 2,204 LRV y 2,133 LRV en los primeros 4 VC y disminuye a 1,680 LRV a los 4,5 

VC . Lo anterior significa que la inyección de una solución de IgG-7,92% ajustada a pH-6,0 en una 

cápsula Sartobind-Q para un volumen de inyección de 4,0 VC (4,6ml) resulta eficiente.  
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Tabla 9. Solución de IgG al 7,92 % en tampón 10mM-fosfato de sodio a pH-6,0 

Volumen 

muestra 

(diluida 

½) 

      Lectura 

espectrométrica              

directa de endotoxinas       

en cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

Endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales 

removidas x 

alícuotas 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
0,3592 0,3661 0,3624 0,36258 0,00344 72,517 

  
326,33 

                  

Vmuerto 

(5,0 ml)             
  

  

5,5 ml 0,0041 0,0046 0,0049 0,0045 0,00040 0,453 2,204 36,032 

6,0 ml 0,0044 0,0048 0,0051 0,0048 0,00035 0,477 2,182 36,020 

6,5 ml 0,0045 0,0052 0,0047 0,0048 0,00036 0,480 2,179 36,018 

7,0 ml 0,0054 0,0048 0,0050 0,0051 0,00031 0,507 2,156 36,005 

7,5 ml 0,0049 0,0053 0,0051 0,0051 0,00020 0,510 2,153 36,003 

8,0 ml 0,0050 0,0056 0,0052 0,0053 0,00031 0,527 2,139 35,995 

8,5 ml 0,0051 0,0052 0,0056 0,0053 0,00026 0,530 2,136 35,993 

9,0 ml 0,0045 0,0056 0,0060 0,0053 0,00075 0,533 2,133 35,992 

9,5 ml 0,0154 0,0149 0,0152 0,0152 0,00025 1,516 1,680 35,501 

 

    

Capacidad remoción total endotoxinas, 

EU 
323,56 

     
porciento remoción total endotoxinas 99,15% 

 

     

                          Gráfico No. 5A                                                     Gráfico No. 5B    

Gráfico No. 5A y 5B. Muestra la influencia del pH en la capacidad de remoción de endotoxinas para la IgG-G al 7,92% con una carga 
inicial de endotoxinas de 72,52 EU/ml aplicados en una Cápsula Sartobind-Q 

 

En el Gráfico No.5B, a pH-6,5 las endotoxinas residuales tienen un valor promedio de 0,300 EU/ml en los 

primeros 3VC, luego aumenta ligeramente hasta 0,525 EU/ml que corresponde a 4,0 VC para los que remueve 
las endotoxinas por debajo del límite establecido y alcanza un resultado de 1,337 EU/ml en los 4,5 VC donde 
no cumple. Además, los valores de reducción logarítmica se enmarcan entre 2,383 LRV y 2,140 LRV en los 

primeros 4 VC, siendo para los 4,5 VC de 1,734 LRV. Lo anterior significa que una solución de 
inmunoglobulina ajustada a pH-6,5 y aplicando 4VC en una cápsula Sartobind-Q resulta más eficiente y eficaz 

que en el caso anterior. 
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Tabla 10. Solución de IgG al 7,92 % en tampón 10mM-fosfato de sodio a pH-6,5 

Volumen 

muestra  

(diluida 

1/2) 

      Lectura espectrométrica              

directa de endotoxinas       en 

cada réplica 

valor 

promedio 

(lectura) 

Endotoxina 

Desviación 

estándar 

Endotoxinas, 

EU/ml        

(dilución 

1/100) 

Reducción 

log 

Endotoxinas 

totales 

removidas x 

alícuotas 

No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
0,3592 0,3661 0,3624 0,36258 0,00344 72,517 

  
326,33 

                  

Vmuerto 
(5,0 ml)             

  
  

