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InTRODUCCION

Cuando se nos propuso como tema ‘de trabajo la puesta a punto y ‘cri-
tica experimental de los métodos electroforéticos sobre papel, no tenfa-
mos una visién clara de sus amplias posibilidades. Conforme avanzamos
en su conocimiento crecld nuestra confianza en los mismos y aumentd
nuestro interés por su estudio. Al encontrarnos ahora en la tesitura de
redactar una Memoria que recoja nuestras actividades, hemos considera-
do que, dicha Memoria, quedaria mas completa si a la vez consigniramos
en ella algunos de los aspectos tedricos fundamentales que, ordinaria-
mente, se tratan bastante a la ligera en algunas publicaciones sobre la
materla, cuando no aparecen incluso con algin error.

Hemos pretendido hacer una exposicién tan clara como nos ha sido
posible para contribuir, aun cuando sélo sea modestamente, a la difusién
de estos acontecimientos, que debian ser ya mas generales de lo que lo
son en la actualidad, puesto que el grado de desarrollo alcanzado por las
técnicas electroforéticas es lo suficientemente alto para que sus aphcacm-
nes, aun dentro de las pertinentes reservas, tuviesen un campo practico
de mayores dimensiones que el actual, todavia muy restringido.

En la primera época, las aphcaciones de la clectroforesis quedaron
sblo en la escala microanalitica o micropreparativa, lo que se debié, so-
bre todo, a que tales técnicas estuvieron principalmente en manos de bio-
quimicos, a los que sélo interesaba esta escala, pero a los que, por otra
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parte, debe reconocerse casi todo el mérito de su desarrollo, En los lti-
mos afios, estas técnicas adquieren por momentos. una importancia cre-
clente, tanto en la Quimica Orgmlca y sus ramas, cntre las que queda in-
cluida la Bioquimica, como en la Quimica Inorginica, Quimica-fisica,
Quimica Analitica, etc. y, muy especialmente, en el campo de los proble-
mas clinico-quimicos. Dada la diversidad de cuestiones que pueden abor-
darse mediante la electroforesis, en general, o, mds concretamente, me-
diante la electroforesis soportada y dentro de ésta con la soportada sobre
papel, se amplfa igualmente la escala cuantitativa que cada caso exige,
por lo que se necesita, en principio, ¢l trdnsito hasta la macroescala. Pero
para este transito resulta de indudable valor ¢l conocimiento de los diver-
sos factores que pueden afectar a los procesos, ya que, de esta manera,
por modificacién de los mismos en el sentido favorable, podrin extremar-
se la calidad y cuantfa de las separaciones a conseguir mediante estas
técnicas, sin que, por el hecho de cambiar de orden de magntrud, los
errores introducidos sean tales que inutilicen el procedimiento.

Con cste fin y con el de mejorar los procedimientos actuales en la es-
cala analitica, nos hemos dedicado sin interrupcién, desde hace mds de
dos afios, a este tema, el cual, én la Memoria que ahora presentamos, no
se ofrece precisamente en ¢l orden cronolégico de realizacién, sino aten-
diendo mds bien a un deseo de claridad de exposicién

Para lograr este deseo, hemos considerado asimismo mds conveniente
el prescindir de una separacién taxativa cntre parte tebrica y experimen-
tal, en desacuerdo con lo que ya se ha hecho clasico en este txpo de Me-
morias. Para nuestro caso, resulta poco prictica dicha separacién puesto
que cada experimento requiere, realmente, la continua justificacién del
por qué se realizé, la interpretacién del mismo, y lo que es mds frecuen-
te en nuestro trabajo, el entronque que unas consecuencias tienen con
otras, que pueden haber precedido en la exposicién o que han de apare-
cer después. En resumen, no existe una independencia absoluta y formal
que nos habria permitldo adoptar otra forma de exposicién mds fraccio-
nada. Con todo, hemos procurado reunir, a manera de capitulos, aqucllas
cuestiones de mayor conexién; pero insistimos en decir que las mismas
se tratan simultineamente a los experimentos en que se basan o a los
que se realizan en consecuencia.

En un primer capitulo, ofrecemos una breve visién histérica del desa-
rrollo de las técnicas electroforéticas. A continuacién realizamos un estu-
dio de los procesos fisico-quimicos que intervienen en la electroforesis
discontinua en papel, cuyo conocimiento e interpretacién consideramos
fundamental para lograr el dominio de la técnica, dedicando, al mismo,
varios capitulos en los que hemos intentado reunir las cuestiones de ma-



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-37

yor coherencia. Sigue un estudio casi exhaustivo del proceso de electrofo-
resis continua, introduciendo algunas modalidades que consideramos de
real 1mportanc1a sobre todo, por la simplificacién y ventajas que ello
lleva consigo. En un capltulo posterior, se ofrece un adelanto sobre la
marcha de nuestros experimentos de superposicién de corriente alterna
a la corriente continua base, en los procesos electroforéticos; con dichos
experimentos conflamos haber abierto un nuevo campo de trabajo de
amplias posibilidades, sobre el que no hemos encontrado, en la bibliogra-
fia, antecedente alguno. Un Glumo capitulo, que hemos calificado de
Apéndice Experimental, recoge aquellos detalles practicos que comple-
mentan a los expuestos en el cuerpo de la Memoria y que pueden ser de
interés para la reproductibilidad de experimentos.

Expuestos a grandes rasgos el objeto y contenido de ‘esta Memoria,
deseamos hacer expresion sincera de nuestra gratitud a todos los que de
alguna manera nos han ayudado con su direccién y consejo o con su co-
laboracién material, siéndonos imprescindible el nombrar al Prof. A. So-
kR v al Dr. G. GuzmAn, Catedritico de Quimica Organica y Cola-
borador Cientifico del C.S.I.C., respectivamente, codirectores de este
trabajo, y a D. Arturo Ropricuez Suirez, Profesor Encargado de la Ca-
tedra de Optlca y Electricidad, qu1en continuamente nos ayudo en el di-
seflo y montaje de circuitos y en la mterpretacmn de muchos fenémenos
eléctricos. Igualmente, debemos expresar nuestro agradeumlento a la
Comisaria de Proteccién Escolar v Asistencia Social, por la pensién que
nos concedié durante un trimestre y por la beca que recientemente ha
vuelto a concedernos. También a la Facultad de Ciencias y al Instituto
dc Quimica del C.SI1.C., que nos permitieron trabajar en sus laboratorios
de Quunlca Orgamca de Murcia, a la vez que nos facilitaron ayuda
eccondmica.
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ALGUNOS ANTECEDENTES HISTORICOS

Las particulas que, en disolucién, poscen carga eléctrica presentan la
propiedad de que, colocadas en estas condicienes bajo la accién de un
campo eléctrico, se desplazan en el sentido del electrode de signo opues-
to a su carga. Cuando este fendmeno tiene lugar en disoluciones que con-
tienen lones relativamente pequefios, el proceso se llama «ionoforesis». Su
aplicacién a las disoluciones, o mejor, a los sistemas coloidales, y, en ge-
neral, a todo sistema macromeolecular constituye la base de la «electrofo-
resis» (1). o

La. electroforesis, o separacién de sustancias distintas en solucién, se-
gin su diferente velocidad de migracién en un campo eléctrico (sentido
mis amplio de la misma), fué ya utilizada, en 1907, por FieLp y TEa-
CUE (2) para separar toxina y antitoxina difrérica en un gel de agar. Pero,
en realidad, el estudio de la migracién electroforética habia sido iniciado
va, un siglo antes justamente (1807), por el fisico ruso REuss [citado por
VioLLigr (3)] cuyas observaciones acerca del comportamiento de las partf-
culas de arcilla en suspensién acuosa, bajo la accién de un campo eléctri-
co, dieron comienzo al estudio de la migracién producida por la accién-
del mismo, en diversos coloides minerales. Posterlormente, se continud
¢l estudio de Ia cuestibn, en este sentido, por numerosos investigadores,
llegdndose a establecer el concepto de coloides catibnicos y de coloides
ani6nicos, de donde parten los primeros estudios tedricos de los factores
que intervienen en el desplazamiento de particulas en un campo eléctrico.

(1) Marrin, A. J. P, ¥ Svvor, R L. M., Advanecs in Proiein Chem., 2, 31 {1945).
(@) Fmwn, G, y Teagun. 8., J. Ezp, Med., 9, 222 (1807).
(8) Vwourmn, G., Milt. Lebensm, Hyg., 38, 86 (1047).
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Como antecedentes mds préximos, aunque todavia lejanos, encontra-
mos los trabajos de los fisicos Hrrrorr (1853) y Ouwver Lonce (1886)
[citados por WUNDERLY (4)], demostrativos de la migracidn de sustancias
disueltas, por medio de la corriente eléctrica. En el mismo slglo (afio
1899), W. Harpy (5) propuso el término «cataforesisy para la denomina-
cién del fenémeno de la migracién cléctrica de micelas coloidales, térmi-
no que en 1909 fué sustituido por el de «electroforesis», por L. Mr
CHAELIs (6).

Mi4s adelante, en 1926, KenpaLi, JETTE v WEST (7) intentaron la se-
paracién de tierras raras en geles, por el mismo procedlmlento utilizado
ya antes por FIELD y TEAGUE en la separacién de la toxina y antitoxina
diftéricas.

Pero en realidad, la fecunda urilizacién de este procedimiento comen-
z6 en 1937 con la técnica descrita por TiseLius (8), que, aunque no sea
concretamente objeto de este trabajo, dada su gran relacién con el mis-
mo, sera descrita mas adelante.

Las interesantes posibilidades de aplicacién de la técnica de TisELtus
quedaron eclipsadas, momentineamente, por la segunda guerra mundial,
v no pasaron al terreno practico, en Europa, hasta que fué empleada por
Loncsworth y colaboradores (1939) (9) en problemas de la medicina in-
terna, lo cual did lugar a que se manifestase ya el metodo como un po-
deroso auxiliar de la medicina clinica.

A pesar de esto, el manejo del aparato 1deado por TIsELIUS era com-
plicado y lento, lo que, unido al considerable coste del mismo, hizo que
el uso de este método electroforético se reservara para clinicas centrales
¢ institutos cientificos exclusivamente,

No obstante, siendo conocido y estimado cada vez mas el valor cien-
tifico de la férmula proteica y el servicio que.a ella podian prestar los mé-
todos electroforéticos, surgié una sana fiebre (valga el contrasentido) de
encontrar técnicas electroforéricas mds sencillas, que estuvieran al alcan-
ce, sl no de la totalidad de los clinicos, al menos si de la mayoria.

Esto se llevé a cabo, en un principio, en el sentido de simplificar el
procedimiento de TiseLius, lo que realizaron también después Mu-

{4) Wunoeawy, (n, La FElectroforesis en Papel (Trad. J. Gras), Ed. Cienlifico-Médica,
Rarcelona, 1956, p’lg 4.

{(5) Hanoy, W. B., Colleidal Sclution, londres, 1905.

(6) Micmartis, L., Biochem. Z., 18, 81 (18909}

(73 Kewoarr, Y, JertE, E. ¥y Wesr, W., J. Amer. Chem. Soc., 48, 3114 (1926).

(8) Tisenus, A., Trons. Faredaey Soc., 33, 524 (1037). [British C. A, A, 7, 305 (1937)).
(9) Longswonrn, L., G., 3mevrosxy, T. y Maclwses, D. A, J. Ezp, Med,, 78, 399 (1939).
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LLER (10), Moore y Warte (11), ANTWEILER (12) y LasHarT (13), los cua-
les consiguieron reducir la cantidad necesaria de sustancia a analizar, en
el caso de determinaciones protefnicas, a aquella que contenfa 10 mg de
proteina, mientras que antes se precisaba contar con mas de 100 mg. Por
ello, a los métodos y aparatos utilizados por dichos autores se les ha lla-
mado «microelectroforéticos». Un inconveniente permanecia atn, sin em-
bargo, pues debido a utilizar dichos métodos el registro dptico, exigian,
para la separacién y determinacién de las mezclas de proteinas, el empleo
de soluciones homogéneas.

De aqui se pasé a buscar técnicas en las que se estabilizaran los elec-
trolitos por medio de sustancias sélidas, como, por ejemplo, la seda, uti-
lizada por GELDMACHER-MALLINCKRODE (14} para la separacién del glucé-
geno y galactégeno y, mucho antes ya, por Harpoy (5). Otras sustancias
solidas utilizadas, que aparecen en la bibliografia, son el algodén (15), la
lana de vidrio finamente pulverizada (16), gel de silice (17) 18) (19), pol-
vo (20) y perlas de vidrio muy peque‘ﬁas (21), gasa de algodén (22), agar
o gelatina (23) (24) (25) (26), resinas artificiales de intercambio catiéni-
co (27}, almidén (28), (29), fibras de amtanto (23), etc. Cada una de estas
sustancias, soportes sélidos, irdn mejor o peor, para unos casos u otros, se-
gin las propiedades fisicoquimicas de las sustancias a separar.

En este sentido, es el papel la sustancia que ha adquirido mayor im-
portancia. El empleo del mismo en las técnicas electroforéticas, como so-

(10) Miere, K. ., Anel. Chem., 22, 70 (1950).

(11} Moonrr, N, H., ¥ Wurre, J. U, Ecv. Sei. Instrnmenis, 18, 700 (1848) [C. A, 43, 448 ¢
1949)].
{ (l:g) AntwriLer, H. 1., Die gquantilative Elekirophorese in der Medizin, Ed. Springer-
Verlag, Berlin, 1052,

(13) Laspart, H., Lotaman, W. y Scusun, P, Hele. Chim. Acla, 34, 244D (1951).

(14) GreLoMacAeEr-Mavuwcrroor, M, y Wristan, H., Hoppe-Sexler’'s Z. physial, Chem,, 292,
65 (1953} [C. A., 47, 93021 (1053)] ° ‘

(18) Senaw, 1. H., J. Amer. Chem. Soe., 61, 1291 {1039).

(16) Coovmae, T. B., J. Bial. Chem., 127, 551 (1539).

(17) Cownspry, I., Gornox, A, . y Mawrin, A. J. P., Riochem. J., 40, 33 (1946).

(18) Gomvov, A., Krn., B. y Swersta, K., Nature, 164, 499 (1949).

(1) Cmotsv, A., Denmien, Y. y JavLe, G., Compl, rend,, 2384, 1918 (1952).

(20) Macruxo, H. y Tiseuus, A, Aste Chern. Scand., 4, 057 (1950},

{21) Svewsson, I y Buarrsves, 1., -Arkiv Kemi, I, 401 (1949).

(22y WeLLen, G., Chromatogr. Bull., I, 5 (1950).

(23) Davis, W., Pangr, T. y Gamnwsny, ., XH. Intern, Caongr, Pure Appl. Chem., Nueva
York, 1951

(24) Gorpeow, A. IL. y Rumcuoano, P., RBiochem. J., 48, 569 (1951),

(25) Gnaman, P. y Wnuams, C. A., Biochim. et Biophys. Acta, 1€, 193 (1953) [C. A., 47,
4408 h (1953)].

(26) Granan, P, Buil. Sec. Chim. Biel., 36, 63 (1954).

(27) Sreircrer, K. 8. ¥y Corvevy, C. D., Science, 113, 546 (19561) [C. A., 45, 8321 [ (1951).

(28) Kunger, 1. G. y Scaten, R. 1., Proc. Soc. Exptl, Biol. Med., 80, 42 (1952) [C. A., 46
8173 f (1952)].

(29) Kuwmkrr, H, G., Tavion, 8. P., Jr. y Du Vienvaup, V., J. Biol. Chem., 200, 639 (1933)
{G. A., 47, B139 h (1958)].
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porte del medio, aparece descrito, por vez primera, en las comunicaclones
que Kénic (1937) (30) hize en ¢l T Congreso Suramericano de Quimi-
ca, pasando desapercibidas (quizds por haberlas hecho en portugués,
como lamenta un autor anglosajén, y, con él, nosotros los espaﬁoles), has-
ta que se tomaron en cuenta, por ¢l mundo cientifico, cuando, en 1939, cl
mismo Kéwie utilizé, junto con Von Krosusitzy (31) la electroforesis
sobre tiras de papel, embebidas en una disolucién electrolitica, con el fin
de aislar los constituyentes proteicos del pigmento amarillo de un vene-
no de scrpiente, asi como para separar mezclas de diversas sustancias co-
lorantes. Es decir, que la electroforesis en papel es anterior, en algunos
afios, a la forma actual de la cromatografia en papel, que parte de la pu-
blicacién Qualitative Analysis of Proteins: A Partition Chromatogra-
phic Method Using Paper (1944) de Conspen, Gorpon y Marrin (32).
Es entonces, a partir de los trabajos de estos autores, cuando la cromato-
grafia bidimensional en papel adquiere un - espléndido desarrollo, sobre
todo, en el estudio de los aminodcidos.

También en 1939, Srrain (13) sugirid la combinacién de la ionoforesis
con la cromatografia de adsorcién, 'y, en el mismo aiio, CooLoncE (16)
separd proteinas en una columna a la que aplicaba un potencial eléctrico.

En 1940, Purror (33) disefia un fraccionador electroforético que se
basa en la migracién vertical de las proteinas, distribuidas en capas del-
gadas y mantenidas as{ por efecto de un gradiente de densidad produci-
do, a su vez, con ayuda de agua, glicerina y alcohol. Janssen (1949) (34)
aprovecha ¢l mismo principio de las capas delgadas, pero la estabilizacién
+de la migracidn la logra ya con ayuda de un «paqueten de papel de filtro.
TISELIUS propuso producu el gladlente de densidad por medio de otro
gradiente de temperatura, v, posteriorraente, Brakke (1953) (35) describid
la separacién en zonas por centrifugacién, con lo que, en realidad, se pro-
ducfa también un gradiente de densidad.

En 1948, Havcaarp y KRrONER (36) trabajaron en la separacién de
una mezcla de diez aminodcidos combinando el efecto cromatogrifico del
fenol con’ el electroforético de una corriente eléctrica de 100 voltios du-
rante 16-18 horas, titulando su trabajo Partition Chromatography of
Amino Acids with Applied Voltage.

Es posible que esta nomenclatura inicial fue_ra puramente casual. Pero

(30) Xowig, P., Actas e trabalhos do Terceiro Congresse Suad-Americano de Chimica, Rio
de Janeira ¢ Szo Paulo, 2, 334 (1937).

{31y Von Kronusrrzry, D. y Kosis, P., Arch. cxp. Path. Pharm., 192, 271 (1930

(32) Coxspes, R., Gonoox, A, H., y Manvix, A. J. P., Biachem. J., 38, 224 (1944).

(33) TPmineor, J. St. L., Trans. Faredey Sec., 36, 38 (1940},

(34) Jawssew, .. W., comunicacién personal a SvEsssoN ¥ olros, Science Tools, 2, 17 (1955).

(85) Braskr, M. K., Areh. Biochem. Biophys., 45, 275 (1953) [Scicnce Tools, I, 14 (1954)].

(36) Haugaann, G. y Kroner, T. D, J. Amer. Chem, Soec., 70, 2135 (1948).
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resulta curioso que, a pesar de que, después, la teorfa de la cromatografia
de particién no ha sido aplicada a la electroforesis de zonas, en la que los
disolventes polares utilizados, en el caso de utilizar mas de uno, son com-
pletamente miscibles entre sf, cxisten trabajos mis recientes, tales como
los de Durrum (37), en los que se trata de aditivos no polares, como la
glicerina vy el propileng]icol v los de Pavr v Durrum (38), en los que se
manlflesra que las separaciones pueden ser efectuadas en sistemas com-
pletamente no acuosos (*): estos hechos nos hacen pensar que los fené-
menos de Ja cromatografia de particién tendrin que asociarse a los tipi-
camente electroforéucos, para la explicacién de los fendémenos electroci-
néticos en estos casos particulares de la electroforesis de zonas. Realmente,
este criterio estd aceptado ya implicitamente por algunos autores, como
Smrrr y Durrum (39), los cuales, frente a StrRain v Sato, sostienen, que
el término «electrocromatografian, usado por estos dltimos en sentido ge-
neral, debe reservarse para a]gunoc, casos especiales de separacién electro-
forética, en las cuales interviene una clara adsorcidon diferencial.

La misma tendencia a asociar las técnicas cromatogrificas y electro-
foréticas encontramos en los trabajos de Wikranp (40), (41) y Fis-
CHER (41), en el mismo afio 1948, cuyos autores estudian el desplazamien-
to electroforético de aminodcides, poniendo unas gotas de disolucién de
los mismos en tiras de papel de filiro, empapadas en una solucién tam-
pén. sometiendo el sistema, asi constituido, a la accion de la corriente
eléctrica. .

En el afio siguiente, 1949, WIELAND cxtiende el procedlmiento a otras
sustancias, y, en 1950, manifiesta la posibilidad, no sélo de separar, sino
también de dererminar cuantitativamente, los distintos componentes de
una mezcla proteica. McDownarn (42). también en 1950, estudia la sepa-
racién de distintos iones, por accién de la corriente eléctrica, en disolucio-
nes que empapan un papel de filiro, denominando al procedimiento
<<10n0grafla»

En el afto 1950 fué fecundo en adelantos y cstudlos electroforéticos.
En él se publican varios trabajos en los que aparece resuelto claramente
el'problema de la separacion de las proteinas del suero sanguineo por me-

(37 Duenum, L. L., J. Amer_ Chem, Soc,, 73, 4875 (1051).

(38) Pavc, M. H. ¥y Dunnuwm, . L., J. Amer, Cherr. Soe., 74, 4721 {1952). -

(") Entre los sislemas no acuasos, ulilizados por eslos autores en [z separacidon de distin-
los colaranles enire si, se cilan las miezclas de nilromclano y dcido acélico glacial, de aleohol
ctilio abscluto ¥ me!anol, de piridinn ¥ acélico glacial o incluso el wsislemas constiluldo por
alecohol elilico simplemcnte.

(3% Swir., E. B B, v Dunnum, F. 1., Chem. Fap. News, 32, 2174 (1954).

(40) Wmnann, T., Angew, Chem., A60, 313 (1048).

(41) WisLakp, T. ¥y Fiscoer, V., Natorwisscrschafien, 35, 29 (1048).

(42) McDonarn, H, ], Unrsix, \\I C. vy Wummson, M. B., Science, 112, 2237 (1950) [C. A.,
44, 10463 £ (1850)); J. Colloid Sci., 6, 236 (1951); J. Ame. Lhcm Seec., 73, 1893 (1951).
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dio de métodos electroforéticos, en los cuales la disolucién tamponada
de suero no se encuentra libre, en el clasico tubo en U de Tiskrius, sino
empapando un papel de filtro, que constituye su soporte sélido. Entre es-
tos trabajos, que ponen de manifiesto la utilidad irremplazable de los
métodos electroforéticos para separar componentes, en general macromo-
leculares, de una mezcla, destacan los de Durrum (43), Tursa y ENEN-
KEL (44), BiserteE (45), CrEmer y TiseLivs {46), Grassmann y Haw-
NIG (47) y K6rvER (48), que, en su mayor parte, se refieren a la separacién
de seroproteinas.

Los procedimientos de clectroforesis en papel, pese a que esta ingente
floracién inicial pareciera haber agotado todas las posibilidades de perfec-
cionamiento, no han permanecido tal como se iniclaron, sino que han
sido susceptibles de numerosos refinamientos.

Un altimo permdo que enlaza con el actual, se ha caracterizado por
una tendencia progresiva hacia el perfeccionamiento de las técnicas. A ti-
tulo de ejemplo, podemos considerar las modificaciones de Durrum
(1951) (49), entre las que cabe destacar la forma de V invertida en que
dispone la tira de papel, disposicién que ha sido la adoptada también por
Frynw y D Mavo (1951) (50), combinada con la de CreMER y TiskLivs,
y por MACHEBOEUF y colaboradores (1953) (51) v otros. Asimismo hemos
de citar la importante contribucién de Grassmann y Hannac (1952) (52),
cuvos aparatos se caracterizan, entre otras cosas, por la disposicién hori-
zontal del papel en una cdmara de gas hiimedo. Otras modificaciones, de
diversos autores, se refieren al empleo de liquidos apropiados para corre-
gir o evitar interferencias de factores extraios a los propiamente electro-
foréticos, como ocurre, por ejemplo, en la disposicién de CREMER y Tise-
Liws (1950) (53), en la de ConspEn y Stanier (1952} (54) y en otras mu-
chas, en las que, por ejemplo, la tira de papel, horizontal, se sumerge en
un 11q_u1d0 no polar para eliminar el calor desarrollado. También pueden
citarse las modificaciones de VALMET y Svensson (1954) (55), cuyas prin-
cipales caracteristicas (pequefio volumen de la cimara, posibilidad de de-

(43) Downus, B, L., J Amer. Cherii. Soc., 78, 2043 (1950},

(44) Turea, F. vy Tsexgen, W, 1., Neluorwissenschaflen, 37, 93 {1950),

(45) WBisunts, G., Biochim. et Biophys. Acta, 4, 416 (1950).

(46) Cnrmer, H. D, y Tisvuius, A., Rischem. 2., 320, 273 (1950) [C. A., 44, 7376 e (1950)}.

(47) Grasssmany, W, y Havsie, K., Neturwissenschaffen, 37, 397 (1950

(48) TKorven, G., Klin. Wochschr., 28, 693 (19503 [C. A. 45, 3448 g (1951)].

(40) DwurruM, F. L., Science, 113, 66 (1951). -

(60) Tuyss, . V. ¥ De Mavo, P, Lancet, 263, 235 (1951) [C. A., 46, 5117 ¢ (1952)].

(51) Macuemorur, M,, Ruseyrorre, ., Duperr, J. M. y Bruxcur, M., Bull. Soc. Chim.
Biol., 35, 834 (1953},

(62) Grassmann, W. y Hannsig, K., Hoppe-Seyier's Z. physiol. (Chem., 250, 1 (1952).

(53} Cmemen, H. ¥ Tisevrus, A, Riochem, Z., 320, 273 (1950) [C. A., 44, 7376 = (1950)].

(54) Co~soex, R, y Stanien, W. M., Neture, I70, 1069 {1052).

(55) Varumer, E, y Svenssow, H., Science Tools, 1, 3 (1954).
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positar la muestra después de saturada aquélla, ctc.) son, fundamental-
mente, las mismas descritas, ya antes, por DErrker y ANDUREN (1953) (56)
y por otros. McDonaLp y col. (1955) (57) adoptan, mds tarde, aparatos y
técnica semejantes a los de Grassmann y Hannic (1952) (52).

Asi podriamos seguir enumerando autores cuyos trabajos, en este
campo de [a electroforesis analitica en papel, han permitido a ésta llegar
al estado actual de desarrollo en que se encuentra. No obstante, conside-
ramos que el grado de perfeccionamiento, con haber sido enorme, no ha
alcanzado todavia las verdaderas dimensiones a que cabe aspirar. y esti-
mamos que, en la mayoria de los casos, se ha procedido con excesiva ra-
pidez a la comercializacién de disposttivos, que aln no eran perfectos,
quizéds con el buen deseo de dotar a la ciencia y a la industria de instru-
mentos de trabajo. Por ello queda justificado el objeto de una gran parte
de nuestro trabajo en la que, como podrd deducirse de esta Memoria, se
ha pretendido revisar hasta qué punto influyen los diversos factores que
controlan los procesos electroforéticos y a los que, en la bibliografia, se
les atribuye unas veces excesiva importancia, mientras que, en otras oca-
slones, se desprecian, no muy ]ust1ﬁcadamente

También debe destacarse el creciente interés que ofrece, incluso des-
de un punto de vista técnico, la llamada «electroforesis continua». Pero
nos llama la atencién que el nimero de publicaciones sobre este punto vy.
mds ain, el de investigadores dedicados al estudio de esta modalidad, es
bastante escaso. Las escuclas de Grassmann y Hannie y de Durrum
pueden citarse como las mis representativas, sin que esto disminuya la
importancia de los trabajos de otros autores, como STRAIN y SuLLivan
(1951) (58), Saro y Norrrs (1952) (59), Dr Castro y San Marco (60) y
otros. Nosotros, modestamente, podemos considerarnos también como
contribuidores al estudio de esta técnica que tantas posibilidades ofrece.
Es probable que en la bxbhografld se hayan ocultado adqulslﬂones logra-
das en su conocimiento, quizds pcnsando en su proyeccién industrial, ya
que, a nuestro criterio, sus posxblhdades de aphcacmn son evidentes, como
tendremos ocasién de exponer en la parte final de este trabajo.

Hoy dfa, las técnicas electroforéticas en papel, tanto en escala analiti-
ca como en escala preparativa (lo que se puede hacer corresponder, en un
sentido amplio, con las modalidades de electroforesis discontinua y con-

(56) Derreen, A. ¥ Aspures, H., Scand. J, clin. Lab, Invest., 6, 74 (1053).

(67} McDoxaro, HL J., Laree, R. J., Marvacu, K. P., Smtzer, R. H, ¥ Urex, M. C., fono-
praphy; Electrophoresis in Stabilized Medion, Year Book Publishers, Chicago, 1955 [Ciba Sym-
pasium or Paper Eleclrophoresis, T. and A, Churchill Lid., London, 1956, pig. 95. En lo sucec-
sivo, se usard la abreviatbra «Ciba Sym, 1956w, para referirnos a esla publicacisén].

(58) Steamx, IL W, y Sunnwvaw, J. G, Anal. Chemn,, 23, 816 (1951).

(69) Sato, T. R, Norms, W, P. v Straw, H. H., Anal. Chem., 24, 776 (1952)

(60) Dt Castro, D. y San Marco, M., J. Chem. Sec., 4167 (1054).
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tinua, respectivamente) han alcanzado una importancia tal. que han lle-
gado a hacerse insustituibles jpara una amplisima gama de cuestiones,
desde las que tienen un interés puramente cientifico, hasta las de impor-
tancia eminentemente practica ya sea desde un punto de vista clinico, ya
por un fin técnico, como antes se ha apuntado, especialmente, en el frac-
cionamiento industrial de materiales biolégicos. En principio, la impor-
tancia se manifiesta mas claramente en el tratamiento de sustancias de
cardcter macromolecular, pero ello no excluye a las de pequefio ramafio,
puesto que lo que ocurre realmente es que, para estas ultimas, los méto-
dos electroforéticos se presentan, mds que como esenciales, como mejo-
rantes de otras técnicas con las que quizds se logra ya el efecto deseado.
Este es, por ejemplo. el caso de los aminoicidos; su tratamiento consti-
tuyé un problema dificil hasta el advenimiento de la cromatografia, pero,
realmente, el uso combinado de aquélla con la electroforesis, o mncluso
una adecuada aplicacién de esta dltima, suponen un ahorro de tiempo
extraordinario para lograr los mismos efectos, cuando no una me]ora de
resultados. Este ejemplo que hemos referido para los aminoacidos podrla-
mos extenderlo a otros muchos casos, algunos todavia muy poco conoci-
dos, sin duda porque no se ha abundado en su estudio. Entre estos estu-
dios, incompletcs todavia, puede citarse, como uno de los que mds rela-
riva atencién han merccido, ¢l de la separacién electroforética de mono-,
oligo- y polisaciridos individuales que se encuentran en mezcla «homo-
génea», en cuanto a tamaifio molecular se refiere. Otro tanto podria decir-
se de los hpldos No obstante lo indicade, el conocimiento actual sobre
éstos y otros prmaplos inmediatos es suﬁc1ente para prever que la elec-
troforesis encontrard su marco mas natural de aplicacién en el campo de
la bioquimica y, en general, en el de la quimica de productos naturales.

No hav duda de que, para la marcha general de los traba}Os del De-
partamento de Frutos y Conservas, al que pertenecemos, las técnicas elec-
troforéticas constltuyen un medio de tlaba]() de la mdxlma utihdad, lo
que justifica, sobradamente, el interés con que se nos asigné y con que
hemos realizado este trabajo, con el doble fin, cientifico y utilitario, que
podra apreciarse a lo largo de esta Memoria, en la que se recoge la labor
realizada para la puesta a punto de la técnica, en unas condiciones mejo-
radas y adaptables a nucstros problemas, que, simultineamente, nos han
permitido esclarecer algunos de los procesos intimos en que la téenica se
basa, al haber controlado, sucesiva y alternativamente, los diversos facto-
ves que afectan la eficacia del procedimiento.
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II

FUNDAMENTOS TEORICOS Y EXPERIMENTALES DE LA
ELECTROFORESIS EN PAPEL: ALGUNAS DE SUS RELA-
CIONES CON LA ELECTROFORESIS LIBRE

Como hemos dicho anteriormente, la electroforesis, en general, con-
siste en la separacién de distintas sustancias disueltas, valiéndonos de sus
distintas velocdades de migracidén en un campo eléctrico. El caso mds
cldsico, de electroforesis propiamente dicha, es el de las micelas coloida-
les, que se trasladan, a través del medio en que se hallan dispersas, por
efecto de la fuerza electromotriz de dicho campo.

En general, todas las particulas coloidales soportan una carga cléctri-
ca que se demuestra, precisamente, por la electroforesis (llamada en un
principio, «cataforesis»), es decir, por la migracién de las part1culas hacia
un polo o hacia otro, de signo contrario a sus cargas respectlvas cuando
pasa, a través del medic donde se encuentran, una corriente continua.

Algunos tipos de particulas cololdales, en presencia de electrolitos,
presentan tendencia a adsorber exceso de 1ones positivos, mientras que
otras adsorben con preferencm los negativos, quedando asi cargadas con
signo posmvo 0 negatwo respectivamente. De ahf su comportamiento di-
ferente en la electroforesis, que ha dado 1ugar a la clasificacién de los co-
loides en los dos grupos de «catiénicos» y «aniénicos», segin se desplacen
hacia el polo negativo (citodo} o hacia el positivo (inodo), respectiva-
mente.

Los factores que gobiernan la migracién electroforética son multiples,
pero pueden quedar reunidos en tres grupos principales:

a) Factores inherentes a la partfcula electroforética en si: carga de
la misma (signo y magnitud), tamafio, forma, tendencia a la disociacidn
0 asociacién y posible anfoterismo.
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b) Factores que dependen del medio en cuyo seno se mueve la parti-
cula :concentracién electrolitica, constante dieléctrica, fuerza iénica, pH
y propiedades quimicas en general, temperatura, viscosidad, posibilidad
de formacién de complejos de la particula con el medio, etc,, asi como
también aquellos que dependen del soporte en el cual tiene lugar el pro-
ceso electroforético.

¢) Caracteristicas del campo eléctrico aplicado: intensidad, ausencia
de corrientes pardsitas (pureza de corriente o ausencia de componentes
de alterna) y distribucién del campo a lo largo del camino de migracién.

Como se comprenderd, ante la multiplicidad de factores que intervie-
nen en el proceso ¢lectroforérico, y sus numerosas interacciones, el fend-
meno es muy complejo y su fisicoquimica bastante complicada. Por esto.
en el presente trabajo, sélo consideraremos detenidamente aquellos facto-
res que, al menos en principio, pueden influir en los resultados de cual-
quiera de las aplicaciones practicas de la electroforesis.

EXPRESION MATEMATICA DE LA VELOCIDAD ELECTROFORETICA

Lams, basindose en los trabajos de HeLmuorTz, dedujo una ecuacién
que expresa la velocidad de desplazamiento (distancia recorrida por uni-
dad de tiempo) de una particula esférica, con carga, cuando actia sobre
ella un campo eléctrico; a esta particula se la supone libre de interaccio-
nes eléctricas, al admitir que se encuentran formando parte de una diso-
lucién a dilucidén infinita en la que se admite ausencia de electrolitos. La
ecuacién de Lams, algo modificada (61) (62), viene dada por la férmula
siguiente:

QB
67T Y

V=

en la que, Q = carga eléctrica de la particula, la cual determina una dife-
rencia de potencial entre la particula y el liquido.

H = intensidad del campo eléctrico aplicado (diferencia de
potencial entre los electrodos, dividido por la distancia
que separa a ambos).

r = radio de la particula, y
v = viscosidad del medio.

Esta expresién, naturalmente, es correcta cuando las magnitudes que
en ella intervienen estin dadas en unidades congruentes. En el caso, fre-

(G1) Dsevs, P, y Hocwew, E., Phys. Z., 25, 49 (1924).
(62) Hoceer, E., Phys. Z., 25, 204 (1924).
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cuente, de expresar la velocidad en centimetros/segundos, Q en culom-
bios (unidad prictica de carga), H en voltios/centimetro (unidad conven-
cional de campo y 7 y n, respectivamente, en centimetros y poises (uni-
dades cegesimales de longitud y viscosidad), existe una falta de congruen-
cia entre los distintos términos de la férmula de HELmuoOLTZ, por lo que,
para que v venga expresado en cm/seg serd preciso introducir el factor
de correccién 107,

De esta f6rmula se deduce que la velocidad de desplazamiento de una
particula, en estas condiciones, es directamente proporcional a su carga
y a la intensidad de campo ¢ inversamente proporcienal a la viscosidad
de la solucién y al radio de la particula.

Esta y otras férmulas matemdricas elementales, que rigen los diver-
sos fenémenos fundamentales del proceso electroforético, no han sido, la
mayoria de las veces, tratadas con suficiente claridad. En otras ocasiones,
con el fin de simplificar la exposicién en los textos, aparecen, dichas for-
mulas, como de presentacién espontdnea. Por ello, estimamos oportuno el
exponer, con cierto detaile, una deduccién razonada, aunque sencilla, de
las mismas.

Partiendo de la idea, antes expuesta, de considerar unas condiciones
ideales en las que no existe interaccién de particulas, dada la dilucién n-
finfta de la disolucién, la fuerza F ejercida por un campo eléctrico sobre
una de tales particulas es igual al producto de la intensidad de campo,
H, por la carga neta, Q, de la particula:

= HQ (1)

Una particula cualquiera, bajo la accion de un campo de intensidad
constante, deberfa adquirir, 1og1Camente, un movimiento uniformemente
acelerado; sin embargo, su movimiento es uniforme y su velocidad cons-
tante, lo cual es debido a que a la fuerza de campo se opone otra fuerza
creciente de viscosidad, F’, que es funcién lineal de la aceleracidn. Esta
fuerza de viscosidad depende de la geometria de la particula, y, para una
esfera, viene dada por la ley de Srokes:

Y = GV - (IL-2)

en donde, r es el radio de la particula,
7, la viscosidad del medio, y
v, la velocidad electroforética de dicha particula.

Cuando la particula se encuentre en un estado estacionario se verifi-
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card que las fuerzas de campo eléctrico y las de viscosidad serin iguales
(F = F'); por lo tanta, de (II-1) y (1I-2), se deduce:

HQ =6rrqnv

de donde,

y— (IL.3)

6xrn

que es la férmula dada al principio de este capitulo.

EXPRESION MATEMATICA DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA

Existe una magnitud, a la que se da el nombre de «movilidad electro-
forética», que es caracteristica de cada particula, y se define como el co-
ciente entre la velocidad de dcsplazamlento de la misma y la intensidad
de campo, H, ya definida. Segin esto, la movilidad electroforética repre-
sentard la velocidad de la partlcula por unidad de campo.

En la electroforesis libre, dicha magnitud, u, vendrd dada por la
ecuacién :

tH =

d
t

j=H
bt

~ (11-4)

en donde,  es ¢l desplazamicnto de la particula en el tiempo ¢, ¥ la di-
ferencia de potencial aplicada y / la longitud del tubo.

Si se tiene en cuenta la definicién que acabamos de dar « (u = - - )

y la ecuacién (II-3), esta magnitud podrd expresarse por la formula si-
guiente :

HQ
H érry

que vendrd también afectada por el factor 10" cuando @ se dé en culom-
bios. r en centimetros y 7 en poises, viniendo dada, entonces, u en
cm/seg. cm/vol.

La movilidad electroforética es caracteristica de cada particula a pH
y fuerza idnica determinados; es decir, que, para un conjunto de condi-
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ciones experimentales dado, la movilidad sera el factor fundamental que
caracterizard a cada particula o fracciéon homegénea de particulas, por la
posicién alcanzada por las mismas, es decir, en el caso concreto de la elec-
troforests en papel por su situacidn en ¢l espectro electroforético ana-
litico.. .

-Ahora bien éste no cs verdaderamente el caso prictico de la electro-
foresis en papel,. sino solamente una situacién ideal, pucsto que las con-
diciones pucstas al principio no se cumplen en la prictca, ni aln 51qu1e-
ra en la electroforesis libre, ya que slempre existen, en concentraciones
apreciables, diversos electrolitos (tampones u otras disoluciones salinas),
entre cuyos iones y las particulas electroforizables se producen loglcamen-
te interacciones eléctricas, que no se dan a dilucién infinita y que ocasto-
nan modificaciones en la velocidad de desplazamiento de estas tdltimas.

Refiriéndonos ahora concretamente a la electroforesis en papel (en ella
el campo eléctrico se crea sobre una tira de papel de filtro), debe advertir-
s¢ en primer lugar, que, si bien el principio fundamental que gobierna la
separacién de los componentes de una mezcla es aqui el mismo que en el
caso de la electroforesis, ya clisica, de Tiserius, entran ahora en juego
una nueva serie de factores (corrientes de difusién por evaporacién, efec-
tos de capilaridad, electrodsmosis, etc.), mouvados, sobre todo, por la pre-
sencia y caracteristicas del soporte, mientras, en contraposicion, dejan de
tener imnportancia otros factores (conveccién, efecto de pared, etc.) que,
en la libre, no pueden despreciarse. Ademdas de esto, debemos llamar la
atencién sobre el subjetivismo con que se han considerado, en la biblio-
grafia, los diferentes factores que influyen en la electroforesis soportada,
pues, normalmente, cada autor destaca la importancia de aquel factor
que ha sido objeto de su mayor atencidén, por la indole del instrumental
utilizado o del problema concrete que le ocupa, menospreciando, précti-
camente, los restantes. Nosotros. en la medida de nuestras posibilidades,
hemos pretendido tratar el problema con toda objetividad y hacer una
discusién, que, sin llegar a ser exhaustiva, abarcase a una gama amplia
de circunstancias.

En general, nuestra labor experimental ha sido consecuencia de una
consideracién légica, previa, de las condiciones de trabajo, y, por tanto,
nuestros experimentos han tendido principalmente a confirmar nuestras
deducciones tedricas, mds que a servir de base a explicaciones a posterio-
ri, aunque tampoco hemos prescindido de €stas en los casos aislados en
que se hicieron necesarias por presentarse casualmente fenémenos diver-
s0S, cuya interpretacién hemos intentado asimismo llevar a cabo.
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111

INFLUENCIA DEL SOPORTE EN LA ELECTROFORESIS
SOBRE PAPEL

De acuerdo con el punto de vista expresado al final del capitulo ante-
rior, cuando se utiliza el papel de filiro como soporte sélido del medio en
que se produce la migracién electroforética, ya la vista de su especial po-
der adsorbente, es de suponer que pueda ejercer acciones sobre las par-
tfculas méviles, sccundarias con respecto al fin fundamental, y que produ-
cirdn, en definitiva, un retardo en la electr0m1g1ac10n No hay duda de
que este efecto es previsible; parte de nuestros expenmentos han servido
para confirmarlo plenamente.

Lo mismo podemos decir de otros factores, que, modificando, por
ejemplo, ese poder de adsorcién ineludible del soporte, afectan 1gualmen-
te al proceso. Por ello, también han sido objeto de nuestra atencién, con
resultados que se expondrin mds adelante.

A su vez, estos factores pueden ser de dos clases: a) de tipo puramente
fisico, como los que se refieren al grado de porosidad, activacién termo-
dindmica, etc., o b) eminentemente quimicos, como aquellos que depen-
den del niimero y clase de grupos modificados de la celulosa (grupos me-
toxilos, urénicos, reductores, etc.) o incluso los que, si bien no son inhe-
rentes a la celulosa per se, en ocasiones pueden determinar el que ésta
vaya acompatiada de grupos de iones activos, extraiios a la misma, que
han sido retenidos, fisicas o quimicamente, durante el tratamiento segui-
do en su preparacion.

Estos y otros factores han de tenerse en cuenta para el estudio tedrico
de la electromlgracmn en la celulosa, considerada como sistema capilar
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(electroforesis en papel o capilar), si bien es preciso despreciar aquellos
otros que influyen en menor cuantia, al objeto de simplificar la discusién
matematica.

CORRECCION DE FORMULAS

KuNKEL Y TISELIUS (63) (1951), a los que se debe la teoria de la elec-
troforesis en papel, puswron ya de manifiesto algunas diferencias entre
¢ésta y la electroforesis libre. Asi, demostraron, por primera vez, que las
dos férmulas tipicas de la intensidad de campo en la segunda:

A% 1

l S k

cuya deduccién veremos después, no se cumplen exactamente en la elec-
troforesis soportada, ya sea sobre papel o ya sobre cualquier otro medio
poroso. Tampoco serdan aplicables aqui las férmulas dadas anteriormente
para la movilidad electroforética de las particuls.

L

Fig. L.—Camino lcérico de la migracion electroforética
a travsé del papel de fillro
Ello es debido a que, en la electroforesis en papel, 7 no rcpresenta la
distancia verdadera entre los puntos donde se aplica la diferencia de po-
tencial, sino que, como puede observarse en el esquema de la fig. 1, co-
rrespondiente a la representacién que Kunker y Tiserivs (63) hacen del

(63) Kunerr, H. G, y Tisewws, A., J. Gen, Physiol., 35, 89 (1931).
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papel, como sistema de canales serpenteantes, dicha distancia es mucho
menor que la real, 7. De esta manera, las particulas, en el papel, siguen
una trayectoria tortuosa, entre los intersticios que dejan las fibras de celu-
losa inméviles, y, en consecuencia, su recorrido real, d, serd mayor que
el aparente, 4 (*).

Existiendo la misma relacién entre las distancias electrédicas, real y
aparente, que entre los recorridos, rcal y aparente, también, de la particu-
la, podemos escribir la sigulente proporcidn:

a4’ I
=TT
de donde deducimos que
v
dI=a T (ITI-1)

Si una particula emigra en la electroforesis libre una distancia d, su
movilidad electroforética vendrd dada por la ccuacién (11-4), ya cono-
cida:

ad.l
t.

=

(11-4)

-~

movilidad, que, en la electroforesis en papel, tendrfamos que expresar en
funcién de la distancla real, 4" recorrida por la particula, as{ como de la
separacién interelectrédica verdadera, I Segin esto, tendriamos:
a.r
n——— 11i-2
eV (1112)
que también podria expresarse en funcién de la distancia aparente, d,
sustituyendo d” por su valor dado en (ITI-1):
r Lh ]
L U P
u= =
t.V t.V

Dividiendo numerador y denominador por I, y efectnando operacio-
nes, se llega a la expresién siguiente

u=—— (—)* (I11-3)

que se diferencia de la (II-4) en ¢l factor (1—1’)’

(*} Por analogia con el conceplo de camino 6ptico, de 1o Fisica, que enira en juego en el
principio de Frnsar de la Oplica, proponcmos, para las distancias d y ', s denominscién de
wcamino geomdtrico» ¥y «camina electroforétican, respeclivamente.
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Podria definirse, asimismo, para la electroforesis en papel, la «movili-
dad clectroforética aparente», u , de una particula que serfa la obtenida
seglin la ecuacién (II-4), para los valores aparentes de & y 1, en el papel.
Su relacién con la movilidad verdadera, segiin se deduce de la compara-
cién de (III-3) y (LI-4), viene dada por el factor (I/I?, de mancra, que,
considerando a la inversa dicha relacién, podremos escribir:

Ua

W= 1114
(—? (HE4)

relacién de gran utilidad en el calculo prdctico de movilidad corregidas.

La expresion (II-4), para la electroforesis libre, puede transformarse,
teniendo en cuenta la ley de Oum (V=R.) y el valor de la resistencia R
que en ella interviene, en funcién de las caracteristicas del conductor, de
esta otra manera:

.1 d 1 d.1 :d,k.s (IH-S)
TEV LRI RS t.1
k s

en donde, I es la intensidad de corriente, & la conductividad especifica
del tampén v s ¢l area de la seccidn transversal del tubo.

En el caso de la electroforesis en papel, puede aplicarse igualmente
esta Gltima férmula, sustituyendo & por d’y s por &, con la cual ten-
dremos:

4" k.s'

w= (111-6)

siendo s” el drea de la seccién transversal (seccidn 1itil de tampén), distin-
ta de la anterior, y cuyo valor puede determinarse pesando la cantidad
de tampdn que retiene el papel (diferencia entre el peso de la tira de pa-
pel, inmediatamente después de finalizar el experimento, y ¢l de la mis-
ma tira seca, pesada previamente), dividiendo por el peso especifico del
tampén, para obtener su volumen, y, finalmente, dividiendo este volu-
men por la longitud de la tira de papel considerada.

Sustituyendo, en esta Gltima ecuacién, d por su valor, dado en (III-1),
se obtiene:
d }— s

t.1

n =
o lo que ¢s igual:

NEILLEL F1. St (L1L-7)
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expresmn que, en su forma, difiere de la (ITI-5) en el factor (1 / 1), a cuyo
inverso (1/1) se le llama, propiamente, «factor de correccidny el cual
depende principalmente del papel, siendo una constante caracteristica de
la clase del mismo, y, en menor grado, de la técnica utilizada.

TABLA 1 VEE)

CLASES DE PAPEL Ua , 10° 1j1 Ug . 10t
Munktell 20, . . . . . . . . 4,01::0,09 0,77==0,08 6,78
Papel secante Ford . , . . . . 3,2140,12 0,700,04 6,53
Schleicher y Schall 413 . ., . . 2,34-+0,21 0,68-20,06 6,85

Este factor ha sido determinado experimentalmente para diversos ti-
pos de papeles, sobre la base de la movilidad aparente, vy , de la albiimi-
na del suero humano. A continuacién recogemos una tabla {Tabla 1) que
resulta ya familiar en los tratados de electroforesis (*) hasta el punto de
que en todos ellos se prescinde de sefialar su origen y, por toda indica-
cién, se refiere que dichas determinacicnes se han efectuade con tampén
de veronal de pH 8,8 y fuerza idnica 0,1.