5,5 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

6,0 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

6,5 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

7,0 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

7,5 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

8,0 ml <0,0030 <0,0030 <0,0030 0,0030 0,0000 0,300 2,383 36,108 

8,5 ml 0,00413 0,00418 0,00424 0,0042 0,0001 0,418 2,239 36,049 

9,0 ml 0,00480 0,00570 0,00525 0,0053 0,0005 0,525 2,140 35,996 

9,5 ml 0,01331 0,01336 0,01344 0,0134 0,0001 1,337 1,734 35,590 

     
Capacidad remoción total endotoxinas, EU 324,28 

     
porciento remoción total endotoxinas 99,37% 

 

Los valores numéricos para las 3 réplicas ensayadas se recogen en la Tabla No.9 y Tabla No.10 

donde se recoge además el porciento de remoción de endotoxinas totales, que para el pH-6,0 solo 

alcanza el 99,15 % y para el pH-6,5 llega hasta el 99,37 %, incidiendo en ambos casos la última 

alícuota (4,5VC) en la cual no se logra cumplir la exigencia <1 EU/ml.  
 

Tabla 11. Solución de IgG-7,92% ajustada a pH=6,0 con tampón 10mM Fosfato de sodio 

Volumen 

muestra  

(diluida 

1/2) 

Conc. Proteínas Eluado (mg/ml) 

en cada réplica 

Promedio 

Conc. 

proteínas 

(mg/ml) 

Eluado 

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

0,5ml 

alícuota, mg 

 Recobrado acumulado x 

alícuotas, % 

No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
79,31 78,98 79,28 79,19 0,1854 356,35 100,00 

                

Vmuerto  

(5,0 ml)               

5,5 ml 29,83 29,98 29,89 29,90 0,0755 14,95 4,20 

6,0 ml 46,48 46,34 46,23 46,35 0,1253 23,18 10,70 

6,5 ml 59,34 59,49 59,21 59,35 0,1401 29,67 19,03 

7,0 ml 67,24 67,35 67,48 67,36 0,1201 33,68 28,48 

7,5 ml 71,60 71,81 71,73 71,71 0,1060 35,86 38,54 

8,0 ml 78,72 78,64 78,80 78,72 0,0800 39,36 49,58 

8,5 ml 68,51 68,42 68,30 68,41 0,1054 34,21 59,18 

9,0 ml 56,31 56,44 56,25 56,33 0,0971 28,17 67,09 

9,5 ml 45,54 45,47 45,65 45,55 0,0907 22,78 73,48 

Réplicas, 

mg 
261,79 261,97 261,77 

Recobrado proteínas, mg 
261,84 

73,48% 

%, réplicas 73,463% 73,515% 73,459% Merma proteínas, mg 94,51 26,52% 
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Como se aprecia de los valores representados en estos gráficos no existen diferencias significativas en 

cuanto a la capacidad de remoción de endotoxinas en los primeros 4VC para los dos valores de pH 

analizados. Por ello se procede a comparar el recobrado de proteínas.  

 

Influencia del pH en la recobrado de proteínas en una cápsula Sartobind-Q 

En el Gráfico No. 6A y 6B se recoge el recobrado de proteínas para una solución de inmunoglobulina 

al 7,92% ensayadas en dos condiciones de pH, donde a la izquierda se observa para pH=6,0 que el 

recobrado total de proteínas es de un 73,48 % que equivale a un valor de 261,84 mg de proteínas, lo 

cual resulta bastante bajo e ineficiente por cuanto la merma de proteínas es del 26,52 % que 

corresponde a 94,51 mg, cuyos valores numéricos se recogen en  la Tabla 11. 

 

     
 

                           Gráfico No. 6A                                                 Gráfico No. 6B 

Gráfico No. 6A y 6B. Se observa la influencia del pH en el recobrado de proteínas para una solución de IgG al 7,92% con 

una carga inicial de endotoxinas de 72,52 EU/ml aplicados en una Cápsula Sartobind-Q. 

 
A su vez, en el Gráfico No. 6B correspondiente al pH=6,5 se aprecia un recobrado del 87,93 % que corresponde 

a 313,34 mg de proteína con una merma del 12,07 % que equivale a 43,01 mg. Los valores numéricos se 
recogen en la Tabla 12. 