TABLA 2 (%)

CLASES DE PAPEL Ua . 10% Iy e | 108
Archésn® 301, . . . . . . . 5,16=-0,13 0,92:0,02 6,17+0,10
Whatman n® 1 | ., ., . . . 4,24-0,02 0,834-0,03 6,16:4-0,45
Eleetroforesis libre . ., . . , . - - - 6,43

Como quiera que en la bibliografia que nos ha sido posible consultar
no hemos encontrado datos referentes a los papeles Archés n® 301 y
Whatman n.” 1, que son los que con mds frecuencia hemos utilizado
nosotros, siendo ademis los de uso mas difundido, estimamos convenien-
te el determinar el factor I/I" para cada uno de ellos, por lo que nos per-
mitimos ampliar la tabla anterior con una supletoria (Tabla 2) que reco-

") Wuxnkrry, Cu., La Electroforesis en Papel, Ed. Cientifico-Madica, Barcelona, 1956, pig. 8.
Merats, P., Biologie Médicale, 14, 648 (109566). Lenener, M., Paper Electrophoresis, Llsevier Mu-
blishing Company, Amslerdan-London-New York-Trincclon, 1957, pag. 28.

(**) Las movilidades cleciroloréticas, en todos los casos, se cxpresan em cm? . seg—1. vol.—L.
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ge nuestros resultados, si bien los detalles de determinacién se expondrin
en el Apéndice Experimental que figura al final de esta Memoria. Estos
datos corresponden a los valores medios de cuatro determinaciones efec-
tuadas sobre eIectroforegramas obtenidos con tampdén de veronal de
pH 8,6.

Como puede observarse, con ¢l uso del factor de correccién determi-
nado, se obtienen valores de la movilidad corregida o real, u, , bastante
proximos a los medidos en la electroforesis libre.

Asi resulta que, para la albimina del suero, la movilidad corregida
de acuerdo con la clase de papel, es siempre mayor que la movilidad apa-
rente, debido a que ¢l recorrido real de las particulas, en el papel de fil-
tro, es también mayor que ¢l aparente, puesto que parte del curso tortuo-
so que aquéllas siguen en él, no se pone de manifiesto; y, como quiera
que ¢l recorrido interviene en la férmula de la movilidad, el valor de
ésta resulta afectado,

Una prueba interesante del valor de estas correcciones la constituye
el hecho, comprobado ya para la albimina, de coincidir sensiblemente
los valores medios de las movilidades en el papel, ya corregidas, con los
obtenidos por diversos autores en la electroforesis libre para las mismas
sustancias. Entre estos tltimos valores, presentamos, en la Tabla 3, los
resultados de DoLE, {64), para las distintas fracciones protefnicas del sue-

TABLA 3

Ugarregida - 10° (em?.seg-! .vol-')

Hectroforesis 117 Globulinas
AlbGmina

o, a, B v

Sobre papel
(Archss 801) 0,98 5362003 43922002 27622003  2,33:0,04  0,57--0,01

Libre (DO- ‘
LE)..... -- 5,94 5,07 2,83 2,83 1,02

ro humano, como término de comparacién de los obtenidos por nosotros
en la electroforesis sobre papel. Nuestros resultados corresponden a los
valores medios de tres determinaciones efectuadas sobre papel Archés
301. El valor del factor de correccidn utilizado en este caso difiere del
determinado anteriormente, para la misma clase de papel, debido a que
la dltima determinacién del mismo se ha efectuado utilizando el valor

(64) Doue, V., J. Clin. Truest,, 23, 708 (1944),
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5,94 para la movilidad real de la albimina, mientras que antes se tomd,
para la misma, el valor 6,43.

Segtin diversos autores, la correccién de la movihdad electroforética
parece mas necesaria en ¢l caso de utilizar aparatos en los que las tiras
de papel se disponen entre dos placas de vidrio, que cuando se utilizan
aquéllos en los cuales las tiras quedan al aire. Nosotros, a la vista de los
resultados obtenidos con ambas técnicas, estimamos conveniente el uso
del factor de correccidn, en cuanto a la obtencidén de valores absolutos de
movilidades, aunque, desde luego, el error que se cometeria, en el caso de
no utilizarlo, seria menor para la técnica indicada. No obstante, podemos
advertic que, a nuestro criterio, la correccidn de movilidades resulta de
poca utilidad en Ia prdctica, dados los fines, usualmente comparativos,
para los cuales estudiamos principalmente nosotros las técnicas electrofo-
réticas sobre papel. '

Trabajando con tampén de veronal/veronal sédico de pH 8,6. de dci-
do bérico/borato sédico de igual pH que el anterior y de ftalato 4cido de
potamo/hldromdo sédico, de pH 59, llegamos a la conclusién de que el
factor de correccidn I/l es mdcpcndxente del tampédn empleddo va que
las pequefias diferencias encontradas para dicho factor, segin se haya
obtenido a partir de experimentos realizados con unos u otros tampenes,
nos parecen perfectamente atribuibles a errores de medida.

COMPONENTES ESTERICOS DE LA SUSTANCIA

Otros factores, entre los que quedan por considerar, estdn ya relacio-
nados mas directamente con la sustancia problema. Por ejemplo. en el
caso de Jas proteinas del suero, que, aunque con distinto peso molecular,
poseen forma esférica casi igual (segtin se observa en las fotografias opri-
cocleetrénicas), McDonawp y Sertzer (65) sefialaron que un factor que
tiene gran influencia, sobre la migracién en el papel, es el volumen de las
particulas, lo cual se hace ostensible, sobre todo. si se compara lo que
ocurre con particulas coloidales, en genera‘[, con lo que sucede con iones
inorgénicos, y en especial, con aminodcidos, cuya movilidad es la que
menos se modifica por la clase de papel. Por esto, en aquel caso, ademas
de la constante dependiente de la clase de papel utilizado, hay que tener
en cuenta un componente estérico, que depende de la forma de la sustan-
cia que emigra. Parece ser, pues, que la marcha de las particulas sobre el
papel es funcidn, no s6lo de la carga por unidad de masa, sino también
del tamafio v forma de las mismas. De este modo, la asociacién de mo-

(85) McDowarp, H. y Serrzer, R, Circulation Rescarch, I, 396 (1953) [C. A., 47, 11274 g
(1953)]-
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léculas, que se supone tiene lugar en la desnaturalizacién de protefnas,
puede ser considerada, ¢n parte, como 1esp0nsable del retarde que se pro-
duce sobre el papel en algunos casos; sin embargo, la movilidad en el li-
quido (electroforesis libre) apenas es afectada, pues en este caso s6lo de-
pende, pricticamente, de la carga pbr unidad de masa de las particulas.
Si una sustancia determinada es homogénea en su carga, pero no lo es en
su forma, la electroforesis en papel podrd revelar, y de hecho revela, he-
terogeneidades que no acusa la clectroforesis libre.

Este hecho hemos podido comprobarlo con la albiimina del suero hu-
mano, que, aislada por nosotros par medio de electroforesis continua, apa-
rece perfectamente homogénca en la electroforesis analitica, manifestan-
dose como una mancha bien delimitada (véase banda superior de la figu-
ra 2) y en ¢l lugar del especiro que le corresponde de acuerdo con su mo-
vilidad electroforética, determinada, a su vez, con bastante aproximacioén,
en electroforesis analiticas de sueros mtegrales, Pero, si por medio de un
calentamiento previo desnaturalizamos csta misma albimina, vy, en igual-
dad de condiciones que para el caso anterior, le hacemos ahora un nue-
vo andlisis electroforético, entonces, en vez dc una mancha tnica y bien
dcfinida, obtenemos un rastro continuo de la albiimina, cuyo desplaza-
miento maxime es menor {véasc figura 2, banda inferior). Esto nos hace

- \ ]

Fig. 2.—Pisla superior: clectroforegrama de sercallbtuning. Pista iunferior: eleclroforegrama

¢ de la mizma seroalbiming desnalualizvda
stuponer que el calentamiento de la albimina ha originado agregados de
moléculas (albiimina dc‘snaturalizada) cuyas caracteristicas estéricas son
muy diferentes entre si, por lo cual sus movilidades también lo serdn, ma-
nifestindose este hecho por la aparicién de un espectro electroforético
continuo, en el que existird una graduacién, también continua, de movi-
lidades, que se corresponden con los diferentes grados de asociacién mo-
lecular.



Contribucidn al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-59

Segin MacHeBOEUF y REBEYROTTE (66), en un ensayo semejante con
albiimina de caballo, aparecia ésta como perfectamente homogénea en la
clectroforesis libre, mientras que la electroforesis en papel ponia de relie-
ve el fendmeno de la desnaturalizacién.

Pricticamente hablando, es imposible que, en la electroforesis en pa-
pel, dos sustancias de carga, peso molecular y forma diferentes, pero en
condiciones experimentales idénticas, emigren con la misma velocidad
o sean adsorbidas con igual intensidad. Esas dos sustancias aparecerdn
siempre, después de la electroforesis, ocupando posiciones distintas en el
papel. En consecuencia, si dos sustancias se localizan en la misma posi-
cién, es decir, muestran la misma movilidad, debe admitirse, o bien que
ambas sustancias son idénticas, o bien que entre ellas se da cualquier
tipo de unién que determina la formacién de una nueva especie quimica
en las condiciones del experimento.

A m T T

LE BRI GH o B e
sl Eﬁ.@%ﬁﬁﬁgi&mﬁm&
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Fig. 3.—Cempuracién e proleinograma  (Mnea conlinua) y lipoproteinograma

(linca interrumpida) de un suero humano

Personalmente, encontramos una comprobacién de esta sugerencia en
la obtencién del lipoproteinograma humano, en el que, como se¢ sabe, y
nosotros confirmamos expertmentalmente, al teir los lipidos aparecen
éstos colorcados con mayor o menor intensidad, segin los sueros, pero
correspondiéndose exactamente con la posicién que ocupan las globuli-
nas &, % y B, pero principalmente las «, y 8, en los casos estudiados por
nosotros, uno de los cuales, correspondiente a un suero aproximadamen-
te normal, reproducimos en la figura 3 con los respectivos diagramas de
valoracién superpuestos.

(66) Mac.eporuF, M. y Beeevnorre, P., Revue d'Hématologie, 7, 400 (1952).
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Segin se observa, los lipidos ocupan la misma posicién, en el espectro
electroforético del suero, que las globulinas @, y P, y, como se sabe estas
dos fracciones proteinicas del suero son, precisamente, lipoproteinas (*).

La electroforesis en papel se considera como un método excelente
para medir cuantitativamente las pequefias modificaciones de la forma
de las particulas, como éstas que resultan de Ja desnaturalizacién o pseu-
dodesnaturalizacién de las proteinas (67).

ESTRUCTURA FISICA Y QUfMICA DEI. PAPEL SOPORTE

Volviendo al problema fundamental que nos ocupaba, sobre el estu-
dio de los diversos factores que intervienen en la electroforesis en papel,
se deduce, de todo lo discutido anteriormente, que la clase de pape] sopor-
te del medio, tendrd una gran importancia con vistas a consegulr una
buena scpdracmn Su influencia radica en su estructura misma, tanto fi-
sica como quimica, y en las propiedades que de ella se derivan,

La estructura fisica del papel de filtro puede representarse como un
entrecruzado tridimensional de fibras de celulosa que dejan, entre si, es-
pacms intersticiales (poros) de dimensiones amphamente variables. De
aqui que el papel de filtro sea un medio poroso, de accidn capilar, ¢ hidro-
filico, por el cardcter propio de las fibras de celulosa, pero insoluble en
agua. Sus poros, como se deduce de las consideraciones hechas anterior-
mente sobre la migracién de particulas en el papel, resultan bastante
grandes, aun para las moléculas mayores. Entre las fibras existe una afi-
nidad quimica que comunica al papel una fuerza considerable cuando
seco, a pesar de que dicha fibras son sélo moderadamente largas.

Desde el punto de vista quimico, el papel de filtro estd constituido
por celulosa bastante pura (en el caso ideal, por macromoléculas no de-
gradadas de celulosa), a cuyos numerosos grupos oxhidrilos debe sus pro-
piedades hidrofilicas y su mojabilidad por disolventes polares en general.
No puede considerarse, sin embargo, el papel de filtro como una sustan-
cia lipéfoba, puesto que las cadenas de glucosa, constituyentes de la celu-

(* El tipo de unién entre.la proleinn y ol lipido no es bien conocido, perc segin la
opinién mds general parcce que no se Eraln de una prolefna conjugada, en Ly cual el lipido
conslituirin ¢l grupo prostélico. Para gque fuera asi serfa preciso admitiv uniones eleclrovalen-
tcs o de coordinpcidn ¥ el compuesle habriz de lener una coinposicién guimica delerminada
y propirdades [isicns constanles, presentar especificidad inmunoldgica o cualquicr olra propie-
dad biolégica caractoristica del conjunio vy no de uno solo de los componenles {MaclAnvaxz,
H. 8., Discussions Faraday Soc., 6, T4 (1949} Nada de esio se ha podide comprobar, basta ahora,
en las lipoproleinas. Segin MacFantaxe, (ob. cil.} puede pensarse que los lipidos so encoeniran
inlerpuestos entre subunidades laminares de globulina, o bien, recubierfas por una pelicnla del
rrosor de las cadenas laterales de los polipéplides. Como quiera que sea, existe uma unién mis
inlima que upa siinple yuxtaposicién de coincidencia.

(67} Dauou, E. y Jouv, M., Discussions Furaday Soc., N.o 13, 77 (1953).
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losa, presentan también afinidad para otras cadenas y dnillos carbona-
dos, siendo, por lo tanto, mojable igualmente por disclventes no polares
y por lipidos y lipoides.

Sin embargo, en la prictica, no es posible considerar a mngun papel
de filtro como celulosa absolutamente pura. Hay que tener en cuenta que
es frecuente encontrar, en el mismo, trazas de otras sustancias, como he-
micelulosas y ligninas, que provienen del proceso de elaboracién. Por
esto, aunque la celulosa pura se considera como no ionizable, ¢l papel de
filiro puede poseer grupos iénicos en alguna proporcién. Asi, es corrente
encontrar, sobre el mismo csqueleto de la celulosa, algunos grupos carbo-
xilo.

En cuanto a los resultados practicos obtenidos en la electroforesis con
este soporte, se deduce de las consideraciones hechas por algunos

- autores (68} (69) sobre el papel cromatogrifico que dichos resultados serdn
tanto mejores cuantas menos condiciones cumpla el papel de las requeri-
das para la cromatografla capilar (también llamada por adsorcién o reten-
c1on) aunque siempre es inevitable que se produzca una pequefa adsor-
cién fisica de las macromoléculas. Suele darse como norma el utilizar
aquellos tipos de papel de propiedades adsorbentes menores, es decir, los
menos Porosos. ‘

TABLA 4

Experimento CLASE DE PAPEL Dimensiones  Diferencio poten- Tiempo minutos Longitud

o, ciol voltios espectro ¢m.
10 { Whatman n? 1 3 x 2 250 165 4,2
Archés n.° 301 3 x 25 250 165 5,4
10 { Whatman n° 1 3x 25 230 (150 3,5
Arehés n° 301 3x25 230 150 48
0 { Whatman n.? 1 3 x 25 230 190 5,8
Whatman n° 4 3Ix 25 230 190 6,2

Nosotros, sin embargo, trabajando con tres tipos de papel: What-
man nims. 1 y 4 y Archés n.* 301, hemos podido comprobar, que, por el
contrario, los resultados obtenidos con los mds porosos, aunque no con
gran diferencia, son mas satisfactorios. Asi, pues, en dos experimentos
dobles, de comparacién del Whaman n.° 1 con el Archés 301 (una tira de
cada uno, en paralelo, al objeto de que trabajasen en igualdad de condi-
ciones) se obtuvieron los valores de separacién o longitud de espectro
electroforético que recogemos en la Tabla 4 y que, como puede observar-

(68) Saro, T., Dsove, H,, Nonms, W. y Sreawx, H., J. Amer. Chem. Soc., 74, 6154 (1052).
(69) Duama, D., Anal. Chem., 25, 549 (1953).
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se, son mayores para el papel Archés 301, aparte de que aunque no con
gran diferencia, la separa(slcn de las diversas fracciones de la mezcla es
mas definida en ¢l mismo. También con Whatman niims. 1 y 4 Jos resul-
tados, del mismo sentido, son favorables para esto tltimo (véase Tabla 4).
(Sustancia problema: seroproteinas. Tampén utilizado: veronal/veronal
sédico, pH 8,6).

Lo mismo ocurre en una segunda serie de comprobacmn con tiras de
estas clases de papel con las que se realizaron expeumentos en 1gualdad
de condiciones, pero por separado, y en los que, para que no interviniese
factor ajeno a los inherentes a las cualidades del papel, en vez de hume-
decer previamente las tiras pasandolas por soluciéon tampdn, se dejaron
humedecer por si solas, de acuerdo con su porosidad, una vez colocadas
en la cabina electroforética; de esta manera, el tampdn ascendia por ca-
pi]aridad desde los depdsitos electrddicos. El desplazamiento electroforé-
tico obtenido e¢s mayor en el Whatman n.* 4, s1 bien parecen mds defini-
das las bandas en el Whatman n.” 1. En la Tabla 5 recogemos, a titulo de
ejemplo, los datos correspondientes a un experimento.

TABLA 5

Experimenlo CLASE DE PAPEL Dimensiones  Diferencia poten- Tiempo minates Leagitud

cm. cial voltios espectro cm,
Whatman n”° 1 6 x 25 300 180 42
10
Whatman n."* 4 6 x 25 300 180 4,8

Por 1o tanto, puesto que la idoneidad de los resultados, en este mo-
mento, la referimos no séla a la separacién de sustancias o Iongitud de
espectro, sino también a la nitidez de las bandas correspondientes a fas
distintas sustancias separadas, aquella conclusién nos hace suponer que
no siempre el recorrido de las particulas se verifica exactamente segin
aquel camino tortuoso en el interior del papel, que consideramos antes,
sino que es posible que la migracién tenga lugar, principalmente, en la
superficie del papel mismo. Sin embargo, hemos podide comprobar
también que existe un limite de porosidad, o mejor, un tamafo critico de
poro, por encima del cual, las distintas fracciones de sustancias separadas,
sobre todo, si se¢ trata de moléculas grandes (proteinas, por ejemplo), que-
dan mal definidas. Ello pensamos que podria ser debido a que, en un pa-

el moderadamente poroso, los intersucios estaran ocupados por una pe-
licula del liquido tampén que empapa el papel la cual facilitard la m¥
gracién de la particula a través de ellos, mis que si, en su lugar, se en-
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contrasen otras fibras de celulosa, como ocurre en los papeles mds com-
pactos; no obstante, si el orificio es muy grande, la tensién superficial del
liquido serd insuficiente para mantener estable dicha pelicula. que se
romperd constantemente, con lo cual el traslado de las particulas emi-
grantes seri menos uniforme, sufriendo retrasos y entorpecimientos que
se acusan en el espectro revelado y que se deben, en resumen, a una ad-
sorcién fisica del papel.

Lo que ya tiene mds inconvenientes, segiin la generalidad de los
autores, son los efectos selectivos de la quimicadsorcidn, dependientes de
las impurezas que acornpafian a la celulosa y de su grado de alteracién.
Un papel de buena calidad para andlisis electroforético debe estar cons-
tituido, como minimo, por un 96 % de celulosa a (70) (¥). Nosotros, des-
pués de nuestras experiencias personales (para las que utilizamos papel
metilado y sin metilar), consideramos la qu1m10adsorc1on COMo una ven-
taja mds que como un inconveniente para la separacmn analitica de al-
gunas sustancias quimicamente distintas, pero semejantes, en cierto
modo, desde el punto de vista electroforético. Estos efectos se manifies-
tan menos, generalmente, cuanto mas pura es la celulosa que constituye
el papel, aunque hemos podido comprobar que, cuando se trata de impu-
rezas organicas, su influencia, para la electroforesis, no tiene la i IMpOrtan-
cia que hemos de atribuirle en cromamgraﬁa, puesto que, en la primera,
no se suelen empleau disolventes orgamcos.

La adsorcién quimica puede evitarse, o mejor, disminuirse, por disrin-
tos procedimientos. PoratH (71), por ejemplo, esterificé los grupos carbo-
xilo del papel con diazometano, disminuyendo, de esta manera, aunque
no suprimiendo, la adsorcién de la salmina, proteina bésica.

Nosotros hemos ensayado la reduccién de la adsorcién determinada
por el papel mediante una metilacién suave del mismo con sulfato de
metilo, que verificamos seglin una modificacién, en cierto modo personal,
del procedimiento de HaworTH, Hirst vy otros (72) para metilar celulosa,
adaptado a nuestro caso particular del papel. El efecto de este cambio del

(") 8e entiendc por celulosa g, desde el punio de vista téenico, aquella que es insnluble
en lojia de sosa concentrada {del 17,5 9%); la porcién soluble en lojin y precipilable por 4cido
nehtico, s denomina celulosa 8, ¥ la parte soluble en amboy medios se conoce como -\Ir-(:elulns:n.
Zobre ln naluraleza gquinica de estos tres lipos de celulosa se realizan esludios en los laboralo-
rios de Quimica Orginica de esla Facullad, habiéndesc Megado a claras  discrepancias con el
conceplo clisico de dichas fraceiones. Por ejemplo, In celulosa @, considerada con frecusncia
come formada exclusivamente por unidades de glucosa, se manificsla como consiituida lambién
par eslabones de pentos"l e tncluso con participacion de 4cidos urdnicos (M. Panna, comunica-
cién personal).

(700 Cassiovr, H. G., Anal. Chem., 24, 1415 (1952).

{71y Pomartu, 1., Trabajo ne publicade [Trserius, A. y Fromn, P., Advances in Profein
Chem., 8, 461 (1953)].

(72) Haworta, W. N., Hinst, E. L. y ofros, J. Chem. Soc., 1886 (1939); 1899 (1939).
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papel (*), sobre la adsorcmn de proteinas, lo hemos comprobado por fo-
tocolorimetria con resultados que ponen de manifiesto que la influencia
de Iz adsorcién que hemos tratado de corregir es desplemable pese a que,
aparentemente el p10temograma revelado en la tira de papel metilada
parema ser algo mds definido para algunas fracciones proteinicas. Es de-
cir, parece que se confirma lo que ya indican también algunos autores de
que la adsorcién quimica no supone un gran inconveniente cuando se
trabaja, como nosotros lo hacemos normalmente en el caso de las seropro-
teinas, con soluciones tampén de un pH superior (concretamente 8.6
u 8,8, en nuestro caso) al correspondiente a los puntos isoeléctricos de las
diferentes proteinas, con lo cual éstas quedan cargadas negativamente,
siendo asi adsorbidas por el papel con intensidad mucho menor que las
cargadas positivamente (adsorcién debida, en parte, a los grupos oxhidri-
lo, pero, sobre todo, a los carboxilo de los escasos dcidos urdnicos de la
celulosa, ya sean éstos naturales o resultado de una oxidacién posterior
de la misma, durante el proceso de su exgraccién o durante el de elabora-
cién del papel) Por otro lado, si tuvies€ lugar una adsorcién aprecmbie
de este tipo que estamos t1atando por parte del pape] automaticamente
quedaria disminuida la electroésmosis, como se verd mis adelante, al
neutralizarse los grupos negativos de la celulosa. Sin embargo, en expe-
rimentos con glucosa y con otros indicadores electroosméticos, no nos ha
sido posible comprobar una tal disminucién de aquel fenémeno.

Resumiendo, la adsorcién, en general tiende a reducir la movilidad
de las particulas electroforizables, por uno u otro de los tres tipos que en
ella podemos distinguir: 1.°, adsorcién debida a la afinidad quimica entre
la sustancia y las fibras de celulosa; 2%, adsorcién que pudiéramos llamar
por cambio de ién, en la que sdlo los grupos 1onizados, y no el esqueleto
de la celulosa como tal, son activos; 3.°, adsorcién con particién, que sélo
intervendri cuando se utilicen como disolventes mezclas de liquidos, uno
de los cuales sea mas fuertemente retenido, por las fibras de la celulosa,
que ¢l otro. Esta tercera posibilidad nos relaciona la electroforesis en pa-
pel con la cromatografia también sobre papcl

Cabe hacer todavia una clasificacién mas amplia de la adsmmon en
reversible e irreversible. La primera, en cuanto a Ja influencia que pueda
ejercer sobre la migracién de particulas en superficies porosas, ha sido
analizada mateméticamente por WesEr (73), demostrando que podria

(") Indice de metoxilo delerminado para el papel mndificado: 0,316 %. Se ulilizé el pro-
cedimiento de Vimenck (Viepocw, F. y Scmwavreacn, A., Ber., 63, 3207 (1930) [Garrenman~, Ma-
nual de Prdcticas de Quimica Orgdnica. Fd, Marin, Barcelona, 1945, pfg. 041 scgin la modifi-
cacion de A. Sorrr ¥y A, Canrasco (Sonenr, A. y Carrasco, A., Anal. Real Soc, Esp. Fls, y Quim.,
47, 235 (1951).

(73} Weeer, R., Helv. Chim. Acta, 36, 424 {1953).
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esperarse, que, por efecto de ella, la migracién tuviese lugar «en forma
de cometar, como se ha observado con algunas sustancias. SOMMER-
FELT (74) sin embargo, atribuye a la adsorcién irreversible el efecto de
este mismo tipo, que tiene lugar para la albimina del suero y que da
origen a una tenue «cola» de esta proteina a lo largo de todo el camino
recorrido, pudiendo, naturalmente, ser fuente de errores de valoracién.
Si la adsorcién fuese reversible, el proceso podria ser llamado, propiamen-
te, electrocromatografia, en vez de electroforesis (75).

El tratamiento matemdtico de WEBER (73) sobre la adsorcién reversi-
ble recayé también sobre la electroforesis continua, demostrando tedrica-
mente, que, en este caso, no afecta el resultado de la misma, lo cual se ha
visto confirmado experimentalmente por Durrum (76) y también por
nosotros que hemos podido ratificarlo constantemente a lo largo de nues-
tro trabajo.

(74) Sosmszrvert, 8. G, Scand. J. Clin. Lab, [nvest.,, §, 105 (1953) {[Ciba Symp. 1936,
phg. 94]. .

(75y Wepen, R, Helv, Chim. Acla, 34, 2031 (1951}

{76) Durnum, E. L., Scicnce, 113, 66 {1951} [C. A. 45, 5003g (1951)].
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1Y

INFLUENCIA DE LAS INTENSIDADES DE CAMPO Y DE
CORRIENTE, DE LA CONDUCTIVIDAD, TEMPERATURA
Y TIEMPO, SOBRE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA

La velocidad de migracidn, de la cual hemos hablado ya en el capitu-
lo anterior, s6lo es constante, para cada componente de una mezcla
a fraccionar, cuando permanecen también constantes la intensidad del
campo eléctrico aplicado, la intensidad de la cornente y el pH. La sepa-
racién que se obtiene sobre la tira de papel, entre las dos sustancias mas
distantes, y, en general, entre cualesquicra dos sustancias de las que cons-
tituyen la mezcla, a igualdad de todas estas condiciones, serd la misma,
siempre que la duracién del proceso sea igual; para tiempos distintos, re-
sultardn diferentes grados de separacién, pero manteniéndose siempre
constante fa relacion de las distancias entre los distintos componentes,
toda vez que sus velocidades de migracién permanecen también inva-
riables

INTENSIDADES DE CAMPO Y DE CORRIENTE

La velocidad electroforética de una particula, segiin vimos en otro lu-
gar [férmula (T1-3)], es directamente proporcional a la intensidad de cam-
po o lo que es igual a la fuerza eléctrica que actda por unidad de carga

{(intensidad de campo, H = %).

Esta intensidad de campo, H, como también vimos, viene dada por el
potencial aplicado, V, dividido por la distancia entre los electrodos, I,
Sin embargo, en la practica, es frecuente que dicha sustancia no pueda
medirse directamente por dificultades de tipo geométrico. Entonces, se
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recurre a una simple transformacién de la ley de Onm que, como vamos
a ver, nos permitird hallar ¢l valor de la intensidad de campo en una sec-
cién transversal cualquicra del espacio ipterelecurédico. Dicha transfor-
macién puede realizarse segiin la marcha siguiente:

luego, igualando los segundo miembros de las dos dltimas ecuaciones, te-
nemos:
H.1=1.R (IV-1r

Por otro lado, sabemos que:

1

m |~

expresidén que sustituida en (IV-1) nos da:

Hl_—._I—L
ks
de donde:
- I
T ks

siendo, I = intensidad de corriente,

k = conductividad especifica,

s = drea de la seccidén transversal
magnitudcs, que, viniendo medidas en amperios, ohmiios reciprocos
o mhos/cm y centimetros cuadrados, respectivamente, nos expresan di-
rectamente H en voltios/cm, unidades en que es costumbre expresar, en
electroforesis, la intensidad de campo.

CONDUCTIVIDAD: $U RELACION CON OTROS FACTORES

Respecto a la conductividad de la vra de papel, observamos-que, al
prlnc1p10 de toda eclectroforesis, tiene lugar un aumento gradual de la
misma durante los primeros 60-90 minutos, a pesar de haberse manteni-
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do constantc la diferencia de potencial. La explicacién que encontramos
para este fenémeno es la siguiente: al iniciarse el paso de corriente el pa-
pel se calienta (efecto Joule), al actuar como una resistencia. Por efecto
del calor desarrollado, que produce una evaporacién de disolvente del
tampén, o por efecto de hinchamiento de las fibras del papel, o por am-
bas cosas a la vez, se origina una corriente de liquido, que asciende, por
capilaridad, desde los depédsitos electrédicos hasta el centro de la tira de
papel; con esto disminuye la resistencia del mismo, y, segin la ley de
Omm, para una misma diferencia de potencial, debe aumentar la inten-
sidad de la corriente. Es decir, que el aumento de intensidad, por aumen-
to de la conductividad, es pararclo a la imbibicién creciente del papel
por ¢l tampén, hasta que se llega a un equilibrio final de condiciones, que
es cuando se estabiliza también la intensidad de corriente.

Sin embargo, aunque ésta nos pareci6 la causa mis 16gica, v, en lo
fundamental, mantenemos la misma mterprctacmn tenemos que hacer
constar que el mismo fendmeno, de crecimiento inicial de miliamperaje,
fué observado en las clectroforesis realizadas con nuestro dispositivo de
cdmara reducida y en las que, para inhibir con mds seguridad la evapo-
racidn, adicionamos al liquido tampon un 159, dprommadamentc de
g]lcerlna con esta disposicién se consiguié en menos tiempo la estabili-
zacion del miliamperaje. Es decir, que en este caso, no habrian Interve-
nido corrientes de evaporacién, pero si que habria tenido lugar un aumen-
to de imbibicién inicial, simplemente por capilaridad. Para comprobarlo,
realizamos unos experimentos en los que el paso de la corriente no se ini-
cié hasta transcurrido el tiempo que habfamos observado se requeria
para la estabilizacién del miliamperaje, en el cual, por lo tanto, se habria
alcanzado la uniformidad de imbibicién. En estas condiciones, el miliam-
peraje permanece practicamente constante desde el principio de la opera-
cidén, como puede observarse en la Tabla 6.

En el caso en que la evaporacién no estd totalmente inhibida, con la
consiguiente mayor variabilidad de las condiciones de trabajo podria
pensarse en evitar las anomalias de este periodo inicial, depoqltmdo la
muestra a electroforizar después de haberse alcanzado aquel equilibrio de
condiciones, consegmdo pasando la corriente durante el tlcmpo que para
cllo sea preciso. Esto tiene el inconveniente de que serfa facil Origlnar dis-
turbios al poner la muestra sobre ¢l papel, y de que aumentarfamos el
tiempo del exper:mento por otro lado, consideramos que, para evitar
errores comparanvos basta tener, como referencia, datos de experlmentos
efectuados en las mismas condiciones y con. papeles de la misma clase y
dimensiones.
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L}

TABLA 6
e Guase pe paps, Vimewdones DCICE Tetee Tigwo G avene,
vollios  minutos minofos  minotes mh

30 Archés 301 3 x 25 250 60 - 180 . 52-60
32 id. 3 x 26 250 - 60 225 5,8—6,0
3% Arehés 301 3x %2 300 100 - 180 7,4—-108
37 id, 3x2 300 — 100 180 10,75—10,75
42 Whatman 1 2 x 25 250 75 — 180 5,2—5,7
44 id. 3x25 250 - i 180 5,7—5,7
16 Whatman 1 3x 26 300 . 80 — 210 6,4—9,0
18 fd. 3x25 300 — 80 210 8,9-9,1

Por todo lo expresado anteriormente, en los datos de cada determina-
cién daremos el valor 1nicial y el final del paso de corriente, sobreenten-
diéndose, en el caso de dar uno solo, que se trata del final, el cual consi-
deramos mds importante por corresponder a una etapa del proceso en la
que se encuentran mds estabilizados los distintos factores que en él in-
tervienen.

GRASSMANN y Hawnnic (77), por medidas efectuadas en una electrofo-
resis en papel de 12 horas, comprobaron que, en la primera media hora,
tenfa lugar un aumento de la conductibilidad del papel, permaneciendo

practicamente constante en el tiempo posterior, lo que se observaba tan-
to a 10°C como a 25 C.

DESARROLLO Y EFECTOS DEL TIEMPO

La temperatura ejerce también una influencia considerable en la mo-
vilidad y velocidad de migracién, habiendo comprobado GrassMann y
Hannrg (77), en algunas electroforesis, que al llegar a 25°C la migracién
a las doce horas es despreciable; este efecto, en el caso mds estudiado
por nosotros de las proteinas, es debido, en parte, al proceso de desnatu-
ralizacién de las mismas por €l calor, pero sobre todo, y esto serfa una

Nota: Tl liempa A se refiere al liempo duranle el cual se observa el aumento de miliam-
peraje. El B indica el tiempo duranle el gue se ha mantenido la tira de papel dispucsta para
comenzar el proceso, pere sin coneclar a la corriente.

Sistema tampdn: veronal/veronal sddico, pll 8,6. (Con lampdén de flalale, pl 5,9, los re-
sullados fueron proporcionalmente idénticos),

(77)  Grassmann, W. y Hannwe, K., Hoppe-Seyler’s Z. physiol, Chem., 200, 1 (1952).
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causa general para el fendmeno observado con cualquier tipo de proble-
ma, a la evaporacién del disolvente del tampén, cuyas consecuencias es-
tudiaremos detenidamente en otro capitulo. En ambos casos, la causa co-
miln es €l aumento de temperatura en la ura de papel, que se produce
por el calor desarrollado en la misma en virtud del efecto ]oule el cual
viene regido,.cuali y cuantitativamente, por la conocida ecuacién:

siendo, 1 = intensidad de la corriente
R = resistencia de la tira de papel
V = diferencia de potencial
] = equivalente mecinico del calor (4,18 julios/caloria)

o lo que es igual:
C = 0,24 I* R t calorfas = 0,24 I V t calorias

es decir, que, como vemos, depende de la diferencia de potencial, de la
intensidad de la corriente eléctrica utilizada y del tiempo,

El tiempo de duracién del proceso v la diferencia de potencial, o tam-
bién la intensidad de campo (diferencia de potencial por unidad de lon-
gitud), son factores que, en cuanto al proceso electroforético, se encuen-
tran entre sf en relacién inversa. Por esto, es posible disminuir el tiempo
del experimento, a base de aumentar los otros factores que determinan
una migracién electroforética mids rdpida. Pero, en este caso, se deduce,
de las consideraciones y férmula dadas anteriormente sobre el efecto
Joule, que el calor desarrollado en Ja tira de papel, por dicho efecto, serd
mayor y llegard un momento en el que, como indicamos, podra originar
la desnaturalizacién de las proteinas, si se trata de experimentos con ellas,
o, en otros casos, dar lugar a distintos fendmenos que alterarfan los resul-
tados, como serfa, por ejemplo, ¢l de una evaporacién excesiva, que de-
formaria las imagencs de las bandas correspondientes a las distintas sus-
tancias. Por esto, si el problema del tiempo no apremia, es preferible en
general, aunque no slempre, trabajar a potenciales algo menos elevados
que darfan intensidades menores con lo que, tedricamente, deben obte-
nerse ventajas en cuanto al menor desarrollo de calor, pues, segin la ecua-
cién anterior (C = 9,24 I R 1), el calor aumenta con el cuadrado de la in-
tensidad, mientras que para el tiempo el exponente es la unidad.

En la electroforesis «libre», en los casos en que se unlizan corrientes
elevadas, y a pesar de que la conveccién térmica pueda ser evitada por al-
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gin medio anticonveccién, la movilidad de los lones serd mayor en el
centro de la columna que en la periferia, ya que, dichas movilidades, cre-
cen con las temperaturas, que alli son mayores, puesto que en las zonas
periféricas es mas ficil la disipacién de calor; en consecuencia se obtiene
un frente de migracién en forma parabélica.

En el caso de la electroforests sobre papel, la distribucién del electro-
lito en una seccién transversal, delgada, tiene una marcada ventaja, fa-
voreciendo la eliminacién del calor de una manera aniloga a como suce-
de en una célula electroforética de TiseLus, delgada y plana. Como
quiera que la difusién libre también se incrementa con la temperatura, se
deduce que, aun usando medios anticonveccién, debe procurarse trabajar
a ternperaturas bajas y con intensidades de campo pequefias, en la gene-
ralidad de los casos.

Para resolver en la préctica el problema que este desarrollo de calor
1mphca se han propuesto dos caminos principales: uno que consiste en
evitar los efectos de evaporacién (destilacién de disolvente hacia las par-
tes mis frias del recinto), provocadas por el mismo, y otro que tiende
a evitar, o al menos a disminuir, el desarrollo del propio calor. Para lle-
var a la practica la primera solucién se suele recomendar el uso, en la
cabina electroforética, de una atmdsfera de helio (*) (78) cuando la po-
tencia eléctrica consumida por ¢m® de superficie de papel, ¢s superior
a 0,005 vatios (a 25°C). Para la segunda el procedimiento més sencillo
consistirfa, segin se deduce de la ecuacién del efecto Joule, en disminuir
la diferencia de potencial, como hemos indicado antes; sin embargo, de
esta manera se anmenta considerablemente el tiempo del experimento.
Por esto, nosotros hemos efectuado un estudio a fondo de todas y cada
una de las variables que intervienen en el proceso y de sus relaciones, ha-
biendo conseguido unas condiciones sencillas y ventajosas (a las que ya
se hace alusién en la bibliografia, pero de pasada) que nos permiten tra-
bajar hasta unos 400 voltios, lo que nos da una intensidad de campo de
unos 16 volt./ecm (intensidad considerada ya excesiva en la mayoria de
las técnicas descritas) con la consiguiente ventaja de tiempo, sin necesi-
dad de hacer uso de atmésferas extrafias para disipar el calor, ni de su-
mergir la tira en bafios refrigerantes (nosotros hemos ensayado el de clo-

(*) La conductividad calorifica del He, es hastanle mds clevada que ln de los demds pases
usuales. Concretamenic es unas seis veces superior a la Jdel aire, a 0°C; de los restantes gascs
solo el hidrogene muesira una conductividad muy proxima al helio, aungue por su inflamabi-
lidad no es utilizable para csle fin, A ronlinuacion damos las conductividades de los gases mds
corrientes (Hooewan, G:, D., Hendhoak of Chemistry and Physics. Publicado por Chemieal Rub-
ber Publithing Co., Cleveland, 1945, pis. 1820): Aire, 0°0: 0,0000569; Argon, 0o 0,0000389;
Didzide de carbone, 0°: 0,0000307; Helio, 0o 0000339, Hidrégeno, 0°: 0,000327; Hidrégeno,
1000 : 0,000369; Nitrdgeno, 70-80: 0,0000524. .

(78) McDoxain, H., Larre, R., Marescu, E., Serrzen, R, vy Ursin, M., Clin. Chemist, 5, 35
(1953).



c-72 Maria del Carmen Bonmati{ Limorte

robenceno, sin observar realmente ninguna ventaja prictica), ni acudir
a otras modificaciones que complicarfan la téenica. Para ello hemos ido
reduciendo las dimensiones de la cimara hasta las minimas necesarias
para contener la tira de papel, IOgrando asi una rdpida saturacién de la
misma, que impide nueva evaporacién (*). La cdmara permanece, por lo
mismo, herméticamente cerrada durante el experimento.

De todas formas. las precauciones respecto a la temperatura no son, en
general, tan importantes en la electroforesis sobre papel como en la clasi-
ca de TisELius para la que es necesario mantener el tubo en U en termos-
tato a 4°C. En la de papel, las condiciones tienen cierto margen de varia-
bilidad sin que se perturbe la correcta separactén de las fracciones pro-
teinicas, o de otras sustancias en general No obstante, GRASSMANN y
Hawnie (77) han observado que, si la temperatura se mantiene a 10°C
la velocidad de migracién de la albiimina es constante, mientras que st s¢
eleva a unos 25°C esta velocidad disminuye hasta llegar casi a anularse
al final de experimentos de larga duracion. Pero, realmente, estas varia-
ciones no alteran en absoluto los resultados pricticos, segin sc ha obser-
vado, y se comprende su pequeiio o nulo interés para nuestro caso con-
creto. .

El desarrollo de calor puede dar lugar a gradientes de temperatura en
la tira de papel (79), ya sea en el sentido longitudinal, por variacién de la
humedad en ella antes de alcanzarse el equilibrio de evaporacién, segin
veremos después, o también en el sentido transversal. Ademas de estos
gradientes de temperatura sobre la misma tira de papel, hemos de con-
tar, légicamente, con el que existe entre ella, parte mds caliente de la
cdmara, y las paredes de la misma, siende conducido el calor hacia éstas
en todas direcciones. Por lo tanto, si las paredes de superficie més amplia
fuesen paralelas al papel, la mayor parte de esta conduccién tendria lugar
en.la direccién perpendicular al plano del mismo y sélo una pequefia par-
te paralelamente, es decir, desde las orillas. Respecto a este fenémeno ve-
remos mds adelante sus relaciones con los efectos de evaporacién.

RELACION ENTRE LOS PRINCIPALES FACTORES CONSIDERADOS

Resumiendo y unificando criterios, a la vista de nuestros resultados
experimentales, diremos que todas las recomendaciones que en la biblio-

{*) Ahora bien, hemos podido comprobar que, en algunos casos en gue se trabaja a po-
tenciales muy elevados, punede no ser conveniente impedir por completo la evaporacién, sino
s6lo encauzarla adecuadamenle, pues de lo conirario, el caleniamienlo del papel seria excesivo,
ya que ¢l suminislro de nuevas cantidades de lampdn gue enfriarun la superficie del papel
serfa pricticamente nule, Este serfa el casc en que se requerirfa un sislema de refrigeracidn,
del tipo de los indicados, o de los que luego describiremos.

(79) Varmer, E. y Svessson, H., Science Tools, 1, 4 (1954).
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grafia se suelen dar, respecto a las condiciones 6ptimas de experimenta-
cién (diferencia de potencial, paso de corriente, etc.) son, a nuestro modo
de ver, de poca utilidad, toda vez que las unas van condicionadas por las
otras y no sxempre es posible fijarlas a voluntad. Asi, la intensidad de co-
rriente que atraviesa el papel (miliamperaje) es natural que dependa de
la diferencia de potencial, de la clase de papel y de la anchura del mismo.

Ademds, hemos podide observar, a través de la bibliografia, quc la
mayoria de los autores establecen, y dan como normas generales, aquellas
condiciones de voltaje e intensidad de corriente que consideran mejores,
sin tener en cuenta, al parecer quc esto depende de otros muchos facto-
res los cuales pueden variar para las distintas técnicas utilizadas. Asi, en
nuestras diferentes determinaciones, trabajando al mismo poten(:lal con
papel de la misma clase y de iguales dimensiones, el paso de corriente fué
practicamente el mismo siempre. A veces se observaron pequeiiisimas di-
ferencias que pensamos podian ser debidas a las diferencias de conducti-
vidad, producidas, a su vez, por el distinto grado de humedad de las ti-
ras de papel de cada experimento; csto lo comprobamos trabajando con
tiras de papel bastante secas (en lo que cabe) y con otras, pot el contrario,
completamente himedas, sometidas a la electroforesis recién mojadas en
el tampén; se observa, en efecto, un mayor paso de corriente en estas dl-
timas (cjemplo, Tabla 7).

TABLA 7

imensi i i ; ide
Experimenta CLASE DE PAPEL n'“':':_"'“’ Pl::::f:,? ;‘;‘:;; h':::,','i‘::,l"
voltios mi
51 Whatman n.° t 3x 300 200 51—82
5la Whatman n.” 1 3 x 28 300 200 5,6-—86,7

Nola: Puede observarsc, como indicamos anieriormenie, que ¢l miliamperaje lcfido al fi-
nal de la prueha cs mis allo quo al iniciarse é&sta: los dos valores que damos corresponden
a cslos dos momecntos, inicial ¥y final. Aungue ci Ta Tabla se han recogido sélo dos cjemplos,
podernos indicar que estos mismos resuliados se han reproducido fielmente en los demis expe-
rimentos realizados con este fin.

Un hecho curioso es la observacién de que, a igualdad de las restantes
condiciones, ¢l paso de corriente es mayor en dias de temperatura am-
biente marcadamente alta, en los que, naturalmente, la diferencia de
temperaturas entre cl interior de la cabina electroforética y la atmésfera
exterior es mds pequefia; ello podria explicarse porque al estar mas
igualadas dichas temperaturas la condensacién del vapor disolvente en
las paredes y en el techo de la cabina electroforética serd menor, con lo
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cual la atmésfera interior se ird saturando, disminuird con ello, progresi-
vamente, la evaporacién de tampén, y, en consecuencia, la tira de papel
se mantendrd con mayor grado de humedad.

8i trabajamos a una tensién alta se puede en parte contrarrestar su
excesiva intensidad, como luego veremos, disminuyendo la intensidad
iénica de la disolucién tampén.

A continunacién tomames  de WunperrLy (88 la Tabla 8, en la que se
resumen las separaciones obtenidas para las seroproteinas en distintas
condiciones. Las condiciones éptimas para dichas separaciones, en el pa-
pel, son distintas a las propias de la electroforesis libre, siendo favorable,
en la que nos ocupa, una pequefia concentracién proteinica, pero con in-
tensidad iénica del tampén relativamente grande.

TABLA 8

CLASES DE Dimensiones  Dif de pot.  ladens. corr. Burac. Long. trecho

AUTOR PAPEL m voltios mi heros “l'::"
DurruM (1951)  Whatman 2 1x 32 970.230 0,5 3 3,5
MACHEBOEUF ¥

col, (1951) id, 1y2 6 x 32 320-340 3 6 16—18§
FLYNN ¥ DR .

Mavo (1951) id. 1y3MM  6x36 120 15 20  16—18
(GRASSMANN ¥

Hannzc (1952} id. 1 4 x 40 110 4 14 9—10
SoNNET ¥

Ropuaix (1952)  id. 1 4x36 120 08—09 1517 6—8
WUNDERLY (1954) id. 1 7 x 30 165 6--7 8 8—9

Por lo que se refiere a los resultados personales, ya vimos que el papel
Whatman n.° 1 opone mis resistencia al paso de la corriente que el What-
man n.* 4, y éste mas que el Archés 301, resultando un mayor pasoe de
corriente (miliamperaje) cn orden inverso, es decir, del Archés 301 al
Whatman 4 y al 1. También la movilidad o desplazamiento es mayor en
el Whatman n.” 4, y mds atin en ¢l Archés; pero esto no quiere decir que
se deba al miliamperaje (que, en todo caso, de no estar corregido el efec-
to de temperatura, actuarfa disminuyendo la velocidad), puesto que, en

(80) WunornLy, Cu,, La ecleciroforesis en papel. Td, Gienlifico-Médica, Barcelona, 1856,
pig. 11
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vatias pruebas realizadas con este fin, hemos podido observar que no
existe corrclacién fija. entre ambos factores. Asi, en los experimentos co-
rrespondientes a los electroforegramas 35 y S5a, realizados con tiras de
papel de la misma clase y de iguales dimensiones, se consiguidé mayor
longitud de espectroforegrama, o sea, i‘nayor movilidad aparente de las
particulas (seroproteinas), en aqucl caso en que habfa tenido lugar un
paso de corriente menor. En la Tabla 9 se resumen las condiciones de Ia
prucba y los resultados.

TABLA 9
Difer. poten,  Tiempo Intensidad lang. esp.
Experim, OLASE DE PAPEL  Dimemsiones ) de corriente
voltios horas cm.
mk.
b5 Whatman n° 1 6x25 300 3 6,1—8,6 5,2
bba id 1 6x25 250 3 6,8—10 3,6

Aunque en las tablas que hemos dado anteriormente no figure asi, el
potencial se da, por regla general, en funcién de la longitud de la tira de
papel (voltios/cm de longitud), o lo que es igual, como intensidad o fuer-
za de campo, y el paso de corriente en funcién de la anchura de la mis-
ma tira (mA/cm de anchura), habiendo comprobado personalmente la
influencia que ejercen estos dos factores, longitud y anchura de la tira de
papel, en ¢l paso de corriente, mediante determinaciones en las que las
restantes condiciones se mantuvieron constantes.

4

ANCHURA DE LA TIRA DE PAPEL E INTENSIDAD DE CORRIENTE

Respecto a la anchura del papel, esta es favorable al paso de corrien-
te, encontrandose ambos factores en proporcién directa; ademds, el efec-
to es el mismo para una anchura determinada, ya corresponda ¢sta a una
ura de papel inica, 0 ya a varias que tlaba]en alavezy cuyas anchuras
sumen lo mismo que aquélla. De los expeumentos que nos sirvieron para
comprobar esto, que, por otra parte, es bien elemental, mostramos, en la
Tabla 10, los resultados de los electroforegramas 55, 58, 58a y 58b, corres-
pondientes, estos tres Gltimos, a tres tiras de papel que trabajaron juntas
y cuyas anchuras sumaban lo mismo que valia la de la tira correspondien-
te al 55, habiendo trabajado en condiciones idénticas para ambos experi-
mentos.
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TABLA 10

) " Difer. poten.  Tiempo Intensidad Long

fxperims CLASE DE PAPEL  Dimensiones . de corriente espect.
voltios horos

. mi om.

35 Whatmann® 1 6xX25 300 3 6,1-8,6 (0,9 mA em) 5,2
58 id 3x25 5,3
o8a id. 2x 25 300 3 6,1-8,7 (0,916 id. 4,8
58b id, 1x25 48
Nota: Los valores del paso de corrienic en mAfcm los obtenemos restando, al miliampe-
raje leido en el miliamperimetro al final del experimento, ol valer 3,2 correspondiente al con-
suma propio del apurnlo, a 300 voltios, cuando todavia la corrienie no atravigsa la lira de pa-

pel. Bl mismo sislema so siguc parva hallar los valores correspondienles a o'ras diferencias de
polencial.

" Los anteriores resultados justifican la norma, dada mas arriba, de ex-
presar €l paso e intensidad de corriente en miliamperios por centimetro
de anchura de la tira de papel, pues siendo diferentes las anchuras, el
- paso total de corriente seria también distinto; pero podria ocurrir que el
paso por centimetro fuese el mismo, si bien es verdad que no nos ha sido
posible probar una correspondencia o relacién, constante y determinada,
entre las diferencias de la anchura del papel y las del paso de corriente.

A la vista de los resultados de esta tabla podria suponerse lo contrario
de lo que antertormente hemos afirmado, puesto que en las tiras de 2 y
1 ¢cm. de anchura observamos una longitud de espectro inferior a la de
3 cm.; sin embargo, ello no hay que interpretarlo como consecuencia del
menor paso absoluta de corriente, ya quc en realidad, lo que 1nfluye es
la intensidad por unidad de anchura y ésta, en prmc1p10, es la misma
para las tres tiras, aun cuando en las estrechas, probablemente por un
efecto exaltado de imbibicién capilar en el tampdn, la intensidad de co-
rriente debe ser en realidad mayor que en las mds anchas, por lo que la
disminucién en la longitud de espectro sigue confirmando la deduccién
anterior de que la intensidad de corriente mas bien entorpece la migra-
cion electroforérica,

Para confirmarnos mds en estas deducciones se llevaron a cabo nue-
vas determinaciones, observdndose, en todas ellas, que, al igual que en los
casos anteriores, aumenta el paso de corriente con la anchura. Como
ejemplo, podemos comparar, entre otros, los electroforegramas que apa-
recen ¢n la Tabla 11. |

Podemos volver a observar, en este caso, que, existiendo una diferen-
cia apreciable en ¢l paso de corriente, tanto en el total como por centime-
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TABLA 11

Er:::;;- CLASE DE PAPEL  [Dimensiones Dilv.nr.nt. ::;Er:: Inlensidnd':‘e corriente long.c:l:.pul.
55 Whatman n° 1 6 x 25 300 180 6,1-8,6 (0,9 mAfem) 5,2
56  Whatman n®1  3x25 300 180  4,9—63 (1,03mA/cm) 51
59  Whatman n®1  6x25 300 184 5268 (0,6 mAjem) 45
60 Whatman n®1 6x25 300 184  68—10 (L,13mAjem) 4,2

tro la longitud de espectro (funcién de la velocidad de migracion de las
particulas) es aproximadamente igual en unos casos (55 y 56), y en otros
(59 y 60) es incluso mayor en aquellos experimentos en que el paso de
corriente fué menor,

Hacemos hincapié en este hecho, que hemos observado constante-
mente a lo largo de nuestro trabajo, porque, en la bibliografl’a hemos en-
contrado autores que, pensando favorecer la separacién de las diferentes
sustancias, dan mayor importancia al mlllampera]e que al potencial. La
realidad es, por una parte, que aquél viene en general, y como es légico,
condicionado por éste, de manera que los dos aumentan correlaiivamen-
te y, en principio, no pedria saberse a cudl de los dos se dcbe la mayor
separacién obtenida en algunos casos; por otra parte, nosotros hemos lo-
grado incrementar el miliamperaje de tal modo que los factores de que
nos hemos valido no infiuyen en sentido opuesto en la velocidad de des-
plazamiento, esto es, aumentando, por ejemplo, el grado de imbibicién
en tampon, factor que, en todo caso, favoreceria dicha velocidad: el re-
sultado ha sido el mismo que cuando el paso de corriente era inferior,
a igualdad de potencial y restantes condiciones.

INTENSIDAD DE CAMPO

Por el centrario, sf que podemos afirmar, después de nuestras expe-
riencias, que, en principio, es el volaje o diferencia de potencial el factor
que rige el fendmeno de la mayor o menor separacién de las sustancias,
variando ésta en el mismo sentido que aquél. Ademds, creemos haber
aclarado una cuestién que suele aparecer algo confusamente tratada en la
bibliograffa, v es que, el factor que realmente rige la separacién o migra-



C-8 Maria del Cm‘mrgn Bonmati Limorte

cién de sustancias en el papel es el potencial por centimetro, esto es, la
intensidad de campo, de manera que, para un potencial dado y siempre
que no interfieran otros factores, se conseguiran mejores separaciones
aproximando entre sf los electrodos.

Esto tltimo lo hemos coriprobado con cuatro series de experimentos,
en los cuales los resultados fueron pricticamente los mismos. A continua-
cién (Tabla 12) ranscribimos los de una de estas series, en las que las me-

TABLA 12¢%

beperimento Puates de medida Diferencia de potencial latensidad campo
voltios volt. fem.
1) Tampon-Tampén 165,0 17,0
0-0 145,0 20,7
1.1 90,0 18,0
2.2 45,0 15,0
3-4 15,0 15,0
2) Tampén-Tampén 165,0 10,3
1-1 135,0 10,3
2-2 105,0 8,5
3-3 75,0 8,3
4-4 67,5 " 8,2
5-5 40,0 8,0
6-6 25,0 8,3
7-7 10,0 10,0
3) Tampén-Tampo6n 276,6 17,0
1.1 960,0 20,0
2-2 220,0 20,0
3-3 176,0 19,4
4-4 120,0 17,1
5.5 95,0 19,0
6-6 55,0 18.3
7-7 _ 10,0 _ 10,0

(*) Papel Whatman n.° 1. Sislema con evaporacién parcialmente inlhibida y disposicidn
horizonlal del papel. Lopgitud de la lira de papel 1): 9,6 cm. Longilud de las liras 2) y 3):
16,1 cm.
didas de potenciales se han efectuado entre puntos simétricos respecto al
cje transversal medio de la tira de papel, y desde los extremos hacia el
centra, seglin ¢l orden en que los damos.

Como vemos, algunos valores muestran pequefias fluctuaciones, debi-
das probablemente a incorrecciones experimentales inevitables; no obs-
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tante lo cual, el estudio del fenémeno que tratamos de comprobar puede
hacerse perfectamente sin que aquello signifique dificultad formal alguna.

La separacién que resulta en el primer caso es la mayor obtenida,
a pesar de que la intensidad de corriente medida aqui es también mayor
y podria perjudicar la migracién por efecto del calor desarrollado. En los
otros dos casos, es practicamente igual, correspondiéndose este hecho con
la igualdad de potencial por centimetro en la zona donde se deposité Ja
muestra.

TABLA 13

Dimensiones Dif, potenc.  Tiempe Infensidad de corriente long. espect.
CLASE DE PAPEL )

o, volfies minutos mi .

{ Archés n.® 301 3x25 230 18¢ ¢ 5.9.5.7 3 48
Whatman ne 1 » » 180 = 3,5
{ Archés n.* 301 » 250 180 2 5,2.5,7 3 2,4
Whatman n.° 1 » > 180 4,2
Archés n.® 301 6x25 » 240 — : 5,6
; » 3x25 » 190 5,2-6,0 (1,13 mA/em) 5,25

. , 6 x 25 300 120 ?-74 (0,7 mAjom) 4,3

> , » , 180 7,4-10,8 (1,26 mAjem) 6.5

» » 3x 925 » 210 — 8,6

» > » > 240 6,8 (1,2 mAfem) 11,6

R > » 850 150 6,9-8,0 (1,43 mA/em) 8,6
Whatman n.® 1 » 300 180 4,963 (1,03 mA/jem) 51
» s 5x 25 » 180 ?-7,6 (0,88 mA/'em) 5,2

» > 6 x 25 » 180 6,1-8,6 (0,2 mAfem) 4,3

> R > » 185 5,2-6,8 (0,6 mAjem) 4,4

. s > » 184 6,8-10,0 (1,13 mA/em) 4,3

. s 3x25 > 190 5,8

{ »  nod . » 190 i : 6,4-9,0 6,2
» » 2 x 25 > 184 49-62 (1,5 mAjem) 3,4

» » 4x25 » 18D ?-6,1 (1,50 mAfem) 34

Nota: ILos valores gue aparecen unidos por una llave corresponden a experimentos que se
efectuaron junios. Iin tales casos, el valor de los mAjfem se ha oblenido dividiendo ]la lectura de
mA, no por los cenlimelros indicados en la labla, correspondientes a cada lira, sino por el lolal

de cenlimelros de anchura de las liras de papel que lrabajaron juntas. Bl consumo del aparsto,
en A, para los polenciales on vellios, gue figuran en la labla, son los siguientes:
Voit. : 230 250 300 350
mA: 24 2.6 3,2 37

En la Tabla 13 presentamos reunidos, a efectos comparativos, las dis-
tintas condiciones experimentales y los resultados de algunos de los ensa-
yos llevados a cabo sobre las proteinas de sueros sanguineos, que es con
lo 'que se han efectuado estas pruebas Gltimamente citadas.
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Todos estos experimentos los hemos repetido, cuando menos, tres ve-
ces, obteniendo pricticamente los mismos resultados, por lo que no esti-
mamos necesario hacerles constar aqui. Entre las diferentes condiciones
referidas, podemos centrar nuestra atencién en la diferencia de potenciat
y en el nernpo que son los que pricticamente gobiernan el proceso, pu-
diéndolos variar a voluntad; entre ellas, escogemos, en principio, para
nuestras Tuturas determinaciones proteinicas, las de 300 voltios y 3 horas,
que son con las que mejores resultados pricticos hemos obtenido, en los
estudios realizados con fines analiticos comparativos.

LONGITUD DF. LA TIRA DE PAPEL. SUMINISTRO DE TAMPON

Es previsible la influencia de la longitud libre de la tira de papel so-
bre la migracién electroforética de las particulas ,ya que a igualdad de
voltaje la intensidad de campo depende de dicha magnitud, que equiva-
le a la distancia interelectrddica. Los resultados de varios experimentos
comprueban dicha influencia. Las variaciones de longitud libre del papel
las consegulmos en mnuestro dlsposnwo de electrodos fijos. bajando el ni-
vel de tampdn en las cubetas electrédicas, o, mas frecuentemente, colo-
cando un suplemento superior ¢n el caballete donde se apoyan las tiras
de papel. En la Tabla 14 recogemos dos dc los experimentos citados, en
los que puede apreciarse el sentido de la influencia del factor que estu-
diamos.

TABLA 14
. long. . ,
Clase Bimen- cumer. long Tiempo  Polencial Intensidod Intensidod long.
Fxp. de siones por libre . omps corriente  espect,
popel em ':::' m mia. vol. vol/cm mi/cm m
77 whatil 3x28 1 26 184 300 11’ 0,95 4'5
772 what.l 3x28 1 22 184 300 136 0,8E 52

Por otro lado, quisimos comprobar también la influencia de la Iongi-
tud absoluta del papel a igualdad de Iongltud libre. En este caso, las po-
sibles diferencias surgiran como consecuencia del mayor 0 menor sumi-
nistro de tampon que tendria lugar al variar la porcmn de papel sumer-
gida en el mismo. De acuerdo con lo prev1st0 se aprecian variaciones en
la longitud del espectro, en forma tal, que éste disminuye al crecer la
porcién de papel sumergida. Ello se dgbe, en nuestro. criterio, a las co-
rrientes ascendentes de liquido tampdn, que se oponen, en cierto modo,
a la electromtgracién, en forma de accién preponderante sobre la de sen-
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tido favorable que supondria el mayor grado de imbibicién, en tanto no
se ha alcanzado el valor l{mite. Estas corrientes son, naturalmente, muy
ostensibles en los sistemas de cvaporacién no inhibida, entre los cuales
puede incluirse el utilizado por nosotros en estos experimentos. En la
Tubla 15 se resumen unos experimentos que ponen de manifiesto estas
conclusiones, en dos clases distintas de papel.

TABLA 15

Eaperi- CLASE DE  Dimensiones long. sumg. long. Tiempo Poten, Intensidad  Intensidad  long

por extremo  libre compo corrfem espect,
mento  PAPEL cm. . . min valt. volfem obfcm o
73 What. 1 3 x 32 5 22 184 300 13,6 1,03 4,5
77a . 3 x 24 1 20 184 800 13,6 0,85 5,2
83 » 3x36 b3 26 184 300 11,5 1,04 4,35
8ia N 3 x 28 1 26 186 300 11,5 1,01 4.9
87 What. 4 3 x 32 4,5 23 180 300 13,04 1,23 49
B7a N 3 x 2 1 23 120 300 13,04 1,26 5,5

Para mayor abundancia de estos hechos realizamos unos experimen-
tos en los que s¢ combinaron simultineamente ambos efectos (suminis-
tro de tampén e intensidad de campo dependiente de la longitud del
papel). A titulo de ejemplo, se recogen en la Tabla 16 dos de ellos.

TABLA 16

Experi- Close Dimen- lang. Long. Tiempo Difer. Intens Intens. Long.
menlo de siomes ;:Te::!t' libre wmps  cocriem  espectro
papel cm PR m minufos  patenc. volfem  mijem cms
102 what. 1 3x 25 1,0 23 180 300 13,04 0,9 53
102 what1 3x27 35 20 180 300 15,00 0,9 5,85

Obsérvese cdmo es mayor la influencia del factor suministro, pues con
un suministro mas del tllple en un caso (Exp. 106) que en el otro (Exp.
102), no puede contrarrestarse el alargamiento del espectro provocado por
un campo superior ¢n algo menos de dos unidades.
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POTENCIAL Y TIEMPO COMO FACTORES PREPONDERANTES. TEMPERATURA

Considerados todos estos factores, vamos a estudiar algo mas deteni-
damente aquellos variables a voluntad, que gobiernan propiamente el
proceso electroforético, los cuales, segin los estudios experimentales reali-
zados previamente, quedan reducides, en principio, a los dos siguientes
ya citados: tiempo y diferencial de potencial, que, como es sabido,
encuentran entre si en relacién inversa. La intensidad de corriente, como
hemos visto, depende légica y principalmente de la diferencia de poten-
clal a que se trabaja, pero es n051ble modificarla, mdependlentemcnte del
potencm[ puesto que rcsponde a variaciones de la fuerza iénica del tam-
pon de esta manera, nos ha sido posﬂ‘)le reducir la intensidad de co-
rriente, dlsmmuyendo la fuerza idénica del tampén utilizado por dilucién
del mismo. Esto nos permite; por lo tanto, trabajar a poten(:lales altos,
sin los efectos de elevacién de temperatura que llevarfa consigo una ele-
vada intensidad de corriente. No obstante, al ir diluyendo progresiva-
mente el tampén, se llega a un valor l{mite, distinto segiin el dispositivo
que se utifice, y a partir def cual las bandas del espectro electroforético
obtenido, aparecen con irregularidades no admisibles, sobre todo, con vis-
tas a la valoracién cuantitativa y obtencién de resultados.

En resumen, los dos factores con los que realmente vamos a jugar, en
la practica, son diferencia de potencial y tiempo, y el /que nos va a servir
de punto de compalacmn o de referencia, la separacién entre las distin-
tas fracciones seroproteinicas, o lo que le equivale, la longitud de espec-
tro electroforético, que, légicamente, es una medida, «grosso modon, de
la movilidad.

Para estudiar los resultados obtenidos con nuestra técnica usual, que
luego describiremos, hemos construido una serie de diagramas longitud
de espectro-tiempo a distintos potenciales, que varidbamos de 50 en 50
voltios, desde 100 a 450, y longitud de espectro-potencial, a tlempos dife-
rentes, de [ a 5 horas, En todos los casos, v para las dos series de curvas
construidas, es decir, tanto para la de los dlagtamas €N que Mmantenemos
constante la diferencia de potencial (figuras 4 y ), como para la de aque-
llos en los que la magmtud constante es el tiempo (ﬁgulas 6y7),la longl-
tud de espectro varia en el mismo sentido que el tiempo para el primer
caso, y que la diferencia de potencml para cl segundo pero la relacion
que liga cualqulera de las parejas de factores en juego no es exactamen-
te lineal. En el primer caso {figs. 4 y 5), para un potencial dado, la pen-
diente de las curvas longitud de espectto—tlempo disminuye al aumentar
este ultimo; asimismo, por comparacién de los distintos diagramas, se
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observa que, al ir aumentando la diferencia-de potencial, la relacién en-
tre los factores longitud de espectro-tiempo va desviindose, cada vez an-
tes y cada vez mds, de la linealidad. Solamente a un potencial, 100 vol-
t10s, 5€ mantlene exactamente COnstante la pendiente. Los datos que han
servido de base para la construccién de estos diagramas y de los que si-
guen cn este capitulo, se han reunido en uno de los apartados del Apén-
dice Experimental.
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Figs. 4 y 5.—Diagramnas longitud de cspeclros-liempo, Ohsérvese en los diagrmnas correspon-
dicntes 4 Jliferencias de polencial superiores a los 100 voliios, la disminucién de la pendicnie
de lu curva, con el lierupo, para cada poteucial dado ¥ a parlir de un tiempo fijo y distinle
para cada caso, poro menor para Jos polenciales ayores.

Del estudio de los diagramas longitud de espectro-diferencia de po-
tencial (figs. 6 v 7), se deduce, que, para un tiempo determinado la lon-
gitud de espectro estd también, en principio, en razdén directa con la di-
ferencia de potencial; pero tampoco aqui es exactamente lineal la rela-
cién que liga ambos factores, sino que varfa en el mismo sentido que la
anterior; es decir, que, para un tiempo determinado, la longitud de es-
pectro aumenta con el potencial, pero a potenciales elevados el aumento
es cada vez menor y la relacién longitud de espectro-potencial se desvia
cada vez mas de la funcidén lineal, desviacién que, como vimos en los dia-
gramas anteriores, se intensifica con el tiempo para un potencial dado y,
segin estos dlagramas, también con el potencial, para un tiempo dado.

Segiin la marcha que se observa desde los primeros momentos en el
estudio de estas dos familias de curvas, puede suponerse que la pendiente
de las mismas llegard a tomar signo negativo para valores mds altos de
diferencias de potencial y de tiempos. En efecto, pedemos comprobar,
para el primer caso (figs. 4 y 5), que las separaciones o longitudes de
espectro obtenidas ya a 400 voltios, y que a partir de 2 horas son menores
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que las que resultan a potenciales mds bajos para el mismo tiempo, e in-

cluso para tiempos menores, toman, al cabo de 4 y'5 horas de electro-
foresis, valores inferiores al que corresponde a las 3 horas, para el mismo
potencial. Lo mismo, peroc mis manifilestamente todavia, se observa en
los diagramas longitud de espectro-potencial, a partir del correspondiente
a 2 horas (fig. 6), al ir aumentando el potencial.
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Figs, & y 7.—Diagramas longitud de especlro-polencial. De manera andlogs a lo que scurria
en los diagramas de las dos figuras precedenles, se observa aqui que la pendiente de las curvas
disminuye con el polencial a parlir e un valor delerminade del mismo, distinlo para cada
curva particular y mds bajo para liempos  mayores.

La explicacién que creemos corresponde a estos hechos es bien senci-
Ha, constituyendo una nueva confirmacién del efecto que origina el
aumento de temperatura por el calor desarrollado a partir de determina-
dos potenciales y de determinado tiempo, distintos segin los demds deta-
lles experimentales de la técnica seguida. No creemos, desde Tuego, como
opinan algunos autores (81} que observaron fenémenos semejantes, que
estas anomalfas puedan explicarse correctamente por efectos gravitator
rios. debidos a la elevacién del centro de la tira de papel; esto levarfa
consigo naturalmente la pérdida de toda relacién lineal en cualesquiera
e las condiciones.

También hemos comprobado directamente el efecto de la. temperatu-
ra del experimento sobre la longitud del espectro obtenido, para tiempos
distintos (fig. 8), encontrando que la movilidad, para un mismo potencial,
€s mayor a temperaturas mis elevadas, pero, al aumentar ésta, se pierde
ante la aproximada relacién lineal longitud de espectro-tiempo.

El estudio de todas estas variables nos ha permitdo escoger las con-

(81) McDowaro, 1. 1., J. Chem. Educ., 29, 428 (1952).
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diciones éptimas de trabajo. Si consideramos los diagramas longitud de
espectro-tiempo {a potencial constante), elegiremos aquellas condiciones
para las cuales la pendiente de cada curva sea mayor, a no ser que exis-
tan otras razones que aconsejen eleccién distinta.

// il 2 £5°C

so: /’/. ‘
L / |
yd

/ . Dif. de pelencial « 250 v

! 1 t

2 3 4 5

‘ Longitud e espectra « mm
I

chpo - horas

Fig 8.—FEfeclo de la lemperatlura sobre el desplazamicnlo electroforélico de las seroproleinas
humanas, Puede chservarse su efecto favorable para tiempos pequefios.

Para tiempos pequefios, observamos que dicha pendiente aumenta
con la diferencia de potencial. Para tiempos altos, por el contrario, dismi-
nuye la pendiente (es decir, el incremento de longitud de espectro) al
aumentar la diferencia de potencial y el tiempo.

El diagrama longitud de espectro-tiempo obtenido a 150 voltios es, en
principio {prescindiendo del de 100 v) en el que se mantiene mejor la
constancia de pendiente, aun a las cuatro horas de electroforesis, siendo,
al mismo tiempo, en ¢l que se observan los mayores valores de la misma,
o lo que es equivalente, de longitud de espectro, para tiempos altos; den-
tro de éste, a las cuatro horas, se obtiene una separacién de las fracciones
bastante satisfactoria, muy adecuada tanto para la lectura densitométrica
directa, como para la fotocolorimétrica previa elucién de colorante.
También a 300 voltios y 3 horas, los resultados practicos son buenos, pero
ya se observa un clerte retraso de las fracciones, aunque no el suficienie
para despreciar la venta]a de tiempo que suponen estas tiltimas condicio-
nes respecto a las anteriores, ademas de que la resolucién de fracciones,
aun siendo algo menor para este tiempo, es casi mds definida.
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v

TAMPON Y SUSTANCIA PROBLEMA EN RELACION CON LA
MOVILIDAD ELECTROFORETICA

En el capitulo anterior hemos estudiado la movilidad de una particu-
la desde un punto de vista preferentemente practico, aun cuando, para su
tratamiento matemdtico, hemos supuesto, en general, unas condiciones
ideales. Por otra parte, aquel estudio se ha realizado teniendo en cuenta,
principalmente, algunos factores externos o extrinsecos, que influyen en
el proceso. En el presente capltulo vamos a OCuparnos, con preferenma
de otros factores relacionados mads dlrectamente con la naturaleza intima
de los sistemas quimicos en juego.

TAMARNO Y FORMA DE LA PARTICULA EMIGRANTE

L.a movilidad de una particula, considerada con independencia de
otros factores ya citados, que se relacionan inmediatamente con la na-
turaleza del soporte poroso, puede expresarse por la férmula siguiente:

QB
T o4ampy

(V-1)

en donde, Q = carga eléctrica de la particula.
3 = espesor de la doble capa eléctrica de dicha particula.
r = radio de la misma.
n = viscosidad de la solucién.

De acuerdo con esta férmula la movilidad, #, disminuye notablemen-
te al aumentar el tamafio de las particulas, ya que es inversamente pro-
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porcional al cuadrado del radio de las mismas. Si ademds existe anisotro-
pia de forma, resulta un aumento simultineo de la viscosidad, 1, con la
consiguiente disminucién de u. Por esto, el fibrinégeno del plasma san-
guineo, cuyas particulas tienen un peso molecular medic de 300.000
a 400.000, posee una movilidad tan pequefia en el papel, que suele per-
manecer en el lugar de origen. Ademas, se observa que las partlculas pro—
tefnicas mayores, en tamafio y peso molecular, es decir, las de migracién
mis lenta, como es la macroglobulina (Pm=16°), presentan, en la elec-
troforesis en papel, limites muy precisos; las de peso molecular menor,
como la albimina (Pm=96.000), muestran un limite posterior frecuente-

mente borroso o difuso, en tanto que el anterior, o frente de avance, que-
da bien definido.

pH ¥ PUNTO ISOELECTRICO

En el caso de los aminodcidos, de los péptidos y de las proteinas, en
general, de los anfolitos, ejercerd gran influencia sobre su movilidad €l
pH del sistema tampdn. Asi, veremos que el pH del medio modifica tan-
to ¢l sentido de la carga de la particula protefnica, como su valor numé-
rico, Q, por lo que, segiin la férmula (V-1), se modificara también la mo-
vilidad de dichas particulas, o lo que es equivalente, su velocidad de des—
plazamlento en el campo eléctrico. K

Segiin sea el pH a que trabajemos y el punto iseeléctrico de cada uno
de los anfolitos de una mezcla, sus particulas se desplazardn, unas hacia
catodo y otras hacia el inodo. En el caso concreto de las protefnas dél
SUErO, que es el que mas detenidamente hemos estudiado, junto con el de
los aminodcidos, llegamos a obtener una éptima separacién de las mis-
mas, trabajando con tampones cuyos pH se encontraban en la zona alca-
lina de los puntos isoeléctricos de las distintas proteinas, con lo cual és-
tas quedan cargadas negativamente. Segin TiseLius (82) las proteinas
cargadas negativamente son, en general menos fuertemente adsorbidas
por el papel de filtro, que las cargadas positivamente. Mas adelante estu-
diaremos detenidamente esta cuestidn. ‘

De aqui podemos deducir el objeto y la importancia de utilizar. como
sistema conductor, una solucién tampén, ya que asi se consigue, como di-
" jimos, mantener constante el pH, que, de otra manera, se modificaria,
pudlendo alcanzar el valor de los puntos isoeléctricos de los aminocacidos
o proteinas por ejemplo, en cuyo caso ni unos ni otros se desplazarian, por
encontrarse entonces como particulas neutras. seglin se deduce del con-

(82) Tiseuys, A. y Fromis, P., Advances ih Protein Chem., 8, 461 (1053).
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cepto del punto isoeléctrico. Aun en el caso en que tuviese lugar algin
desplazamiento, mediante factores no eléctricos, éste serfa variable de
unas particulas respecto a otras.

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA TEORIA DEL PUNTO ISOELEGTRICO

Dada la importancia que, en la interpretacién de muchos fenémenos
observados en nuestros experimentos, hemos tenido que atribuir a la in-
fluencia del punto isoeléctrico de los anfolitos, sustancias de considerable
interés en los sis_temas biolégicos, consideramos oportuno, para la mayor
claridad de estas cuestiones, exponer, aunque brevemente, los conceptos
fundamentales relacionados con dicho efecto.

Es sabido que los anfolitos son sustancias que, debido a su constitu-
cién quimica, manifiestan un caricter anfétero en su comportamiento.
En su molécula existen, simultineamente, grupos dcidos y bisicos, y, por
lo tanto, pueden actuar como dcidos y como bases débiles. Tanto su fun-
cién 4cida, como la bésica, poseen sus proplas constantes de disociacidén
cuyos logaritmos negativos son los respectivos pK, 4dcidos y bdsicos.

Pertenecen a esta clase de compuestos todos los prétidos en general,
incluyendo, tanto el grupo de las proteinas tipicas como el de las conjur
gadas. Como quiera que el comportammnto anfétero se debe, en definit-
va, a los aminodcidos constituyentes, sobre todo, a los que se encuentran
como eslabones finales, resulta natural que también se manifiesten como
anfolitos, incluso con caricter mas acentuado, los polipéptidos y, por des-
contado, los proplos aminodcidos libres.

Si aftadimos un 4cido a la disolucién de un anfohto disminuird, en
este iltimo, su tendencia a separar protones, llegando a actuar como una
base para formar una sal con el dcido adicionado. §i lo que se aflade es
una base, el anfolito se desdoblard y, actuando como acido, formard con
el dlcali la sal correspondiente.

En disolucién fuertemente dcida, todos los aminodcidos, proteinas y
péptidos estdn cargados positivamente emigrando como cationes en un
campo eléctrico; en soluctén fuertemente alcalina todos se cargan negati-
vamente y emigran como aniones. Pero, para cada una de estas sustancias,
existe un valor intermedio de pH en el cual la.carga neta de las molécu-
las del anfolito es cero y no tiene lugar desplazamlento alguno. Este va-
lor de pH es precisamente el «punto isoeléctrico» (replesentado por pI)
de la sustancia, el cual desempena un papel 1mp0rtant1s1mo en las pl’OplC-
dades de los anfolitos, que poscen, en él, su solubilidad minima, stendo,
por lo tanto, éptimo para la precipitacién, coagulacién y cristalizacién de
estas sustancias; la capacidad para hincharse y gelatinizarse es también
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minima, y, en general, los anfolitos poseen, en su punto isceléctrico, su
menor reactividad.

El efecto que ejercen los acidos y las bases, sobre un anfohto pode-
mos representarlo graficamente segiin el siguiente esquema:

+OH™ 4+ +H*
H,N—R—CO0™ «——H,N—R—CO0™ —— H,N—R —CO0H

anfolito

La férmula central corresponde al anfolite en su punto isoeléctrico, es
decir, sin carga eléctrica neta frente al medio, condicién en la que no
puede tener lugar desplazamiento propiamente electroforético. Cuando el
pH del medio, o sea, del tampén en nuestro caso, es mas acido que el co-
rrespondiente al punto isoeléctrico, el aminodcido queda con una’ carga

N
positiva (H;N-R-COOH, i6n amonio, en general, o ién proteinio en el
caso de las protemas) y emigra hacia el cdtodo; por el contrario, si el pH
de]l tampén es mds basico que el del punto isoeléctrico, el aminoacido
queda negativamente cargado (FELLN-R-COO-) y emigra hacia el 4nodo
(formacién de un proteinato en el caso de las proteinas).

El interés que tienen estos fenémenos, desde el punto de vista elec-
troforético, estriba en que, al quedar la molécula del anfolito bajo Ia for-
ma de anién o de catidén, emigrard hacia el dnodo o hacia ¢l catodo, res-
pectivamente. He aqui, pues, como es sabido, la explicacién primera del
sentido de desplazamiento de los anfolitos, en general, y, en particular,
de las seroproteinas, material de ensayo preferentemente utilizado en
nucstro trabajo, y cuyos puntos isoeléctricos corresponden a pH mds 4ci-
dos que los de los tampones corrientemente utilizados, quedando de esta
manera, cargadas negativamente como aniones.

El anfolito neutro, en su punto isoeléctrico, se ha representado como
doble i6n o i6n bipolar, estructura que se admite come mds probable des-
de que, en 1916, observé Apams (83) la existencia de la glicocola bajo la
forma de dipolo:

.
H,N—CH, - CO0™

con gran predeminio frente a la forma tipica no ionizada:
H,N - CH,—COOH

conteniendo, probablemente, menos de una parte por millén de esta dlti-
ma. De aqui pasé a sefialar que todos los anfolitos debian encontrarse
bajo esta forma especial, y, cinco afios mds tarde, Bjerrum (84) confirmé

(83) Apams, E., J. Amer. Chem. Soc., 38, 1503 (1916).
(B4) laennus, N, Z Physik. Chem., 104, 147 (1923).
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y amplié esta teorfa, admitiendo que todos los aminodcidos se encuentran
rcalmente como iones bipolares, debiendo considerarse, por lo tanto,
como sales internas de amonio, o también, como iones hermafroditas
{(forma «zwitterion» de los alemanes) (¥).

Segiin esto, podriamos definir el pI de un anfolito como el valor de pH
en el cual se comporta en grado méximo como doble 16n, existiendo un
minimo de grupos dcidos y bdsicos potencialmente no disociados, y en el
que sus cargas positivas se equilibran exactamente con las negativas.

El pI de la disolucién de un anfolito puede relacionarse, por una fér-
mula matemdtica, con los pK, 4cido y basico, de dicho anfolito. Para lle-
gar a esta formula consideraremos, en primer lugar, sus disociaciones
dcida y bésica y las expresiones de sus constantes respectivas:

H,—R—-COOH = NH,—R—COO— + H* K, — [n*] [a*]
. At A Ak [A+]
{H,-R-C00- = %11, -r-co0— + H* K, = FL1[A7]
A A [A:!:]

Multiplicando entre si estas dos expresiones de K, y K,, resulta:

=
K, K, = [H*] (47
7]
Como en el punto isoeléctrico ha de ocurrir que [A~ j [A*] pode-
mos escribir: '
KK, = [H7]?; [HY] =}/ KK,
luego esta concentracién de H* serd la existente en dicho punto isoeléc-
trico, es decir, que por definicién serd: .

VA a7 log K log K,
pl = —log [H*] = —log )/ KK, = — B2 ;m?!_gw-_

v asimismo, por definicién de pK:

2

En las grificas que copiamos a continuacién puede observarse la rela-

{+Y Recuérdese, a este respeclo, los hechos que Tundamenian ta leoria de ln eslruclura sa-
lina de los aminodcidos, como son las medlidas de momenios dipolares ¥ conslanles dieléclricas,
temperaturas do fusién clevadas y alle grado de solubilidad ep disolvenles 1no|g:,{m|cos LUrvis
de valoracidn, especlros Raman, clc.
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cién entre el pH de la-solucién tampén y la movilidad de la particula, en
los casos del 4cido glutdmico (85) (fig. 9) y de la caseina (81) (fig. 10). En

la pumera el punto isoeléctrico corresponde al pH 3.1, y en la segunda
al pH 4.7.

+4
g
R
\g 8+ e,
S
3 NN
i 3 N —
{“’ x i_‘ i
o *g o \
g-& 33 !
$ T :
AR
' g'é‘ {
S—‘ v l
£ -3 N 1. L
8 + 5 3 ¥
3—8 N PH
H
Fig. 9. —Movilidad del 4cilo glutimico o Fig. 10.—Movitidad de 11 caseina
frente a1 pH tampdn frenle al pH tampdn

MOVILIDAD Y GRADO DE DISOCIACION

A mayor diferencia dc movilidad de dos iones, A y B, la separacién
entre ellos serd mas Facil y rapida. Si u, y up son las movilidades de los .
iones, o en general, de las particulas cargadas A y B, v d, vy d, son las
respectivas distancias recorridas en un campo eléctrico de intensidad H,
durante el tlempo i podemos escribir, para la separacién resultante entre
las dos particulas, la 51gulcnte expresién deducida de la propla definicidén

de movilidad :
da— ds = (ua— up) H t (V-2)

Para electrolitos débiles y sustancias anféteras, el grado de separacién
depende del grado de disociacién. Conspen, Gorbon y Marriv (86)
desarrollan un tratarmiento matematico, que, aunque lo aplican al caso
de la ionoforesis de aminoacidos en columnas de gel de silice, puede ser-
virnos de modelo para otros casos en los que se trate de seleccionar cuél
sea el mejor sistema electroforético aplicable a una separacién problema.

(85) McDoxarn, 1. 1., Unmx, M. C. ¥ Wwnnmsox, M. B, /. Colloid Sci., 6, 236 (1951).
{86y Coxsprx, R, Gonnox, A, Il v Maunx, A, ). P, fiockem, J., 40, 33 (15946).
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Los citados autores consideran dos dcidos, HA y HB, con constantes de
disociacién- K, y Ky, y movilidades i6nicas u, ¥ 4y . La movilidad
neta, U,y o Uy, de cualquiera de ellos, puede calcularse a partir de la
movilidad experimental correspondiente, u, 0 up. En el caso del HA,
por ejemplo, la movilidad neta vendria dada por la ecuacién:

S Y C )

" T [HAT A [a—} V-3

exprésién en la que se tiene en cuenta la proporcién de los lones conside-
rados, frente al total de particulas portadoras del mismo agrupamiento
estructural, ya sean lones o ya moléculas sin disociar.

Esta expresién puede darse también en funcién de la constante de di-

soclacién del compuesto HA considerado. En efecto, si se multplica nu-
+

merador v denominador por -f—3; se tiene:
y P [a]

= 1B
Sl - TV
7 [HA|[HY] [A™][H+ [H]+Ka
[HA] [HaA}

Expresién andloga obtendriamos para Uy, y la diferencia entre estas
dos movilidades netas, U, y Uy, seria una expresién de la separabilidad
de las dos sustancias:

un Ka s Kb

" Ua — U = —
, [HY] + K. [H+] + Kb

Dicha separabilidad serda maxima cuando esta expresién lo sea; por
tanto, veamos cudl serd el valor de [H*] que le hace cumplir esta con-
dicién.

Derivando respecto a [H*], ¢ igualando a cero esta primera derivada,
tendremos

_ usa Ka + us Ks .
(B]+ K. P ((He]+Ky )

Desarrollando los cuadros y efectuando operaciones, en la forma que
se indica, se tiene:

(UB - Ub ), =

—ua K. I up Kp
[A]* + K2+ 2K, [H]  [HP+ K + 2K [HY]

—0a Ko [H+]? — ua Ko KE — 2 us Ka Ko [H*] + up Ko [He]" +

+ ub Kb K2 + 2up Ka Bp [H]=0
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Reduciendo términos semejantes v ordenando segiin las potencias de-
crecientes de [H*), se llega a la ecuacién de segundo grado siguiente:
(uo Ko — ua Ko ) [H*]® + (200 Ka Ko — 2ua Ka Ko ) [HY] +
+ (e Kb Kl — wa Ka K}) = 0 |
cuyas soluciones serdn:

[H*] _ QUb'KbIKa — 2up Ks K o=
- 2{up Ko — uaKa)

¥ ]/ (2ub Ky Kb — 204 Ko Kb )* — 4{up Ko — tta Ka ) (ub K] Ko —ua Ka K?)
2 (us Kb —ua Ka)

Efectuando las operaciones indicadas en Ja expresién subradical, y
simplificando, queda: '

2us Ka Kby — 2up Ko Kb ==
2(11th"'1an1|)

[} =

+ 1/ 4 vaus Ka K¢ + 4 o up K Ko — 8 1o us K’K2
2 (ub Kb — ua Ka)

Sacando Vg K, factor comin en el numerador total, y uzuy en la
suma algébrica subradical del mismo, se tiene:

VE. Ko [(200 = 2w) VK, K =V g, ve (2K — 2Ko )t
2{up Ko — us Ky )

f] =

expresién que simplificada se transforma en:

VK., ]{h[(Eu.-—2ub)VKnKb ES Vu,,ub (ZKa —2Kb )]'
2{up Kb — uaKa )

[1] =
Dividiendo numerador y denominador por 2uy, Ky, , se tiene:

Vs - )V = Vel )

b

s K.

1 ——2

Us - Kp

~us K

Up HK:
cales cuadrdticos, reagrupando términos, y considerando el denominador
como una diferencia de cuadrados, resulta:

Escribiendo en el numerador como producto de dos radi-
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Ua Kg _ E Ua Ka . Ma
g 2V e Vie Ve-lVEVEE -V
(l_'_VUH Ka I_VUn Kz
up Kp up Kp
que puede desdoblarse en las dos raices siguientes:

: % q/ 0 Ka Ko K q/ 6Ky ]/u—
Ks K s _— La z 8 Ua
V ® (l/u» Vub Kb V_Kb Ky V-llb Kb Ub) (4)
D .

C-94

ﬂ .
[H+] ’ ‘ ; ] ’ . ’ _ 7]
\éi B—;: V-Un Ks - E_f... _ R-:- V—Un K. VE)
VK“ Ko ( U up Kb Kb Kn us Kp + ) (g

D

A su vez, estas raices pueden simplificarse en la fornﬁa siguiente:
R G VENEE-)
_ VR VEE- Ve VE]
(V) (- Vg
= - : _ VK. Kb (]/-Ei- + "l/_}}gj:) .
: . V:%g%

K.Kh[V (Vo ) Vel s+
_ﬁ-m [VEE+ (yYE-VE)]
(VR (Vi)
B VK.I{h. (VE; g)

R

VK. Ko
(A) =

(B) =
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Lia expresién a que hemos llegado para la raiz (A) carece de sentudo
real, puesto que no es admisible una concentracién negativa de iones h1—
«drégeno.

La expresion idltima de la rafz (B) sélo tendrd sentido fisico, para
Ka > Kb cuande no se cumplan los siguientes pares de condiciones:

Ka . Y- Ka Us
Ko Vﬁ R~ Vuh
o hien
Ua Ka us Ka
1< Vllb Ke 1= Vllb Ky
quf; darian unrvalor negativo de [H*}.
De [1] se deduce:

Ka-‘ Ua

(V4

Kb un ( ) Y
Ua Ka Kb Ua . PR Kn Up
—_— ;e wvirtiendo, resulta: —_—

<ube' Ka< up Kb>u.

por lo que, teniendo en cuenta (V-4), podemos escribir:

Up Ka Ua

<<

Ua Kb up

To que nos dice que, para que la expresién (B) de [H*} renga sentido,
siendo Ka>> Kb, el valor Kaf Kb debe quedar fuera- del intervalo
Ug fuy, — up/t, , conclusién a la que se llega, por el mismo camino,
a partn de las condiciones [2]. :

El valor de [H*], dado por esta expresién y temdas en cuenta kas lir
mitaciones antedichas, sustituido en la segunda derivada de la cxpresmn
general, la hace l’ngdtha o lo que es lo mismao, representa un maximo de
la funcién primitiva, la cual, como se recordard, es la expresién analitica
de la diferencia de movilidades netas que, segin se deduce de (V-2),
marca, en definitiva, la separacién electroforética de la pareja de sustan-
cias en consideracidn.

CoMPOSICION Y FUERZA IONICA DEL TAMPON . __ .
. También juega un papel 1mportantc en la electroforesis en papel, asi
como en la libre, la composicién quimica del tampon utilizado, puesto
que los lones del mismo, al ser adsorbidos por las particulas emigrantes,
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contribuyen a su carga eléctrica, la cual, seglin hemos visto, es uno de los
factores fundamentales que determinan la movilidad de dichas particu-
las. Se deduce, légicamente, que no se trata sélo de una influencia de tipo-
cuantitativo, sino que, ademas, influye la clase y la valencia de los iones.
Esto queda de manifiesto considerando los diferentes valores de protefnas
plasmadticas obtenidos por RopEs y otros (87) en la electroforesis libre,
utilizando distintos tampones. Algunos de tales resultados se resumen en

la Tabla 17.

TABLA 17

Tontos por ciento relotivas

Sistema tompén [ . Globulinas
Albdmina
: % %z B e 1
Veronal s6dico
0,1 N/veronal 0,2 N B6 56,6 4,9 8,3 13,7 52 11,4
PO HK, 0,064 M/
PO H,K 0,08 M i 61,4 - 6,4 15,0 5,3 11,9

Seglin muchos autores (88) (89), son preferibles los sistemas tampén
con lones monovalentes. ‘

Por otro lado, dijimos ya que, cuando en ¢l medio existen sales, la
velocidad de desplazamiento de las particulas y, en consecuencia, su mo-
vilidad, resulta alterada por fenémenos de tipo eléctrico debidos a las in-
teracciones que se producen entre iones y partlculas Por esto, es de gran
importancia el mantener una fuerza i6nica éptima (*), lo cual se logra
con una disolucién tampén adecuada, manteniéndose de esta manera
constante, también, el pH. Tales consideraciones son de alto interés para
el caso de la electroforesis de protemas ¥, en general, de los anfolitos,
cuya carga, como hemos visto, varia con el pH de la solucién.

‘Las fuerzas eléctricas que se e]ercen entre iones, en solucidn acuosa,
son del mismo tipo que las fuerzas térmicas, y en ellas influye, de mane-
ra apreciable, la distribucién de los demds iones que haya presentes. El
resultado de esto es un cambio en la fuerza neta, debida proplamente al
campo eléctrico. Ello se considera como la causa principal del decreci-
miento de movilidad, al aumentar la fuerza 16nica,

(») La fuarza o intensidad idnica es unz medida de la intensidad del campo eléclrico
debide a los iones que existen en la disolucidn. .

(87) Roees, M. W., Penimany, G. E., Kaurman, D. v Bauver, W., J. Clin. Jfnvest. 33, 311
(1954).

(88) Swra, R, v Brwas, D., J. Phys. (olloid Chem., 54, 33 (1950}

(89) Auperry, R A. v Manvin, H. H., J. Phys. Colleid Chem., 54, 48 (1930).
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Después de lo indicado cabe pensar que, aun cuando la fuerza aplica-
cada, H{J, permanezca constante, entrara en juego un nuevo efecto retar-
dante debido a la «atmdésfera idnica» (90) que rodea las particulas y que
estd formada por iones de carga opuesta a los que émigran, los cuales se
agrupan alrededor de éstos, haciendo que el conjunto quede sometido
a una fuerza de sentido opuesto que dlsmlnuye la movilidad de la par-
ticula.

La efectividad de este efecto retardante depende de la concentracién
de los iones y de su carga; no influye para nada la naturaleza especifica
del ién, sino su valencia. LEwis (91), basindose en observaciones ante-
riores de MELLAMBY, denominé a la causa de estos efectos «fuerza idnican,
hallando, para la misma, la siguiente expresién matemdtica cuantitativa,
en funcién de la concentracién y de la valencia: .

- -, a
Fuerza 1énica = p =12 © e, 2% (V-5)
1

en donde, e representa ¢l niimero de clases de iones del electrolito,

¢,, las concentraciones de cada uno, en iones-gramo por litro, y

Z,, sus valencias respectivas.

La importancia del valor de la fuerza iénica del tampén se debe, en
lina gran parte, a que su variacién de lugar a un disunto espesor, & , de la
capa i6nica, de modo que, al aumentar la fuerza idnica, dlsmlnuyc & con
o que, de acuerdo con la férmula (V-1) dada al principio de este capitu-
lo, se hace menor la movilidad electroforética de las particulas.

El hecho continuamente observado de una mayor intensidad de co-
rriente en los experimentos Vltimos de cada serie, a igualdad de las res-
tantes condiciones, tiene ahora una clara justificacién, puesto que, al ha-
ber tenido lugar una clerta evaporacién del disolvente del tampén, en los
ensayos precedentes, ha aumentado la concentracién del mismo, con lo
cual aumenta también su intensidad idnica, segin se deduce de la férmu-

la (V-5).
TAMPONES BARBITURICOS

Procurando las condiciones éptimas, tanto de pH como de fuerza
ibnica, los rampones que mds hemos utilizado para la separacién de pro-
tefnas han sido los de dietil barbiturate sédico o veronal sédico (verenal

(90} Dever, P. v Hicsen, F., Physik. 2., 24, 185 (1923).
(01) Lewis, G. N. v Rasparrn, M., J. dmer. Chem. Soc., 43, 1112 (1921),
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sodico 0,05 M / veronal 0,01 M) de pH 8,6 (para el que hemos calculado
una fuerza iémicap = 0,06) y el de veronal sddicol 0,075 M / veronal
0,015 M, de pH 8,6 y » = 0,075. La eleccidén ‘entre estos dos tampones,
que s6lo difieren en su fuerza i iénica, debe hacerse teniendo en cuenta la
duracién del experimento. Para aquellos de duracién més bien corta (4
6 5 horas, a lo mds) y con corrientes moderadas, pero no bajas, parece ser
que va bastante me]or el de fuerza iénica mas ba]a O sea, en este caso,
el pnmero. En la electroforesis libre, por el contrario, el comiinmente utir
lizado es el de fuerza idnica 0,1. Estas'conclusiones vienen confirmadas
por varios autores, entre cllos Frynn y De Mavo (92), WiLtiams (93) y
RounbprEs, que, segin refieren, obtienen resultados inmejorables utilizan-
do el de fuerza idnica 0,075 en electroforesis de 16 horas. Naturalmente,
esto debe ser asi, ya que en los procesos cortos trabajamos a potenciales
mayores, con lo cual se incrementa la evaporacién y, con ella, la fuerza
idnica al concentrarse el tampon.

TAMPONES DE BORATO

Los tampones de borato son defendidos por muchos autores, como
ConsDEN y STaNIER (94) v Foster (95). Las ventajas de este tampdn radi-
can en la capacidad del boro para formar complejos cargados que permi-
ten la separacién electroforética de moléculas, que, en sf, no son iénicas.
Es conocida la tendencia del boro a la tetracoordinacién y cémo estd fa-
cilitada la satisfaccién de esta tendencia en los compuestos con dos o mds
oxigenas connguos ya pertenezcan €stos a grupos alcohdlicos o carboxi-
licos. Es muy t1P1c0 el uso de tampones béricos en la electroforesis de
azlcares; puede admitirse que el dtomo de boro se une, en principio,
a dos oxigenos contiguos de los grupos oxhidnlo del aztcar, independien-
temente de que se trate de un azicar neutro o acido; en este ultimo caso,
surge la duda de si el puente se establece a semejanza de lo que ocurre
en los complejos salicil-béricos (96), interviniendo el OH del carboxilo,
o si, por el contrano, es del tipo de los complejos pirocatequin-boricos (97).
En una segunda etapa, las otras dos valencias cordinativas del B pueden
formar un segundo quelato con otra pareja de oxhidrilos de una nueva
molécula, en cuyo caso, los planos de los anillos determinados en la doble
o (92} Fuynn, F. V. v De Mavo, P., Lancet, 261, 235 (1951). )

{93y Wimnams, F. G., I, Pickens, E, G, v Dunnum, E, L., Secienee, 121, 829 (1955),
(94) Consnexn, R, v Sranier, W. M., Nalure, 170, 1060 (1952},
{05) Foster, A. B., Chemistry & Industry, 828 (1952); J. Chem. Soc., 982 (1053).