 

Tabla 12. Solución de IgG-7,92% ajustada a pH=6,5 con tampón 10mM Fosfato de sodio 

Volumen 

muestra  

(diluida 1/2) 

Conc. Proteínas Eluado 

(mg/ml) en cada réplica 

Promedio 

Conc. 

proteínas 

(mg/ml) 

Eluado 

Desviación 

estándar 

Proteínas 

totales x 

0,5ml 

alícuota, 

mg 

 Recobrado 

acumulado x 

alícuotas, % 
No.1 No.2 No.3 

Muestra 

inicial 
79,31 78,98 79,28 79,19 0,1854 356,35 100,00 

                
Vmuerto (5,0 

ml)               

5,5 ml 49,73 49,68 49,82 49,74 0,0709 24,87 6,98 

6,0 ml 58,78 58,86 58,72 58,79 0,0702 29,39 15,23 

6,5 ml 67,45 67,27 67,38 67,37 0,0907 33,68 24,68 

7,0 ml 77,63 77,54 77,47 77,55 0,0802 38,77 35,56 

7,5 ml 97,92 98,01 98,11 98,01 0,0950 49,01 49,31 

8,0 ml 89,62 89,82 89,71 89,72 0,1002 44,86 61,90 

8,5 ml 68,81 69,03 68,91 68,92 0,1102 34,46 71,57 

9,0 ml 63,96 63,78 63,86 63,87 0,0902 31,93 80,53 

9,5 ml 52,64 52,74 52,81 52,73 0,0854 26,37 87,93 

Réplicas, mg 313,27 313,37 313,40 Recobrado proteinas, mg 313,34 87,93% 

%, réplicas 87,911% 87,938% 87,946% Merma proteinas, mg 43,00 12,07% 
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Al comparar el comportamiento de los dos parámetros de interés (capacidad de remoción de 

endotoxinas y recobrado de proteínas) para la cápsula aniónica del tipo Sartobind-Q los mejores 

resultados se obtuvieron para la solución de inmunoglobulina ajustada a un pH=6,5, la cual es capaz 

de remover endotoxinas durante 4 VC de muestra por debajo del límite máximo establecido para las 

inmunoglobulinas intravenosas y se obtiene un recobrado máximo de proteínas del 87,93%. Lo 

anterior significa que una cápsula del tipo Sartobind-Q con 1000 ml de capacidad, bajo estas 

condiciones, es capaz de remover de forma efectiva una carga máxima (70 EU/ml x 1000 ml resina x 

4 VC) de 280 000 EU. 

Según Petsch y Anspach, las preparaciones de albúmina sérica o de anticuerpos monoclonales se 

administran en cantidades que alcanzan entre varios cientos o miles de miligramos por kg de peso 

corporal: los niveles altos de endotoxinas están fuera de discusión. Para estas proteínas se requieren 

métodos para eliminar las trazas de endotoxinas residuales que quedan después de usar los trenes de 

purificación comunes.  

En el caso de las inmunoglobulinas de uso intravenoso las dosis pueden oscilar entre 200 – 500 mg / 

kg de peso corporal, razón por la cual es imprescindible encontrar una solución. 

 

CONCLUSIONES  

Se pueden considerar como válidas las dos alternativas cromatográficas, la columna Fractogel 

TMAE-M y la cápsula cromatográfica Sartobind-Q, para la remoción de endotoxinas en soluciones 

de inmunoglobulinas preparadas a concentraciones de proteína inferior al 8,0 % pues ambas cumplen 

la exigencia regulatoria (< 1 EU/ml) para las inmunoglobulinas intravenosas. No se encontraron 

diferencias significativas en cuanto a capacidad de remoción de endotoxinas a pH=6,0 y pH=6,5, 

pero el recobrado resultó superior para la solución de inmunoglobulina preparada a pH=6,5. Ambas 

alternativas para 4VC son eficaces en cuanto a capacidad de remoción endotoxinas y permiten un 

recobrado final de proteínas superior al 85% lo cual es aceptable para procesos cromatográficos. 
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