(98)  Scoaver, 1., Z. anorg. allgem. Chem., 250, 82 (1942). [C. A. 37, 56712 (1943)].
(97 Sceaven, H., Z, anorg, allgem, Chem., 259, 86 (1949). [C. A, 44, 382771 (1950)].
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quelatacién serdn entre si perpendiculares, coristituyendcr un ejemplo de
estereoisomeria espiranica. No obstante, segtin trabajos'de GONZALEZ Ca-
RRERG (98), a juzgar por la exaltacién del cardcter ‘dcido del bérico, que
sicede tanto en la formacién de complejos con’ aziicares neutros como ¢on’
aziicares 4cidos, asi como por otras consideraciones, debe admitirse que
la-formacién de complejos queda detenida en la primera etapa. En- el
caso de azicares 4cidos, si la quelatacién llegase a la segunda ctapa, y sl
sé supusiera el casd -antes 'desciartado de que el quelato se formara intervit
niendo los OH de los carboxilos de dos moléculas de ac1do el medlo po-
drla tender a adqu1r1r reaccidn alcalina, ' R ’

" Naturalmente, en el caso que a nosotros nos interesa de la electrofo.-
resis, no tienen importancia, como tales, estas exaltaciones o regresiones
del pH del medio, puesto que la preparacién de material complejable,
frente a la enorme masa de tampdn, es siempre despreciable. Ahora
bien, el conocimiento de la verdadera naturaleza de estos complejos si
que puede ser de interés para predecir el comportamiento frente a los di-
versos tampones béricos, aun en el caso en que se suponga la formaclon
de un cornple]o (inico.

La cuestién, en si, presenta sus dificultades, puesto que a la inestabili-
dad propia de estas combinaciones, cabe agregar las posibilidades de esci-
sién en el proceso electroforétco, que provocarian un desplazamiento
elongado del conjunto complejo borico + azicares de escision del mismo
arrastrados junto al comple}o residual. Esto lo apuntamos, sunplemente
cOMo una sugerencia que requerma una revisién experimental.

Tamblen llamamos la atencién sobre el hecho sefialado por Tsuzu-
I {!; de que los distintos agrupamientos béricos: BO,, B Oa y BO.~,
tienen distinta capacidad formadora de complcjos de este upo Efectiva-
mente, ¢n ¢l uso de tampones béricos, no se tiene mucho en cuenta este
hecho, lo que podria determinar; o exphcar comportamientos anémalos
de azicares en la electroforesis de los mismos (nos referimos al caso de
los aziicares por ser el mds tipico y por haber ocupado parte de nuestra
atencidn).

EFECTO DE ESTOS TAMPONES SOBRE LOS DIACRAMAS ELECTROFORETICOS

Habiendo ensayado también la separacién de seroproteinas con tam-
pén de borato de pH 8,6 (8,8 g de borato sédico + 4,65 g de 4cido bérico,
para I litro) sc han obtenido resultados satisfactorios en cuanto a la sepa-

(98) GoxzAvez Carnreréd, J., Combinacioncs del deide bLérico con los dioles y aleohol-dcidos,

Anales Unin, Murcia, 14, C-46 (1955-1956).
(09)  Tsuzuki, Y., Chem. Ztblt., 3198 (14941).
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racion aparente de las distintas fracciones. No obstante, comparando los
electroforegramas correspondientes con los obtenidos con tampén de ve-
ronal del mismo pH y de la misma conductividad y p = 0,066 se obser-
va que existen clertas anomalias, que se repiten en varios experimentos
con €l mismo y con distintos sueros, 1o que queda mds claramente mani-
fiesto en el trazado de los dlagramas correspondientes a las respectivas.
lecturas densitométricas directas. De esta manera, observamos que es ge-
neral el hecho de que la subfraccién globulinica ¢, no se manifieste con el
tampon de borato, mientras que aparecen claramente desdobladas con el
mismo, las B; y Bg—globullnas lo que no siempre se consigue con el tam-
pén de veronal. He aqui, como deciamos en otro lugar la importancia
que tiene incluso la composicién quimica del tampdn utilizado.

[ 0.0. : [ -9

— -

(k)

Fig. 11.—Diagramas de scnoprolcmds oblenidos con lampdén de veronal {a) y de .Loralo (b),
ambos dc pH 8,6

En los diagramas de la figura 11, correspondiente a las proteinas de
un mismo suero, y en la Tabla 18, en la que se recogen Ios valores por-

TABLA 18

Valores poreentuales

Sistema tampdn pH Albd- Globulinas
mina oy oy By By i
De veronal - 86 51,16 4,99 14,10 11,52 18,23
De borato 8,6 52,56 . 15,70 - T08 . 9,62 14,64

centuales deducidos de estos diagramas, se aprecian claramente las dife-
rencias a que hemos hecho alusién; los electroforegramas correspondien-
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tes a uno y otro diagrama se han obtenido utilizando tampén de vero-
nal (a), en un caso, y de borato (b), en otro, ambos del mismo pH 8,6.
La eleccién del tampén, en cada caso, depende principalmente de la
sustancia problema; pero, en general, siempre que las demads circunstan-
cias lo permitan, deben utilizarse tampones de fuerza 16nica lo mas baja
posible (compatible con el mantenimiento de pH, estabilidad y solubili-
dad), pues; de e¢sta manera, podremos trabajar con intensidades de cam-

po mayores, con la consiguiente ventaja en cuanio a tiempo del experi-
mento y separacién de las sustancilas.

TAMPONES DE FOSFATO

Otros tampones bastante usados en la separacién electroforédca de
proteinas son los de fosfato, entre ellos el de fosfato dcido de potasio de
pH 7.7 (PO.HK.: 0,064 M/PO,H.K 0,08 M) y el de fosfato acido de so-
dio de pH 7,4 (PO.H.Na. H.O 0,004 M/PO.HNa, 0,015 M). Personal-
mente no Nos MOSramos muy partidarios de estos tampones, en cuanto
a la obtencién de proteinogramas, ya que los espectros electroforéticos

Do
B L D.O.
i . F
" I
4
o —
b
- o
- b
L
AR WV SO VTS, ¥, PO PO W 1 1 mnm
TR a0,
% e‘ p; “’ Alb. o oy (;‘ (3' lr
() . ()
Fig. 12.—Proleinogramas correspondicnles a un mismo suero, desarrellados con .1ampén

de fosiato de pll 7,7 (#} y con fampon de veronal de pH 8.6 [}

obtenidos con ellos aparecen manifiestamente emborronados, por la cola
que las distintas fracciones dejan tras de si, lo cual, naturalmente, lleva
_consigo un grave error para la obtencién de resultados. Esto puede ser
debido, al menos en parte, a una adsorcién sobre el papel, de las protei-
nas, menos negativamente cargadas a este pH que a otros mas altos. Por
otro lado, con el de pH 7,7 (mis utilizado por nosotros), la aparicién de
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la fraccién globulinica «, es muy dudosa en nuestros experimentos. Estas
diferencias quedan bien manifiestas al comparar el proteinograma (a) de
la figura 12, obtenido con tampédn de- fosfato de pH' 7,7 para un suero
aproximadamente normal (tanto desde el punto de vista clinico como
electroforético), con el proteinograma (b), correspondiente al mismo sue-
I0. pero obtenido con tampoén de veronal de pH 8,6. En la Tabla 19 apa-
recen los resultados de la valqracic')n densitométrica de ambos diagramas.

TABLA 19

Valores porcentnales

Tamp6n pH AlbG- : Globulinas
mina ) %2 B, Bs T
De fosfato C 17 47,02 4,43 1328 596 12,69 16,61
De veéronal 8,6 56,41 3,76 10,60 4,96 6,50 17,77

Adviértase, en el primer caso, el aumento de las fracciones mds lentas
y la disminucién de Jas més répidas, respecto al segundo, asi como la ma-
yor uniformidad de distribucién en la zona intermedia de aquel electro-
foregrama, zona que se corresponde con aquella del espectro en la que se
manifiesta el emborronamiento o «astro» protefnico.

Algo parecido observé LongsworTh (100) en la electroforesis 11bre en
la que, trabajando con tampén de fosfatos de pH 7,7, era desconocida la
subfraccién globulinica @, que se manifesté al emplear tampén de vero-

nal de pH 8,6.

TAMPONES DE FTALATO

Para la separacién de aminodcidos, el tampén que’ hemos utilizado
preferuntnmente ha sido el de ftalato 4cido de potasio de pH 3,9 (fralato
acido de potasio 0,025 M/hldromdo sodico 0,0215 M) que, como hemos
COI’I’lpI‘ObddO, permite la separacién, por un lado, de los dcidos aspirtico y
glutdmico (ambos hacia el dnodo), y por otro, de las tres bases exdnicas
(histidina, arginina y lisina) entre sf, en la zona catédica; los monoamino
monocarboxilicos se separan, en general, como un grupo Unico, practica-
mente no desviado, en la parte central, sobre todo en la electroforesis
continua.

En la electroforesis analitica son de interés las primeras observaciones
efectuadas sobre la influencia de la electrodsmosis en la separacidn de

(100) Lowxcswonrtn, L. G., Chem. Rewe,, 30, 323 {1942},
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aminodcidos, considerada especxalmente ba]o el punto de vista de la rela-
cién pH del medio/pl de la sustancia emlgrante Entre los fenémenos
observados, vamos a fijar en principio la atencién en tres de ellos, corres-
pondientes al comportamiento de los aminodcidos neutros, acidos y ba-
sicos. Asi, es l6gico esperar que la alanina, aminodcido de cardcter neutr
(nl = 6), se desplace, en un medio dcido, hacia el citodo, por quedar. car-
gado positivamente: :

CH,~CH—COO(-) + H* — | CH,—CH-COOH |+
NH, : 1‘\*1—13 '
i+] i i+

Pero, por tratarse, en este caso, de un medio dcido tan extremadamen-
te débil (pH = 5,9) sobre todo frente al pl de la alanina (pricticamente,
el mismo valor) la tensién eleciropositiva serd enormermente pequeiia; de
acuerdo con esto, en la electroforesis continua hemos encontrado que los
aminodcidos neutros éiguen un curso, pricticamente no desvialo hacia
ningin' polo. Sin embargo, el desplazamiento observado aqui, en el sen-
udo del citodo, es apreciable.

El 4cido glutdmico, en la electroforesis analitica, aparéce muy despla-
zado hacia el 4nodo, lo que nos indica, teniendo en cuenta su estructura:

-100C—CH,—CH,—CH—CO0H ¢ HOOC—CH,—CH,—CH—CO0"™)
; ‘ i
NH, NH,
(+] {+}

que el pH correspondiente a su punto isoeléctrico (3,22) es mds acido que
el del tampén utilizado, por la cual actia cediendo protones y quedando
su molécula con una carga negativa.

Por la misma razdén, aunque en sentido inverso, la lisina, amino4cido
de cardcter bisico,

-'ooCc—CH-CH,~CH,-CH,~CH, &4 ‘7'00C-—CH--CH,—CH,—CH,—CH,
| | | |
NH, NH, NH, . NH,
(+) {+]
aparece desplazado hacia el cdtodo, puesto que en medio 4cido aceptara
protones y quedara cargado positivamente.

Utilizando tampén de veronal de pH 8,6, la arginina, cuyo pl es
10,76 (*), se desplaza hacia el citodo, 1gua1 que con el tampon de ftala-
to; la histidina (pl=7,39), ¢n el mismo tiempo que la anterior (30 minu-
tos) no sufre desplazamiento alguno, a pesar de que por ser el pH del me-

(s) Tos pl de los diferenles wuminodcidos han sido tomados de la menrografia do Comw ¥
Epsav1, Prolein, gmino acids y pepiides, Reinhold Publishing Corp., New York, 1943, pig. 84.
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dio, 8,6, més alcalino que su pl, aquélla quedard cargada negativamen-
te, siendo de esperar que su migracién se verifique hacia el dnodo; sin
embargo, permanece inmévil. Esto se explica facilmente considerando
que, debido a la relaniva proximidad de su pl al pH del medio en que se
encuentra, su tensién electronegativa es enormemente pequeiia, .siendo
ficilmente contrarrestada por la fuerza electroosmética que actia en sen-
tido contrario, es decir, hacia el cdtodo. Igual ocurre con la prolina, de
menor peso molecular que la histidina, la cual debiéndose desplazar en
principio hacia el 4nodo, por ser su pl (6,3) inferior al pll utlizado, apa-
rece, al cabo de 1™ 7™, algo desplazada hacia ¢l citodo por efecto de la
fuerza electroosmética. Repitiendo los e¢nsayos de la histidina con el mis-
mo tampon, pero a potencial mas alto (350 voltios) y con més tiempo
(1 hora), el pequeno desplazarmento que se observa es en el sentido del
cétodo, por la misma razén que la aducida anteriormente para la prolina;
en este caso de la histidina, el desplazamiento es casi imperceptible, aun-
que comprobado, pero, desde luego, menor que en el caso de la prolina,
porque, aunque la tension electronegativa de la histidina, debido a la
mayor proximidad de su pl al pH del medio, sea menor que la de la pro-
lina, el peso molecular de aquélla es mayor y esto hace que la velocidad
electroforética, absolutamente considerada, sea mayor para la prolina.

La lisina, de pI = 9,74, en el tampén de veronal de pH 8,6, se des-

laza normalmente hacia el cdtodo.

La fenil alanina (pI = 5,48), en 1gualdad de condiciones, permanece
en el lugar de origen, lo que quiere decir que su velocidad electroforética,
funcién del pH, pl, etc., se compensa exactamente, en estas condiciones,
con la fuerza electroosmética.

De todo lo anterior podemos concluir, que, para lograr buenas scpara-
ciones, es interesante utilizar sistemas tampén cuyos pH queden en zonas
lo mas distanciadas posible de los pl que corresponden a los distintos
componentes de la mezcla a fraccionar, es decir, en la zona francamente
alcalina de uno de ellos y en la 1gua1mente acida del otro. En cuanto a la
separacién entre si de las sustancias que queden comprendidas dentro de
un mismo grupo de éstos, intervienen factores especificos de cada una de
ellas, que afectan, no al sentido del desplazamiento, sino mas bien a la
cuantia del mismo.

En la parte que dedicamos al estudio de la electroforesis continua sobre
papel nos encontraremos con nuevos fendmenos, muy interesantes, para
cuva interpretacién hemos tenido que hacer uso nuevamente, en lo fun-
damental, de las relaciones pl/pH, ademds de considerar otros factores
de posible o clara influencia.
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OTROS TAMPONES

"Es muy interesante el tampén de MrcHagLrs (101) cuya solucién ma-
dre de acetato sédico y veronal permite, con la adicién de cantidades dis-
tintas de soluciones de CINa y CIH; obtener distintos pH, desde 2,6 has-
ta 9,2, aproximadamente. ,

El tampén -alcalino de glicocola, de pH 8,8 y . = 0,07 (102) se ha
utilizado en los casos en que se ha de determinar la absorcién en el ultra-
violeta de las fracciones proteinicas eluidas, ya que la glicocola no presen-
té absorcién propia en la zona ultravioleta del espectro en la que, en cam-
bio, si la muestran las proteinas; de esta manera, es posible valorar aqué-
llas directamente, inmodificadas, en vez de los productos de tincién de
las mismas, desnaturalizadas por el calor.

Muy interesante es el sistema tampén constituido por trishudroxime-
tilaminometano o Trrs [60,5 g/1 (0,5)], dcido etilendiaminotetraacético
o Epta [6,0 g/l (0,021 M)} y dcido bérico [4,6 g/l (0,075 M)] (103), con
el que sc pueden distnguir, en el suero normal, hasta nueve fracciones
proteinicas: prealblimina, albimina, tres componentes alfa, tres beta y la
globulina gamma.

En otros casos, en que se trata de sustancias distintas, son mds conve-
nientes otros tampones. Asi, por ejemplo, para el caso de los azicares y
sus derivados, se suele emplear con ventaja, por las razones que ya indi-
camos al hablar de los tampones de borato, el tampén bérico (104) de
pH 9.2 (4cido bérico 0,2 M + hidréxido potdsico 0,2 M, a partes iguales).

MODIFICACIONES SECUNDARIAS EN LOS SISTEMAS 'fAMP,éN

Las modificaciones secundarias que pueden introducirse en los siste-
mas tampoén consisten principalmente en la adicién, por un lado, de sus-
tancias inertes, que no alteran ni su pH ni su fuerza iénica (caso de los
aditivos inhibidores de evaporacién) y, por otro, en la de sustancias for-
madoras de comple]os que, sin alterar rampoco aquellas condiciones, ori-
ginan un cambio de 51gno en la carga de algunas particulas, con lo que
cambia el sentido de migracién de las mismas (105). Nawuralmente, esto
constituiria una manera de aumentar la selectividad de electromigracién,

(201) Mycoawrs, L., J. Biol. Chenm., 87, 33 (1930},
C(102) Wunemany, Cu., Plesma, 2, 143 (1054) [C. A., 49, 148681 (1958)].
(103) Awoxssox, T. ¥ Gréwwarr, A., Second. J. Clin. Leb. Invest., 8, 338 (1057) [Science
Tools, 5, 21 (L958)].
(1043  Jrasicxe, L. v Vorrsnecnrsnavsex, I, Nalurwissenscheflen, 38, 86 (1852).
(105}  Sreaw, H, H. v Munenv, G. W., dnal. Chem., 24, 50 (1052).
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con ¢l consigulente interés analitico. El procedimiento puede utilizarse
para obtener separaciones absolutas de lones semejantes, tales como los de
cobre y niquel (106). Es curiosa también, a este respecto, la comunicacién
de LavreLr (107) quien refiere la prevencién de precipitacién de las
v-globulina, en tampones de fuerza ibnica bajo, por adicién, a los mis-
mos, de sacarosa en concentracién suficiente, lo que es especialmente il
en la electroforesis de zonas preparatlva Asimismeo, refieren LAURELL
LaureLy, (108) que la adicién de iones calcio (1,25 milimoles/litro, en for-
ma de lactato cilcico generalmente) a tampones de veronal de fuerza
iénica comprendida entre 0,1 y 0,05 facilita notablemente la resolucién
de la globulina B (sobre todo, de sueros recientemente extraidos), en las
dos subfracciones 8, y 8. -

{108) Strax, H, H, v Soruvan, J. C., Anal. Chem., 23, 816 (1051},
(107) Launewn, H., Cibaz Symp, 1956, pig. 123.
{108) Lavntwy, G B. ¥ Laurert, 8., Lancet, 269, 4 {1053).
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VI

FACTORES DETERMINANTES DE CORRIENTES LIQUIDAS:
ELECTROQSMOSIS, EVAPORACION Y CAPILARIDAD

Lo ideal en el nroceso electroforético, en lo que al factor flujo liquido
se refiere, es, 1ndudablemente que éste sea igual a cero en cualquier par-
te del papel y en todo momento, cosa dificil de conseguir, debido en pn-
mer lugar, al fenémeno de electrodsmosis. Pero, ya que en condiciones
normales hay que admitir como inevitable la existencia de corrientes li-
quidas, ha de tenerse en cuenta que aquéllas deberdn ser constantes en
direccién y magnitud, debiendo impedirse, a toda costa, la aparicién de
cualquier flujo transversal (109).

ErxcrrodsMosts

Consideremos en primer lugar la electroésmosis, fenémeno dirigido
por la llamada «fuerza electroosmética», que actia, junto con la fuerza
electroforética, sobre las particulas emigrantes. Se denomina electrodésmo-
sis, en general, al desplazamiento de un liquido, respecto a la superficie
de un sdlido, por efecto de una fuerza electromotriz aplicada.

Puesto que en nuestro trabajo precedié la observacién experimental
al estudio tedrico de este fenémeno, creemos més légico exponer, como
una cuestién unica, ambas cosas, comenzando por la observacién de resul-
tados, anémalos al parecer, que, en la blsqueda de una explicacién ade-
cuada, nos condujeron al conocimiento de la influencia de la electrods-

(109) Varmnr, R v Svexssowx, ., Scicnee Tools, 1, 3 (1054).
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mosis en el proceso electroforético y a la revisién bibliogrifica de esta in-
fluencia. ,

Desde la observacién de los electroforegramas resultantes de los pri-
meros experimentos, nos llamé la atencién el hecho de que la banda co-
rrespondiente a la v-globulina (recuérdese que estos expenmentos se han
Nevado a cabo, prlnClpalmente con seroproteinas; mds adelante aclara-
remos estas cuestiones) aparecia siempre desplazada hacia el cirodo, no
obstante ser su carga eléctrica negativa, como la de las restantes fraccio-
nes protefnicas, las que, de acuerdo con su carga, aparecen desplazadas
hacia el 4nodo. (Como se recordard, del capitulo anterior, la carga nega-
tiva de estas proteinas es consecuencia del valor de sus correspondientes
pL, frente al pH del medio utilizado). Fué de notar también que la mag-
nitud del desplazamiento de la v-globulina, hacia el citodo, no siempre
era igual, para iguales condiciones de diferencia de potencial y tiempo,
e incluso, en algunos casos, llegé a pasar la linea central de parrida, tam-
bién en el sentido del cdtodo, la fraccién globuhmca siguiente, que. como
veremos, corresponde a la 8-globulina.

Repitiendo experimentos y controlando cuidadosamente sus condicio-
nes, llegamos a la conclusidén de que la vinica anomalia experimental, de
técnica, observada, era la existencia de un pequefio desntvel entre las dos
cubetas electrédicas donde se introducen los extremos del papel en el
tampén; esto se nos presentaba, pues,. como causa iinica, aparente, de
aquel desplazamiento, lo que comprobamos en experimentos sucesivos,
en los que-se observa una correspondencia entre la longitud de desplaza-
miento anormal y ¢l grado de desnivel de la solucién tampdn. Como
ejemplo, damos los resultados de dos electroforesis realizadas con dos u-
ras de papel Whatman n.° 1, ambos de iguales dimensiones y trabajando

TABLA .20
taperi- Dimensiones  Desnivel Difer.  Tiempo  lntensided  Desplozam.
ent CEASE DE PAPEL anddico poten. . corrfcm  catédico (¥}
menta wn Cth yoltios ~ minvios mb/cm cm,
108 Whatman n.°’1 3x 2 + 1,9 300 180 1,16 1,9
111 » » 1 3x 25 — 1,7 300 180 1,13 0,6
(*} El desplazamiento calédico se mide a partir de la linea central del papel o linea de

parlidi.

en condiciones idénticas, pero con desniveles en sentido contrario, o sea,
con nivel mds alto en el departamento anddico, en un caso, y en el caté-
dico, en el otro, quedando sumergida, en el tampén, Ja misma longitud

‘de papel (Tabla 20).
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En el electroforegrama correspondiente al experimento 111 se obser-
va que la banda correspondiente a la globulina v permanece, pricticamen-
te, en la linea de partida, donde se puso la muestra de suero. En el otro
caso, por el contrario, estd desplazado hacia el citodo todo el espectrofo-
regrama, quedando comprendidos, entre la linea de partida y el citodo,
1,9 centimetros de espectro.

La fuerza electroosmdtica, que, en su relacidén con otros factores, con-
sideramos, en parte al menos, como responsable del primer fenémeno, se
debe a que el papel de filtro, tipico sistema capilar, adquiere carga nega-
tiva frente a la solucién tampén, o lo que es igual, la solucién tampén
carga positiva frente al papel de filtro, por lo que se produce, sobre la
tira de papel, una corriente en senfido del cdtodo, que es la llamada «co-
rriente electroosmdtica», la cual arrastrard a la globulina v, predominan-
temente, hacia ¢l citodo, hasta que es detenida en ¢l punto donde se
compensa dicha fuerza electroosmética con la corriente de evaporacién
en esta parte de la tira de papel. Esta Gltima corriente es produc1da por
el liquido tampén que, en virtud de la capilaridad del papel de filtro, as-
ciende desde los depositos electrédicos, con el fin de restablecer el equili-
brio «hidrico» cuando éste se ha perdido por evaporacion del tampén en

Ja tira de papel.

ALGUNAS CONSIDERACIONES ELECTROQUfMICAS SOBRE EL FENGMENO

DE LA ELECTROOSMOSIS EN EL PAPEL

La mtcrpretacmn que puede darse al fendmeno de la electrodsmosis
en el papel es, en principio, idéntica a la que da la.Electroquimica clasica
para la electrodsmosis, considerada como fendémeno eclectrocinético, en
general. Este fendmeno fué descubierto por Reuss, en 1808, siendo uno
de los fenémenos electroquimicos primeramente conocidos. Posteriormen-
te se hicieron estudios experimentales sobre la electrodsmosis por WiEDE-
MaN v QUuiNckE, ¢ igualmente fué objeto de investigaciones tedricas, por
parte de Hewmmuorrz, Lams, Von Smorucnowskl, PERRIN y otros. De
Mac Innes (110) recogemos esta nota histérica, asi como las bases del tra-
tamiento tedrico de la electrobésmosis. Brock, Durrum vy Zweic (111)
aplican igualmente este mismo tratamiento al caso del papel.

Las propiedades electrocinéticas de la interfase sélido-liquide son de

(110} Mac lmﬂrms, . A, The priciples of Elecirochemisivy, Reinhold Publishing Corp:,
New York,, 1939, pig. 424. ]
(111) Brocx, R. I., Durnum, B. L. v ZwEeia, G., Paper Chromelography and Paper Elecfro-

phoresis, Academic Uress Ine., Publishers, New York, 1055, pdg. 343.
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gran importancia, tanto para el estudio de la electroésmosis, como para el
de otros fendmenos, que afectan sobre todo a la migracién de particulas
de gran tamafio {caso de las soluciones coloidales de proteinas, por ejem-
Plo). Aunque la presencia de estas interfases se da incluso en la llamada
electroforesis libre, ya que nunca se puede prescindir, como minimo, del
"tubo o célula en que se realiza el proceso, la extensidn de la interfase cre-
- ce enormemente, ¢ igualmente crecen sus efectos, en todos los casos de
electroforesis soportada (electroforesis sobre papel de filtro, sflice kiesel-
gur, etc.).

Si suponemos el paso forzado de un electrolito a través de un mate-
rial poroso o mds exactamente, multicapilar, por este mismo hecho, se
estd provocando una diferencia de potencial entre ambas caras de dicho
material y en el propio sentido de la corriente de lquido: es lo que po-
drfamos llamar un potencial de flujo. A la inversa, si se aplica una dife-
rencia de porencial a ambos lados de una masa porosa, se establece una
corriente de electrolito a su través, que constituye, propiamente, la co-
rriente de electrodsmosis.

Para explicar el fenémeno anterior puede aplicarse, a la interfase séli-
do-liquido, el concepto de la doble capa, desarrollado por HEtmHOLTZ
(112) en 1879. Segiin PrrrIN (113) la superficie de un capilar puede con-
siderarse ser asiento de una doble capa de HeLmroutz (fig. 13); la pared

Fig. 13.—Esquema mostrando la disposicidn de la doble capa de Hiwmuorrz sobre Ya superficie
de un capilar cilindrico de radio r, situado entre los elecirodos EL

solida del capilar soporta una carga determinada, en tanto que el liquido,
en €l contenido, muestra carga opuesta. Mientras la carga de la pared se
puede considerar como estacionaria, la otra se moverd al hacerlo el pro-
pio flufdo con quien va intimamente ligada. Si se aplica una diferencia
de potencial ¢léctrico entre los extremos del capilar, se producird una mi-
gracién de las cargas moviles ¥, en consecuencia, del liquido portador de
las mismas. A este movimiento se opondran las fuerzas de friccién exis-

{112) Hewwmorwz, W,, Wied. Ann., 7, 337 (1879).
(113  Permix, J., J. Chem, Phys., 2, 601 (1904).



Contribuciin al estudio critico de la electroforesis sobre papel...' c-111

tentes en el interior del liquido, que son preporcionales a la viscosidad,
7 » del liquido, a la superficie de contacto con el capilar y a los gradien-
tes transversales de velocidad que se establecen entre las distintas parti-
culas del fluide en mdcvimiento.

S5i consideramos una velocidad media de flujo, U, el volumen de li-
quido, ¥, que fluye por segundo del capilar de radio interior 7, serd

V=rzrU (VI-1}

La velocidad U puede suponerse constante en todo ¢l liquido del capilar,
salvo en las zonas de grosor § de la superficie, asiento de la doble capa,
en las cuales la velocidad, en una primera aproximacién, varia linealmen-
te en la direccién z, perpendicular a las paredes del capilar. Segiin esto, el
gradiente de velocdad dU/dz puede sustituirse insensiblemente por el
cociente U/% . Si consideramos que el capilar de radio 7 tiene una super-
ficie unidad, la fuerza de friccién vendrd dada por la expresién U/
y, teniendo en cuenta (VI-1), podra escribirse: -

Uny V‘q
3 =it}

(VI-2)

A su vez, la fuerza eléctrica que actiia sobre la superficie mévil de la
doble capa sera, para una superficie unidad, ignal al gradiente de poten-
cial aplicado, considerado longitudinalmente, dE/dx, y multplicado por
la densidad de carga, s ; es decir, que en un estado estacionario serd :

dE V7 :
° dx (VB3]

wrid

Ahora bien, la doble capa eléctrica de HeLmuovLtz, establecida entre
el sélido y el hquldo puede equipararse a un condensador de laminas pa-
ralelas, en el que éstas estuviesen separadas por 3§ centimetros v en ¢l que
cada una de las ldminas (superficies de la doble capa) soportara una carga
s por cm®. Segidn esto, y de acuerdo con la teorfa electrostatica, el poten-
cial electrocinético o «potencial zetan, en un medio de constante dieléc-
trica, D, vendria dado por la férmula:

4TaB

Poteneial zeta = % — 5 (VI-4)
Pues bien, si en la expresion:
7’8 dE
v ilL dE (VLS)
b dx

que resulta al despejar V' en (VI-3), se sustituye ¢ por su valor deducido
de la ecuacién (VI-4), se tienc:
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ZrrD dE
V=

o T (VI-6)
Considerando que el capilar es uniforme y de longitud /, el gradlente

dE/dx puede sustituirse por la relacién E/! (siendo E el potencial apli-
cado), con lo cual la expresién (VI-6) se convierte en

ZrEED '
V=— (VI-7)
4Nl

en la que se relacionan el flujo de hqmdo por segundo, en el capllar y
el «potencial zetaw, por una serie de magnitudes determmables experl-
mentalmente.

De igual manera, si despejamos U en la ecuacién (VI-1) y sustituimos
en ella el valor de V dado por la ecuacién (VI-6), obtenemos la corres-
pondiente expresién para la velocidad electroosmética :

ZD dE '
U="%% ax (VI$)

y si el gradiente de potencial dE/dx es un voltio por centimetro, pode-
mos escribir:

U= o= (V1-9)

ecuacion que relaciona la movilidad electroosmotica, Uy, con el «poten-
cial Z» y con la constante dieléctrica, y que es idéntica a la cldsica ecua-
cién de HELMHOLTZ para la movilidad electroforética de particulas co-
loidales.

Un concepto mds moderno de la doble capa, propuesto por Gouv (114),
considera que aquélla es difusa, sin limites bien definidos, especialmente
por la zona liquida, hasta el punto de que en ella, la interfase tiene un
mayor grosor, adentrindese, en proporcidn discreta, en el interior de la
fase liquida. En esta zona, al igual que en el resto, las fucrzas térmicas
causan también movimiento de los iones presentes, pero la distribucién
de los mismos, positivos y negativos, no se hace por igual, sino que son
atraidos preferentemente los de uno u otro signo en dependencm con las
causas manifestadas por la parLd sélida, de manera que tiende a estable-
cerse una doble capa, ya sea estitica o semidindmica. La capa difusa de

(114) Gouv, A, J. phys. radium, 4, 9, 457 (1910,
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Gouy es lo mismo, en pnnclpm que la atmostera 16nica de Desye y Hiic-
KEL (l 15); realmente, estos Gltimos autores aplican la teoria de Gouy, de
las superficies estdticas en contacto con liquidos, al caso de las disolucio-
nes de clectrolitos.

En la electroforesis libre, ¢l drea de las paredes de la célula electrofo-
rética es tan pequeiia, en comparacién con el volumen de la columna de
fluido, que, practicamente, hace despreciable la electroésmosis, y por
ello, es necesario introducir correcciones para este factor en el cilculo de
movilidades. En la mayoria de los experimentos con medios anticonvec-
cién, sin embargo, la superficie en contacto con el elecuolito es muy
considerable, en comparacién con el volumen de éste, y, en.consecuencia,
la enddsmosis, como también se llama a la electrodsmosis, es muy ‘pro-
nunciada, siendo un factor a tener en cuenta en la medida de movili-
dades.

El sentido de la corriente electroosmética depende de la carga o aptl-
tud del propio soporte para tomarla. Asi, en el caso del papel de filtro
o en el del almidén, en los que las superﬁcies de estos materiales estan
cargadas negativamente a los pH mais variados, el flujo de electrolito es
hacia el cdtodo, siendo tanto mas marcado cuanto mids elevado es el pH;
y disminuyendo cuanto mas elevada sea la fuerza 16nica, pues al aumen-
tar ésta se reduce la separacwn ¢ pudiendo escribir, para ambas magni-
tudes, la SIgulente relacién inversa: :

1
T

en la que K es una constante de proporcionalidad y . representa la fuer-
za idnica. La férmula anterior puede escribirse también bajo esta otra
forma: -

1
KV

(V-10)

habiéndose encontrado para las particulas plotelmcas a 25" C, el siguien-
te valor de la constante:

I{'r = = = 0,33.108

A
K — 3108 ‘

Sustituyendo este valor de K’ en (VI-10) se obtiene un valor para 3

(118) Duwwve, Py Mickrn, B, Phys. Z., 24, 185 (1923).
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que, sustituido, a su vez, en la expresién (VI4) da un valor para el poten-
cial Z, producido en la superficie de la capa de disolvente que rodea las
partlculas proteinicas, que guarda a la temperatura dicha de 25°C, la si-
. guiente relacién con la fuerza iénica:

4= 4zs . 1 :
= — — = —emz. VI-11
D D 033100V ( )

La movilidad, u, segin vimos en (V-1), es directamente proporctonal
al espesor, 3, de la doble capa; éste, a su vez, estd también en relacién
directa con el potencial Z seglin (VI4}; por lo tanto, la movilidad serd
también directamente proporcional a dicho potencial. De esta manera,
llamando K”.a la constante de proporcionalidad entre el potencial Z y la
movilidad, u, podemos escribir la siguiente relacién:

__ K'4ns 1
D 033100V »

(VI-12)

seglin la cual, al -aumentar el valor del potencial Z, se incrementa tam-
bién el de la movilidad, siempre que los demds factores permaneczcan
constantes; esto se puede conseguir trabajando con tampones de intensi-
dad iénica menor. Asi, McDonarp, Ursin y WiLLiamson (116) compro-
baron, para el caso de la leucina en un tampén de fralato dcido de pota-
sio de ¢ = 0,02, una movilidad de 0,20.10~ cm®/seg . vol, que ascendi6
a 0,37 .10~ cm®/seg . vol al disminuir p a 0,0025.

SOBRE LAS CAUSAS QUIMICAS DE LA CARGA ELECTRICA DEL PAPEL

Algunos autores atribuyen la carga ﬁégativa del papel [el papel tiene

a potencial electrocinético usualmente negative (117)] a la presencia en
la celulosa, de un pequefio nimero de grupos carboxile, segin indicamos
en otro lugar. Realmente existe la duda de si estos grupos carboxile son
o no naturales en la celulosa «in situ», o 81, por el contrario, son fruto del
proceso de elaboracidn; el hecho es que cada vez se confirma mads su pre-
sencia en una amplia gama de polisacdridos antes tenidos como integra- °
dos exclusivamente por azficares neutros; en las hemicelulosas es ya un
hecho innegable su presencia general, v en la celulosa existen también
bastantes pruebas en favor de la presencia de algin eslabén de tipo uré-

(118) McDoxawp, . J., Usmix, M. C. ¥ Wictiamson, M. B., J. Colloid Sei. 6, 236 {1051).
(117)  Svexsow, ., Cibe Symp. 1966, pig. 81,
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nico; concretamente, en el papel cromatografico, en sus diversos tipos,
como quiera que su elaboracién requiere una serie sucesiva de tratamien-
tos, mas o menos drdsticos, es muy posible la formacién de grupos
—COOH, aun cuando en la estructura orlgmal no existiesen.

FLU]O LfQUIDO QUE ESTA CARGA ORIGINA

El flujo electroosmotlco que origina la carga negativa del papel, sea
cual sea su origen, es constante en direccién y magnitud, es decir, cum-
ple las condiciones indicadas al principio de este capitulo para cualquier
tlujo permisible. Por lo tanto, un flujo de este tipo, siempre que sea mo-
derado para no emborronar los frentes de migracién, no supone gran in-
conve_niente, toda vez que, como después veremos, los resultados pueden
ser corregidos midiendo la velocidad lineal de dicho flujo.

Jermyn y Tromas (118) refieren que la fuerza iénica del tampén
tiende a contrarrestar el flujo electroosmdético, mientras que éste queda
incrementado a valores de pH que favorecen la ionizacién de los grupos
negatwos en el sistena capilar.

Diversos autores han sugerido distintos procedlmlentos para anular
o reducir el flujo electroosmético. Entre ellos citaremos los debidos
a JERMYN y Tromas (118) a Porata (119), que recomiendan un trata-
miento quimico previo del’ papel que neutralice sus grupos negatvos,
Este procedimiento, ademds de poder resultar molesto, no evita del todo
el flujo electroosmético, debido, probablemente, a la absorcién fisica de
los iones de la solucién tampédn. Otros autores (120) consideran como mé-
todo mds seguro y sencillo, el de adicionar a la disolucién electrolitica lo
que podriamos llamar «contraiones», los cuales serian absorbibles, prefe-
rentemente, por el sistema capilar, en Competicic'm' con los anteriores.
Nosotros, segin dijimos antes y a la vista de nuestros resultados, consi-
deramos innecesaria la correccidn experimental del flujo electroosmético,
sobre todo mientras sea moderado; por otra parte, como también vimos
anteriormente, este flujo puede contrarrestarse con otro controlado, de
capilaridad y sifonacién, que asciende desde el departamento catédico y
que se debe a un mayor nivel de tampén en dicho departamento.

En los experimentos 11y anélogoq puede observarse, a la inversa,
c6mo las corrientes de evaporacién y electradsmosis se compensan tanto
mds lejos de la linea de partida (permltlendo as{ mayor desplazamiento)
cuanto mds bajo sea el nivel en el departamento catédico.

(118) JTenwys, M. A, v Tmowas, R., Nalnre, 172, 728 (1053).
(119) Porata, J., 1954, comunicacion personal a H. Svrxssox, Ciba Symp. 1956, pig. 92.
(120) Sveassen, M., Cibe Symp. 1956, pig. 92,
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. El hecho de que el efecto de la corriente electroosmética, que se ejer-
ce por igual frente a todas las seroprotelnas no sea observable a primera
v1s_ta nada mads que sobre la globuhna gamma, es consecuencia de que
esta fraccién es la que posee menor velocidad electroforética, a causa de
su mayor peso molecular y su menor tensién electronegativa, debido,
esto ltimo, a que el punto isoeléctrico de dicha globulina, es decir, el pH
en el cual se comporta como neutra o desprovista de carga (pI = 6), es el
mds préximo de todos los de las seroproteinas al pH del medio en que tra-
bajamos (pH = 8,6).

La linea donde se detiene la ¥- globuhna se llama por algunos autores
«linea de equilibrio dindmico» y, seglin consideran, se puede tomar como
limite de una zona, dentro de la cual no hay inconveniente en depositar
la ‘muestra de suero.

EvAPORACION Y ELECTROOSMOSIS

La evaporacién de agua del rampén, en la tira de papel, ha sido ya in-
dicada como una de las causas, y no de las menos importantes, de flujo
de liquido, ya que las perdldas de evaporacién son reemplazadas por li-
quido que asciende, por succién capilar, desde los deposltos electrédicos.

Aun cuando en el anterior coementario nos hemos referido a las co-
rrientes de evaporacmn producidas sobre la zona catédica del papel, es de
suponer, v asi lo hemos comprobado experimentalmente, que estas co-
rrientes se producen, de la misma manera, en la zona anddica, e. igual-
mente, actian aqui como freno que tiende a contrarrestar la fuzrza de
migracién electroforéuca de las particulas que se desplazan hacia el dno-
do, aunque en su cuantfa puedan influir, eventualmente, factores que ac-
tian con asimetria en ambos departamentos electrédicos.

El fendémeno de la evaporacién ha sido especialmente estudiado por
MacHEROEUF y col. (121) (122) (123), los cuales compr obaron, que, estan-
do el papel libremente apoyado sobre su eje de simetria transversal (que
€5 COMO se €ncuentra en nuestro dlsposmvo habltual), la cvaporacién es
méxima en las zonas de la tira de papel vecinas a los depdsitos electrédi-
cos, disminuyendo, hacia las partes mds elevadas, hasta llegar al vértice
mismo en el que, pricticamente, no existe evaporacién; en consecuencia,
la corriente Ifquida provocada se inicia en los dos extremos de la tira de

(121) Macnmmorur, M., Chem. Weekbiod, 49, 237 (1953) [f1. A. 47, 785064 (1933)].

(122) Macnmsorur, M., ReecvrorTe, P., Dusent, J. M. v Buuxerns, M., Bull. See. Chim,
Binl., 35, 334 (1453).

(123) Macneworus, d., Dusexr, I, v RusavrotTe, P, Ball. Soc. Chim, Biol., 35, 346 (1953).
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papel y se encamina hacia el vértice con velocidad decreciente. Este flujo
liquido es esencialmente longitudinal y paralelo a la corriente, pero no es
constante, sino nulo en el centro del papel y creciente hacia los extremos.

Con objeto de estudiar’el efecto combinado de las corrientes de eva-
poracién y electrodsmosis, MAcHEBOEUF trabajé en una cabina electrofo-
rética con varios orificios en la tapa, con ¢l fin de no entorpecer la evapo-
racién, pero procurando evitar la produccién de corrientes de aire. Para
el estudio concreto de la corriente de electrodsmosis utilizé una sustancia
pcrtencc1ente al grupo de los llamados «indicadores electroosméticos»,
sustancias que se suponcn sin carga y que siguen el flujo del disolvente,
del mismo tipo que la empleada por Kunker (124) para medir las movi-
lidades reales de las particulas, segl’m veremos despudés.

- Nosotros hemos realizado un primer estudio de las corrientes de eva-
poracmn y electrodsmosls, con una dlSPOSlCIOIl andloga a la utilizada por
MacuepoEUF. Como indicador electroosmético elegimos la glucosa, sus-
tancia que, aparte de cumplir las condiciones requeridas por dichos indi-
cadores, ¢s facil de detectar y, al mismo tiempo, es sustancia de bajo peso
molecular; esta ultima condicidn, que recogemos de Svensson (125), es
interesante, puesto que la adsorcién de un solo i6n del tampon por parte
de la molécula del indicador, més ficil en las de gran tamarfic por pre-
sentar mavor superficie, daria lugar a una movilidad perceptible de la
misma, por accién directa de la corriente eléctrica sobre ella.

En los experimentos realizados con este fin utilizamos papel Archés
n.” 301, de dimensiones 6 x 27 cm y tampén de veronal de pH 8,6. En la
figura: 14 reproducimos graficamente la disposicién adoptada I.a linea
VV’, que coincide con el centro de la tira de papel, es la arista del dngu-
lo dledro que forma la misma, en el dispositivo electroforético utilizado.
En los distintos puntos que se indican con circulitos en blanco, deposita-
mos, con un capilar, las correspondientes muestras de una disolucién de
glucosa al 45 9, aproximadamente. En estas condiciones damos comienzo
al proceso electroforético con una diferencia de potencial, entre los extre-
mos de la tira de papel, de 245 voltios y una intensidad de corriente, en
este momento inicial, de 5,6 mA. Al cabo de 2"20™ de electroforesis in-
terrumpimos el proceso, cuando el paso de corriente era de 6,8 mA (la
diferencia de potencial se mantiene constante). Retirada la tira de papel,
calentamos suavemente para secar, apareciendo, al revelar con p-anisidi-
na, las distintas posiciones alcanzadas por las diferentes muestras de glu-
cosa al cabo de este tiempo de paso de corriente, las cuales, como puede
observarse en la figura (circulitos en negro), no coinciden con las primiti-

(124) Kouwmker, I, v Tiseuus, A, J. Genr. Physiol., 35, 80 (1051).
{125y Swvemsson, W, Ciba Synep. 1056, pag. 43. .
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vas, sino que ponen de manifiesto que todas las muestras han experimen-
tado un cierto desplazamiento.

v A

| e—o

| w%--0

+ [ S | -
- |
o-——- !
vt A

Fig, 14/ —Esquema de la disposicion adeptada para ol eslwdio de les corrientes

de clectrodsmosis ¥ evaporacion

Aun cuando las particulas no han alcanzado todavia la pusicién de
equilibrio, el avance experimentado es ya suficiente para comprobar la
influencia de las corrientes electroosméticas y de evaporacién en el des-
plazamiento de dichas particulas

1) En primer lugar se observa que la muestra depositada en la linea
VV’, en la cual se compensan exactamente las corrientes de evaporacién
(el nivel de liquido en ambos departamentos electrédicos estuvo perfecta-
mente controlado) aparece desplazada hacia el cdrodo, o lo que e¢s igual,
cn el sentido de la corriente electroosmética.

2} Por otra parte, las muestras depositadas miés proximamente al cd-
todo, se desplazan con mis dificultad o menos velocidad (menor despla-
zamiento en el mismo tiempo} que las otras dos mds préximas al dnodo,
a pesar de que, por estar aquéllas mas cerca del extremo de la tira de pa-
pel, el efecto propio de la corriente de evaporacién ascendente e¢s aqui
mayor. La explicacién estd, sencillamente, en admitir la corriente de
electroésmosis, que, por ir dirigida hacia el cdtodo, $e suma a la corriente
de evaporacién de la zona anédica, mientras que se opone a la que se pro-
duce en la regién catédica. -

3) Al mismo tiempo, nos sirve para comprobar la disminucién de ve-
locidad de las corrientes de evaporacién, a medida que se alejan de los
extremos del papel. Segiin se observa, tanto para particulas de la regi6n
anddica, como para las de la catédica, el desplazamiento es menor para
las mds alejadas del 4nodo y del catodo, respectivamente.

En igualdad de condiciones y siguiendo la misma técnica que-en el
experimento anteridr, sometemos nuevas muestras de glucosa, colocadas
exactamente igual que antes, a la accidn de la corriente eléetrica, que in-
terrumpimaos, ahora, al cabo de 3 horas, siendo la intensidad de corrien-
te, en este momento, de 7,1 mA. Al revelar aparecen todas las muestras
algo mds desplazadas que antes, en ¢l mismo sentido, pero todavia no en
la posicién final esperada.
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Tras un nuevo: experimento de 5457, en idénticas condiciones. apare-
cen las distintas manchas casi.a lo largo de una misma. linea, aunque ‘no
completamente, y es. en el siguiente experimento, al cabo de.6"107,.
cuando esto se logra, habiéndose alcanzado en-esa posicién final, situada
a 2,5 cm de la linea VV, el equilibrio entre la cornente electroosmética y
la de evaporacién en esa zona del papel. MacueBoEUF denominé a la li-
nea determinada por esas posiciones (AA” en la fig. 15) «linea de flujo
nulo» o «linea z». Dicha linea permanecié invanable, en nuestros expe-
* rimentos, al cabo de un nuevo proceso de 6"45™,.con 'igualdad de las res-
tantes condiclones. .

Fig. 15 =Y¥squema mwsirando la posicidn de equilibrio alcanzoida n
por las particulas de glucosa

Siguiendo la misma marcha demostramos, que, para la inulina, poli-
mero de la.-fructosa y por tanto de mayor. peso molecular que la glucosa,
la posicién final de la linea de flujo nulo es sensiblemente la misma que
en el caso anterior, dunque los experimentos intermedios nos pusieron dé
manifiesto una menor velocidad de migracién; ambas cosas las compro-
bamos en 2 nuevos experimentos, de 3 y 7 horas respectivamente, con
muestras de glucosa ¢ inulina, depositadas a lo largo de una misma linea,
sobre pistas paralelas de la tira de papel.

Se demuestra, por tanto, que todas las sustancias no ionizables, bajo
la acaén de un campo cléctrico en estas condiciones, tienden, sea cual
sea su punto de pa_rtida, hacia una posicién de equilibrio, determinada
por la suma algebraica de los efectos de las corrientes de evaporacion y
de clectrodsmosts.

Evaroracién, ELECTROGSMOSIS Y ELECTROFORESIS

Para el caso de iones (proteinas cargadas, por ejemplo) hemos de con-
siderar que sobre ellos act@an, ademds de las fuerzas de evaporacién ¥
electrodsmosis, las propiamente electroforéiicas, y, por lo tanto, su mi-
gracién se modifica, respecto a la considerada anteriormente. Como el
movimiento del liquido es el mismo que cuando la sustancia no es i6nica,
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el desplazamiento de los iones serd también la suma algebraica del des-
plazamiento clectrofortéico y del que experimenta la sustancia por efecto
del movimiento del liquido en el papel. §i llamamos v a la velocidad de
desplazamiento aparente con que las particulas cargadas emlgran hacia
el citedo o hacia el 4nodo, segin sea su carga posmva 0 negativa, respec-
tivamente, esta velocidad se compone de movimientos parmales debidos,
principalmente, a la evaporacién (en los casos en que no esti impedida,
naturalmente) y a la electrodsmosts. Las particulas en cuestién se encuen-
tran, al principio, sobre la linea de orlgen VV’, y por efecto de la corrien-
te eléctrica recorrerian un cierto camino, hacia el dnodo o hacia el citodo,
seglin su carga, con una velocidad de desplazamiento electroforético, =
en relacién con su movilidad electroforética; a este traslado se sobrepo-
nen la fuerza de evaporacién, E, y la electroésmotica, ¢, la primera opo-
niéndose siempre al desplazamiento electroforético, en tanto que la se-
gunda, o electroosmdtica, tendrd sentido aditivo o sustractivo segilin se
trate de una migracién catédica o de una anédica, respectivamente. Se-
in esto, la velocidad de migracién observada, v, o desplazamiento ob-
servado dividido por el tiempo del experimento (el factor de correccién
del papel afectaria por igual a todos los desplazamientos} vendra expre-
sada por la suma algebraica siguiente:

v=¢ — (E = ¢ (VI-13)

en la que el s1gn0 positivo para la corriente electroosmética, corresponde
a la migracién anédica y el'negativo a la catédica. En cada punto deter-
minado del papel y para cada particula cargada, e esigual a (E = ¢), y
en esta posicidn, al ser v = 0, la particula emigrante queda detenida. En
este punto, alcanzado al cabo de un clerto tiempo, las corrientes electro-
osmoticas y de evaporacién equilibran el desplazamiento electroforético
de las particulas cargadas negativamente, como es el caso de las proteinas
en los rangos de pH en que trabajamos nosotros con ellas.

La influencia de todos estos factores sobre la migracién electroforética
exige la introduccién de correcciones, necesarias en la determinacién de
‘movilidades (tenidas ya en cuenta en las determinaciones efectuadas por
NOSOLros), pero no para los fines analiticos comparativos, mds- usuales, de
la electroforesis.

ELECTRORREOFORESIS
MacHEBCEUF demostrd con una dlsposlaén analoga denominada

celectrorreoforesisy o electroforesis con evaporacmn continua, que la zona
en donde queda finalmente detenido un idn es independiente de su punto
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de partldd conseguldo este punto de equ:hbrlo no tiene lugar desplaza-
miento posterlor alguno y, por tanto, serd inutil prolongar la duracién del
experimento mas alld del tiempo minimo necesario para alcanzar esta po-
sicién. Es decir, al equilibrarse el desplazamiento electroforético con la
corriente de liquido tampdn que asciende y con la debida a la eiectrods-
mosis, es posible obtener un punto final de desplazamiento fijo e inde-
pendiente del tiempo.

En la electrorreoforesis, la pOSicién final de las particulas es completa-
mente 1ndependlente de su concentracién primitiva en la disolucién a en-
sayar; ello resalta la importancia del método ante los problemas de la
Biologia, puesto que la mayor parte de las sustancias biolégicas que re-
quicren estudio se hallan disueltas, y, en ocasiones (caso de las proteinas
del liquido ascitico o del céfalorraquideo por e¢jemplo) ¢n concentracio-
nes muy pequefias. La concentracién alcanzada por cada sustancia en su
punto final de equlhbrlo puede ser suficientemente elevada para permitir
el revelado de materiales cuyas disoluciones habria que concentrar pre-
viamente para una electroforesis ordinaria.

Sin embargo, nosotros, a pesar de la preferencia que algunos autores
muestran por ¢l mérodo de electrorreoforesis, le encontramos un serio in-
conveniente, ya que esta destilacién continua del disolvente del tampén,
con reposicién simultdnea de disolucién nueva, origina una acumulacién
de los solutos no voldtiles, que aumenta constantemente para cada punto
del papel. La comprobacién de este hecho Ja hemos efectuado, primero,
pesando cuidadosamente las tiras de papel (Whatman n° 1, 4 x 27 c¢cm),
secas, al cabo de nempos diferentes de electroforesis (30 minutos, 1 hora,
1" 30, 2", 2" 30™) obteniéndose valores crecientes con el tiempo, lo que,
como veremos, no puede deberse a otra causa que no sea una mayor con-
centracién de solutos en ¢l papel. En segundo lugar, cortamos después de
un cierto tiempo de electroforesis {(unas dos horas y media, a 300 voltios)
bandas transversales (de 0,5 cm de ancho), previamente marcadas en dis-
tintos puntos de la tira de papel (fig. 16), pesindolos dentro.de un tubo
cerrado, tarado de antemano para evitar la pérdida de humedad, somcti-
da una nueva tira a electroforesis, en condiciones comprobadamente
exactas a las dcl experimento anterior y al cabo de un tiempo mayor (4
horas) efectuames la misma operacién con las tiritas parciales correspon-
dientes a las anteriores. Asi repetlmos la misma operacién para 1, 2, 3 y
4 horas, obteniendo resultados crecientes con el tlempo Por diferencia en-
tre estas pesadas y las obtenidas después para las' mismas bandas, ya se-
cas, pudimos comprobar que la canudad de agua existente en aquellas
situadas a la rmisma altura era sensiblemente igual en todos los casos,
puesto que todas las pesadas habfan disminuido aproximadamente en la
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misma proporcién. Los valores medios de tres determinaciones fueron:
0,0921 - 0.0863 - 0,0825 - 0,0764 - 0,0740 y-correspondientes a las diferen-
tes bandas de papel de la zona anddica, empezando a contar por las mds
préximas al extremo correspondiente del mismo. En la zona catédica los
valores son algo mayores, pero del mismo sentido: 0,1021 - 0,0952 -
0,0906 - 0,0854 - 0,0860 g. De esta iltima pesada, y puesto que los tubos

habfan sido tarados previamente, pudimos deducii,, asimismo, el aumen-
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“Fig. 16.—Fsquema de la disposicion adoptada sobre el papel para el esiudio de In
concentracidn ¥ distribuecidn  longiludinal de solutos ¥y grade de  humedad
en ¢l mismo.

to hacia el vértice de concentracién de sales en el papel (*). El mismo ex-
perimento nos permitié comprobar que existe una - proporcionalidad di-
recta entre las distancias del papel, medidas desde la linea de origen, vy la
cantidad de agua, en los puntos correspondientes a esas distancias; es
decir, que ¢l grado de humedad disminuye desde los extremos de la tira
de papel hacia su vértice o centro, con lo cual la velocidad de las corrien-
tes de evaporacién deberfa aumentar en el mismo sentido.

Estos experimentos se realizaron con papel Whatman n.” 1, de dimen-
siones 4 x 27 em. Resultados del mismo sentido se lograron utilizando
papel Archés 301, de dimensiones 6 x 27 cm.

CORRIENTES DE EVAPORACION

Los anteriores resultados parecen contradecir, en principio, no sélo los
de aquellos autores que han estudiado ¢l fenémeno de la evaporacién

(*) A fin de comprobar si 1a pesada de porciones de papel constiluia wn crilerio suficicnie
de interprelacin, tomamos otra lira de papel idénlica ¥ la mantuvimes smmergida en el iam-
pon duranie un tiempo igusl al del cxperimento. Se seea también de Ya misma manera ¥ se
corta en bandas iguales entre sl, aunque cortadas en distinias zonas del papel y en diversas di-
reccionos; tales bandas diferian, en peso, en menos de 0,2 mg. Como la inmersién en el tam-
pén ha sido por tiempo muy prolengado (3 horas) es de suponer que estas pequefias diferen-
cias observadas se deban exclusivamenic &l papel, pcro, por su cuantia, son despreciables en
nutesires experimentos en los que las diferencias de pesadas, per disiribucion de lampdén, han
sido siempre superiores a los 2 mg.
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{MacHEBOEUF (0bs. cits.), . VaLmeT vy H. SvEnsson (126) y otros], sino
también las deducciones proplaq segin las cuales las corrientes de evapo-
racién, que, en ultimo término, son corrientes de capilaridad, intensifica-
das durante el proceso electroforético por la evaporacién provocada por el
desarrollo de calor en la tira de papel, disminuyen en intensidad desde los
extremos hacia el centro de la misma. En este. aspecto hemos llegado
a resultados muy claros con.muestras de aminodcidos y.azicares deposi-
tadas a distancias diferentes de ambas zonas, anddica y catddica, de la
tira de papel, y que, una vez reveladas (los aminodcidos con ninbidrina y .
los azicares con p-anisidina), después de haber permanecido un cierto
tiempo en el dispositivo electroforético, pero sin hacer pasar la corriente,
aparecen desplazadas distancias decrecientes en un valor aproximada-
mente constante {por cada 2 cm de diferencia de altura se observa una
-disminucién de 0,240,3 cm), es decir, que, puesto que el tiempo es el mis-
mo, lo que realmente disminuye es la velocidad de la corriente de evapo-
racién. Repetido a tiempos diferentes, encontramos que los desplazamien-
10§ aumentan para tiempos mayores y dlsmlnuycn para tiempos menores,
pero la diferencia de un punto a otro, para un mismo tiempo, es practlca»
mente la misma siempre, Efectuados estos experimentos con proteinas ob-
tenemos resultados semejantes, y, aunque menores, los desplazamlentos
son claramente percepuibles, lo que pone de manifiesto la 1mp0rtanc1a de
las corrientes de capilaridad, aua para sustancias de elevado peso molecu-
lar. Esto nos demuestra, a su vez, la existencia de una corriente de evapo-
racién base, debida a la evaporacién natural, propia de la gran superficie
relativa del papel.

Seglin estos dlumeos resultados las corrientes de evaporacion disminui-
rin hacia el centro del papel, en aparente contradiccién con lo deducido
de los resultados que se obtuvieron por pesada tanto sobre papel What-
man n.° 1, como sobre el Archés 301. A continuacidén intentamos una ex-
plicacién del fendémeno.

CONCURRENCIA DE FACTORES

Después de una rigurosa comprobacién de todos los factores que po-
dian intervenir ¢n el proceso (el dispositivo utilizado fué el de tira de pa-
pcl en V invertida) dedUJlmOS que esto s6lo podia ser explicado como el
resultado de una competlcmn entre las fuerzas de gravedad y las de capi-
laridad, favorable a las primeras cuando todavia no se ha establecido el
equilibrio normal de condiciones del proceso. Después comprobamos, si-

{126) Vauwwr, . v Svesssox, 1., Science Tools, 1, 5 {1954).
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guiendo una marcha experimental andloga a las anteriores, para distintos
tiempos a diferentes potenciales, que, en efecto, al cabo de un tempo su-
ficiente y distinto para cada conjunto de condiciones, el decrecimiento de
humedad hacia arriba iba siendo cada vez menos sensible, hasta llegar
a anularse practicamente, al cabo de alrededor de 1" 457 - 2" para 200 V,
y de unas 4" para 300 V, con papel Archés 30! de dimensiones 5-x 26 cm,
y tampén de veronal de pH 8,6 y u = 0,06. Por otra parte, hemos com-
probado que, disponiendo la tira de papel horizontalmente (el dispositi-

vo adoptado fué muy elemental, pero cumplia todas las condiciones para
un correcto control de factores), el equ1hbr10 de condiciones se establecia
répidamente, sin duda, porque aqui desaparece el efecto diferencial de las
fuerzas de gravedad.

Como resumen, puede concluirse, que la velocidad decreciente hacia
el vértice del papel de las corrientes de evaporacién, en general, es el re-
sultado de una preponderancia de las de capilanidad, propias del papel
(favorecidas, a su vez, por la evaporacién uniforme en toda la tra, previa
al paso de corriente), mientras que los efectos que sobre las partlculas
emigrantes provocan las corrientes superpuestas a aquéllas, debidas a la
evaporacién por desarrollo de calor, durante el proceso, pueden conside-
rarse constantes, ya que su crecimiento hacia arriba, exigido por la dismi-
nucién de disolvente encontrada experimentalmente, se ve conirarrestado
por el incremento del depdsito de sales que cntorpecen su avance. lo que
justiﬁca, a su vez, la disminucién de disolvente encontrada, ya que, de
no ser por esta causa, deberia hallarse en mayor proporcién en estas zZo-
nas en las que la evaporacwn estarfa disminuida, precisamente. por el
aumento de concentracién en sales.

DiSTRIEUCION DEL TAMPON Y CONDUGTIVIDAD

Para mayor conformidad de nuestros resultados se procedié a hacer
una seri¢ de medidas de conductividad sobre los eluidos, con agua desg-
lada, de una serie de tiras o bandas transversales iguales, pertenccientes
a una tira de papel someuda a electroforests, y distribuidas, sobre la mis-
ma, de manera andloga al caso de las determinaciones por pesada, pero
tomando, ahora, bandas contignas. Transcurrido el tlempo elegido de
paso de corriente (2" 30" a 300 V) se saca la tra secdndola cuidadosa y
uniformemente, se recortan las distintas bandas marcadas con anteriori-
dad al proceso electroforético, v a continuacién se verifica la elucién de
Tas sales que han quedado en ellas utilizando la misma cantidad de agua
destilada (20 c.c.) para todas.” Los resultados de un ensayo, que podrin
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verse.con mds detalle en el Apéndice Experimental, se representan grifi-
camente en las curvas de la figura 17 y ponen de manifiesto una conduc-
tividad creciente desde las zonas mds préximas a los departamentos
electrddicos hacia el centro de la tira de papel. Ello prueba un aumento
del contenido en sales, cn el mismo sentido, ya que, como la elucién se
hace con suficiente cantidad de agua, queda descartada la posibilidad de
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Fig. 17.—Represenlacidn gréfica de la variacién de conductividad Jdc eluiﬂos, £n
diferentes zonas del papel
que exista una falta de disociacién, por concentracién excesiva. Estas
gréficas revelan, asimismo, una mayor acumulacién de sales en la vertien-

te catddica de la tira de papel, en cuyo sentido camlna la corriente clec-
troosmdtica.

DISTRIBUCIGN DE HUMEDAD A LO LARGO DE LA TIRA DE PAPEL

Para la medida de las cantidades absolutas de agua en cada una de las
bandas de papel en dlsposmlon semejante a la que reproduce-la figura 16,
se procedid, ahora, a ir cortando dichas bandas inmediatamente después
de terminado el paso de corriente para evitar pérdidas de humedad, re-
cogiéndolas en matracitos aforados y esmerilados, sobre cantidades igua-
les de metanol, y haciendo, posteriormente, la valoracién de cada uno de
estos extractos metandlicos de agua mediante el reactivo de Karl Fis-
cHER (*). En esta valoracién; como se sabe, la reaccién que tiene lugar y

(*) Fl trabajo original de Kann Frsenee [Frscoue, K., Angew. Chem., 45, 394 (1935}],
- sobre el métode, se publicé en 1935; perc, posieriormenie, se hun hecho sucesivas revisiones

del mismo ¥y se ha incremenitado el mimeroe de aplieaciones, habiéndose llegado a superar las

mis diversas dificullades (J. Mrreowen v B, M. Surrr, Aquametry, Interscience Publishers, Tnc.,.
New York, 1048).
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que, segun SaiTH, BRYANT y MITCHELL (127) transcurre en dos etapas, es
la mgulente

1) I, + 80, +H0+3< >N—>2< >NIH+< >NSO,_
< >NSO + CH,0H — < >NHSOOCH

En nuestros primeros experimentos, realizados con un reactivo de pro-
cedencia comercial, resultaba dificil la determinacién visual del bunto fi-
nal, debido probablemente a que el reactivo era «viejo»; en estas condi-
ciones, se realizaron, para la determinacién de tal punto, medidas electro-
métricas, cuvo fundamento estd en la'potenciometria del sistema redox

I./2I= que es ¢l que, en definitiva, rige el proceso. Posteriormente prepa-
ramos un reactivo a base de productos rlgurosamente seleccionados, con
el que resultaba ficil determinar el punto de viraje a simple vista y con
el cual se lograron resultados coincidentes. Tratdndose de una técnica de
determinacién de agua que no era todavia usual en nuestros laboratorios
la pusimos a punto con este motivo.

Pudo apreciarse una disminucién progresiva del contenido en agua,
de cada una de las bandas, al aproximarse al centro del papel, variando
desde 0,0898 a 0,0716 g en la zona anddica del mismo, y desde 0,0943 g
a 0,074] en la catddica. .

Es facil concluir, por lo tanto, que todos estos resultados confirman
plenamente los que ya obtuvimos por pesada, con lo cual. se refrendan
las conclusiones sacadas anteriormente,

MEDIDAS SOBRE LOS EFECTUS DE ELECTROGSMOSIS Y EVAPORACION
COMBINADOS, FACTOR ELECTROOSMOTICO ‘

Una confirmacién Iposterior, de conjunto, de la interpretacién dada
a los fenémenos estudiados en este capitulo nos la PrOpOICIONa un nuevo
experimento efectuado con glucosa. La figura reproduce la disposicién
adoptada ‘sobre la tira de papel (Archés 301, 6 x 27 em); los circulitos en
blanco indican los puntos donde se depositaron las muestras de glucosa,
correspondiendo los negros a los centros de gravedad de las manchas que
aparecen al revelar con p-anisidina después de 3 horas de paso de corrien-
te a 300 voltios (sistema tampén, veronal/veronal sédico de pH 8,6). En

(127) Smita, D. M., Bavasxt, W. M. D. v Miyrcuewn, J., J. Amer. Chem. Soc., 61, 2407 (19309).
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una de las pistas de la figura se indica, sobre cada mancha de-giucosa re-
velada, la distancia que recorre en la «electroforesisn expresada en ‘centi-
metros; los valores de la migracién de las muestras correspondientes a las
otras dos pistas, que inicialmente se sitian con un desplazamiento, res-
pecto a las anterlores, de 1,5 cm hacia los extremos del papel. varian
exactamente en el mismo sentido que los de aquéllas. No obstante, debe
destacarse que, en valor absoluto, las distancias recorridas por las mues-
tras de una y otra pista dependen de la posicién inicial, siendo algo ma-
vores en éstas lltimas, lo que comprueba el aumento de intensidad de
flu]o ascendente, hacia los extremos.

|
—— —— 78 Ay 0.4 40 -—

? Or— O":\“O -Q-!O- =0 o
& N
£75 1, 65 2.5
(+) _ o-—’—-o —— 0 —— 804-0+-B+ #9400 —— O Ormrm—— ()
1,5 em
0 o O =t 00 G et =m0 Q
———— | ———

—_— =

Fig. 18.—Lsquema currespondicnle a una «electroforesisn de glueoss

A la vista de estos resultados podemos hacer las siguientes observa-
clones : :
1) Zona anddica: Los desplazamientos decrecen hacia el vértice del
pape] y la diferencia entre el'desplazamieﬁto de cada dos muestras con-
secutivas nos da el decrecimiento de la velocidad de flujo hacia dicho vér-
tice. Este decrecimiento debe atribuirse, en principio, a la velocidad de la
corriente de evaporauon, puesto que la de electrodsmosis, en todo caso, se
aceleraria al aproximarse al cirodo. Esta diferencia es constante (2,05 cm)

2) Zona catédica: Los desplazamientos de las muestras situadas si-
métricamente de las anteriores, respecto al eje central transverso del pa-
pel, son menores que los correqpondicntes de la zona anddica (cn la zona
catodica, las corrientes de evaporacién y clectrodsmosis son opucstas).
Estas diferencias de desplazamiento guardan el siguiente orden:
7846 = 3,2, 575—125 = 3,25; 3,7—04 = 3,3; es decir, que las
diferencias son mayores hacia el centro del papel, lo cual nos viene a con-
firmar que la corriente electroosmética crece al apmximarse ‘al catodo,
toda vez que las de evaporacmn son, evidentemente, simétricas para am-
bas vertientes de la tira de papel. Sin embargo puesto que en dichas ver-
tientes los decrecimientos a distancias diferentes son constantes (2,05 cm
para la zona anddica y 2,1 cm para la catodlca) puede afirmarse que la
deceleracién (o aceleracion negativa) de las corrientes de evaporacidon se¢
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compensa exactamente, en cada punte, con la aceleracion de la eleciro-
s .
Gsmosis. ‘

Si ahora nos fijamos en estos iltimos valores y tenemos en cuenta su
'signiﬁcado, como diferencias entre los desplazamientos anédico y catd-
dico de las muestras situadas simétricamente respecto al centro de la tira
de papel, y como quiera que, segin hemos dicho, el efecto de electrcos-
mosis en la zona anddica se suma al de las corrientes de capilaridad,
micntras que en la catédica se cpone al mismo, si llamamos E al despla-
zamiento por cvaporacién o capilaridad, y e al debido a la electrcosmo-
sis. podremos escribir las siguientes relaciones:

32 =E +e¢ - (E — e); 3,2: 2¢ e 22 1,6 cm

325 = E + e - (E - e); 325 =12; e~ = = 1,625 ¢m

3J3=E +e-(E -¢); 33 =2; ¢ =38 = 1,65 cm

que nos dan los distintos valores del desplazamiento electroosmético, cu-
yas diferencias o incrementos (1,65 — 1,625 = 0,025 cm y 1,625 = 1,6 =
= 0,025 cm) considerados por unidad de tiempo, nos dan una medida re-
lativa de la aceleracion electroosmodtica, o bien, si se considera con inde-
pendencia del tiempo, dicho valor representard lo que podriamos Hamar
la contribucion o el factor incrementante de desplazamiento electroos-
mdtico. :

Si en un sistema de coordenddas Hevamos sobre el eje de abscisas,
a partir del origen, las distancias de los puntos -donde se deposndron las
muestras de glucosa al vértice del papel (eje transversal medio de la tira)
v en ordenadas los desplazamientos absolutes de dichas muestras (meds-
dos entre los centros de gravedad de las manchas de muestra depositada
v de muestra revelada) obtenemos exactamente una linea recta (fig. 19).

En csta representacidn consideramos como positivos log desplazamien-
tos de las muestras situadas en la zona anddica del papel, las cuales. si-
guen el mismo sentido que la corriente clectroosmética, y como negativos
los de la zona catédica cuyas muestras se desplazan en sentido opuesto
a dicha corriente. La relacidn lineal encontrada entre los desplazamientos
de las particulas y su posicién inicial (distancia al origen) nos prueba la

. existencia de una ley constante de variacién del fenédmeno de la evapora-
cién, o mejor dicho, del conjunto evaporacién-electroésmosis. En cfecto,
al hacer todas las medidas sobie un elecnoforegmma linico, es como sl
hubiésemos medido velocidades relativas en un tiempo fijo, pues no hay
duda que la misma rclacién guardan las velocidades que los espacios re-
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corridos por diversos méviles (en este caso, las particulas electroforética-
mente inertes de glucosa) en un mismo tiempo.

El movimiento independiente de la corriente de evaporacién, que
teéricamente debe anularse en el vérce del papel (punto cero u origen de
coordenadas, en la representacién grifica), podemos representarlo, cono-

.
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Fig. 10.—Represenlacion grifica de los efeclos cle:iroosindlice ¥ e ovaporacion sobre

la migracion  «elecirofordlicas de la glucosa

cida su constancia, aunque no su uniformidad, por otra linea recta (de
trazo continuo en el dlagrama) que, naturalmente, ha de pasar por el ori-
gen de coordenadas y que se Iniclard en la ordenada que corresponda
4 an desplazamiento menor que el total (debido a la clectrodsmosis y eva-
porauon) en una cantidad, que, tedricamente, vendrd dada por el desola-
zamiento debido a la electrodsmosis en el instante cero, lo que en la prac-
fica equlva]e a un desplazamlento nulo; ello quiere decir que la recta de
evaporacién se Iniciard, como se ha dibujado en la figura, en el mismo
punto que representa ¢l movimiento total. Segin esto, la diferenc’a de or-
denadas correspondientes a un mismo punto nos da ¢l valor relativo del
desplazamiento electroosmético en ese punto, y, como puede observarse,
este valor aumenta constantemente hacla el citodo. La corriente de eva-
poracién, es decir, la linea que la representa, como corresponde también
a las consideraciones hechas en todo lo que antecede, es perfectamente
simétrica respecto al-eje de abscisas.
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Evaporaciédn Y DIFUSION

Acerca de la influencia que ejerce la evaporacidn, en actuacién simul-
tinea con la difusidén, lo que c¢n realidad queda tratado en el apartado
que prCCde vamos a referir, aunque sea sélo de pasada, una corta comu-
nicacién de J. DE WagL, aportada en el Symﬂosmm sobre electroforesis
en papel de 1955 en Londlcs (*} v que suscitd una discusidn que nos pone
claramente de manifiesto la falta de acuerdo en los puntos de vista de los
diversos inveqtigadores sobre esta cuestidn. El citade autor hace una dis-
cusién matemdtica del problema, admitiendo una serie de hlpotesm que,
st blen mmpllﬁcan el calculoe, son algo expuestas ante la critica sobre
todo, al haber generahzado un tratamiento analitico, basado en unas pre-
misas que, al parecer, s6lo deben cumplirse en las condiciones por él uti-
lizadas.

Asi, por ejemplo, admite De WaAEL que la evaporacién es uniforme
sobre tada la tira de papel. Ciertamnente que ¢l utiliza un sistema de pa-
pel horizontal en el que, en principio, es facil pensar en esta uniformi-
dad, pero sl tenemos en cuenta que en la velocidad de evaporacién pue-
den influir una serie de factores secundarios, tales come tensién de vapor,
temperatura, humedad relativa del ambiente, etc. y dado que estos fac-
tores no.se manifiestan todos con distribucién uniforme, ni aun en el ci-
tado dlsposuwo de tira horizontal, no puede admitirse esta premisa ini-
caial, por lo que el calculo de De WaEL, que resulta francamente bonito
desde el punto de vista matemadtico y fisico quimico tedrico. es algo de-
fectuoso. Sin embargo, tiene mucho de aprovechable. sobre todo, cuando
se aplica a un proceso electroforético de larga duracién (el experimento
de De WarL se refiere a 16 horas), ya que entonces podua alcanzarse, en
sus condiciones, una clerta uniformidad, por compensacmn de efectos.
Respecto a la falta de uniformidad en las corrientes de evaporacién,
creemos que constituyen experimentos muy significativos los que nos-
otros hemos descrito en paginas anteriores consistentes en determinar la
distribucién de sales y agua a lo largo de la tira de papel, por medida de
conductividades, pérdida de peso y aumento absoluta de sales proceden-
tes del tampdn; como también se indicé, nuestros experimentos se hicle-
ron en las condiciones de Durrum con el papel en V invertida, que, na-
turalmente, no son las mismas que las de DE WagL, pero que sirven para
demostrar ¢l error de la gcneraluaaon hecha por este autor, que se ha
basado en un experimento, que, aunque bien planeado le condujo a un
resultado erdneo.

(*y TRepelidas veces, en ko bibliogralin referida en este trabajo, se ha hecho mencidn bajo
Ia abreviatura «Giba Symp. 1956» de uni publisacidn de I b T and A, Churerill Lid., que
recnge los trabajos prescntados en csla Reunidn organizada por Ia Pundacién Ciba.
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EvAPORACION E INTENSIDAD DE CORRIENTE

WunpERLY (128) refiere haberse determinado que con una tensién de
campo eléctrico de 250 voluos e intensidad de corriente de 0,5 md,
a 20°C, se evaporan 10 mm" de agua, por cm® de papel y por hora. La
evaporacién, correlacionada con la intensidad de corriente, se midié. pe-
sando los vasos soporte y las tiras de papel cada hora (Tabla 21) (129).

TaBlLa 21 .

fvoporacisn por ho'a .
Intensidad de coreiente 6" C 20.° ¢ 6° C 207 C

mg‘ de vguo por tira de popel mq de aquo por tm> hore
0.00 " 11 0,12 C 012
0,256 56 . 80 0,63 0.91
0,50 ‘ 205 270 947 3,09
1,00 730 8,33

Estos valores de la evaporacion, sebre todo los correspondientes
a 200 C, }ustlﬁcarlan el que se sucla recomendar no trabajar con volta]es
elevados, puesto que estd claro el gran aumento del grado de evaporacién
con el voltaje. No chstante, ya d1]1mos que hay sistemas, como el que
nosotros hemos seguido en las determinaciones usuales, con evaporacmn
parcialmente inhibida. que permiten elevar el voitaje mds de lo corrien-
te, sin que de ello resulte perturbacién alguna.

Igualmente refiere el hecho de que para estudiar la relacién existente
entre el tiempo y el desplazamiento se llevaron a cabo ensayos con una
proteina tefiida, con dextrina, con purpura de bromocresol y con dibro-
mofluoresceina. La representacién grifica de los- resultados se hace to-
mando en abscisas el tiempo en horas y en ordenadas el logarltmo de las
distancias respectivas entre la sustancia emigrante y el vértice del papel,
habiéndose observado, en todos los casos, una relacién lineal que facilita
mucho la determinacién de la velocidad absoluta de desplazamiento de
las distintas fracciones.

(128) Wunpsney, Ca., La Fleckroforesis en papel, {Trad. J. Gnas), . Cienlifico-Madica, Bar-
celona, 195G, pig. 18.

(129) Srorra, K H., Brie, S. v Bauwmstmr, A, Hoppe-Seyler's Z, physiol. Chem,, 296, 141
(1954).
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CaLor Y EVAPORACION. OQTROS EFECTOS SECUNDARICS DEL CALOR

Considerando todos estos fendmenos 1dltimamente expuestos, es inme-
diato pensar que la influencia del calor, disminuyendo las movilidades
electroforéticas, aun en el caso de las proteinas, no sélo se debe a la posi-
ble -desnaturalizacién de las mismas, sino, quizds principalmente, a las
corrientes de evaporacmn a que da lugar y que transcurren en sentido
opuesto a la migracién de las particulas. De esta manera, seria p051b1e
en Pl‘lnClp.lO establecer una medida de la evaporacién de agua del fampon
fundada en la disminucién que sufriria el desplazamlento de las particu-
las a igualdad de las restanes condiciores. La retencién de migracion, en
aparatos con evaporacién continua, podrla ser debida, 1gua1mente al en-
torpecimiento que significa la concentracién o acumulacién creciente de
electrolitos no volatiles en el papel, que, por otra parte, en casos como el
de las seroproteinas, puede tener otro efecto de primordial importancia,
en cuanto que una determinada concentracién de sales puede dar lugar
a la precipitacién de las distintas proteinas, con grado variable de desna-
turalizacién de las mismas.

EFEcTO DE SIFéN

Por dltimo, recordemos que otro factor que se puede superponer a los
anteriores y que incluso puede contrarrestar y aiin superar al efecto elec-
troosmético, es el wefecto de sifén» que puede desarrollarse en la tira de
papel dada su naturaleza capllar, y que se origina por el distinto nivel de
la solucidn tampdn cn las vasqas clectrédicas; este efecto es precisamen-
te el que NOSOLIos, provocamos en los ensayos 108 y 111 (Tabla 20), y que
nos sirvié, a la vez, de guia y comprobacidén en la explicacién de las apa-
rentes anomalias encontradas en el estudio de las cuestiones referidas en
aquel lugar.

Nos hemos referido aqui al efecto de sifén facil de darse en el dispo-
sitivo de tira en V invertida, al que venimos haciendo alusién continua-
mente. Pero este efecto puede manifestarse también en la técnica de pa-
pel horizontal, cuando, por no hallarse el papel suficientemente tenso, su
centro queda por deba]o del nivel de tampén en los departamentos elec-
trédicos. Algunos 1nvest1gadores [SvEnsson, por ejemplo (130)], basan-
dose en razones tedricas, han propuesto la posibilidad de utilizar este
efecto, que cn principio puede llegar a provocar el goteo de tampén en

(130)  Svexssox, H., Ciba Symp. 1956, pig. 120.
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esa zona baja de la comba que forma el papel, en un sentido ventajoso,
calculado cudl debe ser el grado de destensién del mismo para que este
efecto de sifonacién compense la creciente evaporacién de agua hacia el
centro, provocando, en definitiva, una regularidad en la distribucién de
humedad. Esta uniformidad puede parecer ventajosa, en principio; pero
sl pensamos en que la misma se consigue a base de incrementar las
corrientes de evaporacién (por sifonacién, en este caso), comprenderemos
que, en realidad, no existen tales ventajas, en cuanto a la separacidn de
sustancias, o al menos, son muy reducidas. :

De acuerdo con las deducciones que se desprenden del cstudio de la
influencia de las corrientes liquidas en la tira de papel, se suele recomen-
dar el empleo de papeles tupidos y resistentes a la humedad, que poseen
menor capacidad de succién, dificultdndose mds, por esto, dichas corrien-
tes de liquido, al reducirse el efecto de «aspiracién» que depende, en pri-
mer lugar, de la capilaridad del papel, y que, en definitiva, es perfecta-
mente identificable con el efecto de succidn.

F.FECTO ELECTROOSMOTICO EN LA MEDIDA DE MOVILIDADES

Estos factores de capilaridad que intervienen en el desplazamiento
electroforético en papel han sido estudiados por Kunker y Tiserrus (131)
con vistas a introducir una correccidn de la electrodsmosis. Para ello uti-
lizaron como indicador electroosmético el dextrano, polisacdrido de ele-
vado peso molecular, que, en la electroforesis libre con tampén de vero-
nal de pH 8,8, mostraba una movilidad praicticamente nula (a valores
mids bajos de pH hemos podido comprobar que tiene una pequefia movi-
lidad positiva), colocando una gotita de una solucidén del mismo, al 3 9,
en la linea de origen y revelindolo, al final del experimento, con azul de
bromofenol. De este modo les fué posible seguir y comparar los desplaza- .
mientos del indicador y de las particulas proteinicas.

En el caso de la albimina, por ejemplo, si dgp, es la distancia recorri-
da por Ia misma, desde el origen, v dgex la que ha recorrido el dextrano
en sentido opuesto, por efecto de la electrodsmosis, la distancia otal que
la albiimina habria recorido de no existir electrodsmosis, serfa dap+9dex
Segin esto y recordando que el desplazamiento de una particula cargada
en un campe eléctrico es igual al producto de su movilidad en dicho cam-
po, u, por la intensidad del mismo, H, y por el uempo, ¢, resultard que

(Y31} Kuxknn, 13, v Tiswvios, AL 10 Gen. Phiysiol,, 35, 89 (1951).
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para el calculo de la movilidad de la albimina, con correccién del efecto
electroosmotico, podremos escribir:

dgex — (—daip) = (Ugex — uap,) Ht (VI'H')
pero, siendo u jox = 0, nos queda:

dypp, + d '
—ugp, = alb dex (VI—]S) .
Ht
Descomponiendo esta expresion en dos sumandos resultard que el se-
gundo, que tendrd igual que el otro las dimensiones de una movilidad,
nos medird la debida al flujo electroosmético

) .
Ugleo == P(}B:‘ (VI-16)

y dividiendo (VI-16) por (VI-15) s¢ obtiene la siguiente relacién:

Ualac dgex
= VI-17
—Ualpb  daip + ddex ( )
constante ¢ independiente del punto de paltlda del niempo y de la fuer-
za de campo.

INDICADORES ELECTRCOSMOTICOS

En la eleccidn de indicadores electroosméticos debe tenerse en cuen-
ta que si aquéllos resultan afectados por cualquier tipo de adsorcién los
resultados serdn erréneos. Su utilidad es mixima en los casos en que la
evaporacién de disolvente estd impedida, puesto que, entonces, tales sus-
tancias se desplazaran por efecto exclusivo de la corriente de electroésmo-
sis, permitiendo averiguar el desplazamiento electroforético verdadero de
las particulas.

Dos ejemplos tipicos de indicadores electroosméticos, descritos en la
bibliografia, son la creatinina (132} y el ya referido y utilizado por noso-
tros dextrano {129). Naturalmente, también son de utilidad, para este fin,
sobre todo cuando se trata de medir movilidades de sustancias de peso
molecular relativamente pequefo, los diversos azlcares neutros, que,
como es sabido, no muestran movilidad electroforética propia, sino que
para emigrar por esta causa necesitan estar complejados, de modo que
constituyan iones electroforizables. Jermyn y TwHomas (133) prononen la
o-nitro anilina, que a parur del pH 7, hacia arriba, carece de carga eléc-

(132) Coxsprn, R. ¥ Stamien, W., Nature, 17¢, 1069 (1952),
(133)  Jemwvs, M. v Tuwowas, R., Natare 172, 728 (1053). '



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-135

trica y tiene color amarillo propio. El volumen molecular de esta sustan-
cia es parecido al de los aminodcidos mds frecuentes, asi como el peso
medio de las particulas de dextrano es aproximadamente igual al peso
molecular de la albiimina, analogias que se han de tener en cuenta cuan-
do se utilicen estas sustancias en determinaciones comparativas paralelas,
en las que el dempo del experimento sea inferlor al necesario para alcan-
zar la linea de equilibrio o de flujo nulo. Esta aclaracién la creemos de
interés por la confusién que en este aspecto existe en algunos casos. Noso-
tros hemos podido comprobar en experimentos paralelos combinados, con
dextrina, almidén, inulina, maltosa y g]ucosa que si bien ¢l punto final
del ethbrm electrodsmosis- evaporacmn es 1ndepend1cnte de las caracte-
risticas estéricas de las distintas sustancias, no ocurre lo mismo en cuanto
a las posiciones alcanzadas antes de lograrse dicho equilibrio, sino que,
como observamos en nuestros experimentos de corta duracién (1, 2 y 3%)
con estas sustancias, e! desplazamiento es mds lento para las de mayor vo-
lumen o peso molecular, o lo que es igual, alcanzarin antes la lnea de
equilibrio las moléculas de peso molecular mis pequefio, lo cual estd de
acuerdo con las objecciones de McDonawp (134} contra la suposicién de
velocidades de flujo iguales para moléculas de volimenes diferentes.
Personalmente, para comparacién con moléculas de tamafio grande,
hemos ensayado, sobre rodo, ¢l almidén y la inulina; en la Tabla 22 se

TABLA 22
5 2 — ra]—
Indicador ¢ - 10° {em? seg ’. vol~)
. Globulinas
elecironsmético 4bimine
' %y ) B b
Almidén 5,13 416 253 2,10 0,35
Inalina 5,50 4,50 2,85 2,45 0,70
Maltosa 9,79 4,74 3,15 2,70 0,95

dan los resultados medios obtenidos con ellos en la medida de las movi-
lidades de fracciones seroproteinicas, y, a titulo comparativo, los obteni-
dos utilizando maltosa como indicador. Seglin se observa, existe una fal-
ta de concordancia cn los valores obtenidos con los distintos indicadores,
lo cual es debido al diferente desplazamiento de los mismos, que en
nuestro criterio, anteriormente expuesto, era claramente previsible, por
tratarse de un proceso de corta duracidén (3 horas) realizado con indica-
dores de un grado de complejidad molecular manifiestamente diverso.

(134) MeDoxaww, M, S, Science, 121, 403 (1955).
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FLUJO TRANSVERSAL DE LIQUIDO: DISTORSION DE BANDAS
Y EFECTO DE BORDE

Finalmente, vamos a considerar otro efecto de evaporacion, indiscu-
tiblemente mis grave que los antertores, puesto‘que origina distorsiones
y frentes curvados e irregulares en las bandas de las sustancias separadas,
principalmente, en las de fracciones proteinicas. Se trata de un flujo de
liquido transversal, comprobado por nosotros, igual que el longitudinal,
por un gradiente, transversal también, de concentracién de soluto en el
papel; este flujo estd integrado por dos corrientes liquidas que caminan
en sentidos opuestos desde ¢l centro de la tira de papel hacia sus orillas
laterales.

La comprobacién experimental de tal flujo fué doble, habiéndose he-
cho por pesada de bandas de papel, primero hiimedas, como se sacan de
la cabina electroforérica, y después secas, cortadas en sentido longitudi-
nal. en diferentes puntos de la misma linea transversal del papel, es de-
cir, a la misma altura y simétricos respecto al eje longitudinal. La dispo-
sicién adoptada se representa en la figura 20, en la que las bandas de ex-
perimentacién, de 0,5 cm de ancho y 5 cm de largo cada una, aparecen
como zonas rayadas; la separacién entre Jas dos primeras bandas de am-
bas orillas es de 0,5 cm y entre la segunda y tercera, también de cada
lado, es de 1 ¢cm. ‘

Los resultados medios de tres determinaciones (280 v, 3 h) de la can-
tdad de agua existente en las distintas bandas, desde las orillas al cen-
tro del papel, fueron: 0,0703, 0,0662 y 0,0601 g
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Fig. 20.—Tfsquema de la disposicién adopiada sobre cl papel, para cl estudio
del flimjo transversal de lquidoe

La otra comprobacién consistié en la medida de las conductividades
de los eluidos de las distintas porciones del papel después de la clectrofo-
resis (la elucién se verificé con 20 c. c. de agua destilada). En ambos casos



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-137

queda patente una disminucién de la concentracién de sales desde el cen-
tro del papel a las orillas del mismo, en las que se encuentra menor can-
tudad de sales (menor conductividad de los eluidos correspondientes) y
mavor cantidad de agua. Este resultado es, por lo tanto, completamente
distinto al que era de esperar y al que obtuvimos en el estudio de las co-
rrientes liquidas longitudinales. No obstante, en la investigacién de sus
causas enconiramos una explicacic'm, de sentido andlogo a la de aquel
caso, en la mayor intensidad de evaporacién en las orillas del papel que
en el centro de éste (efecto de borde) La diferencia estd en que ahora el
‘1qu1do que reemplaza, en la tira de papel, las pérdidas de agua no pro-
viene inmediata y directamente de los departamentos electrédicos, y, di-
cho liquido, por capllarldad transversal, se acumula con velocidad mayor
que la de evapmacmn en las orillas del papel hacia las cuales encuentra
camino mas libre, por haber menor cantidad de sales en ellas, segtin los
resultados experimentales que preceden.

Un flujo de esta naturaleza podria responder, seglin VALMET y SvENS-
soN (135), a un gradiente de temperatura transversal, que no nos ha sido
posible comprobar en nuestro dispositivo, aunque si lo que puede consi-
derarse como efectos suyos sobre la evaporacién de agua del tampén,
dando origen a un gradiente transversal de concentracién salina en el
papel. La causa proxima de esta corriente liquida serd, por lo tanto, la
pérdida de liquido que tience lugar desde las orillas del papel, donde, por
la mayor superficie libre (tercera dimensién), la destilacién hacia las pa-
redes de la cimara, mds frias, serd mas intensa que en el centro del mis-
mo. A pesar de lo dicho, nos parece mas probable que este gradiente de
evaporacién sca originado, casi exclusivamente, por un efecto de superficie
(efecto de borde, en este caso concreto) v no de diferencia de tempera-
turas, ya que, de ser asi, no hubiéramos encontrado, como nos ha ocurri-
do en las medidas de centimetro en centimetro, efectuadas sobre papel
Archés 301 (6 x 27 cm) tanto en sentido longitudinal como transversal,
que 1a intensidad de corriente es, aunque no con gran diferencia. algo
mavor en el centro que hacia los bordes.

Los efectos marginales o de borde a que dan lugar estos fenémenos
nos aparecieron claramente manifiestos en una serie de experimentos con
aminodcidos, cuyos muestras se depositaron mds préximas a los extremos
de la tira de papel que a la linea de equilibrio, pero cerca de ambas ori-
Has, constituyendo dos pistas paralelas. Al cabo de una y de dos horas de
permanecer en el dispositivo electroforético se reveld con ninhidrina, apa-
reciendo las manchas correspondientes a los aminodcidos depositados
como «escapindose» por las orillas del papel y completamente deforma-

{135)  VYaumer, I v Svenssox, H., Seience Tools, I, 5 (1954).
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das, tanto si ha pasado la corriente (200 volt, 3.8 mA, 1'; 200 volt, 4,7
mA, 2°; papel Whatman n* 1, 4 x 27 cm) como'si no; esta tluma cir-
cunstancia nos confirma en que la causa de la evaporacién de borde no
estriba principalmente en un gradlent(, de temperatura or 1gmado €omo
se ha queudo por el paso de corriente a través del papel sino mds bien
en un incremento de superficie. Colocadas las muestras a la.misma dis-
tancia que las anteriores, pero en el centro longitudinal-de la tira es de-
cir, a una distancia conveniente de las orillas, se anula plactlcamente por
completo la deformacién de manchas encontradas en los casos anteriores.

CORRECCION DE LOS EFECTOS DE BORDE

Por todo esto, es de suma importancia disminuir tode lo poesible la
evaporacién de disolvente en el sentido transversal, lo cual hemos conse-
guido nosotres, con resultados compleramente satisfactorios, consiruyen-
do un sencillo dispositivo que describiremos inmediatamente. Lo mas ge-
neral es, sin embargo, que la evaporacién normal se deba al gradiente de
temperatura que se establece entre el papel, parte mis caliente de la ca-
mara, puesto que es la resistencia que atraviesa la corrlentc v en la que
tieric lugar el efecto Joule, y las paredes de la misma, necesariamente
mds frias. Por ello, para evitar o disminuir las corrientes de evaporacién,
en general, longitudinales y transversales, lo mas inmediato es inhibir la
evaporacién sobre la tira de papel, por saturacién rapida del espacio que
la rodea, lo que hemos conscguido construyendo una cabina eleciroforé-
tica de volumen muy pequefio, ¢l indispensable para encerrar el papel.
Segiin- hemos visto ¢l calor es conducido en todas direcciones desde el
papel a las paredes de la cdmara electroforética; si la mayor superficie
de estas paredes corresponde a planos paralelos al papel la conduccién de
calor tendrd lugar, preferentemente, en la direccién perpendicular al pla-
no del mismo, y sélo una pequefia parte paralelamentc a este plano, lo
cual cquivaldra a disminuir el efecto de borde, toda vez que las corrien-
tes de evaporacién siguen el mismo sentido que la conduccidén de calor.
La cabina electroforética que nosotros construimos con vistas a corregir
estos defectos responde a todas estas exigencias, consmuyendo, ademsds,
un sencillo dispositivo en el que la cdmara hiimeda que encierra el papel
estd constituida por dos ldminas paralelas de vidric o plexig]zis, extrema-
damente juntas, pero sin tocar el papel, y entre las que se coloca éste, apo-
yado ligeramente en su centro sobre la arista de un prisma, que descansa,
a su vez, cn la ldmina inferior. En algunas ocasiones, la tira de papel
permanecid tensada longitudinalmente por medio de unas varillas planas
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de vidrio que cierran los bordes laterales de la cdmara asi formada.
Cuando no ocurre asi, el papel se tensa, naturalmente, por efecto de la
adherencia de sus extremos a las ldminas de plexiglds que separan, en las
vasijas electrodicas, los departamentos en donde se introducen los electro-
dos de aquellos otros en donde penetran los extremos de la tira de papel,
los cuales quedan en comunicacién mediante unos orificios pequefios.
También para disminuir los efectos marginales de evaporacién. en la
téenica de tira inclinada, hemos construido y utilizado, con resultados
sarisfactorios, una cabina o cdmara elecuroforética (fig. 2t) cuyo techo,

Fig, 21.—Tsquema del disposilive e cimara homeda redueciili,
Jde planos paralelos al papel -

normalmente horizontal en los dispositivos conocidos, o que si no lo es,
como hemos encontrado en algunos casos, forma parte de una cabina de
grandes dimensiones, se reduce aqui, pricticamente, a una linea en don-
de se unen las ldminas de plexiglds que constituyen las paredes de la cé-
mara, las cuales son paralelus y de la misma inclinacién que los planos
de las dos vertientes de la tira de papel; por debajo de ésta, las paredes
inferiores siguen la misma direccién, paralela al papel, que las superio-
res, quedando cerrada lateralmepte, la cabina asi formada, igual que en
dispositivo anterior de tira horizontal, por vaiillas planas de vidrio o ple-
xiglds.

(OTROS FACTORES DE EVAPORACION

En el grado de evaporacién influye, igualmente, la concentracién de
las sustancias disueltas en el tampén, que como es sabido, disminuyen la
presién de vapor del disolvente y, por tanto, su evaporacién, Teniendo
esto en cuenta, diversos autores han propuesto, con objeto de disminuir
los efectos de evaporacién, adicionar al liquido tampén algunas sustancias
(a algunas de las cuales hemos hecho alusidn varias veces) que, natural-
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mente, deben cumplir ciertas condiciones: . a) en prumer lugar, deberin
ser sustancias quimicamente inertes frente al rampén y frente a las sus-
tancias problema, no ejerciendo efecto alguno sobre el pH del medio; b)
seran no volanles, de acuerdo con su finalidad concreta en este caso;
¢) deberdn ser también no idnicas, para no incrementar la fuerza i6nica
del tampén, ni su conductividad; d) serdn preferentemente de bajo peso
molecular, en orden a producir la disminucién de presién de vapor ape-
tecida, con cantidades relativamente bajas de las mismas. Entre las sus-
tancias que reinen estas caracteristicas, VALMET y SvenssoN (135) han
ensayado la glicerina y el glicol, con excelentes resultados, y Durzrum (136)
utiliza también la glicerina y el propilen ghcol Nosotros hemos efectua-
do ensayos andlogos adiclonando al tampdn un 159 de glicerina; urili-
zando este tampdn modificado somerimos a electroforesis (300 voltios) una
muestra de suero sobre una tira de papel (Archés 301, 6 x 27 cm), para
compara1 los resultados con los obtenidos en otro caso de condiciones ri-
gurosamente iguales, pero con tampdén normal; al cabo de 3 horas inte-
rumpimos el proceso, y con un papel de filtro corriente, pesado previamen—
te seco, recogemos el agua condensada sobre las paledes de la cdmara;
por nueva pesada del papel en estas condiciones, obtuvimos una medida
del grado de evaporacién, que resulté ser bastante pequefio (1,3221 g de
agua condensada) en el caso en que se habia adicionado glicerina. y, por
el contrario, muy considerable en el otro (4,8340 g de agua, recogida de
las paredes); ambos experimentos se¢ realizaron con nuestro aparato
usual de cdmara pequefia, pero no tanto como en los casos Gltimamente
descritos. En el pH del medio tampoco pudo apreciarse alteracién algu-
na (sl acaso, y dudosamente, del orden de las centésimas) y, por otra par-
te, la separacién de las fracciones protcmlcas y longitud de espectro fué
~algo mayor (unes 5 mm) en el expulmento en que se habia adicionado
glicerina al tampén.

(136) Duanuw, E. L., J. Amer. Chem. Soc., 75, 4875 (1951).
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VI1I
ELECTROFORESIS LIBRE

Expuestos los fundamentos teéricos de la electroforesis, pasamos
a examinar a continuacién las caracteristicas prdcticas de sus dos méto-
dos mds generales: Electroforesis ltbre y Electroforesis soportada. En el
presente capitulo, trataremos de la primera, advirtiendo previamente que,
sobre ella, tan s6lo nos limitaremos a transcribir, resumidas, las noticias
encontradas en la bibliografia, y, sobre Ia segunda, que desarrollaremos
a lo largo de los capitulos VIII y 1X, nos concretaremos, principalmente,
al caso mds nteresante, desde el punto de vista prictico, de la Electrofo-
resis en papel, aun cuando hagamos alguna alusidn a otros casos particu-
lares de electroforesis soportada.

La electroforesis libre es también llamada «cldsica» o «de TisSELIUSY,
quien, en 1937 (137), puso a punto esta técnica, superponiendo una solu-
cion tampon, de fuerza ibnica y pH determinados, a soluciones de mez-
clas de protemas en un tubo en U que NernsT y Harpy utilizaran ya
para las primeras determinaciones de movilidades clectroliticas, y que fué
perfeccionandose hasta que TiseLius ideara el tipo dptimo para electrofo-
resis, en el cual se puede registrar épticamente la situacién de los planos
de separacién de las zonas correspondientes a cada proteina. Es decir,
que como elementos fundamentales de esta técnica debemos distinguir,
por una parte la célula y los electrodos, y, por otra, los dispositivos de
registro éptico del proceso, elementos que se corresponden con las dos
fases fundamentales de este método:

a) Proceso electroforético, propiamente dicho.

b) Obtencién de resultados.

(187)  Twseuws, A, Prans. Faraday Soc., 33, 524 (1937); Biechem, ., 31, 1464 (1937;
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Proceso electroforético

El tubo en U de TiseLius, en el que se verifica el proceso electroforé-
tico, o la electroforesis propiamente dicha, debe su éxito a las caracterfs-
ticas que TiseLs le did, especialmente las de ser su seccién rectangular
y sus caras paralelas, de manera que, a los efectos épticos y de refrigera-
cidn, se comporta como una cubeta. Ademds, el tubo estd integrado por
tres tramos perfectamente acoplados entre si, y que, con la ayuda de unos
dispositivos laterales, pueden deslizarse con gran facilidad hasta Interrum-
pir o establecer la comunicacién entre los mismos. En la figura 22 se re-
presenta un esquema del tubo de TrseLius, en el que aparccen aquellos
dispositivos en posicién desplazada, esto es, de comumcaaén interrums-

p1da

Fig. 22.—FEsquema del tubo de Tismacs mostrando un caso de desplazamiento

Los clectrodos, de Ag, se encuentran en unos departamentos de vi-
drio, unidos lateralmente al tubo en U. De esta manera, al estar separa-
dos del tubo, se evita el peligro de que lleguen allf los productos de reac-
cidn, formados en los compartimientos electrédicos,

Las dos porciones ensanchadas del tubo de.TIseLiUs se encuentran
1gualmente ¢n comunicacién, por medio de un tubo transversal que
mantiene la igualdad de presiones hidrostiticas, necesarias para evitar los
movimientos de la interfase tampdn-problema, al comunicar la parte cen-
tral del tubo en U con las restantes. Los electrodos van sumergidos en
una solucién concentrada de CIK, para hacerlos impolarizables, y, a su
vez, el conjunto del tubo en U y de los electrodos va sumergido en un
bafio con termorregulador, manteniéndose de esta manera a la tempera-
tura de 4° C. Posteriormente, estos dispositivos han sido modificados, aun-
que no en su fundamento, sino en cuanto a detalles secundarios.
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En el tubo en. U se introduce una solucién de la sustancia problema
(por ejemplo, una mezcla de proteinas) y en las ramas ascendentes una
solucidén tampédn, de pH y fuerza idnica determinados. De esta manera,
aun antes del paso de corriente, queda definida una linea de demarca-
c.én. o «frontera», entre la solucién tampdn y la problema.

Si se proyecta perpendicularmente a la célula de electroforesis un haz
de rayos luminosos paralelos, una parte de éstos es desviada al pasar la
frontera, es decir, al pasar de un medio a otro de indice de refraccién
distinto (el del tampédn, que se toma como cero, y el del problema).

Al hacer pasar una corriente continua, las particulas, que, en el me-
div tampén, quedardan cargadas positiva o negativamente segln el pH del

medio y el pl de las particulas (caso de las proteinas y en gtneml de los

dnfohtos) se desplazan hacia el 4nodo o hacia el citodo, respectivameinte,
con una velocidad que es funcdn de su carga y del campo eléctrico. En
el caso de las scroproteinas, suclen usarse tampones alcalinos respecto al
pl de las mismas, por lo cual éstas quedan cargadas negativamente. 8i la
solucidén contlene un sclo componeme proteinico, la frontera se desplaza
hacia el dnedo y el dlsposmvo optlco sefialard una sola discontinuidad de
concentracién, Si la solucién contiene varios componentes protefnicos, de
cargas diferentes en cuanto a magnitud, estas diferentes fracciones se des-
plazardn también hacia el dnodo, pero produciendo diferentes fronteras.
Como vamos a ver inmediatamente, por medio de un dispositivo Gptico,

variable segin el tpo de aparato utlizado, se pueden definir estas dife-
rentes fronteras, correspondientes a indices de refraccién determinados.

Obtencion de resuitados

Como indicamos, se lleva a cabo por medio de un sistema de registro
optico. Para hacernos cargo de él consideremos de nuevo que, al someter
a la clectroforesis una mezcla de distintas proteinas, por ejemplo, todas
eri un tampén de pH alcalino respecto a sus puntos isoeléctricos, actua-
rin como anlones, v, al emigrar hacia el anodo, se distribuirdn de acuer-
do con su velocidad de deqplazamicmo electroforético, lo que praducir‘i
diferencias de conecentracién eén las distintas reglones del tubo, apanuen—
do entonces limites de sapdraclon entre dichas regiones, los cuales serfan
indudablemente bien precisos de no existir fendmenos de difusién.

Es ahora cuando se requiere un artificio 6ptico adecuado que nos
muestre las proreinas, ya que, al ser incoloras, no se aprecian directamens
te. Para ello, puede recurrirse a una medida refractométrica, puesto que
las diferencias de concentraciones dan lugar a zonas de diferentes indices
de refraccién, y este gradiente de concentracién entre una y otra zona
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producird una desviacién de los rayos luminosos que atraviesan aquélla.
Los diferentes haces luminosos son recibidos, generalmente. sobre una
placa fotogrifica.

La utilizacién, en el dispositivo, de una hendidura oblicua que capre
lateralmente los rayos desviados permite obtener la imagen de una curva
que pone de manifiesto la proporcionalidad existente entre la altura de
los médximoes de la misma y la concentracién de cada fraccidn proteinica.

A TiseLus se debe también el aplicar el méredo de los rielos de
ToepLER para hacer visibles estes gradientes de indice de refraccion. El
método se funda en el principio de TorpLER, segin el cual «cuando un
haz de ravos paralelos pasa rasante la supe1ﬁc1e limite de dos estratos li-
quidos de diferente densidad, se desvia hacia el mis denson.

En el mérodo de ToepLEk los gradientes de concentracién se presen-
tan como bandas horizontales oscuras en la imagen vertical del tubo, las
cuales se producen debido a que los rayos desviados de su trqyectoria or-
dinaria son eliminados, de la imagen que resulta, mediante una rendija
horizontal situada de manera que sélo deja pasar los rayos no desviados.
St el borde superior de la misma se sitda de tal forma que sélo elimine
los rayos de mixima desviacién, correspondientes a la parte central del
gradiente de refraccién, se obtiene una zona oscura estrecha. S1 este bor-
de inferior estd colocado de forma que puede eliminar tncluso los ravos
s6lo ligeramentfc desviados, se abtiene una zona oscura mias ancha que
abarca todo ¢l gradiente; este gradiente y, por lo mismo, la corespondien-
te zona son proporcionales a la diferencia de concentracién entre una
zona y otra, es decir, entre uno vy otro componente.

Para el regisiro dptico se ha utilizado también el diagrama directo de
TroverT-SvEnsson (138), el diagrama de sombras de PriLrorye (139), o el
sistema de los rielos segin Longsworth (140), quien, combinando la si-
tuacién de la rendija con el movimiento de la placa forogrifica, obtuvo
la imagen dptica de los gradientes ‘de concentraciéon en forma de una
zona oscura sobre fondo claro.

E! método de clectroforesis libre presenta grandes ventajas en cuant»
que con él se consiguen determinaciones bastante seguras de las movih-
dades de las distintas sustancias, especialmente de las fracciones protefn:-
cas. Sin cmbargo también tiene sus inconvenientes, unos de orden puru-
mente técnico (Comp]ellddd del aparato y precm del mismo, volumen ele-
vado de suero necesario para el examen proteico y duracién relativamen-
te larga del experimento, ctc.) que impiden las determinaciones en serie,

(138)  Svexsgsox, H., Kolloid, Z., 87, 181 (1939).

(130} Pmoreor, T 81 f., Nofure, 141, 283 (1938). .
(140} Loxaswonrn, L. G., Ann. New York Acad, Scit, 39, 105 (1939); J. Amer. Chem. Sore.,

61, 529 (1939).
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aparte de otras desventajas inherentes a la propia estructura compleja de
las proteinas principaimente, muchas de las cuales, asocidndose con sus-
rancias de otros grupos, como lipidos v glicidoes para el caso concreto de
las seroproteinas, dan lugar a errores de valoracién, no permitendo estu-
diar por separado cada componente de estos proteidos, ya que el método
de valoracidn se basa exclusivamente en las diferencias de indice de re-
fraccion.
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VIII

ELECTROFORESIS EN PAPEL: METODOS DISCONTINUOS

Las técnicas de electroforesis en papel pueden denominarse discont-
nuas o continuas, segin que la muestra a electroforizar se suministre en
una sola operacidn, o que dicho suministro se mantenga ininterrumpida-
mente a lo largo de todo el proceso electroforético,

Los procesos discontinuos, en papel, se realizan con fines eminente-
mente analiticos, aun cuando no puede descartarse la posibilidad de su
urilizacién con fines preparativos en microescala, como tendremos ocasién
de exponer.

Por el contrario, los procesos continuos, aunque de indudable utilidad
analitica, son valiosos, especialmente, desde ¢l punto de vista preparativo.

A unos y a otros métodos nos referiremos, respectivamente, en éste y
en el proximo capitulo.

A) Moétodos discontinuos con fines analiticos

Los mérodos propiamente analiticos de la electroforesis en papel com-
prenden tres fases fundamentales, a saber:

1*: Proceso electroforético, proplamente dicho.

2*: Revelado del papel o tincién del problema, con manifestacién
del espectro electroforético. 7

3»: Valoracién del mismo y obtencién de resultados.
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Proceso electroforético

(GENERALIDADES

Al establecer una diferencia de potencial entre los extremos de una
tira de papel de filiro, que constituye el soporte sélido del medio de dis-
persién de las particulas a separar, la migracién de las particulas disper-
sas, hacia un polo o hacia otro de la corriente eléctrica, se produce con
intensidad distinta segiin la carga y demds caracteristicas de las mismas.
Los factores principales que influyen en esta migracién han sido consi-
derades va ampliamente en los primeros capitulos de este trabajo. La po-
sicién que ocupa al final del experimento cada pamculd, o grupo homo-
géneo de pdrtlculas de la mezcla a separar, es, prec1samente lo que tiene
un verdadero sentido analitico, puesto que dicha posesién (por su relacién
con la movilidad elecnoforemca\ ¢s caracteristica pa1a cada fraccién ho-
mogénea de particulas. En el caso de las seroproteinas, por ejemplo, utili-
zando un pH que quede al lado alcalino del punto isoeléctrico de las mis-
mas, ocurre, igual que en la electroforesis libre, que todas emigrarin ha-
cia ¢l dnado, distribuyéndose sobre la tira de papel de acuerdo con sus
velocidades de desplazamiento. La causa primera de este desplazamiento
es la diferencia de potencial establecida entre los extremcs del papel, los
cuales, como es sobradamente conocide, se introducen en sendos reci-
picntes, que, en principio, pueden ser de cualquier forma, y que contiencn
una solucién tampén en la que van sumergidos los electrodos.

La fuerza electromotriz, que se corrcsponde con aquella diferencia de
potcncml necesaria para la cseparacton v desplazamtento de las parnculds
proviene de un generador de corriente continua, en cualquiera de sus ti-
pos. de un acumulador o, lo que es mds.frecuente, de cualquier modelo
de rectificador; la gama de rectificadores utilizables es amplia, siendo los
mds usados en la actualidad, por la comodidad de su manejo y condiclo-
nes, los rectificadores de selenio, aun cuando los que realmente presentan
mayores ventajas son los rectificadores de vdlvula o elecirénicos, ya que
pueden funcionar en circuito compensado, o sea, anulindosc las variacio-
nes de tensién que derivan de las alteraciones del sector eléctrico alterno.
Con estos tltimos se pueden obtener corrientes continuas, estabilizadas
elcctronicamente, con un error de = 0,2 9, desde 0 a 300 voltios.
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ALGUN‘AS CONSIDERACIONES SOBRE LA ESTABILIZACIéN DE VOLTAJE

Algunos autores, como VALMET y SvENsson (141), consideran innece-
saria la estabilizacién de tensién a lo largo del experimento. Ouros
[J. M. Fing, J. Grourabg, M. Saint-Paur y R. J. Trzzant (142)1 son to-
davia mas radicales y opinan que la estabilizacién de la tensién sélo pre-
senta inconvenientes, pues ¢l aumento de imbibicién del papel en el tam-
pén durante la electroforesis lleva consigo un aumento de su conductivi-
dad y, por lo tanto, una disminucién de su resistencia. 81 no existe esta-
bilizador de tensidn, ésta disminuye, pero si se mantiene constante la ley

de Omm (I = ——:;— ), dicen cllos, exige que la intensidad aumente toda-

via mds. .

Desde ¢l punto de vista de la naturaieza intima del problema no pa-
rcce razonable la conclusién de estos autores, pues estimamos, que cuando
se trabaja con tensiones no estabilizadas, producidas generalmente por
simples rectificadores de selenio de media o doble onda, con un amplio
circuito de filiro v conectddos directamente a la red de alumbrado (120
6 220 volrios), a.quellas suelen tener una gran capac1dad de corriente, del
orden de 100 mA ¢ mas. En estas condiciones, si se traba]a con pocas
bandas de papel o, lo que es igual, con bandas estrechas (corrlente de !
a 1,5 mA por cm) las caidas de potencial que pueden produtnrs\, por va-
riaciones de corriente son de poco valor. Por otra parte, si la tensién no
estd estabilizada, pudiera ocunlr que, al final del proceso, la tension
aumentase, porque asi ocur_riese a la tensidn de la red. En este caso, €l re-
sultado. serfa totalmente desfavorable.

Atendiendo ahora a los efectos de la estabilizacién o no estabilizacién
de la tensién sobre los resultados prictices de la electroferesis en papel,
admitimos que, en principio, pudiera no ser necesaria dicha estabiliza-
cién, pero, aun esto, tan sélo en los casos en que los resuitados son consi-
derados mdependlcntemcmc unos de otros, pues. las variaciones de potcn-
cial que pueden ocurrir a lo largo de un cxperlmento afectan préctica-
mente por igual a todas las sustancias a separar; pero no Creemos gue ca-
rezca de interés la estabilizacién de corriente, en el caso de determina-
cién de movilidades absolutas o en el de comparacion de resultados de
experimentos distintos, y, sobre todo, como veremos después, en la exac-
titud y correccién del proceso de electroforesis preparativa,

Aunque, come antes se ha indicado, los estabilizadores de fundamen-
to electrénico resultan algo costosos, son, por hoy, los de mayor seguridad

(141) Vaumner, F, v Svexssow, I, Seience Toals, I, 4 {1054).
(142) Fe, 3. M., Grouranr, 1., Ssrwv-Pawr, Mooy Tezzas, BoJ, RBiologie Médicale, 45,

601 (1956).
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y eficacia en el logro de su cometido. Nosotros hemos trabajado precisa-
mente con un estabilizador de este upo.

La fuente de corriente continua utilizada por nosotros forma una uni-
dad, independiente de la célula electroforética propiamente dicha, con
dispositivos de ajuste, voltimetro y amperimetro, y comsiste en un rectifi-
cador electrénico de alterna, adecuado para la red de 125 voltios, que
produce una corriente continua de O a 500 voltios, estabilizada también
electrénicamente. El circuito del estabilizador electrénico de corriente
continua utilizado en nuestro equipo de electroforesis se esquematiza en
la figura 23. Dicho estabilizador, de¢ un tipo usual, muestra gran capaci-
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Fig. 23, —Fsquema del circuilo del eslahilizador electronieo de corrienle conlinua utilizado

dad para compensar las caidas de tension por variaciones de carga. En él
se incluye un circuito estabilizador de corriente alterna, E, de nicleo sa-
turado, que permite una estabilizacidn inicial de corriente continua de
= 1 9/, para variaciones de = 25 9. En estas condiciones, la estabilidad
en continua de salida del circuito electrdnico es de = 0,3 por mil.

DISENO DE APARATOS ELECTROFORETICOS Y ELECCION DE TECNICA.
INTERACCION DE FASES

Para el disciio del aparato de electroforesis, propiamente dicho, y para
la eleccién de la técnica a seguir resulta de interés, y hasta de necesidad,
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el estudio previo, con un sentido eminentemente prictico, de los factores
que intervienen en el proceso.

A lo largo de los capitulos precedentes se han considerado una serie
de factores que determinan la eficacia de un proceso electroforético. Estas
consideraciones se han hecho, en principio, desde un punto de vista aigo
tedrico, pero su conocimiento sirve de base para la claboracidn de los dis-
positives electroforéticos, que deberdn a]ustarse a clertas caracteristicas
tendentes a favorecer los factores ttiles y a evitar los perjudiciaics, Apar-
te de los factores que se han considerado hasta el momento, vamos a re-
ferirnos, ahora, a otros que pueden resultar de gran interés, sobre todo,
a los que derivan de interacciones entre las diversas fases (*} que se esta-
blecen como consecuencia de la disposicidn prictica adoptada.

Las fases principales que intervienen en la electroforesis en papel son
tres: el papel, la solucién electroforética que moja a éste, y el medio am-
biente que constituye la atmoésfera envolvente de ambos en la cdmara
electroforética. . -

El estudio tedrico y experimental de cada una de estas fases, por sepa-
rado, ha sido desarollado ya realmente, en capitulos anteriores. Interesa
ahora destacar las interacciones cntre dichas fases, algunas de las cuales
también fueron consideradas anteriormente.

En primer lugar, podemos citar las interacciones entre el papel y la
solucidn clectrolitica que lo bafia, v, aun dentro de éstas, cabe distinguir,
de acuerdo con Svensson (143), entre interaccién papel-disolvente ¢ inte-
raccién papelsoluto, sobre las cuales se hizo ya una discusién detalla-
da (**).

En segundo lugar, consideraremos Jas interacciones entre la solucidn
electrolitica v las fases adyacentes, distinguiendo, dentro de esto, tres ca-
sos distintos, segiin que la fase adyacente sea de naturaleza gaseosa, liqul-
da o, Incluso, solida. S es un gas, debe ser por supuesto un dieléctrico,
que. ademds, actuard como refrigerante de la tira de papel en la que tiene
lugar el proceso electroforético, pudiendo verificar la disipacién de calor
tanto por conduccién como por conveccidon, y también indirectamente al
hacer posible la evaporacion de disolvente, con la correspondiente sustrac-
cién del calor latente de evaporacmn No obstante, la d151pac1on de calor,
en este caso, es mucho menos efectiva que si se utilizan liquidos o sélidos
como fases adyacentes. Es natural que la p051b111dad a que se ha hecho alu-

(*y Damos a la palabra «faser, cn este lugar, un sealido Fisico-quinico veal,
(**) Nos referiremas, principalmente, a los fendmancs relacionados con la humidilicasion y
eleclrodsmosis para el caso de la inferaccion papel-disolvente y o las consceuencins de las trayee.

lorias serpenieantes de los jones del liquido cn el papel ¥ fendmenos de adsorcion, en el caso Jde
Ia interaccién papel-solulo. .
(14%) Svyesssen, H., Ciba Symp. 1856, pig. 00
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si6n, de utilizar la cvaporacion de disolvente del tampén como medio
para eliminar el calor desarrollado en la tira de pdpel no seria la mds
conveniente, puesto que la evaporacién, sobre todo si no estd conurolada,
lleva consigo una serie de efectos perjudiciales (corrientes Ilquldas por
ejemplo), va estudiados. Para evitar esto se recurre, o bien a una cdmara
de pequefio volumen, seglin vimos anterlormente, 0, COMO ensayaron
Vo~ Hovrt, Voier y GARDE (144), a compensar la pérdida de disolvente
por un suministro de agua caliente al papel o también a adiclonar al ram-
pén sustancias que disminuyan la presién de vapor del disolvente. WER-
NER v WEsTPHAL (145) dispusieron de tal manera su aparato que la- at-
mésfera gascosa quedaba a un solo lado del papel, estando el otro apo-
yado sobre una lmina plana bien refrlgerada Sobre el uso bastante we-
neral de atmésferas gaseosas conductoras de calor, distintas al aire (hidré-
geno, helio, etc), ya hemos hablado en otro lugar y volveremos a ello
donde proceda.

El uso de un liquido como fase adyacente en contacto inmediato coii’
¢l papel, presenta algunas venrajas en cuanto a la disipacién del calor v
disminucién de la evaparacién. Pero, a pesar de que, como veremos, este
procedimiento ha sido utilizado por diversos autores, presenta serlos in-
convenlentes en otro sentdo, que, a nuestro modo de ver, lo hacen inacep-.
table en la practica.

Cuando se urliza como fase adyacente un sélido, se consiguen enfria-
mientos muy efectivos. Algunos autores [Korw, WaLLeNius y Gron-,
warL (146); Kunker y Tiserius (147); Scunmmer (148); Micnn (149);
Woens y Giirespie (150] utilizan dos ldminas planas entre las que colo-
can el papel prensado. Otros |Goa (I151); Weser (152); WERNER y
WesTPHAL (145)] tienen el papel simplemente extendido sobre la superf:-
cie de una ldmina, por lo cual es probable que no se deba considerar
proplamente este caso como de fase adyacente sélida, va que parece ]égi-
Co pensar que exista una fina capa o pelicula de tampén, junto con bur-
bujas de aire, entre la ldmina sélida y el papel mo]ado en este caso, ha-
biia que considerar, por tanto, posibles interacciones entre la lamina v el
tampon; puede ocurrir, por ejemplo, que el potencial electrocinérico de la
limina sea diferente al del papel, origindndose por esto un flujo desigual,

(144) Vox Hour, C., Voior, K. D. y Garor, K., Ricchem. Z,, 323, 345 {1053).

(145) Wensen, G v Westeuan, 0., Argere. Chem., 67, 251 (1953).

(148} Koww, B, Wantevtus, G, ¥ Groswawn, A, Brlis Soc, Chim. Biol., 33, 1940 ,1951).

(147) Kuveken, H. v TisELius, A., J. Gen. Physiol., 35, B9 (1951).

(148) Scusmipsr, G., Adcia Chem. Scand., 5, 1020 (1951).

(149) Micnw, 1., Monatse, 83, 737 ,1952).

(180} Woovs, L. F. ¥y Guwanseir, ). M., Aastralian J. Bial. Sci., 6, 130 (1953) [C. A., 47,
6479 (1953)].

(161) Goa, 1., Scand. J. Clin. Lab, Inzest, 3, 236 (1951).
(152) Weeer, ., Helv, Clim, Aela, 34, 2031 (1951).
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inmediato a la limina y dentro del papel, que originaria, a su vez, un
emborronamiento de bandas. También, si la ldmina tuviese un caricter
hidrofilico acentuado, resultaria dificil separar ¢l papel de ella sin origi-
nar fenémenos de «inundaciény», que darfan lugar, igualmente, a altera-
ciones de los espectros analfticos.

Existen varlos dispositivos electroforéticos distintos, con caracteristicas
propms que responden a técnicas diferentes, pero cuyo fundamento es el
mismo en todas, variando solamente en detalles de operacmn disposicién
de las tiras de papel, etc. Las mds utilizadas son las técnicas de camara
hiimeda, entre las que podemos citar las debidas a WikLanp v Fies-
cHER (153), la de Dunrum (154), v otras muchas, entre las cuales las dife-
rencias estdn en otros detalles, existiendo ademds unas en las que la eva-
poracién estd inhibida [de Cremer y Tiseuus (1355), por ejemplo| y otras
con evaporacion continua [MacHEBOEUF (156)).

Disrposrrivo apopTADO

La técnica que nosotros hemos seguldo después del estudio realizado
sobre los diversos factores que intervienen en el proceso, es fundamental-
mente andloga a la de Durrum (147) y Macuesoeur y REBeYROTTE (158),
cuyas condiciones hemos encontrado ventajosas en cuanto a los resulta-
dos. Esto no quiere decir, sin embargo, que a lo largo de nuestro trabajo,
no hayamos introducido algunas modificaciones, que, consideradas en
principio oportunas, hemos sometido a comprobacién posterior.

En nuestra téenica usual, la tra de papel, humedecida en el tampén,
estd dispuesta libremente, en forma de V invertida, sobre un caballete,
T, de pléstico, de manera que sus dos extremos se pueden sumergir en las
cubetas electrédicas, C, que contienen la solucién tampén (fig. 24); todo
esto constituye un sistema cerrado, en el que la tira de papel queda cu-
bierta en el interlor de una cabina de pldstico, de manera que, una vez -

saturado de humedad ese recinto, se impide pracncamente la evapora-
cibn, evitindose la desecacién de la rira de papel y las corrientes liquidas
a que puede dar ligar dicha evaporacmn En nuestro dlsposmvo esta ca-
bina forma una unidad con la tapa general que cubre los deposnm de la
solucién tampén y en la que van fijos los electrodoe que, al cubrir la tira

(153) Wirranyv, T. v Fescnsn, E., Nelurwisscnschaffen, 35, 29 (1948).

(1540 Dunaow, B, L, J. Amer. Chem. Soc., 72, 2943 (1950).

(155} Cremer, . D,y Trseaus, A, Biechem. Z., 320, 273 (1950).

{156) Macngnoruw, M., Chem. Weekbled, 49, 237 (1953) [C. A., 47, 7856d (1953).

(157) Dumnus, E. L., J. Amer. Chem. Soc., 72, 2843 (1950},

(158) MacaenoEUF, M., Reprynovre, P. y Bnuseam, M., Full. Soc. Chim. RHisl., 33, 1543
(1951}
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de papel, una vez colocada en el caballete, quedan sumergidos en la so-
lucién tampédn b el conjunto en condiciones de que se conecte el circuito
eléctrico y comience el proceso. Uno de los tornillos de su]eccmn de la
tapd debe estar a tope para que se pueda establecer este circulto. A todo
este conjunto s¢ suele dar, como es sabido, el nombre de «cuba electrofo-
réuca» y la descrita, corrientemente utilizada por nosotros, viene a ser,
aproximadamente, como se representa en la figura 24,

_L_C_r

e et e i

Fig. 24 —Fsquama del disposilive wsual de eleclfoforesis amalili o on papal
(técnica de Dunnuwm)

Es conveniente que la solucién tampén quede a igual nivel en las dos
cubetas, para evitar que la tira de papel desarrolle cvalquier efecto de si-
fonamiento, lo que consegmmos facilmente por medio de un pucnte de
tubo de goma que comunica las dos vasijas electrédicas, comunicacién
que s¢ 1nterrumpe antes de comenzar el proceso electroforético. Ademas,
es de sumo interés asegurar la invariabilidad del pH, el cual, como hemos
dicho, podria sufrir modificaciones por efecto de las reacciones que tie-
nen lugar en los electrodos. Para operar con esta garantia, las cubetas de
tampén las hemos construido divididas en tres departamentos que se co-
munican entre si por medio de agujeritos practicados en las liminas de
plastico que efectian dicha separaciéu, estando, los de una ldmina, en la
parte superior y los de la otra en la inferior; de esta forma, los departa-
mentos en los que se introducen los electrodos van separados de aquéllos
en los que penetran los extremos del papel por otros dos terceros departa-
- mentos, uno en cada cubeta, En la bibliografia se suele recomendar que
al cabo de unos cuantos experimentos se cambie todo el tampén. Sin em-
bargo, nosotros hemos podido comprobar que, con nuestra disposicién,
esto no es necesario (sobre todo, cuando impedimos la evaporacién de di-
solvente, con lo cual desaparece también el peligro de variacién de fuerza
idnica), toda vez que el cambio de pH de 2 a 3 décimas todo lo mis, sdlo
es apreciable en los dos comparnmlentos donde se introducen los electro-
dos, v esto al cabo de 15 6 20 operaciones, de 2-4 horas y 100- 300 vol-
tios. Lo que si hacemos nosotros, y tampoco resulta completamente im-
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prescindible, es mezclar el contenido de tampdn de las dos vasijas, con”
lo cual se regenera exactamente el pH primitivo. E] mantenimiento de
pH viene favorecido, ademas por el gran volumen de solucidén electrédi-
ca utilizada.

Hay autores que recomiendan el empleo de electrodos de platino.
Nosotros los hemos utilizado de carbén (mucho mds econdémiccs) obte-
niendo con ¢llos muy buenos resultados. El Gnico inconveniente que he-
mos encontrado, y es por lo que en muchos casos unlizamos dnodo de
platino, es que este electrodo anddico, cuando es de carbén, sufre una dis-
gregacwn progresiva, con lo que las poruoneq carbonosas ensucian el
tampon. Lin nuestro caso, este inconveniente queda rambién bastante
atenuado por el uso de las vasijas electrédicas de tres compalumlentos
descritas anteriormente, Al disponer de estos tres departamentos, que co-
munican entre s{ por orificios no enfrentados (de esta manera, las corrien-
tes de liquido elguen trayectorias mds largas) se consigue bastante bien
al entorpecer, v casi anular, la marcha de los productos electrédices, que
se forman y acumulan especmlmente, alrededor de los electrodos propia-
mente dichos.

Con otros dispositivos, de los que se utilizan para evitar cambios de
pH en la zona de solucién tampdn préxima al papel, la dlsglegacwn de
la masa carbonosa que forma el dnodo puede llegar a adquirir verdadera
lmportancm. Este es el caso, por ejemplo, de la utilizacién de membra-
nas permeables o semipermeables envolviendo los electrodes, pues la des-
truccidn progresiva del dnodo lleva consigo, por un lado, la liberacién de
particulas carbonosas cuyo tamafio varfa desde magnitudes del orden de
las correspondientes a particulas coloidales hasta el de las de suspensio-
nes groscrds ademas de que es preciso contar con las partlculas del o de
los aglutinantes utilizados en la elaboracién de los electrodos. En defini-
tiva, en estos casos, v segiin hemos tenido nosotros ocasién de comprobar
con unas membranas a base de celofin y con otras a base de plato POTCso,
se produce una disminucién continua de diferencia de potencial, por
causa del depdsito obturante. En los casos en que no hay subdivisiones en
las cubetas electrédicas, queda, pues, por descontada la conveniencia de
utilizar electrodos, por lo menos el dnodo, de platino.

Con nuestro aparato y técnica, las inicas precauciones particulares
que hay que adoptar, realmente, son las de procurar trabajar en condicio-
nes 1gudles de temperatura exterior, por un lado, y de campo elécirico en
la tira de papel, por otro. Nuestra experiencia personal nos permite afir-
mar que esto hasta para obtener unos buenos resultados, incluso compa-
rativos. Kste método tene la ventaja de hacer innecesario cualquler dis-
posiivo para encauzar corrientes laterales de tampdn, para refrigerar la
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tira de papel etc., que siempre llevan consigo un aumento del grado de
comphcacmn e mcluso son nuevas fuentes de error.

Por otra parte, debemos sehalar, que, con la técnica utilizada, hemos
conseguido una clara separacién de la globulina a, del suero sanguineo, lo
cual es interesante, pues segin deducimos de la bibliografia consultada,
son mas bien rards los casos en que esto se logra. También hemos conse-

guido, en la mayoria de los ensayos, separar las subfracciones 8, y. 8. de
]1 fraccién B-globulinica.

TI:]CNICA OPERATORIA

La técnica operatoria en la electroforesis en papel es przicticamente
la misma en todos los aparatos. En nuestro caso el método que seguimos
es el siguiente: la muestra de la sustancia a analizar se deposita en sen-
tido transversal, sobre el papel s5eco, COn una mlcroplpeta dividida en
centésimas de centimetro cibico y de manera que quede en forma de es-
tria uniforme v lo mds fina posible; al mismo tiempo, cuidamos que di-
cha muestra diste, por lo menos, unos 5 mm de los bordes de la tira de
papel, con objeto de evitar distorsiones marginales. Cuando se trata de
sucro sanguineo, se suele verter, seglin su contenido proteinico, de una
a dos centésimas de cc.; segin WunDERLY (159) la cantidad épuma de
proteina para obtener una buena separacidn analitica es de 1 a 2 mg;
otros autores seftalan como norma el depésito de 0,007 cc. de suero, cuan-
do ¢ste contienc 72 g de proteina por litro, es decir, una cantidad de
teina ‘algo menor que la que recomicnda WunpgrLy (alrededor de los
160 gr/1), existiendo aln otros autores que marcan cantidades distintas
a las anterlores. Es importante que el extremo de la pipeta no hiera el
papel, puesto que de ser asi podria dar lugar, cuando menos, a depésitos
posterlol es de colorante, que falsificarian los resultados. El lugar de colo-
cacién del problema es hacia la mitad de la longitud de la ura de papel,
o sea, en el dispositivo descrito, en la zona del papel que descansa sobre
el borde horizontal del caballete. En realidad, el sitio donde se deberia de-
positar la muestra de sustancia es en el punto de equilibrio hidrostitico-
electroosmético, determinado, como vimos anteriormente, por medio de
indicadores electroosméticos; sin embargo, como quiera que hemos po-
dido comprobar que para los efectos analfticos y comparativos usuales no
representa ventaja alguna apreciable, puede evitarse la determinacién de
tal punto, colocando el problema segiin hemos dicho.

(159 Woesonsny, G, La eleetroforesis e puapel. (Trad, J. Guas}, Fd. Cienlifico-Madiea,
Barcelona, 1956, phy. 28.
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Otras técnicas, en vez de micropipeta, utilizan para poner la muestra
de suero el borde menor de un porta o cubreobjetos de micrbscopio mo-
jado en el problema, ¢l cual se deposita en el papel a modo de setlo (¥).

Como nota practica podemos indicar que, una vez alcanzado el adies-
tramiento necesario, y siempre que no interesen valores absolutos, el mé-
todo mds sencillo de aplicacién del problema, que a la vez permite una
mayor uniformidad en su depdsito sobre el papel, consiste en utilizar un
plncel fino, de cerda corta y apuntada.

Algunos autores prefieren poner la muestra de'suero en forma de
gota (procedimiento de CREMER) pero la mayoria utilizan el método se-
guido por nosotros (sugerido por TUrBA} que permite scparaciones maés
claras.

Una vez colocada la muestra de suero {(nos referimos a determinacio-
nes de seroproteinas, que son las que muestran mayor dificultad en este
aspecto) se deja secar brevemente, para evitar anomalias de la corriente
liquida, por difusién; sin embargo, no debe desecarse demasiado, pues
se fijarfan las protefnas al papel, a la vez que se desnaturalizarfan. Segul-
damente, se pasa con rapidez la tira de papel por la solucién rtampén de
manera que se¢ humedezca toda ella uniformemente; el exceso de tam-
pon se retira entonces de la misma, mediante toques con papel de filtro
seco, hasta que la superficie del papel quede sin zonas brillantes. Nosotros
hemos ensayado a invertir el orden, 'p_oniendo la muestra de suero sobre
el papel ya humedecido, habiéndose obtenido, igualmente, buenos resul-
tados. La idea de esta modificacién surgié al observar que, en muchas t-
ras-de papel, después de reveladas, quedaba una mancha de protefnas en
la linea de paruda, lugar que corresponde al fibrinégeno, el cual no tiene
por qué encontrarse en el suero. Dicho fenémeno podria ser debido,
o bien a un fallo en la separacién del suero, quedando en él fibrindgeno,
o bien a que, por desecacidn excesiva de la muestra depositada, no hubie-
sen cmlgrado parte de las proteinas. Primero mojamos el papel en el tam-
pon y después de separar el exceso de éste se pone la muestra de suero.
F: resultado obtenido fué satisfactorio, apareciendo limpiaz la linea de
partida después de revelado el papel. Sin embargo, lo ocurrido anterior-
mente fué puramente casual y no volvié a repetirse, obteniendo de ambas
maneras resultados cuantitativos con tan pequefia dlferencm que cae
dentro de los limites del error experimental.

(*) Varios dispositivos se han comercializado con esle fin, Enlre cflos podemos citar o) apli-
cador de muestra LKB, meidele 3276-SA, que cn esencia consiste en una pieza reclangular desli-
zible en el inlerior de otra o mede dc caja. El borde inferior de la picza deslizanle consla de
unz doble hilera de diminulos dientes de siecrra en la que se deposita lo mucsira de suero, que,
por contacto, pasard fnltegramente del aplicador al papel. De fundamenlo mnlof,o es cb aplicador
de la Ut,ckmﬂn Instraments, Inc, (Spinco Divizidn).
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Una vez efectuadas las opelaclones que se han indicado, se :1p0ya la
tira de papel, exactamente por su mitad, sobre.el caballete del dispositivo
électroforético, introduciendo los extremos en las cubetas de tampoén.
Conectada la corriente y finalizada la clectrnfores1s, se secan y reveldn las
tiras con las precauciones necesarias. Para la operacién de secado merece
la pena el hacer algunas observaciones. Entre otras, diremos que es im-
-portante mantener una horizontalidad rigurosa y una uniformidad cons-
rante de temperdtura en toda la banda de papel, para lo cual nos ha ido
bien realizar e} secado con una limpara de mfrarrO]o convenlentemente
situada respecto a la tira de papel. No obstante, ¢l secado solemos hacerlo
en estufa. Los diversos autores recomiendan para el secado condiciones
vartadas; unos secas a 37, otros a 80°, 6 a 100 y 110° C, durante tiempos
también variables. Nosotros hemos efectuado electroforesis paralelas
(varias tiras iguales tr'-bajando a la vez) del mismo suero, sccdndolas des-
puea en condiciones distintas, y, clertamente, hemos encontrado diferen-
clas, mds o menos acusadas, seglin las distintas condiciones.
~ Eisccado de la banda tiene por objeto principal la fijacién de las dis-
tintas fracciones de sustancias scparadas cn el proceso electroforético, con
el fin de evitar desplazamientos posteriores. Para el caso de las proteinas,
que es el que mds ha preocupado a los distintos autores, y al que nos re-
feriremos nosotros ahora, esta fijacién consiste en una desnaturalizacién
de las mismas, que puede ser provocada por un agente fisico, como el ca-
lor, quimico, como el alcohol y cloruro mercirico, o por ambos agentes
sucesivamente. Sobre esto ya hemos visto la divisién de opiniones existen-
tes, pero hay mds, pues, por ejemplo GrassMann y Hannic, no conside-
ran mdlspcnsable la ﬁJaaon por el caler, y MAcHEBOEUF y colaboradores
tampoco secan las tiras de papel, sumergiéndolas, todavia himedas, en
una disolucién diluida de colorante. Durrum, y con él nosotros, defien-
de la importancia de la fijacién de las proteinas por medio del calor, para
conseguir la regularidad de reaccién con el colorante. De esta manera, se
asegura mds la insolubilidad de las mismas en las disoluciones de los co-
lorantes y en las de lavado, asi como la imposibilidad de arrastre durante
estas operaciones. DurruM (160} atribuye a una disolucién parcial de las
proteinas, por insuficiencia de fijacién, las discordancias entre los diferen-
tes valores que se han dado para los coeficientes de correccién de las afi-
nidades de las distintas fracciones proteinicas para los colorantes. Sin em-
bargo, debe evitarse un excesivo calentamiento durante el secado. pues la
formacién de una costra, sobre thO en la albimina, dificultaria la pene-
tracidn de colorante.

(160) Brock, R. J.,, Dunnum, B, L. ¥ Zweig, G., Paper Chromalography and Paper. Elcclro-
phoresis, Academic Press Inc., Publizhers, New York, 1855, pig. 392.
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En los dldgramas que ofrecemos a continuacién (fig. 25), correspon-
dientes al mismo suero e lgualdad de condiciones de electroforesis (papel
Archés 301, 6 x 25 cm; tampdén de veronal, pH = 8,6; 300 voltios; ‘
10,5 mA. 2" 50™) puede observarse la diferencia entre ¢l obtenido previo
secado en la estufa (15" y 105°C) y posterior tincién {(a): Albimina
58 ¢/; globulina e, = 4,189%: globulina «, = 596 9%,; globulina B
= 11,45 %; globulina 8. = 4,32 9;; globulina v = 16,05 %] y ¢l que se
obtuvo uiiendo directamente la tira en la disolucidén de azul de bromofe-
nol [(b); Albdmina = 47,71 %; globulina ¢, = 534 9%,; globuuna

= 7,12 %; globulina 8, = 10,17 %; globulina 8. = 3,47 %. globui-
na v % 26,18 %] en cuya preparacmn entra el cloruro mercirico, que es,
precisamente, un reactivo quimico de precipitacién de proteinas

L D.0. . . 0. 0.

- }
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Fig. 25.—Diagramas prolcicos correspoclicnies a up mismo sucre aproximadamenle normal

() Ainciém, previe calenlamicnta en estufa; (b)) lincidn direcla

Para la desccacién de las proteinas, nosotros mantenemos las tiras
de papel horizontal en la estufa, durante unos 10 a 20 minutos, v a una
remperatura alrededor de los 95-105°C. De esta manera se fijan ya las
proteinas en el lugar que han alcanzado durante la electroforesis y que-
dan en condiciones de retener ellas; a su vez, el colorante que las revele,
cuyva disolucién, como hemos dicho, lleva ademds un coagulante de pro-
teinas, ‘el cloruro mercrico.

Existen otros dispositivos electroforéticos, también de cdmara hime-
da cerrada, en los que las tiras de papel estian colocadas horizontalmente,
por medio de artificios distintos, como ya se ha indicado, pero cuya des-
cripcién detallada no creemos oportuna en este trabajo. En algunas de
ellas las tiras de papel se colocan entre dos ldminas de cristal, procedi-
miento aproximadamente igual al que también hemos utilizado nosotros
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en algunas experiencias; en las cuales el papel se.coloca entre dos ldminas
de pldstico, que, sin tocar las superficies del papel, constituyen una cdma-
ra himeda muy pequena.

Nuestros aparatos usuales, como la mayoria de los que se construyen
modernamente, estdn hechos a base de plexiglds, material que siendo
mis resistente a la rotura que el cristal y menos pesado’ que él, tiene to-
das las ventajas del mismo.

ALTO VOLTAJE

Si el dispositivo electroforético no es de cimara hiimeda y, sobre todo,
si se trabaja con tensién elevada, es preciso eliminar el calor desarrollado
por el paso de la corriente eléctrica, con objeto de evitar un calentamiento
local de la tira de papel. El uso de tensiones elevadas es recomendable
especialmente en las separaciones de sustancias de bajo peso molecular,
sobre las cuales e}erce gran influencia la difusién, que queda disminuida
al acortarse el [iempo del experimento (puede reducirse incluso a 5 minu-
tos, en algunos caso) por aumento del potencxal [Kicknoren (161)]. La
eliminacion del calor se ha llevado a cabo por distintos procedimientos,
entre los que podemos citar los debidos a CrEmMER y Tiserius (135), que
sumergian en clorobenceno las tiras de papel colocadas entre dos lAminas
de cristal, y los de Micnr (162) y Tursa y Esser (163) que propusieron
utilizar, con este fin, el tolueno. Otros autores usan hidrocarburos alifi-
ticos, como el hexano [HEILMEYER y col. (164)] y el heptano ConsDEN ¥
StantEr hablan, simplemente, del uso de un «liquido orginicon. Nosotros,
por nuestra parte, no consideramos en general aceptable el uso de disol-
ventes orgdnicos, previendo la solubilidad de algunas sustancias, por
ejemplo de los liquidos, en ellos. En efccto, en tres electroforesis de sue-
ros humanos distintos, en las que sumergimos Jas tiras de papel pinzadas
horizontalmente en un bafio de hexano, fué imposible obtener los hpldo-
gramas correspondientes, pues al revelar con Suddn III aparecia, a lo mds,
una tenue mancha continua de colorante, cosa que no ocurrfa, para los
mismos sueros, con nuestra técnica usual. Inconvenientes andlogos en 1l-
timo término, encontramos en el use de laminas de vidrio engrasadas
como las que se utilizan con otros fines. Otra cosa es el procedimiento se-

(161}  Kiewwidrew, B, Cihu}Syfnpnsiu.m on Paper Electrophoresis, J. aml A, Churchill Lid.,
London, 1956, pig. 206.

(162) Micnw, 1., Monaish., 82, 489 (1951) [C. A., 46, 2420b 1052)].
(163) 'Funna, F. ¥y Essunr, ., Angew, Chem., 65, 256 (1953).
(164) Hmlmmlm L., Crorrex, R, 8avo, 1., Sruem, A, Jn. y Llaer, AL, Klin. Wochschr,, 32,

831 (1954} | , 48, 1"]779| (10549].
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guido por Kunker y TiseLs (165) y otros, que, al objeto de impedir la
evaporacién, embadurnan las juntas laterales de las. liminas de cristal con
una silicona, es decir, con una sustancia inerte, tanto desde ¢! punto de
vista fisico como quimico.

Otros autores, para disipar el calor desarollado, utilizan atmdsferas de
gases Inertes en la cabina electroforética, lo cual, sobre todo por la com-
plicacién que afade a la téenica, sélo lo consideramos justificado en los
€asos en que hay que prevenir la oxidacién de sustancias sensibles a Ja
misma. En otros casos (166), ademis de utilizar un gas ligero como atmés-
feia de la cabina electroforética, queda ésta introducida en un termostato,
a temperatura convenientemente regulada, con objeto de asegurar la uni-
formidad del proceso en. este sentido. Con nuestra técnica, combinacion
aproximada de varias de las indicadas, conseguimos resultados tan satis-
factorios o mds, principalmente en cuanto a la resolucién de fracciones y
reproductibilidad, que con las técnicas mas complicadas descritas en la
bibliografia. Las caracteristicas de la misma han quedado explicada ya
a lo largo de la exposicién de las distintas cuestiones que se han tratado.

OTROS DETALLES DE TITICNICA

Sobre la clase de papel utilizado corrientemente en nuestro trabajo
(Arches n." 301 y Whatman n." 1 y n.” 4} y sobre sus caracteristicas y ven-
ta]as e inconvenientes, ya discutimos como se recordara. en capltulos an-
teriores. Respecto al tampén utlizado depende en cada caso de las sus-
tancias a separar, v su influencia, condiciones de utilizacién y caracteris-
ticas fueron también tratadas en aquel lugar. Asimisme quedaron expli-
cadas otras cuestiones relacionadas con la téecnica, como son las de longi-
tud del papel, suministro de tampédn, corrientes hqu1das factores poten-
cial y tempo, etc.

Revelade

En la investigacién cualitativa o identificacién de los componentes de
una sustancia compleja, o mezcla de sustancias (casos.del suero sangul-
neo, suero licteo, extractos vegetales, etc.), podria pensarse en la tincidn
especifica de cada uno de dichos componentes. Asi, seria posible, por
ejemplo, que el revelado selectivo de algunas protefnas de suero, por reac-
tivos adecuados, fuera la base de una utilisima diferenciacion de proteinas

¢165) Koseen, Wy Tisuraus, A:, J. Gen. Physiol, 35, 80 (1951} -
(166) McDoxarp, H. J., Unsix, M. €.y Winamson, M, B, J. Amer. Chem. Soc., 73, 1803
(1951).
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patolégicas. Desgraciadamente, esto parece que no se ha conseguido, lo
cual no es dificil de comprender sl tenemos en cuenta que, en ultimo tér-
mino, se trata de sustancias pertenecientes todas ellas a un mismo grupo
quimico o con caracteristicas quimicas comunes.

Pero, en cambio, en el campo de la electroforesis, se cuenta con un
factor caracteristico, como ya dijimos, que es la posicién que ocupa cada
cc-mponente de la mezcla a analizar después de haber estado sometido
a la accién de un campo eléctrico, y que se revela, para su valoracién pos-
terior, por medio del proceso de tincién, obteniendo lo que por su aspecto
podriamos llamar «espectro electroforéticor, constituido por una serie de
manchas o de bandas alargadas transversalmente, segun se deposite la
muestra en forma de gota o de estria, 1espcct1vamntc estas manchas
o bandas ocupan posu:mnes paralelas a lo largo de la tira de p'lpel que
corresponden, en el mejor de los casos, a las distintas sustancias indivi-
duales de ta mezcla. _

En este apartado nos detendremos especialmente en lo que se refiere
al revelado de proteinas (tincién, propiamente dicha) y aminodcidos, por
haber constituido estos dos tipos de sustancias el material principal de
nuestro trabzjo. Igualmente nos referiremos a lipo- y giucoproteinas, y
también, aunque de pasada, a glicidos.

REVELADO DE PROTEINAS
a) Algunos colorantes uttlizados en la tincidn de proteinas.

Para la tincién de proteinas desnaturalizadas por el calor, se refieren,
en la bibliografia, varios colorantes, debiendo seguirse, con cada uno de
ellos, téenicas un tanto especificas.

Todos son colorantes de lana, &cidos o anidnicos, en cuya molécula
existen grupos sulfonicos, que son los que dan al conjunto un carédcter
més o menos acido y los que reaccionan con los grupos basicos de las pro-
teinas salificindolos. Entre los principales citaremos el Azocarnun B (*),
que es la sal sbdica 4cida del derivado trisulfénico de la N-fenil-rosindule-
na, que, como se sabe, es el hidréxido del 10-fenil-3-anilino 1-2 benzo fe-
nazinio [C.H.,ON;|. En la practica, se suele utilizar el cloruro co-
rrespondiente al derivado trisulfénico citado, en el cual la posicién de los
grupos sulfénicos es insegura [CaaHLONS,CL; Pm = 673,35,

El uso del Azocarmin B, para-la tincidén de proteinas, fué propuesto
en 1950 por Korver (167).

(") De la BASEK, T3, IR, P, 58601,

(167) Konvew, G., Klin, Wocehschr., 28, 603 (1U50); id., 31, 103G (1D53).



C-162 _ , .. Maria del Carmen Bonmati Limorte

A continuacién se dan las férmulas correspondientes a los dos referi-
dOS Compuestos CusHMOHJ y CzsI_IzbOﬂNssJC].

e

|
\”W/NVY{ Y
\/Y\/ NH - C,H, W\&/\/ NH—CIGHE
0/ AN VAN

B C,H, cl  CH,

~ Otro colorante utilizado para este fin es el Negro anilina 10 B o Negro
naftol 12 B (C..H,.O,N,S: ; Pm = 3572), conocido en la nomenclatura
alemana por Amidoswarchz y en la inglesa por Naphtalene Black
12 B 200:

['803H ]:1

OH NH,
| |
H,C,— N=N — — N=N—C,H,—NO,

HOS —\ o~ /— SO:M
Fué propuesto, también en 1950, por Grassmann y Hawnnic (168), vy,
por su fidelidad, es objeto de preferencia por muchos autores (169).
También se utiliza un colorante derivado del trifenil metano, el Ver-
de brillante SF o Lichigriin SF gelblich, de los alemanes, también lla-
mado «verde dcidon :

C,H,—S0,H
0-C O
HO—C Jnm CH,—N
BT S cn,-{ >— 50,11
C,H

CH,—N = ’ —
ally - CH,*{_ >—SOSH

Para su obtencién se parte del benzaldehido y de la N-N-etil-bencil
anilina, que por condensacién dan el 4°-4"-bis (etil-bencil amino) urifenit
metano, una leucobase, que, por sulfonacién con éleum, da el correspon-
diente derivado leucorrisulfénico, y éste, a su vez, por oxidacién con pe-
réxido de plomo, da el colorante, que, en la pricuca, se suele utlizar en

(168) Gaassmass, W, y Hasxis, K., Nalurwissenschaften, 37, 406 (1950;.

(169) TFine, J. M., Grournang, J., Sawr-Paur, M. y Tizzax1, I J., Bielogic Medical, 45, 604
(1956). .
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forma de sal sédica. Segtin Caspaxt y MacisTRerTI (170) el citado colo-
rante tifie con mucha uniformidad a la albiimina y a la globulina gamma.

Finalmente, senalaremos el Azul de bromofenol, colorante indicador
preferido, junto con el verde de bromocresol, por Martv (171) y que ha
sido el utilizado también con preferencia en nuestro trabajo. Se trata de
un colorante dcido, la tetrabromofenolsulfoftaleina (CoH,0O:BrS; Pm=
=. 669,6) cuya férmula estructural es la siguiente:

C,H,—S0,H
|

Br—‘/\/ —Br

“0‘\/ T

B;' Br

bY Técnicas de tefiido con el azul de bromofenol.

Para tefiir las. protefnas con este colorante se recomiendan técnicas
algo distintas entre si, no s6lo en cuanto al tiempo de inmensién en el
bafio tintorial, a la compaesicién de los liquidos de lavade posterior para
quitar el exceso de colorante retenido por el papel, etc., sino también por
lo que se refiere a la composicién del liquido de tuncién, propiamente di-
cho, o sea de la disolucién del colorante mismo. Asi, Caspant y Macis-
TREYTT (172) sumergen durante 16 horas Jlas tiras de papel, ya secas, en
una disolucién de 50 mg del colorante, S0 g de Cl.Hg y 50 cc dc dcido
acético, en | litro de agua, lavindolas después con acido acético al § 9%
durante unos segundos y exponiéndolas, entonces, a la accidn de vapores
de amonfaco. Von FrijTac Drasee y G. Remnorp (173) preparan la di-
solucién de colorante disolviendo 0,5 g del mismo en 7,45 cc de dcido
acético 0,1 N, completando el volumen a 100 cc con agua. Por dltimo,
DurrumM (174) aconseja que las tiras de papel se bafien durante cinco mi-
nutos eri una solucién saturada de Cl.Hg en metanol con el 0,1 9 de azul
de bromofenol. Los lavados posteriores deben empezar, segin él, por uno
previo de agua corriente durante 20 minutos, extrayéndose seguidamente
el colorante residual con metanol primero y con Cl.Hg al 1 9% en meta-
nol después; a continuacidén se sumergen los electroforegramas en una
disolucién de Cl.Hg al 1 9 en etanol, lavandolas, finalmente, con meta-

(170} Caspeam, R, y Macrsrrerrr, M., Plasma, 2, 1 (1954).

(171} Mawrws, N. ., Ciba Sympaesitun on Paper Elcciropheresis, 'J. and A, Churchill Tid,,
London, 1956, pig. 165,

(172 Caspant, . v MacisTern, M., Plasma, 2, 33 (1954).

(173) Von Fruwrac, Imavee, G A. J. ¥ Remworn, J. ., Anal. Chem., 27, 1090 (1955).
(174) Dusaum, B, L., J. Amer. Chem. Soe., 72, 2943 (1950},
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nol puro hasta que el papel quede blanco; el secado postertor puede faci-
litarse pasando rapldamente la tira de papel por éter. Otros autores reco-
miendan, como hemos visto, un lavado con dcido acético, y todavia exis-
ten otras pequefias variaciones en estos detalles de operacién. Natural-
mente, sl s¢ acepra la existencia de una relacién exacta entre el colorante
retenido por la proteina v la cantidad de ésta, los lavados del colorante
cn exceso deberdn ser realizados bajo condiciones cuidadosamente contro-
ladas de tiempo, temperatura y pH (175), para conseguir un suficiente
margen de seguridad, de forma que sea separado todo el colorante no re-
tenido en unién salina.

Para el tiempo de tincién hay también diversidad de opiniones Segin
unos autores (FLyny y D Mavo) el grado de coloracién, o cantidad de
colorante retenido, aumenta con el tiempo de tincién, mientras que otros
(WaLsH, por ejemplo) demuestran que, a partir de 10 minutos, no se afec-
ta para nada la cantidad de colorante retenido por las proteinas, aunque
un tercero (GRIFFITHS) fija, para esto, un tiempo de 5 minutos.

Nosotros hemos seguido una téenica de tincién con azul de bromofe-
nol un tanto personal y sencilla eri extremo, a la que hemos llegado des-
pués de ensayar otras, comprobando que los resultados obtenidos son, en
nuestro criterio, tanto o mds satisfactorios que utilizando las demds. Su
mérito consiste casl exclusivamente en ser el resultado selectivo y concor-
dante de una comprobacién'detal]ada de condiciones diferentes sugeri-
das por las técnicas conocidas.

La preparacién del colorante (cuyo viraje tiene lugar en c[ rango de
pH 3,0-4,6) la hacemos al 0.1 9, en solucién saturada de Cl.Hg en ectanol
(unos 33 g/]()() cc, a 25%) con lo que se obtiene tan buen resultado como
cuando es metanol, vy, sin embargo, la preparacién y manipulacién del
bafio de tincién es mucho menos desagradable. La tra de papel, una vez
seca después de la electrofaresis, la mantenemos en este bafio de coloran-
te durante cinco minutos, procurando que se encuentre uniformemente
bafiada {no conviene que esté mucho mas tiempo, pues entonces se adhie-
re demasiado colorante al papel que cuesta luego quitar, introduciendo
errores en los resultados). Al cabo de este tiempo, se saca de la disolucién
de colorante y se somete a un lavado de agua corriente durante 7-10 mi-
nutos (los mismos para los casos comparativos), con lo que ya logramos
generalmente una blancura de papel y una uniformidad de esta blancura,
casi superior a la conseguida con las otras técnicas; de todas formas, si
hacemos uso de lavados posteriores, los efectuamos sucesivamente con
CL,Hg al 1 9%, en metanol, con etanol conteniendo también un 19 de
CL.Hg y, finalmente, con metanol puro. De esta manera damos por termi-

(]_;75) Mawrmy, N. IL, Ciba Symp., 1056, piyg. 160.
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nada la segunda fase de la electroforesis, dejando entonces secar las tiras
de papel, bien al aire libre o bien ayudando suavemente con calor, por
ejemplo en la estufa a temperatura baja, e incluso sometiéndolo a la ac-
cion de una lmpara de infrarrojos algo alejada.

c) pH vy cbncentmcidn salina del bavio de colorante.

El uso sucesivo de un mismo bafio de tincién lleva consige una serie
de modificaciones en el mismo, que, en principio, pueden reducirse a dos
fundamentales comprobadas experimentalmente' variacién del pH del
bafio y cambios de concentracién: salina del mismo, originados ambos por
Tai ln(_OlpOI’dClOl’) a la disolucién del colorante, de parte de las sales del
tampon, que quedaron en la tira de papel después de su desecacién. Co-
nocido esto, Interesa comprobar las posibles influencias del hecho sobre
la capacidad de tincién del colorante (azul de bromofenol) y, sobre todo,
sobre la constancia de esta capacidad en las distintas condiciones a que
se llega, y, en consecuencia, sobre los resultados cuantitativos obtenidos
con este colorante. Para ello, realizamos varios electroforegramas del mis-
mo sucro, tenidos sucesivamente en ¢l mismo bafio, pero completando el
volumen, que disminuye naturalmente en cada tincién, con disolucién de
colorante no usada. Los resultados, que se dan en el Apéndice Experi-
mental, ponen de manificsto que las variaciones en el bafio de colorante
que implican un cambio de pH desde 2,33 (correspondiente a la tincién
con colorante no usado previamente) a 3,12 (posterior a la quinta tincién
no tienen efecto aprec_iable sobre la tincién de las proteinas, que muestran
pricticamente la misma capacidad de fijacién de colorante en todos los
casos aqui comprendidos. Por el contrario, las tinclones realizadas con el
colorante a pH superiores al dltimo citado muestran una intensidad o po-
der de tincién menor, que conunia disminuyendo en las tinciones si-
guientes. En consecuencia, es conveniente, en el proceso de revelado, com-
probar el pH del bafio tintorial a partu de la quinta, o todo lo mds, de la
sexta tincién realizadas con el mismo bafio. _

Aun cuando en el Apéndice Experimental se den con detalle los va-
lores numéricos de estas variaciones de pH v de sus efectos, insertamos
a continuacién los diagramas de las figuras 26 y 27, que reflejan gréfica-
mente tales resultados y en las que se aprecia facilmente la influencia del
pH del bafio tintorial sobre la capacidad de fijacién de colorante por las
diversas fracciones seroproteinicas, cuyo valor se da indirectamente al re-
presentar en ordenadas tantos por ciento de transmision de luz (fig. 26) y
densidades 6pticas {fig. 27) respecuvamente, de los eluidos del colorante
retenido por las distintas fracciones. No obstante, como puede observarse
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en la Tabla 23, que recoge los resultados de la valoracién proteinica en
los.dos casos mas extremos (por no dar aqui todos), correspondicntes a los
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Fig. 27.—Variacién de las densidudes Oplicas frenle a los pH del Dbafio linforial
pH 2,33 v 5,10, el cuadro proteico resuita practicamente inalterado; esto
resta importancia a los fenédmenos en consideracién, mientras que no nos

TABLA 23
Valores porcentuales

pH Alba- Globulinas

mina s g B 1
233 42,85 6.35 10,74 14,03 26,03
5,10 42,98 5,18 9,89 14,91 27,79

sitiien en rangos de aphcablhdad de la ley de BrEr. distintos para las dl—
versas fracciones protemlcas
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Junto a esta variacién de pH, se da también una clara variacién, si-
multinea y progresiva, de la concentracién’ salina, lo que nos fué facil
complobax por pesada, evaporando a sequedad 6 bailos iguales, en los que
se habian tefiido, en igualdad de condiciones, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 tiras, res-
pectivamente 'y de una manera sucesiva, determinando el volumen final
después de las respectivas tinciones, La composicién salina de cada uno
de los bafios progresivamente enlodados no es tampoco cualitativamente
idéntica, va que la deltdClOI‘J de veronal del tampon va incrementando
este componente en perjuicio de los elementos activos del bafie de colo-
rante. Sin embargo, pese a estas diferencias de composicién salina de los
baiflos sucesivamente utilizados, pudimos comprobar que su influencia, en
‘sf, no era tan importante como la del pH que corresponde a cada compo-
sicién, ya que, en efecto, lograda la regeneracién del pH primitivo por
adicién de acido acético, se consiguicron tinciones pricticamente andlogas
a las obtenldas con bafios tintoriales nuevos.

d)  Otros factores que influyen en el proceso de tincion. Calentamiento
desigual y diferencias de rugosidad en las caras del papel. Afinidad
para el colorante.

Sobre ¢l proceso de tincién influyen otros factores que podriamos ca-
lificar de externos. -Un primer efecto puede provocarse por la forma en
que s¢ haya realizado la operacién de secado. Ya el hecho de que en-esta
operacién la temperatura sea mas elevada en una cara del papel que en
otra, por la simple razén de la mayor proximidad al foco calorifico es su-
ficiente para produclr una manifiesta diferencia de intensidad de colo-
rante, que es mayor en la cara que ha estado a mayor temperatura. La
explicacién que nos parece mdas satisfactoria, después de repetidas com-
probaciones realizadas en condiciones distintas, es que se trata de un efec-
to de evaporacién mds rdpida en la cara mas caliente. con lo cual se ori-
ginan succiones, hacia ésta, desde la cara opuesta, del conjunto rampén-
protefna produciéndose en consecuencia, Una mayor concentracién de
protefnas en aquélla, fenémeno que se manifiesta por una mayor inten-
sidad de coloracién,

El mismo fundamento tien¢ otro fenémeno que observamos repeuda-
mente en unos primeros experimentos, en los cuales la operacién de seca-
do se hacia pamanemendo extendida la dra himeda sobre una superficie
de vidrio, dlspomendo este conjunto en la estufa a temperatura contro-
lada, para lograr asi la des_naturahzaclon y fijacion de las proteinas. Se
observaba, en efecto, al revelar el clectroforegrama con azul de bromofe-
nol, una mayor tincién en la cara que no habfa estado en contactocon el
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vidrio. La explicacién posible es, en parte, andloga a la del caso anterior,
va que puede suponerse que la evaporacién queda impedida en la cara
mds en contacto con el vidrio (por un efecto de cdmara saturada), que-
dando, por el contrario, favorecida en la cara libre, con lo cual la succién
de que hablamos antes tiene lugar en este segundo sentido. También ca-
bria admitir como explicacién el que la placa de vidrio actiie a manera de
pantalla que intercepta un tanto la transmisién de calor, desde el foco ca-
lorifico a la cara del papel en cuaestién.

Ante la posibilidad, mds o menos remota, de que se tratase de un
efecto casual, puesto’ que experimentalmente se habia descartado ya el
que estas diferencias de teflido.de una a otra cara fuesen motivadas por
la sunple disposicién del papel durante la electroforesis o durante la tin-
cidn, procedimos 2 hacer el secado de las tiras sobre una ldmina de vidrio
estrecha, de forma que sélo ocupaba la mitad longitudinal, en unos expe-
rimentos, v la transversal, en otros; los resultados fueron sumamente de-
mostrativos en todos los casos, al reproducirse el fenémeno de una menor
concentracién de protefnas tefiidas en la zona parcial de la cara inferior .
en contacto con el vidrio. En la otra mitad, longitudinal o transversal,
que no estuvo en contacto con la ldmina de vidrio y en la que, por tanto,
no se daba el efecto de pantalla, el aumento de tefiido aparecia en la otra
cara.

Ahora bien, en este caso, y segiin la explicacién dada, era de esperar
la aparicién de una mayor intensidad de coloracién en la zona opuesta
del papel, correspondiente a aquella otra de coloracién, mds débil de la
cara que habia estado en contacto con la ldmina de vidrio; sin embargo,
esto no pudo ser comprobado con seguridad, lo cual pensamos que podria
ser debido a dos causas: 1.%) que parte de las proteinas hubiesen quedado
adheridas al cristal, 2.*) que hubiese tenido lugar realmente el fendmeno
de succién descrito, pero que la mayoria de las proteinas no hubiesen al-
canzado la superﬁcm superior del papel, quedando a mitad de camino,
entre los Intersticios que, en el sentido del grosor de aquél, dejan las fibri-
llas del mismo. En cualquier caso, la lectura comparativa de resultados de
un electroforegrama normal y de otro del mismo suero obtenido en igual-
dad de condiciones, pero cuyo secado se realizara sobre una superficie de
cristal cuyo contacto afectara solamente a unas fracciones protelnicas del
espectro (en ¢l caso de afectar por igual a todas, los resultados porcentua-
les obtenidos serfan iguales) nos podria esclarecer la cuestidn.

En efecto, realizada una electroforesis doble (papel Archés n." 301,
3 x27; 250 vol; 4" 30™; tampén de veronal pH 8,6) con muestras de un
mismo suerc, y con la diferencia que hemos indicado en cuanto a la ope-
racién de secado del papel, los resultados cuantitativos que se obtuvieron
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en Un caso y en otro son pricticamente concordantes (Tabla 24). Este he-
cho confirma la segunda hipétesis, a la vez que descarta la primera.

TABLA 24
Valores porcentuales
Elactroforagrama Albi- . ‘ Globulinag
mina % %y By Bs ¥
A 18,36 3,15 6,60 15,75 8,85 27,76
B 40,79 2,91 665 1472 10,08 95,51

Noia: A, corresponde a un eleclroforegrama secado normalmente en eslufa a 106°C duran-
te 10 minutos, mientras que ¢l B se secd en las mismas condiciones, pero apeyado parcialmente
solire una varilla de vidrio gque cogin lx zona que, sogln se vid despuds, correspondia exacta-
mentc a las fracciones globulinicas gamma y beta (B, Y /32). Los resullados se obiuvieron por
leclura fotlocolorimétrica de los eluidos de las dislintas fracciones tenidas con azul de bromofenol.

Pensando en que pudiesen existic otros fendmenos distintos super-
pucstos a aquéllos, intentamos la desecacién uniforme del papel por am-
bas caras, en unos casos situando las tiras en posmlon perpendlcular al
foco calotrifico y en otros, haciendo cambiar a las mismas, con gran fre-
cuencia, de p051c10n relativa frente a dicho foco. Asi pudimos demostrar
que, en estos casos, segufa existiendo una ligera diferencia de tefiido cn
una y otra cara, pero cuyo origen lo encontramos en la distinta porosidad
de ambas, ocasionada por el alisado de las fibrillas en una de ellas, inhe-
rente a la forma de elaboracién del papel, lo que se observa de una ma-
" nera mds marcada en los papeles mds gruesos; como es el Archés n.° 301
entre los utilizados por nosotros. La mayor intensidad de coloracién. apa-
recia invariablemente en la cara mds esponjosa, en la que el efecto de
evaporacion, con la consiguiente succién -de proteinas, quedaba favoreci-
do por la mayor superficie libre.

Otro efecto importante es el inherente a la propia afinidad de cada
una de las fracciones proteinicas hacia el colorante, ya que ésta no es la
misma para todas, como consecuencia de que las diferentes fracciones no
son entre si 1dénticas, ni fisica ni quimicamente.

A simple vista es ya manifiesta la diferencia de tincién que sufren ta-
les fracciones, aunque este fendmeno sélo tiene real significado cuando se
comparan los resultados de sueros normales con los obtenidos, en la elec-
troforests libre para sueros también normales, usando mérodos de valora-
cién no tintoriales, ya que, en principio, esta aparente diferencia de tin-
cién podria ser consecuenc1a de la mayor proporcién real de unas fraccio-
nes frente a otras.

En nuestros experimentos de valoracién densitométrica, tanto directa
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sobre el papel fransparentado, como indirecta sobre los eluidos de las dis-
tintas fracciones coloreadas, se comprueba que existe una manifiesta dife-
rencia de resultados entre los obtenidos y los previstos, pero no existien-
do un factor de proporc1onahdad dnico, sino que, por el contrario, cada
fraccién requiere el suyo proplo Es decir, que la afinidad para el coloran-
te es distinta en cada una de las fracciones proteicas La menor capacidad
de fijacién de colorante (azul de bromofenol y demds colorantes acidos) se
manifiesta invariablemente en las globulinas alfa y beta, lo cual podria
expllcalsc por 1a paturaleza de hpoprotelnas de tales fracciones globuli-
nicas, cuya porcmn grasa solamente se logrd tefiir con los colorantes llpo-
filos, también llamados grasos. Esta cuestidn ha sido abordada por varios
investigadores que han propuesto diversos factores de correccién (no siem-
pre concordantes) para cada una de las fracciones seroproteinicas. Mis
adelante tendremos ccasidén de insistir sobre esto.

e) Retencion de colorante

Vuelto a mojar en tampdn un electroforegrama de seroproteinas re-
velado con azul de bromofenol, y sometido a nueva electroforesis obser-
vamos, al final de ella, un nuevo desplazamiento hacia el dnodo de las
manchas conespondlents a las distintas fracciones proteinicas. Esto plan-
tea el problema de si lo que realmente emigra es el colorante sélo, o si se
trata de cualquier tipo de complejo (fisico o quimico) colorante-proteina,
formado por el colorante con todas o con parte de las moléculas que n-
tegran cada una de las diversas fracciones proteinicas, desnaturalizadas
tras ¢l primer proceso; esto, a su vez, plantea un segundo problema, ya
que habrd que decidir si ha tenido lugar la rotura del complejo coloran-
te-proteina, o lo que seria mis grave, si en la pumem tincién no hubtese
llegado a formarse dicho complejo, sino que se tratara de una retencién
no estequiométrica de colorante, en cuyo caso, la valoracién cuantitativa,
tal como se efectia, darfa lugar a resultados erréneos. No obstante, a no
ser que existiese alguna causa especial en este caso concreto, considera-
mos improbable esta segunda explicacidn, no sélo porque asi nos lo hace
suponer el examen directo del electroforegrama, sino ademads, porque son
numerosisimos los investigadores que, signiendo téenicas semejantes de
revelado o tincién, han obtenido los mismos resultados (hechas las correc-
ciones particulares que luego se indicardn) tanto con estos méodos como
con otros no electroforéticos, que gozan también de sobrada garantfa.

Revelado de nuevo el electroforegrama en que habiamos observado
este fenémeno, pudimos comprobar que las fracciones proteinicas ocupa-
ban prdcticamen‘t’e la misma posicién ahora que al final de la primera‘_
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electroforesis; las proteinas desnaturalizadas no habian sufrido nuevo
desplazamiento, ddndonos ahora su valoracién densitométrica directa re-
sultados sensiblemente concordantes con los primitivos. Ademds; el es-
pectro desplazado desaparecié tras la segunda. tincién y lavados posterio-
res, todo lo cual nos lleva a concluir que la migracién clectroforética de
esta segunda fase ha sido, exclusivamente, del colorante retenido por las
protefnas (que emigré hacia el dnodo, como tal colorante 4cido o aniéni-
co) sobre el cual habria actuado el tampén de veronal a modo de eluyen-
te. Caso de que se hubiesen desplazado los complejos correspondientes,
no se hubleran perdido estas manchas en el lavado y menos alin en la
tincién; queda asi descartada también la posibilidad remota de que, aun-
que fuese en forma compleja como habia tenido lugar la migracién, se
hubiese alcanzado un estado libil para dicho complejo que seria el res-
ponsable de la desaparicién de color en el lavado, pero que no justificaria
el porqué no volvié a tefirse en ¢l lugar alcanzado después por las man-
chas. En consecuencia, no queda més posibilidad que la de admitir la mi-
gracién exclusiva de colorante. -

Estos tltimos datos nos prueban, o bien que la tincién ha sido com-
pleta, 0 que, en el caso en que hubiese sido sélo parcial, se deberfa a la
propia naturaleza de cada fraccidn, que tendria que ser heterogénea, aun-
que de movilidad electroforética uniforme, ya que al volver a tefiir lo hizo
en idéntica cuantia. FEste hecho se pronuncia, también, a favor de los
autores que proponen la introduccién de factores experimentales de co-
rreccién generalizados para cada fraccién seroproteinica. -

REVELADO DE AMINOACIDOS

Para los aminocidcidos empleamos como revelador una solucién de
Ninhidrina (hidrato de triceto hidrindeno) preparada, generalmente, al 1
por mil en isopropanol Ahora bien, cuando los tampones utilizados son
alcalinos, al objeto de neutralizar el dlcali con dcido acético (176) (177
preparamos la disolucién de ninhidrina segn una variacién del reactivo
de McFarren (1952) (178), utilizando una concentracién del 2 por mil
(McFarren la utiliza del 4 por m11) en n-butanol saturado de agua y afia-
diendo, a esta disolucién, un 2 6 un 4 por ciento de 4cido acético, segun
que el pH del tampon sea menos o mdas alcalino, respéctivamente; la pri-
mera concentracién de acético se utiliza para un pH de 6 2 8,5 y la segun-
da para un rango de 8,5 a 12. Las manchas de los productos de reaccién

(176) Coxspen, R., Nature, 162, 359 (1048); fd., 162, 1007 (1948).
(177) Coxsvmn, R. y Gonrvox, A, W., Nelure, 162, 180 (1948).
(178) McFarney, E. F. y Minus, ). A, Anal. Chem., 24, 650 (1952).
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de los aminodcidos con la ninhidrina, de un color violado generalmente
{color debido al sistema conjugade de dobles enlaces existentes en el
compuesto que se forma), aunque de tonos alge distintos segiin el amino-
icido de que se trate (la prolina, por ejemplo, da color francamente ama-
rillo), aparecen cuando el papel, ya rociado con el reactivo, se seca por ca-
lentamiento a unos 55-60*C durante 10-15 minutos. La marcha de la
reaccién puede esquematizarse de la manera sigulente: '
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REVELADO DE GRASAS Y LIPOIDES

Para la tincién de grasas y lipoides se emplean distintos reveladores.
Si se trata de aminolipidos puede utilizarse la ninhidrina; si.de glucoli-
pidos, se puede aprovechar la oxidacién de glicoles a aldehidos con 4cido
periddico, haciéndolos visibles, después, con rosanilina decolorada con sul-
furoso (reactivo de ScwiFr). Si son lipoproteinas, ya hemos visto, que, en
principio, se tifien también con el azul de bromofenol, tal y como lo he-
mos preparado para la tincién de proteinas tipicas. Pero los colorantes
que podriamos llamar cldsicos en electroforesis, para la tincién de grasas
y lipoides en general, son otros. En primer lugar, podemos citar el Negro
Suddn, preparado segin Swann (179) como una disolucién del colorante,

(179) Swanx, B., Scand. J. Clin, and Lab, Invest,, 4, 98 (1052).
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en alcohol del 60 9, saturada en el punto de ebullicion, enfriada y fil-
trada dos veces.  Durrum, PauL y Smrru (180) utilizaron el Suddn II
Fasorr (181) v KunkiL y SraTer (182) el Suddn III, que ha sido el em-
pleado por nosotros como solucidén saturada en alcohol etilico del 50 9.
en la cual se sumerge el electroforegrama durante 30" a 40° C, lavdndose
cn seguida con alcohol del 50 9 y luego con agua destilada. Finalmente,
RosexBerc (183) utiliza el Suddn IV en la tincién de lipidos, mientras
que WunpErLY y PezoLp (184) tifien con Azul BZL (Ciba)..

REVELADO DE GLUCOPROTEINAS

Las glucoproteinas se tifien, al igual que los glucolipidos, previa oxl-
dacidn con dcido perlodlco de los oxhidrilos correspondlentes a la por-
cién hidrocarbonada, segin el procedimiento utilizado por Korw (185).

' el ’ H-C
|
I 'H—C]:-OH - o H—-C=0
HO—-C-H 0=C-H
70T g0 mom, | OfH o
—&n ] —bn ]
| —
H—-Cl-—--—--— HoCo
CH,0H éH,OH

Los grupos aldehido se tifien con el reactivo de SchIFF, a base de rosa-
nilina decolorada con acido sulfuroso.

REVELADO DE AZUCARES

El revelado de aziicares no ofrece dificultad, ya que, con este fin. se
han desarollado en cromatografia una cantidad enorme de reactivos
(p-anisidina, resorcina, antrona, orcina, etc., etc.) que son utilizables
también en electroforesis. Uno de los mis extendidos es el de p-anisidi-
na (186) que es el que con mayor frecuencia hemos utilizade nosotros en

(180) Dunnus, E. L., Pavr, M. H. y Swivs, E. R, B, Science 116, 428 (1952}

(181} Fasora, A., Lancet, 262, 106 {1852); Acia Med. Scand,, 145, 233 (1953).

(182) Kuskur, H, G. y Stater, R. k., J, Clin. Invest., 31, 677 (1952); Proc. Sec. Ezpil.
Biol. Med., 80, 42 (1052).

(183) Rosexerng, 1., J. Clin, Invesd, 31, 657 (1952).

(184) Wuxoenrry, Ca. v Pezovn, F. A, Z. Ges. Exptl. Med., 120, 613 (1953) [C. A., 47,
113141 (1953)}.

(185) Koww, E. y Groswarl, A., Secand. J. Clm and Lab. Invest., 4, 244 (1952) {C. A., 47
1767 a (1953}].

(186) Houcw, L., Jones, J. K. N. vy Wapman, W. H., J. Chem. Soc., 1702 (1950).
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el revelado generaﬂ de meono y oligosacdridos, neutros y 4cidos. Para el
caso particular de la inulina el reactive usado ordinariamente ha sido ¢l
de resorcina (187).

Valoracién de resultados

Esta tltima fase de la electroforesis analitica constituye, por si, la pro-
piamente cuantitativa, siendo, en realidad, la mds interesante.

Nuevamente vamos a hacer uso principal del caso concreto de las pro-
tefnas, para, de csta manera, explicar los procedimientos scguldos en di-
cha valoracidn, ya que la naturaleza del ploblcma no hace variar las ba-
ses de los métodos.

A este efecto, consideremos que la tincién de las 'proteinaq no solo tie-
ne por objeto el revelado de éstas, sino que, existiendo ademds una rela-
cién directa, aunque no lineal como veremos después, entre la intensidad
de coloracién y la cantidad de proteinas desnaturalizadas que fijan el co-
lorante, esto nos proporciona un método cémodo de dosificacién de las
mismas. Sobre esta base, se han utlizado dos téenicas principales:

1.9} Fotometria directa del papel hecho transparente, o lo que es
igual, medida densitométrica sobre el papel mismo.

24 Elucién del colorante fijado por la proteina, seguida de la medi-
da colorimétrica correspondiente.

FoTOMETRIA DIRECTA Y LEY DE BEER

El primer procedimiento utilizado para la valoracion de las concen-
traciones de colorante retenido por las proteinas, fué ¢l de fotometria di-
recta de] electroforegrama. Este ha sido el cmpleado también por nesotros
primeramente v al cual pueden concederse, en punc1p10 ventajas sobre el
segundo, en cuanto a la economia de tlempo del expeumento, que facli-

ta las determinaciones sertadas, dunque sin suponer ventajas para el ope-
rador. .

Este método, debido a GrassMann y colaboradores (188) (189), sc
basa en pasar dircctamente la ura de papel ante la ranura de un fotéme-
tro y medir, milfmetro a milimetro a lo largo de todo el espectroforegra-
ma, ]a absorcién de un flu]ca de luz monocrométca (*) determinada por

(187) Racmsskiy, V. V. v Ksvazyarova, B [, Doklady Aked. Naul §.5.85.8., 85, 1119 (1952)
{C. AL, 47, 4B (19533)]. - .

(188) Grasssany, W, v Haxwe, K., Nalorwissenschaften, 37, 496 (1950).

(1893 Guassmans, W., Hawsso, K. y Kmupen, M., Dout. wmed. Woehschr,, 76, 333 (1951).

(*) El monncromalismo de la luz s¢ consigue con un fillre para el cual ¢l maximo de
transmisién coincide con el méximo de absorcion del colovanle. empleado.
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las diferentes manchas de proteinas, admitiendo implicitamente el cum-
plimiento de la ley de BEer y LaMBERT que, como se sabe, expresa una
ielacién exponencial entre las transmisiones de luz y las concentraciones
de sustancia coloreada; cuando en lugar de transmisiones se consideran
densidades dpticas, la ley toma la forma:

Tq
[, — k 1
log T = ¢

en donde, I, es la intensidad de la luz incidente
I » » » » » » transmitda
k, el coeficiente de-extinciéon molar, caracteristico del coloran-
te empleado
1, espesor del medio colorecado y
¢, concentracidn de sustancia colorante.

El primer término de esta relacién se designa con ¢l nombre de den-
. .. C., ] 1,
sidad Optica (opuesta de la extincidn, cuyo valor es log -32 = — klg}y,

segiin se deduce de dicha expresién, para un colorante dado y un espesor
constante, la concentracién es directamente proporcional a la densidad
dptica,

La densidad éptica se mide, indirectamente, gracias a una célula foto-
eléctrica que controla el flujo luminoso transmitido por el papel. Cada
mancha de sustancia tefilda disminuira la transmisidn (*) de luz en un
valor que no es directamente proporcional a la concentracién de coloran-
te. La transmisién, segin sabemos, es la relacién de dos intensidades lu-
minosas (la que ha atravesado ¢l medio y la incidente), y la densidad 6p-
tica es el logaritmo de la relacién inversa; sélo este 1ltimo valor guarda
una relacidn sencilla con la concentracién.

La relacidn entre densidades 6pticas y concentraciones es, en princi-
plo perfectamente lineal y puede servir para calcular dichas concentra-
ciones. Ahora bien, no debe olvidarse que se trata de una ley limite, y
que, por lo tanto, 1equlere una determinacién experimental del rango de
concentraciones mds adecuado para su aplicacién.

En ¢l caso que nos ocupa, como se trata de medir concentraciones de
colorante retenido en cuantia muy distinta por las diversas fracciones
proteicas, como consecuencia de las cantidades absolutas de cada una y
también de la distinta afinidad de éstas para el colorante, resulta que
- {*y Concedemos venlajus a las lecluras por lransmisidn, frente a las efecluadas por refle-
xitni, va e, en este Gllimo caso, exislirfan cfectos difercaciales gue darian lugar a errores,

tales como los dehidos o la distinla inlensidad de celoracitn on las dos.caras del papel, fenéme-
no considerado ya anleriormente.
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también por este (,oncepto se harfa necesario, en principio, el uso de fac-
tores de correccién, diferentes para las varias fracciones, y, en especial,
para aquellas que se encuentran en mayor .concentracién, o cuya concen-
tracién aparece exaltada hasta sobrepasar un cierto valor, limite para
cada longitud de onda, al que corresponde una cierta absorcién por enci-
ma de la cual la respuesta densitométrica no es lineal.

De esto se deduce que la retencién de colorante por las proteinas es
de tal naturaleza que no permlte una aplicacién ortodoxa de la lev de
Beer, punto en el que la mayorfa de los 1nvest1ga(101 es (190) (191) (192
van estando de acuerdo, quedando como tfinico rango en cl que se cumple
dicha ley, el de las glandes diluciones.

a) Relaciones fotométricas en las que se considera
la naturaleza del medio.

De la misma manera que hemos admitido en un principio la aplica-
cién de la ley de Beer, acabamos de hacer ahora referencia, de una ma-
nera general, a las limitaciones que su aplicacién lleva consigo. Aparte de
esto, refiriéndose al caso concreto de lectura sobre papel, cabe todavia
citar otras desviaciones, que qu1zas haya que buscarlas en la propia natu-
raleza del mismo. Como quiera que el estudio éptico de este medio dis-
persante homogénco es todavia incompleto, no es posible, por el momen-
to, dar una interpretacion tedrica sencilla de estas desviaciones. Un estu-
dio sobre la transmisién en papel de una luz perfectamente difundida fué
realizado, en el afio 1948, por Kugperka (193), el cual propuso para la
transmisién, 7, 1a férmula siguiente: '

b
= a sh hSx + b ¢h bSx

Al

54 K
8
y b = (a®-1)'” siendo § el coeficiente de difusién, K el de absorcidn v x

el grosor del papel. El problema serd naturalmente mds complejo para
luz no difusa, y, puesto que K y § son términos que dependen, ademas,
de la cantidad de colorante, se comprende. que, "aun limitdndonos sélo
a las fibrillas superficiales del papel, como primera aproximacion, las cur-
vas de transmisién resultantes sean bastante mas complejas que las que
serfan de esperar si se cumpliese la ley de BEer. En general, ¢l aumento

en la que, 2 y b son dos constantes dadas por las ecuaciones: a =

(180) Van Os, G A, 1., Chem., Weekblad, 49, 242 {1053). :

(191} Crook, E. M., Hanuis, M., Hassax, F. ¥y Wanney, ¥, 1., Biochem. I, 56, 434 (1054).
(192) Jencrs, W. P., Jertox, M. . y Durnuw, E. L., Biechem, J., 60, 205 (1955).-

(193 Kusirga, P., J. opf. Soc. Amer,, 38, 448 (1948).
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de denstdad dptica con la concentracién no se incrementa en la propor-
¢ién que sucederfa si se cumpliese la citada ley. Con todo, a densidades
pticas bajas, la aproximacién entre la curva tedrica de BeEr y la obte-
nida en la préctica es mayor.

Algunos autores, como Crook y WURN, entre otros, han obtenido re-
laciones algébricas de la corriente “de fotocecu]a y el contenido de colo-
rante del papel, deducidas de sus resultados experimentales. Asi, Croox
y colegas (191), por un lado, encuentran que la opacidad (medida en una
escala arbitraria) y la concentracién de colorante en el papel se relacionan
entre si por la ecuacién de una hipérbola rectangular:

ac

y= b+ x

en donde y representa el decrecimiento de la corriente de fotocélula en
unidades arbirrarias y ¢ la concentracién de colorante, tamblén en uni-
dades arbitrarias; « y & son dos constantes.

Por otro lado, Wurn (194) observé andlogamente la existencia de una
proporcionalidad entre densidad 6ptica y logaritmo de la concentracmn
de colorante.

En resumen, independientememe de que nuestro conocimiento de la
optica del papel sea pequefio, convienc ya admitlr, como clerta, una falta
de cumphmlento de la ley de BTFR lo cual se debe, cast con toda segu-
ridad, a la forma: en que se distribuye la materia colorante, ya se en-
cuentre retenida sélo fisicamente, o ya en combinacién con la sustancia
revelada. Este aserto simplifica las exigencia que, a primera vista, podrian
tenerse para lograr un excelente densitdmetro, pues, clertamente, con
cualquier sencillo aparato pueden logmrse buenos resultados; basta tener
en cuenta las correcciones que surgen de estas leyes dltimamente supues-
tas (la de Croox, por ejemplo), para trabajar en las mejores condiciones,
procurando, ademds, introducirse en el rango de concentraciones mas
favorables. Conviene, igualmente, trabajar, como ya se dijo, con luz lo
mis monocromitica posible, evitando los haces de'luz difusa v los de luz
pardsita; para lograr este tiltimo efecto se utihizan rendijas de dimensio-
nes adecuadas que seleccionan el haz lumingso mds conveniente para in-
cidir sobre el papel, asi como los rayos que deben llegar a la célula,

El uso de rendijas estdticas lleva consigo una sucesién de lecturas, a lo
largo de una linea longitudinal de la tira de papel; pero siendo la distri-
bucidén de colorante en el papel marcadamente heterogénea, como de-
muestran JENcks y otros (192) por una serie de microfotografias, cabe

{14) Wunn, M., J. Clin, Ineest., 33, 973 (1054).
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pensar, que, en una lectura asi efectuada, se cometerian bastantes errores.
Con esta misma idea Braven (195) sugirid la poslblhdad de urtilizar ren-
dijas oscilantes transversalmente, que permitieran la integracién practica
de Ja coloracién total a lo largo de cada linea transversal, con lo que la
lectura, despues del recorrido de la tira, abarcaria todo el conjunto, con
mas ap10x1mac10n a la realidad. No obstante, DurruMm, contestando a las
sugerenmas de Braven, refiere que en su laboratorio se habfan realizado
intentos de estas lecturas transversales, concluyendo que las correcciones
obtenidas no merecian la pena, para la comphcacxon que el procedimien-
to significaba. DurruM alude también a otro intento de integracidn, lle-
vado a cabo mediante una rendija que giraba alrededor de superficies de
una pulgada cuadrada cada una.

h) Transparentantes en la fotometria directa

En la realizacién prictica del método sc ha de tener en cuenta que,
para leer directamente el grado de tincién en las tiras de papel, hay que
hacerlas, en primer lugar, al menos translicidas, siendo ideal el logro de
la transparen(:la absoluta en aquellas zonas en donde no hay sustancia te-
fida. Esto se lleva a cabo sumergiendo las tiras en un Hquido transpa-
rente (en realidad, solo transluciente), cuya mision fundamental es, en
tldmo término y en gran medida, la de hacer que el papel, que de por si
es eminentemente un medio homogéneo de difusién, se transforme en un
medio homogéneo de transmision, no importando, en clerto modo, el que
ne se logre la transparencia absoluta; no obstante, cuanto mayor sea ésta,
mayor serd también el margen de sensibilidad de las medidas. De no re-
currirse a este procedimiento, habria una gran parte de luz que no serfa
ni transmitida ni absorbida, sino difundida en todas direcciones.

De esta forma se logra, indiscutiblemente, un mayor glado de homo-
gcneldad éptica del papel, con la conmgmente ap10x1mac10n al comporta-
miento de las disoluciones, y, en consecuencia, a la relacién lineal que en
éstas existe, al menos en un cierto rango, entre intensidad de color y ad-
sorcion luminosa. Como es sabido, los efectos de difusidén, de que hemos
hablado anteriormente, se deben a la falta de uniformidad en el tramado
de las fibrillas ccluldsicas del papel, y, también, a la existencia de aire en-
tre las mismas: en realidad, este defecto no se anula totalmente por el
uso de fluidos de inmersién, pero, sin duda, se logran grandes mejoras.

Nosotros hemos verificado un estudio de diversos liquidos, posibles
transparentantes, al objeto de escoger aquellos que mas eficacia tuvieran
en el sentido de homogeneizar el medio y lograr una mayor transparen-

f195) Beavex, G. H., Ciba Symp. 195G, pig. 148,
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cia. Asf, empleando una misma clase de papel (Whatman n.° 1), un mis-
mo tempo de inmersién en el liquido (10 minutos) e idéntica disposicién
para la lectura {*), se obtienen los valores que incluimos en la Tabla 25,
expresados en tantos por ctento de transmisién. Estos valores se refieren,
los de la primera columna (%7T) al sistema integral formado por las ld-
minas de vidrio-transparente-papel, y los de la segunda (9 77), al sistema
laminas de vidrio- transparente, sin papel. Damos, ademas, los indices de
refraccién de estos liquidos, tanto los encontrados en la bibliografia, =,
como los medidos experimentalmente, #’, indicando, con un mimero co-
locado en la parte superior derecha de cada valor, la temperatura a-que
los mismos se refieren, entendiéndose, en el caso de no hacerlo asi, que
aquélla es la de 22" C, temperatura a la cual efectuamos nosotros las de-
rerminaciones.

TARLA 25
Sustancia transparentante . T  °f, T n n'
o-Dicloro benceno . . . . . . . . 12 92 1,5518 -
Esencia de clavo . . . . . . . . . 67 . 95 —_ 1,5022
Salicilaio de metilo . . . . . . . . 66 90 - 1,5369 1,5284
Aceite de parafina + a-bromo nafta-
lenc 1:1) . . . . . . . . .. 84 90 — 1,6149
Xilol., . . . . . . . . N 62 85 1,50777 15.5°C 1,4937
pCimeno . . . . . . . . . . . . 55 05 1,49474 1,4897
Decalina (cis) . . B 95 1,4828 1,4758
gencia de romero . . . . . . . . 49 93 — 1,4731
Esencia de limén. . . . | . .49 a3 — 1,4668
a-Pinene . . . . . . . . . 48 95 1,4658 1,4568
Polietilenglicol 400 . . . . . 45 94 - 11,4668
Ciclohexanol . . . . . . . . .44 91 1,4656 22¢°C 1,4633
Glicerina . . . . . . . . .. . 35 93 1,4729 1,4692
Bsencia de hergamota . . . . . . . 34 a3 _ 1,4024
Heptano . . . . . . . . .. . 83 95 1,3867 23°C 1,3792.
Hexano. . . . . . . . . . . . . 80 95 1,37536 1,3688

A la vista de estos resultados se deduce, que, al ser mayor el indice de
refraccién del liquido transparentante o transluciente, se facilita la trans-

(*) La tira de papel, después de sumergida duranie 10 minwos en el liquido a ensa-
yar, se saca del mismo y se coloca enire dos lminas de vidrio que acliian n In manera del por- ~
ta- ¥y cubre-objetos en microscopla, adoplando precauciones en cierlo modo parcoidas a las de
alli, tales como Ia de evitar la inclusidn de burbujas de aire, ya que éslas contribuirfan a fal-
sear log resultados.
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misién, al menos, para el intervalo 1,3754 (hexano)- 1,5518 (o-dicloro ben-

ceno) abarcado en la tabla de valores que hemos dado. Ahora bien, como

quiera que desde cl punte de vista préctico interesa que la transmisién

fondo (la del papel transparentade o transhicido, sin colorante) sea alta,

resultan recomendables aquellos liquidos que hagan que el papel impreg-

nado transmita, por lo menos, un 609 de ia luz incidente, valor que

coincide con los de los liquidos que tencn un indice de refraccién de

1,5 hacta arriba; de esta forma, el indice de refraccién del conjunto ligui- -
do-papel no difiere, pricticamente, del propio de las p[acas' de vidrio en-

tre las cuales se aprisiona el papel impregnado (*).

Pero aparte de la importancia del indice de refraccién, en si, pueden
intervenir, en la eficacia de los transparentantes, otros factores tales como
tensién superficial, afinidad para el papel, etc. Estos Gltimos factores pue-
den determinar que el conjunto papel-liquido muestre transmisiones bas-
tante distintas para liquidos diferentes, en tanto que, cuando éstos se en-
cuentran con las ldminas de vidrio sélo, dan transmisiones practicamen-
te andlogas entre si. Este es el caso, por ejemplo, de la esencia de clavo y
-del hexano, los cuales, en nuestros experimentos, dan con el vidrio una
transmisién del 95 9}, mientras que, al intervenir el papel, la transmisién
pasa a ser del 67 % para la esencia de-clavo y solo del 30 9 para el hexar
no. Es decir, que la transpalen(:la lograda en el sistema ldminas de vidrio-
transparentante-papel es, en cieto modo, independiente de la transparen
ciu propia del liquido, dependiendo mds bien de las caracteristicas del
complejo fisico liquido-papel.

Algunos de los transparentantes que hemos indicado han sido utiliza-
dos ya, con éxito, por otros autores; otros han sido usados probablemente
por vez primera en nuestro caso. Entre los primeros pueden citarse el sa-
licilato de metilo (196) y la mezcla de Grassmann y Hanwic (197), de
aceite de parafina y e-bromonafraleno a partes iguales, que cstos autores
utilizan empapando en ella las tiras de papel a vacio, técnica seguida
también por Crook (191} y que presenta la ventaja de facilitar, o mejor,
forzar, simultaneamente, Ja climinacién de burbujas de aire de papel.

Ensayados todos estos liquidos clegimos para nuestro trabajo la mez-
cla, a partes iguales, de aceite de parafina y a-bromonaftaleno, anterior-
mente citada, aunque también utilizamos,“con clerta frecuencia, el salici-
lato de metilo. El preferir estos transparentantes a los otros dos (o-dicloro
benceno y esencia de clavo) en los que encontramos una mayor transmi-

(") Los Indices de rvefraceidn de unos cuanlos vidrios bien conocidos oscilan enire los si-
guienles valores, para la luz del sodio: Vidrio «crownns, al cine: 1,517; cerowns de alla dis-
persion t 1,520, «flints ligero: 1,575; «fin!s denso: 1,650% «flinle superdenso: 1,890

(196) FLarxen, A, L., Biocchem. J., 52, XXIX (1952).

{197} Grassuaxn, W. y Haxxie, K. Ciba Symp, 1956, pig. 155,
N r
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s16n, sc debe, sencillamente, a que su manejo resulta bastante menos mo-
lesto. De los demds podemos decir que la glicerina, por ejemplo, resulta
muy Gtl para los casos en que la tincién se¢ ha hecho con colorantes solu-
bles en los otros lquidos, como ocurre, por ¢jemplo, cuando se han teiii-
do liproprotefnas con negro suddn, siguiendo la técnica de Swann. ya des-
crita.

Por otro lado, Barroruier (198) y De WagL (199) refieren un trata-
miento del papel, ya revelado, con una laca o barniz adecuados, que, una
vez secos, quedan en forma de pelicula transparente. Si este barniz tiene
un fndice de refraccién conveniente (1,51 - 1,54) las tiras de papel adquic-
ren un alto grado de transparencia, de gran utilidad para la fotometria
directa, con la evidente ventaja de comodidad, frente al uso de los trans-
parentantes liquidos. Otra ventaja del uso de estos barnices (*) es la de
conservar los electroforegramas por tiempo indefinido, propiedad de gran
interés, pues aunque el uso de colorantes dcidos para proteinas produce
tefiidos de por si bastante sdlidos, en otros casos, como por cjemplo en el
de los colores desarrollados por la ninhidrina en el revelado de aminodci-
dos, por la isatina, en el de los péptidos y por la p-anisidina en el de los
azicares, éstos se alteran y debilitan facilmente, por lo que el uso de los
transparentantes-protectores propuestos resulta muy aconsejable.

Precisamente, en nuestro laboratorio se estd realizando, con este fin,
un estudio sistemdtico de barnices de naturaleza variada, algunos de los
cuales nos han sido ya ftles en el wtansparentado y conservacién de
nuestros Gltimos electroforegramas. Pero, puesto que este trabajo serd ob-
jeto de una referencia mas amplia, prescindimos de hacerla en este lugar.

¢) Lectura de electroforegramas

Continuando nucstras referencias sobre la técnica seguida, diremos
que el papel, una vez «transparentadoy», se coloca entre dos laminas de
cristal, evitando, en lo posible, que queden burbujas de aire, para lo cual
extendemos sobre las placas de cristal una fina pelicula, lo mas uniforme
posible, del mismo liquido transparentante; estas dos laminas, llevando
entre sf la tira de papel, se montan sobre una plataforma, o carro que se
desliza por medio de un tornillo micrométrico a través de una hendidura
de 2 mm de ancho. El diafragma de esta hendidura se ilumina con una
bombilla de filamento recto. Sobre las placas de vidrio, y correspondién-
dose con la hendidura anterior, estd situada la célula foroeléctrica. de ma-

(198) BanwvoLnren, J., Nelurwissenschaften, 42, 126 {1953).

(199) D Wik, I, Ciba Symp. 19566, pag. 155.

(*) Barkounmie propone una vesion de pelivrelano ipeolors, la Herpophan-Ueberzugslack,
de la casa Herbig-Haav, de Colonia. :
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nera que a ella lega solamente la luz que atraviesa el papel‘ por esto,
cuando ante la hendidura se encuentra una mancha de proteinas tefiidas
(o de cualquler sustancia, en geneldl) la corriente luminosa que se 1eglstrd
esta atenuada, y tanto mds atenuada se registrard, cuanto mds Intensa
sea la coloracidn.

El aparato de lectura directa con corriente estabilizada, que hemos
empleado nosotros, lleva, a continuacién de la célula foroelécirica, un
galvanémetro que nos da directamente la intensidad luminosa expresada
en tantos por clento de transmisién. Como es sabido, las férmulas que li-
gan transmisiones v densidades dpticas son las siguientes:

1 1

DO=lg—=—logT = — log ~—

[ T 7 g g I

No obstante, nosotros, para facilitar la labor, teniamos confeccionadas

unas tablas, por medio de las cuales se pasa comodamente de transmisio-
nes a densidades Gpticas.

dy Trazado de curvas y valoracidn de resultados

El razado de las curvas se hace en papd milimetrado, tepresentando
en ordenadas los valores de las densidades dpticas y en abscisas los del
trecho recorride, resultando curvas similares a las de TisrLius, en las que
cada onda, o mejor, los maximos de las mismas. corresponden al maximo
de intensidad de cada fraccidn de sustancia coloreada.

Esta representacién, que podemos llamar manual, puede evitarse con
los llamados densitémetros de registro automdrtico o semiautomdtico, en
los cuales una plumﬂ]a, cuyas oscilaciones se corresponden con las del
galvanémetro del aparato, inscribe la curva correspondiente, de trazo
continuo, sobre un papel arrollado en un tambor, que se mueve sincréni-
camente con el carro portaelectroforegrama; en definitiva, se rtrata del
dispositive usual en multitud de aparatos 1'eg)istradores

Como fase final, que justifica las anteriores, sigue la valoracién, propia-
mente dicha, o cdlculo propolc,mndl de cada una de las fracciones separa-
das, que se efectiia midiendo la superficie que abarca, sobre el eje de abs-
cisas, cada una de las curvas parciales caracterizadas por los diversos md-
ximos de la grafica total.

. La medida de cstas superficies puede hacerse por varios procedimien-
tos, que, en definitiva, son todos los métodos analiticos y grificos de inte-
gracién conocidos (descomposicién en trapecios o rectingulos, ecuacidn
de Srmupson, plammctna etc.). Un procedlmlcnto clemental, pero que
puede ser prdctico, aunque pesado, consiste en contar los cuadraditos de
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papel milimetrado abarcados por cdda curva parcial, si se ha hecho la re-
presentacién en papel milimetrado, o superponiendo un transparente re-
ticulado, si se hizo sobre papel en blanco; también puede ser 1til el re-
cortar, sobre cartulina por ejemplo, unos patrones de las diferentes super-
ficies, pesindolas individualmente-y hallando los distintos valores porcen-
tuales de las sustancias segiin estos pesos, toda vez que las superﬁcies son
proporcionales a los mismos. En todos los casos se.admite, aungue con las
limitaciones expucstas, que las concentraciones deé colorante y de sustan-
cia que lo rericne son proporcienales a estas superficies.

El método mis exacto de medida de superﬁcies es el de la ecuacidn
de Simpson, pero su complejidad matemdtica hace que, en la pld(_tlca no
sea el usado corrientemente. Nosotros. gene1almente efectuamos dicha
medida por el método de contar los cuadraditos, quizds no muy exacto,
pero més asequible, o por cl de pesada de las "distintas superficies, tal
como hemos expuesto antes.

La delimitacién de Ja superficie que corresponde a cada fraccién sero-
proteinica puede hacerse, o bien trazando rectas perpendiculares al eje de
abscisas desde los minimos o valles de la curva total, o bien por curvas de
Gauss (extrapolacién a .mano en curvas individualizadas) (hg. 28). Ll
irea total nos da el conrenido, también rotal, en sustancla prob]ema y las
dreas parciales, el de las distintas fracciones separadas que integraban
aquéila, obteniendo asi, valores relativos, que, como se ha indicado, se
suele_n CXpresar en tantos por ciento.

— ISR
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Fig. 28 —Ljemple de delimilacién de la superhicie corresponilicufe a la globuling o
de un suere hnemano (McDoxann)

¢) Un caso prictico

Como ejemplo de aplicacién de lo expuesto hasta aqui, ofrecemos los
resultados de los distintos pasos dados en la obtencidn, lectura y valora-
cion de un proteinograma correspondiente a un suero sanguineo humano
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de diagndstico clinico desconocido, asi como el electroforegrama y el co-
rrespondiente proteinograma (¥*) (fig. 29).

Fig. 20.—Eleclroforegrama y proleinograna correspondicnle a un suero ﬂ[]l‘DXl’l]luLI:’ll'l]ﬂ‘ll[B
+ normal (ligeramente hiperbeta - globulinémico).
Las caracteristicas del electroforegrama son:
Papel, Archés n.” 301, 3 x 25 cm
Dif, potenmal 300 voltios.
Intens. corriente, 1,26 mA/cm
Tiempo, 3 horas.
Long. espectro, 6,6 cm.
Los valores obtenidos para las dlstlntas fracciones seroproteinicas son
los siguientes:

Albfimina. . . . . . . . . 59,119
Globulina o, . . . . . . . . 3,60 %
3} @y . B v . - . - 5!74%

» - Bio o . . .. 10149
» B o ... ... 4539
» Y .o« 0L '16;88%

{*) Aun cuando e¢n principio parezca nimia la observacion, dehemos establecer la ¢lara
diferencia que existe onlre un eleclroforegraina de proleinas ¥ ¢l correspendienle prolcinoyra-
ma, términos que, en la bibliogralin, aparecen con frecucncin usados impropiamente, at menos
segiin nuestro criferio. Para nosotrog, of clectroforegrama es, simplemente, In Lira «de papel
porladera de Ias sustancias cleclroforizadas, lefiidas o sin ieilir; en cambio, el proleinograma es
1a represeniacion grifica de la distribucion cuunlitativa, a lo largo del eleclroforeprama, de los
diversos componentes proleinicos de la mucstra en ensayo. En el mismo senlido puede hablarse
de clectroforegramas de glhicidos o de lipidos y de sus cerrespondientes diagramus clechroforé-
ticos (glucidogramas y lipidogramas, respectivamente).
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El colorante empleado para tefiir las proteinas ha sido, como cas]
siempre, el azul de bromobenol, habiendo uitilizado, para transparentar
el papel, la mezcla de aceite de parafina y a-bromonaftaleno (1:1). En el
Apéndice Experimental que figura al final de este wrabajo, presentamos la
tabla de los valores obtenidos en dicha lectura, expresados en tantos por
ciento de transmisién, como se leen directamente en el galvandmetro, y
en densidades dpticas x 10, a lo que hemos pasado aquellos valores para
asi representar grificamente densidades épticas frente a milimetros; la
lectura se ha hecho de izquierda a derecha, empezando por la albimina
de manera, que el primer miximo que obtenemos en la gyz’lﬁca corres-
ponde a esta fraccién proteinica, a la que siguen, por cste orden, las glo-
bulinas «,, s, B, B., (todas perfectamente diferenciadas) y la v-glo-
bulina. :

f) Dos ejemplos de diagnosis clinica.

Esta técnica de valoracién y trazado de curvas ha sido la mas unliza-
da en ¢l terreno clinico, donde, como se sabe, la férmula proteica (*), de

fl
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Fig. 30.—Elcclroloregrama ¥ protoinograma de suern, correspandienie
a-wna cirrosis hepdlicn

f4cil determinacién electroforéuica, juega un papel de extraordinario in-
terés como auxiliar clfnico, tanto para el establecimiento de diagndsticos

(") Puede réferitse ol suero o ab plasna sanguineo, o incluso a olros liquidos fisioldégicos,
asi como puede ir acompadada igualmenic, cn algunos casos, de la Idrmnta lipidica o do Ta
glucoproteica.
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diferenciales, como para seguir el curso evolutivo de procesos patolégicos
o la eficacia de una terapéutica determinada, aparte de que existen cua-
dros clinicos (agammaglobulinemia y mieloma) detectables simplemente
por electroforesis. Sélo a titulo informativo, va que éste no es objeto de
nuestro trabajo, aportamos dos casos de los varlos que incidentalmente
nos han surgido en nuestra labor experimental utilizando sueros anorma-
les, cuyo diagnéstico clinico facilitado resulté coincidir completamente

Fig. 31.—Eleclroforegrama y proleinograma alo suero, correspondionia
: ’ iouna leucemia sobreaguda

con el que a priori nos habiamos atrevido a deducir de nuestros proteino-
gramas, basindonos en datos bibliogréficos. En las figuras 30 v 31 se
muestran los clectroforegramas y proteino_gramas referidos, que correspon-
den, respectivamente, a un caso de cirrosis hepatica y a otro de leucemia
sobreaguda. La valoracién de tales proteinogranas conduce a las férmu-
las proteicas que se dan a continuacién junto con la correspondiente a un
suero medio normal, deducida igualmente de su electroforegrama reali-
zado en las mismas condiciones que los anteriores:

Cirrosis Leucemia Férmula proteica

hepitica sobreaguda normal
AlbGmina 19,92 9% 35,66 % 58,13 9
Globulina «, 1,48 % 5,28 9 3,82 9
Globulina «, 12,08 ¢ 12,08 % 27,21 o
Globulina f,- 12,08 9%, ‘ 16,81 %, 8,17 9
Globulina 3, 15,25 9%, 1,68 9% ‘ 3,94 9

Globulina v 51,27 9% 13,33 % 18,20 %



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-18%

Fécilmente se deduce que el primer caso se caracteriza por una marca-

da hlpc1gammdglobuhnemla, que se manifiesta-a expensas de una hipo-

albuminemia también muy acentuada, hasta el punto de que ¢l d1ag1ama

parece estar invertido respecto al correspondiente a un suero normal o casi

normal. El segundo caso constituye un ejemplo tipico de hipoalbumine-

mia e hiperglobulinemia en general, y, especialmente, en lo que se refie-
re a las globulinas «, y 3, .

g) Trazado de la linea base -

Al hacer la lectura de la manera que hemos indicado se observa que,
antes de llegar a la mancha de albiimina, e igualmente, dcspués de pasar
la de la globulina gamma se obtienen los valores maximos de tantos por
ciento de transmisidn, que- corresponden al blanco del papel, y que, en
este caso (no siempre ocurre igual, como vamos a ver) sonh iguales entre si.
La mayoria de las veces, sin embargo, se¢ observa que, después de la 1lti-
ma fraccidn, no se recupera el valor del tanto por clento de transmision,
que correspondia al blanco del papel en las lecturas de las zonas anterio-
res a la albimina; segun hemos podldo comprobar, el principal origen
de esta cafda de 9% T estd en una cierta fatiga de la célula fotoeléctrica.
En los casos en que estas disminuciones de transmisién se observan en
zonas del papel que han sido recorridas por la sustancia problema en su
marcha electroforética (o, incluso, en la originada por efectos electroosmé-
ticos o de otro tipo) el hecho puede deberse a fenémenos de retencién so-
bre el papel; de este tipo son los que motivan la correccién recomendada
por Grassmann y Hannic (200), SommeRrELT (201) y otros investigado-
res, al proponer el trazado de una linea base» adecuada, que tenga en
cuenta estas retenciones, antes de hacer la integracion de la gréﬁca corres-
pondiente. El trazado de esta linea ha de hacerse considerando los resul-
tados experimentales de cada caso, puesto que la retencién varia segun las
condiciones del papel y del problema. °

Existen criterios diferentes para el trazado (locabzacién o sitwacidn)
de la linea base. Segiin SommerreLT (202) la mejor mancra consiste en
hacer 10 6 20 lecturas antes de iniciarse el espectro electroforético y otras
10 6 20 después de terminar el mismo, tomar los puntos medios de cada
una de estas dos series y trazar una recta que pase por ambos. Grass-
MANN (200) hace la correccién de una manera algo distinta, pues toma
como punto cero de la linea base el primero donde se inicia la curva elea

(200) Grassmaans, W, v I-I.\ch, K., Klin. Wachsehr,, 32, 838 ({1054).

(201) Rowmmuwrerr, 3. Cw., Ciba Symp. 1956, pdg. 151.
(202} . Somwearrer, 5. Ca,, Cibo Symp. 1956, pag. 153.
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troforética, y-como ultimo, aquel en el que las lecturas, después de pasar
la fraccién gamma-globulinica, emplezan a mantenerse constantes; esta
forma de trabazén salva simultdneamente el error de lectura por fatiga
de la célula (cuando la lectura se hace en el orden que hemos mdlcado) y
el debido a la retencién de las sustancias que pasaron sucesivamente y
que, -aun encontrandose en cantidad minima (la necesaria para saturar la
trayectoria sobre ¢l papel) se tifien igualmente. Algunos autores suponen
que, en el caso de las seroproteinas esta retencidn fondo es atribuible sdlo
a la albimina, y que su cuant{a total alcanza hasta un 4 9 (*) del conte-
nido total en dicha proteina. Si la colocacién de la muestra de suero (en
el caso que estamos refiriendo) se hace en el centro de la ura de papel, ese
4 o, de albimina deberd sustraerse, proporcionalmente a la anchura de
bandas {admitiendo una adsorcién uniforme a lo largo del camino reco-
rrido), de todas las fracciones, salvo de Ia y-globulina, que, debido a la
electrodsmosis, emigra en sentido opuesto recorriendo, por lo tanto, una
trayectoria limpia de rastros de otras fracciones; por supuesto, que tam-
poco habrd que sustraerse este 4 9 a la albimina, sino, al contrario, su-
marlo a2 1a misma. :

Esta opinidén no parcce sin embargo correcta del todo, en nuestro cri-
‘terio, puesto que, en primer lugar, todas las fracciones serin capaces de
quedar retenidas, aunque en menor cuantfa, tanto por su menor facilidad
para la desnaturalizacién (uno de los factores que influyen en esta reten-
c16n), como porque ellas, normalmente, se encuentran en menores pro-
porciones. En un sentido rigorista deberia determinarse la adsorcién para
cada una de las restantes fracciones, que afectarfan siempre los valores
de aquellas de menor movilidad electroforética.

En el trazado de la linea base se puede incurrir, astmismo, en un
crror al adoptar el criterio de GrassMan, criterio que es completamente
correcto siempre que la muestra a separar se sitlie en aquellas zonas en las
.cuales la fuerza electroosmdética no sea suficiente para cambiar el sentido
de migracién de alguna o de algunas de las sustancias; pero si la mues-
tra se depositd en la linea central, puede suponerse que la zona de espec-
tro anoddico estard entonces afectada por el fenémeno de adsorcidn, mien-
tras que no ocurrird asf para la zona catédica, hacia la que emigra, nor-
malmente, la globulina gamma.

El método de fotometria direcra, sobre el papel, se ha utilizado tam-
bién en cromatografia para la valoracién cuantitativa de aminoicidos

(") Fste dato se refiere a papeles gruesos, del {ipo Whalman 3MM, y de 3 cm de anchura,
utilizando un volumen de suero de 0,01 m!, con lo que s¢ obluve un desplazamienio de Ia al-
biming de B cin. Para papeles mds delgados el lanio por ciento corrective se hace mis bajo.



Contribucion al estudio critico de la electrofores:s sobre napel... - 189

{203) (204) y azilcares (205), aplicindose, de modo analogo, en la electro-
foresis de tales sustancias.

ForoMETRIA TRAS ELUCION

Con estas consideraciones sobre la forma de valoracién de electrofore-
gramas por lectura directa, y sobre los factores que deben tenerse en
cuenta en esta lectura, creemos haber dado una visién suficiente de lo
que, respecto a ello, se conoce hasta el momento. Pasemos ahora a hacer
otras breves consideraciones sobre la forma, ventajas e inconvenlentes de
la valoracién fotocolorimétrica de fracciones con elucién previa del colo-
rante fijado por las mismas.

a) Métodos para la seleccion de bandas a eluir.

Para esta valoracién pueden scguirse dos procedimientoes. En uno de
cllos, el de Cremer y Tiserius (206), las tiras de papel, una vez tefiidas y
secas, se cortan transversalmente en handas de 5 mm, enlpezando anies
de la albdmina Y terminando poco después de la globulina gamma, de
manera que la primera y dltima bandas no contengan colorante, ya que
han de servir para determinar la cuantia del «valor blanco», €l cual por
otra parte no puede considerarse constante, puesto que esti comprobado
que varia con ¢l bafio tintorial utilizado en cada caso. Cada una de estas
bandas de papel se pone en un tubo de ensayo y se cubre con 3 cc de so-
lucién de COsNa. al 5% ¢n metanol de 509, durante un tiempo que, para
unos autores (207}, es de media hora y para otros (208) de 2 6 3 horas, agi-
tando de vez en cuando para facilitar la elucién. Nosotros, con una hora,
por lo general, o con hora y media, para mds seguridad, obtenemos una
decoloracion absoluta del papel. Si la cantidad de proteinas es elevada,
debe practicarse una segunda elucidn con otros 3 cc de eluyente Cuando
los pedacitos de papel quedan completamente limpios o decolorados se
vierte el liquido y se derermina, en el espectrofotémetro de Brckman,
o, simplemente, en un fotocolorimetro de filtros, la densidad éptica con la
logitud de onda correspondiente al colorante; tomando como base la ley
de BEER, que nos expresard, como se dijo, la dependencia entre la inten-

(203) TRocxusxn, L, Bo oy Dusw, M. 5., T, Amer. Chem. Soc., 71, 4121 (1940}

(204) McFanrex, E. F. v MwiwLs, J. A, Anal. Chem., 24, 650 (1952).

(205) McFarnres, E. F., Braxe, K, v Nurtkowser, 1. R., Anal. Cherm., 23, 1146 {1951).

(208) Cmemen, H. D vy Trsuays, A, Biochem, Z,, 320, 273 (1950).

(207) Gras, J., Proteinas plasmdticas, Ed. Jins, Barcelonn, 1956, pipg. 04,

(208) WuwnoerLy, Ch., La clecfroforesis en papel. (Trad. J. Gras). Ed. Cienlifico-Médica,
PBarcelona, 1956, pdg. 43.
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sidad luminosa que transmite ¢l blance del papel y la atenuacién de esta
intensidad, dependiente para cada caso de la concentracién de colorante
del experimento, podemos levantar una curva con los resultados obteni- 7
dos, poniendo los valores de la extincién o, mds frecuentemente, de las
densidades dpticas en ordenadas, y la distancia de las tiras de papcl des-
de el punto de partida, en abscisas. Los grificos de concentracién que
a su vez se deducen de aquellas curvas, son, en el caso de las proteinas. se-
mejantes a los obtenidos en la electroforesis libre de TrsELws.

Si s6lo interesa la determinacion de los porcentajes de las distintas
fracciones separadas sin obtencién de la curva total de electroforesis,
puede seguirse otro procedimiento debido a Tursa y ENENKEL (209) en cl
que, conseguida una correcta separacién de las fracciones, se marcan per
pendlculalmente a laplz los correspondientes trazos de separacidn, por
los cuales se corta el papel, eluvendo el colorante de las distintas porcio-
nes igual que en el caso anterior. Como entonces, deben cortarse bandas
paralelas de papel cuyas anchuras se couuponddu con las de las distin-
tas fracciones separadaa y que, eluidas de la misma forma, snven de blan-
co para la lectura fotocolonm(,tl ica: los valores de % de transmisién ob-
tenidos para cada una de estas bandas se restardn de los que correspon-:
den a las porciones coloreadas. :

Las fracciones que aparezcan con una intensidad de coloracién mavor
que la albimina en los sucros normales, conviene dividirlas en dos p01c10-
nes v sumar después el valor de las dos lecturas; si una vez efectuada la
elucmn obtenemos una intensidad de color excesiva puede hacerse una
ulterior dilucién, que luego habrd que tener en cuenta para el cilculo nu-
mérico. En defininva, lo que se pretende, de esta manera empnlca es
procurar que las lecturas se hagan en el rango de concentraciones en el
que se cumple la ley de Beer.

b) Consideraciones prdcticas sobre los limites
en que se cumple la ley de BEER,

Aun cuando el anterior criterio es el mds generalizado, quisimos com-
probar si tal criterio tenfa justificacién suficiente para las concentraciones
en que ordinariamente se opera. Para ello, muestras de magmtud crecien-
te de seroprotefnas, dentro todas de un rango amplio (sobre todo por lo
que respecta al limite superior), que abarca holgadamente a todas las con-
centraclones de fracciones proteicas que puedan presentarse en la préc-
ca analitica electroforética, se depositan directamente sobre papel, se fi-
jan, nfien y eluven en igualdad de condiciones y en forma andloga a la

{208 Toures, . y Exuskew, H. 1., Noiurwissenschaflen, 37, 03 (1950}
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usual en la obtencién de proteinogramas, Por medida espectrofotométrica
se comprueba el cumplimiento de la ley de Beer (fig. 32), al menos hasta
1a concentracién del eluido correspondiente a la muestra de 0,015 cc dz
problema por Io que JuzgamOS que las advertencias anteriores, sobre la
elucién fraccionada, son, en realidad, innccesarias por este concepto, si
bien puede hacerse conveniente, dlChO fraccionamiento, en aquelios Casos
en los que, por encontrarse alguna fraccién en concentracion muy peque-
fia sea aconsejable utilizar, para la misma, un pequetio volumen de elu-
yente, en cuyo caso, en las operaciones andlogas correspondientes a las
otras fracciones, conviene actuar en condiciones iguales; por el temor de
que cantidades pequefias de eluyentes no sean capaces de lograr una elu
cién exhaustiva de colorante en las fracciones protemlcas concentradas,
resulta aconqe;al)le, a veces, el hacer la referida elucidén fracclonada
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iy, 32.—Comprobacidn de ki ley de Besr en un caso priclico
de elucion de coloranie

F.stos mismos cxperimentos nos sirvieron indirectamente para estable-
cer la cantidad minima de suero sanguineo a utilizar en electroforesis, si
se pretende que no pasen desapercibidas las fracciones que se encuentran
en menor propmcwn valor que consideramos no debe bajar de los
0,0085 cc, cuando se ha de hacer la valoracién de fracciones por elucién,
utilizando, para la lectura espectroforométrica, cubetas de pequefas di-
mensiones, que no suclen ser menores de 1,5 cc, tamafio para el cual ha
sido calculado €l limite anterior.
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¢) Propuesta.de un sistema para el trazado
. de diagramas de valoracidn.

La fotometria tras elucién, al igual que la directa, aunque de una ma-
nera mias sencilla, nos permlte obtener los valores porcentuales de las dis-
tintas fracciones protefnicas del suero. La tnica desventaja se debe a la
destruccién y pérdida del espectroforegrama. Para compensar este incon-
veniente, nosotros hemos elaborado up sistema de representacién sencillo
¢n extremo, que nos permite obtener, a partir de los datos colorimétricos,
un grafico muy intuitivo, al igual que el obtenido en la lectura directa so-
bre el papel, y que nos pone de manifiesto la distribucién cuantitativa de
las distintas fracciones de una muestra. Para la confeccién de estos grifi-
cos, basta representar, en abscisas, las anchuras de bandas (medidas, como
¢s natural, antes de la destruccién del electroforegrama) una a continua-
cién de la otra, y, en ordenadas {levantadas en los puntos medios respec-
tivos de estas anchuras) el doble de aquellos valores que, multiplicados
por las anchuras, nos den el valor numérico obtenido para la densidad
Sptica de cada fraccién o para un muldplo convencional de la misma (en
nuestro caso, D.0. x 1000). Grificamente, bastar unir el afijo de cada or-
denada con los correspondientes a las dos abscisas que limitan cada ban-
da, para obtener una serie de tridngulos isdsceles, cuvas dreas respectivas
miden el miltiplo elegido de 1a D.O. de cada fraccién tefiida y eluida.
Para que el grifico sea mds intuitivo se procurard que las.unidades en el
eje de abscisas sean sensiblemente 1dénticas a las reales en el espectrogra-
ma. Esta representacién puede ser de interés para las interpretaciones cli-
nicas.

TABLA 26

~

Albmina Glob, a, Glob. a, Glob. B Glob, 7

*H%T . . . .. 76,5 92 §7 87 82,5
DO, x10. ., . . 1,22 0,37 0,61 0,61 0,84
°js Protefnas ., . 33,42 10,13 16,71 16,71 23,01
Bage tridngulos o

anchura bandas .

(mm) . . . .. 19 10 12 18,5 20,5
Altur%s (em) 00

D x 10

( baso ) 6,42 3,7 5,1 4,5 4,1

En la Tabla 26 se dan, a modo de ejemplo, los resultados que se han
obtenido por este procedimiento y que corresponden al clectroforegra-
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ma de un suero de diagnéstico clinico desconocido realizado en las si-
guientes condiciones tampén de veronal de pH 8,6, 250 V y 4" 5 (evapo-
cién parcialmente inhibida) y tincién con azul de bromofenol; la lectura
fotocolorimétrica se realizé con un filtro de longitud de onda media de.
605 my. Junto a los valores obtenidos se dan en la Tabla los datos nece-
sarios para la construccién del dmgrama convencional correspondiente

(hg. 33).
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Fig. 33.—Diagrama convencional de seroprolginas, correspondiemle
a los valores de la Tabla 26 -

FACTORES DE CORREGCCION

En cuanto 2 la proporcionalidad entre la cantidad de colorante fijado
v la de proteina, en el caso de la valoracion de éstas, se ha de tener en
cuenta que la primera es funcién del nimero de grupo basicos reactivos
de las proteinas, habiendo demostrado algunos autores que los colorantes,
en general, se fijan selectivamente sobre la albiimina con ma4s intensidad
que sobre las globulinas, por lo que, para la valoracidén exacta de éstas,
serd preciso multiplicar los valores de densidad 6pt_ica correspondientes
a las mismas por un factor de correccién, al que unos autores dan el valor
de 1,4, otros el de 1,6 y-aun hay otres que sefialan un factor distinto para
cada fraccién seroproteinica; asi, se han dado los siguientes valores-para
los factores de correccién: albiimina, 1; globulina «., 2,36; globulina

2,09; globulina 8, 2,20; globulina v, 1.3.
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CreEMER, TiseLius, KunkeL y SCHNEIDER, por comparacion de los re-
sultados obtenidos en la electroforesis sobre papel y tincién con azul de
bromofenol, con los que se obtienen por electroforesis libre, proponen un
factor de correccién para las globulinas que varfa desde 1,3 a 1,6. En
1951, KunkgeL y Tiserius (210) estudian este problema, poniendo en el

P p

papel cantidades distintas de albimina y globulina, observando que, en
efecto, la primera presenta una capacidad algo mayor que la globulina
para la fijacién del azul de bromofenol por unidad de proteina, calculada
por determinacién de nitrdgeno. Asimismo, deducen que ¢l factor debe
ser inferior a 1,6 aunque cste valor ha sido aceptado por muchos autores.
Otros investigadores, como Grirritas (211) y Laurerr y otros (212) de-
ducen, sin embargo, de sus experimentos, que no hace falta ningin factor
de correccién para este colorante.

Experimentalmente, aunque a base de las cifras tedricas relativas a los

F " Id - .
grupos bdsicos de las seroproteinas, se ha estudiado la cantidad de colo-
rante que fija la albimina en relacién con las globulinas, encontrando
que, aquélla, retiene 1,46 veces mds colorante que el mismo peso de glo-
bulina gamma. QosterRuuss (213) refiere que, por lectura tras elucidn, la
desviacién media, respecto a ese valor 1,46, es de un 2,7 9%, mientras que
por el método de lectura directa, la encuentra del 4,1 %.

Si se utiliza el colorante negro de anilina, parece ser que sélo las glo-
bulinas 8 requieren un coeficiente de 1,25.

El azocarmin no necesita, septin Tumpa, factor de correccién, opinién

i g E p
que no sustentan otros autores, aunque tampoco estin de acuerdo sobre
cudl debe ser el valor del factor de correccién para este colorante,

No obstante, pensamos que, si se estableciese como criterio fijo y uni-
co el de comparacién de los valores de un suero anormal, frente a los de
uno normal, obtenidos ambos en igualdad de condiciones (por ejemplo
realizando una electroforesis simultinea de los dos, colocados sobre pis-
tas paralelas de una misma tira de papel) podria resultar innccesario el
uso de los factores de correccidn, siempre que no se tratase de sueros cu-
yos componentes intimos hubieran sufrido alteracidn en si, como resulta-
do de determinados procesos patolégicos.

EXPRESIéN DE RESULTADOS CUANTITATIVOS

Como vemos, por cualquiera de estos métodos, obtenemos valores por-
centuales o relativos de las distintas fracciones proteinicas de un suero.

210) Kuwmkern, H. G. y Tisenus, A, J. Gen. Physiol., 35, 89 (1051).

(211) Gwmrrmites, L. L., J. Lab. Clin. Med., 41, 18 (1953).

(212} Lavecnn, C. B., Launenn, 8. v Skoon, N., Clin, Chem,, 2, 90 (1956),
(213; Oosternurs, H. K., J, Lab. Clin, Med., 44, 2B0 (19564). .
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Ahora bien, si por cualquier procedimiento conocemos Ja proteinemia
total del suero, podremos pasar ficilmente a valores absolutos. Personal-
mente, en los casos en que hemos determinado la proteinemia total, lo
hemos realizado partiendo de la dosificacién del N mediante Kjeldahl,
para lo que hemos utilizado una técnica algo modificada, en cuanto
a ciertos detalles experimentales; dicha técnica queda descrita con un
ejemplo real, en ¢l Apéndice Experimental que figura al final de este tra-
bajo.

Para fincs clinicos, en especial, serd desde luego mds conveniente ex-
presar los resultados en valores absolutos que en tantos por ciento, pues
pudicra darse el caso de que aumentasen por igual los valores de todas las
protelnas y asi, aun existiendo en este caso, por t]emplo una hiperpro-
teinemia real, podria pasar inadvertida en la expresién porcentual de la
térmula proteica. Segiin Grass (214) los valores absolutos deben darse en
gramos por mil, y no por cien, ya que ésa ¢s la manera en que se expre-
san todas las magnitudes fisicoquimicas, como molaridad, normalidad, etc.

B) Maétodos discontinuos con fines preparativos

Nos referimos a un procedimiento utilizado por nosotros a semejanza
del de Froop, Hirst y JonEs (215) que se usa en cromatografia. Se
trata simplemente de realizar }a electroforesis en tiras de papel de gran
anchura, a veces superior a la longitud, introduciendo sus extremos en las
vasijas electrédicas y realizando toda la operacién a la manera usual. Ter-
minada la electroforesis se cortan tres tiras longitudinales estrechas, dos
pré:f:imas a los bordes y una central, que son las Gnicas que se someten
a desecacién y se revelan, con el objeto de que sirvan posteriormente para
localizar las zonas o bandas correspondientes a cada fraccién separada.
El papel se corta de forma que en cada banda quede una sola fraccién,
aun cuando haya que despreciar las zonas intermedias en que pudiera

haber mezcla, puesto que las lineas de separacién no siempre son perfec-
tamente definidas, sobre todo si el tiempo de recorrido no ha sido lo sufi-
cientemente largo, o el potencial lo suficientemente elevado.

Bastara ahora eluir cada una de las zonas de papel cortadas, lo cual
puede hacerse con cualquier eluyente adecuado, habiéndonos ido muy
bien, en el caso de las proteinas, el uso de suero fisiolégico; para otros
casos hemos utilizado agua. o un disolvente orginico. Los eluidos se pue-
den concentrar hasta el grado que se desee y con las precauctones que
correspondan a cada caso; en general, se requiere hacer la concentracién

(214)  Gras, Y., Proleinns plasmiticas, ¥, Yiws, Barcelonn, 1086, pag, VI,
{215) Frooo, A, E., Thast, E. L. y Joses, J. K. N, J. Chem. Soc., 1679 (1948).



C-196 ~ Mavria del Carmen Bonmati Limorte

a presién reducida y, en muchos casos, se necesita, ademas inyectar por
el capilar gases inertes.

Podemos indicar que para proteinas, amincécidos y azlcares, hemos
conseguido aislar especies muy puras frente a varios criterios (cromato-
grifico, electroforético, puntos de fusién, etc. ), con un buen rendimiento,
aunque, naturalmente, en escala micro o semimicro.
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IX

ELECTROFORESIS EN PAPEL: METODOS CONTINUOS

A) Métodos continuos con fines preparativos
GENERALIDADES Y TECNICAS MAS CARACTERIZADAS

Estos mérodos constituyen la llamada, por antonomasia, electrofore-
sis continua, nombre que, -en general, alude a la manera continua de su-
ministrarse, en ella, 1a solucién de la mezcla de sustancias a separar.

Existen en la bibliografia diversos intentos de separaciones proteini-
cas con fines preparatwos dentro del campo de la electroforesis libre. En-
tre ellos podemos citar los de MacHEBOEUF (216), Haun v TrseLtus (217),
Svensson (218) y otros, en ninguno de los cuales fueron satisfactorios los
resultados practicos que se obtuvieron. Mis tarde, Haucaarp y Kro-
NER {219) utilizan el principio de la electroforesis continua en un medio
anticonveccién en una forma elemental (cromatografia de particién con
voltaje aplicado), y es algo mds adelante cuando Grassmann y Han-
nic (220) por un lado, y Svensson y Brarrsten (221) por otro, publican
casi simultdnea, pero independientemente, unos trabajos en los cuales se
cita el uso de columnas rellenas de diversos polvos inertes, que actdan

(216) MacEmeoEU¥, M., C. R, Sec. Biol.,, 135 1241 (1941).

(217) Hamx, L. y Tiseuius, A., Bicchem. Z., 314, 336 (1943).

(21B) Svexson, H., Arkiv, Kemi, Mireral.,, Geol.,, B 15, N.o 19, 1 {1042} [C. A., 37, 4274 ®
{1943)].

(219) Havoaany, G, y Knoxew, T. D., U. 3 Palent N.# 2, 555, 487, 27 Feb. 1948; J. dmer.
Chem, Soc., 70, 2135 (1948).

(220) Grasamasn, W, y Hasnic, K., Angew, Chem., 62, 170 {1950).

(221) Swesesow, I y DBrarrsten, I, Arkiv. Kemi,, 1, 401 - (1949).
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como medios anticonveccidn en la clectroforesis continua (*). Esta dispo-
sicién, debido principalmente a la dificultad de obtener rellenos de polvo
de porosidad uniforme, fué pronto sustituida, por GrassMann y Han-
N16-(220) y otros, por aquella otra en la que se utilizaban, como medio an-
ticonveccidén, hojas o cortinas de papel de filtro. A]go después, Du-
RRUM (222) adopta, sobre las mismas bases, una disposicién diferente,
siendo estas dos, la de Grassmann v Hannie y la de Durrum, las téeni-
cas mis caracterizadas de electroforesis preparativa en papel, seguidas,
en sus lineas fundamentales, por los demis investigadores que han utili-
zado este nuevo método continuo de separacién y obtenctén de sustancias
en el que se combina el efecto de electromigracién de las particulas con el
de un flujo liquido descendente. Todos los métodos electroforéticos con-
tinuos tienen de comin la superposicidn, al flujo descendente de clectro-
lito, de un campo ¢léctrico que forma con aquél un cierto dngulo, lo cual
se lleva a cabo de ordinario, haciendo correr el tampén en sentido des-
cendente, a través del medio antconveccién, por efecto de las fuer?as de
gravedad v capllandad principalmente.

En la téenica de Grassmann y Hannie, ¢l papel de filtro extragrueso
se corta en forma cuadrada v se dispone, en sentido ver tical, en una cé-
mara: los electrodos, de platmo se aplican a lo largo de ambos lados del
papel, de modo que sujetan a éste lateralmente; el campo eléctrico creado
forma as{ un angulo recto con la direccién del flujo liquido descendente.
Segiin esto, y puesto que el suministro de problema se efectiia en un pun-
to de la zona superior del papel, las particulas eléctricamente neutras se-
ran arrastracdas hacia abajo-por el flujo liquido, micntras que las particu-
las cargadas se desplazarin oblicuamente con una velocidad proporcmnal
a su movilidad v a un dngulo, «, determinado por la férmula:

veloeidad de migraei6n electroforética Ve

ctg e = velocidad de flujo v,

En el dispositivo de Durrum la hoja de papel se suspende libremente,
introduciéndose las dos esquinas o extremos laterales inferiores en dos va-
sijas con solucién tampén, en las cuales se encuentran los electrodos.

Segiin lo expuesto es légico pensar, como comprobaremos después ex-
perlmentalmcnte que el campo eléctrico creado en la hoja de papel, ten-
dré caracterfsticas distintas en los dos sistemas descritos. Por lo demds, Ia
disposicién es andloga cn ambos; en los dos, el borde horizontal superior

(*y Tueden inrlicarse, como un antecedente en ¢! uso de medios anliconveccion, los Lraba-

jos de Priceor [Pmiwpor, J. St. L., Trans. Faradoy Soc., 36, 39 (1940)] en los que uliliza un
grudienle de densidades par-l tal fin.

(222) Dwrrum, E. L., J. Amer. Chem. Sec., 73, 4875 {1951)
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de la hoja de papel se introduce en un depésito con solucién tampén, el
cual, en nuestro caso, es una cubeta alargada de seccién aproximadamen-
te semicircular, en la que debe mantenerse un nivel constante de lquido,
con objeto de que la solucién fluya uniformemente. Esto, como veremos
después. tiene gran importancia, asi como el que la velocidad de sumi-
nistro de la mezcla de sustancias a separar, que nosotros efectuamos ‘en
la parte alta de la hoja de papel por medio de una fina lengiieta de papel
de filtro adherida a otra mas ancha de celuloide, sea constante. El liquido
fluye, pues, desde arriba, al ser continuamente sifonado por el papel vy,
como indicamos, desciende a través del mismo, por efecto de fuerzas de
gravitacién y de capilaridad, arrastrando consigo la mezcla de sustancias
a separar. De esta forma, la solucién problema sigue, en principio, una
trayectoria transversal (perpendicular u oblicua, segiin se trate de las con-
ciones de GrassMaNN y Hannic o de las de Durruy, respectivamente)
a las lineas de fuerza del campo eléctrico creado en el papel al hacer pa-
sar ¢l por la corriente eléctrica; de esta manera, las moléculas, de acuer-
do con la carga que adquicren en el sistema tampén utlizado, se desvia-
ran, unas hacia el dnodo, otras hacia el catodo. y otras, las no cargadas, no
sufrlran, en teoria, desviacidn alguna. Se separan asf las distintas sustan-
cias, siguiendo travectorias divergentes que terminan en puntos distintos
del borde inferior de la hoja de papel ¢l cual estd recortado en una serie
de picos por donde gotea el tampén con las sustancias va separadas, que
se recogen en una serle de tubitos de ensayo dlspuestOS al efecto. El sis-
tema asi formado va introducido en una cAmara himeda, que NOsOtros,
antes de empezar la clectroforesis; saturamos de vapor por wvatomizacién
o pulverizacién del mismo tampén utilizado. Ademds, hemos logrado
dar a la cimara las dimensiones minimas (mds ficil saturacién v menos
evaporacidén posterior) ajustindonos también a las caracteristicas, va tra-
tadas al hablar de la evaporacién en la electroforesis analitica, que se re-
fieren a aumentar la superficie de paredes paralelas a la cortina de papel
y disminuir las corlcspondlentes a las perpendiculares. De este meodo,
pensamos que la evaporacién ocurrird por igual desde toda la superﬁc1e
del papel hacia la pared paralela, mas fria, al mismo tiempo que serd
menor en el otro sentido; de no ocurrir asi, aun cuando sus efectos sobre
los resultados no tuvieran el mismo cardcter que en la electroforesis ana-
litica (recuérdese en aquélla, a tftulo de ejemplo, la deformacién de ban-
das por efectos de bo1de) si que podria dar lugar, no obstante, a un gra-
diente de concentracién que llevarfa consigo una mayor velocidad de flu-
jo descendente, lo cual, como veremos, no interesa, en absoluto, si quere-
mos lograr la maxima separacién de fracciones.
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ALCUNAS DE SUS VENTAJAS FRENTE A LA ELECTROFORESIS DISCONTINUA

Una ventaja fundamental del método de electroforesis continua en pa
pel, frente al discontinuo, tipicamente analitico, aparte de la especificidad
de objeto, radica en los medios de la adsorcién. En la electroforesis ana-
litica 1a migracién de las particulas se ve retrasada por la adsorcién, segin
estudiamos anteriormente, perjudicindose la- separacién y delimitacién
de unas sustancias por el rastro de otras. En la adsorcién reversible se es-
tablece un equilibrio dindmico entre las particulas que se adhieren a la
superficie y las que estdn en solucién. En la electroforesis continua, las
partfculas recién adsorbidas no son transportadas ni por el flujo liquido
ni por efecto electroforético propiamente dicho, es decir que tanto la ve-
locidad de migracién electroforética (ve) como la velacidad de flu]o (’US)
sen reducidas por ¢l mismo factor, permaneciendo, por lo tanto, invaria-
ble el dngulo de desviacién («) (223). De aqu1 que esta adsorcién no in-
fluya en la direccién de desplazamiento, sino solamente e¢n la velocidad.
Ahora bien, si tuviese ]ugar una adsorcidn muv considerable, también en
ese método se originaria una disminucién en la nitidez de la separacién,
e incluso, si dicha. adsorcidn llegase a ser pricticamente irreversible, en-
tonces, la sustancia ni siquiera se moveria del lugar de suministro (224).

CONDICIONES PRACTICAS DE REALIZACION

Como datos curiosos que nos dan una idea de la realizacién prictica
de la electroforesis preparativa encontramos en la blbhografm que, por
efemplo, en el caso de las protefnas de 2 cc de suero sanguineo, se requie-
re para su separacmn unas 36 horas; la corriente empleada, para una su-
perﬁme de separacmn del papel de 23 x 20 cm, es de unos 100 a 300 vol-
tios. v, como méximo, de 20 mA. Con una fuerza idnica del tamipén de
veronal/vcronal sédico {pH 8,6) de,, 0,066, se puede trabajar con una in-
tensidad de campo eléctrico de 8 vol./cm. Modificando de manera apro-
piada el pH del tampén y la relacién entre las concentraciones del mis-
mo y de la mezcla de sustancias a separar, se pueden establecer las condi-
ciones éptimas para cada caso (225).

Es muy importantc, para la correcta separacién de las sustancias, man-
tener un estado estacionario o uniforme, a lo largo de todo el experlmen-
to, tanto en lo que se refiere al deslizamiento del 11qu1do con la sustancia
a separar, como a la intensidad del campo eléctrico, cuya constancia, na-

(223) Weser, R., Helv. Chim. Acte., 36, 425 (1952).

(224) Gnnssmmm W., Ciba Symp. ]"l 56, pig. 12

(225) Wunorney, C:r Fa t’lecrmforcsm en papel. (Trad. 1. Gaas), Ed. Cientlfico-Mddica,
Barcclonu, 1956 pdg. 30.
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- turalmente, debe ser una de las condiciones mds exigidas; igualmente se
requiere la constancia y uniformidad de temperatura.

Nuestros primeros trabajos en este campo se han dirigido al estudio
de las condiciones éptimas de realizacién. Empleando la disposicién de
"Durrum, con una ho]a de papel apaisada, de unos 43 x 23,5 ¢m, y tam-
pén de veronal de pH 8,6 y . = 0,066, la diferencia de potencial que en-
contramos Gptima oscila alrededor de los 760 vol, lo.que da una inten-
sidad de corriente de 30-40 mA; estos dos valores, inicial y final, de in-
tensidad de corriente, nos indican yn aumento gradual que se correspon-
de con cl periedo. de imbibicién creciente del papel por la solucién tam-
pén; ahora bien, después de alcanzar el valor miximo, la intensidad de
corriente disminuye hasta llegar a otro valor que se mantienc constante
hasta el final del experimento; si varlamos el potencial, ya sea para
aumentarlo o para disminuirlo, el fendmeno ocurre igual, pero slempre el
miliamperaje final, invarniable, es menor que el obtenido en las primeras
condiciones. Para este fenémeno sélo encontramos posible una explica-
cidn, y es que ¢l calentamiento producido por esas intensidades de co-
rriente elevadas tiene como consecuencia la evaporacién de disolvente,
e incluso, a veces, el arrastre o la sublimacién de parte del electrolito mds
volatil, con lo cual aumenta la resistencia del papel y, consiguientemen-
t¢, disminuye la intensidad de corriente que por €l pasa, dlsmmuvendo
con esto, ramblen, el calentamiento y la evaporacién; pero como quiera
que cl liquido tampdn desciende continuamente desde la cubeta superior,
al aumentar la evaporacién tendrd lugar una mayor succion del mismo,
llegando a establecerse un equilibrio que mantiene constante la intensi-
dad de corriente a potenciales distintos.

En ocasiones en que el potencial fué muy alto tivo lugar un depdsito
de electrolito sélido, debidé a la gran evaporacién por excesivo calenta-
miento, lo que, como es natural, entorpecia grandemente el proceso, anu-
lando por completo las venta]as de un aumento de potencial. Es decir,
que, puesto que el proceso viene rcgldo por la diferencia de potenmal
o mqor por la intensidad de campo, no influyendo realmente el miliam-
peraje sl no es para incrementar ¢l desarrollo de calor, es preferlble tra-
ba]al a intensidades de corriente pequeifias, lo que conseguimos, sin dis-
minuir el potencial, dlluyendo la solucién tampén para dlsmmmr de esta
forma su intensidad iénica.

EsSTUDIO DEL PROCESO

Siendo el fin perseguido en la electroforesis continua preparativa la
abtencién, por separado, de las distintas sustancias que forman una mez-
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cla, se comprende ficilmente que nuestro objetivo inmediato sea buscar
las condiciones dptimas, de mayor separacidn entre las diferentes {raccio-
nes que constituyen la citada mezcla. Para legar a esto, el procedimiento
que creemos mds légico y seguro es el de empezar por el conocimiento
intimo del proceso y de los factores que en €l intervienen,

Es sabido que la sustancia ploblema llega de manera continua a la
hoja de papel, que recorrerfa en el sentido del campo gravitatorio de no
existir otros factores, como, por ¢jemplo, el campo eléctrico, que actia
sobre las particulas con carga cléctrica, mientras que las eléctricamente
neutras siguen un curso pricticamente vertical, del mismo senudo que el
flujo descendente. Pero, ante la superposicién de un campo eléctrico
transversal o aproximadamente transversal (perpendicular u oblicuo, se-
gin se trate del sistema de Grassmann y Hawnnig o del de Durrum,
como dijimos), las particulas electroforizables siguen el curso determina-
do por la resultante de las acciones debidas a los potenciales, eléctrico y
de descenso, que sobre ellas actian. Durante el descenso, dichas particu-
las, como en el caso de la electroforesis discontinua, se desvian hacia el
dnodo o hacia el cdtodo, segiin el signo de su carga, a la vez que descien-
den hasta llegar a los picos colectores del borde inferior. Queda claro, por
lo tanto, ¢l gran interés que en esta desviacidn tiene la relacién entre la
movilidad electroforética de las particulas y la 1'apidez de deslizamiento
del medio de transporte (de aqui también la importancia del deslizamien-
to laminar uniforme de dicho medio durante todo ¢l experimento), Es
decir que los 1omes, o las particulas cargadas en general, se mueven en
virtud de la resultante de las dos fuerzas que actiian sobre ellas: la com-
ponente de campo eléctrico y la componente vertical, compbnente esta
altima que, en definitiva, se debe a las fuerzas de gravitacién (liquido des-
lizante y particulas) y de capilaridad.

a) Condiciones de DurrUM
1) Dastribucién de potenciales

Creemos, pues, que el camino para introducir modificaciones en la téc-
nica, con vistas a conseguir ventajas en la separacién de sustancias elec-
troforéticamente distintas, debe arrancar del conocimiento de aquellos
factores fundamentales que en ella intervienen. Es por esto, por lo que
hemos emprendido un estudio de las caracterisicas del campo eléerico
creado en la hoja de papel, que hemos llevado a cabo estudiando experi:
mentalmente la distribucién de potenciales en distintos puntos de dicha
hoja. Para realizar este estudio cuadriculamos el papel de 3 en 3, de 2 en
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2ydel en | cm, segiin los casos, con objeto de medir los potenciales en
los puntos determinados por las intersecciones de las lineas trazadas por
ellos (en algunos casos se han efectuado las medidas de diferencia de po-
tencial entre 440 puntos). Las medidas, que se han realizado con un vol-
umetro a valvula (*), se han tomado entre puntos simétricos respecto al
eje vertical de la hoja de papel; de esta manera, se comprueba que, en el
dispositivo de DurruM, los potenclales disminuyen hacia el centro, es de-
cir, geglin se aproximan entre si los dos puntos entre los que se estd efec-
tuando la medida, y hacia arriba; el potencial es por lo tanto miximo,
como era de esperar, entre los puritos de las zonas electrédicas; hacia
arriba y hacia el centro, el campo se uniformiza, pero siempre disminuyen-
do en ambos sentidos, sobre todo hacia arriba. kisto quizis pudiera expli-
carnos el trayecto vertical que en las zonas mds altas siguen las particu-
las sin apenas separarse entre si las que constituyen las distintas fraccio-
nes, puesto que, alli, las lineas equipotenciales, de las que luego hablare-
mos, son casi absolutamente abierras. Esto mismo tiene 1mportanc1<1 y
lo hemos utilizado con resultados satisfactorios, para localizar la posicién
del punto donde debe efectuarse ¢l suministro de problema, al objeto de
prescindir de un recorrido inefectivo.

La representacién grifica la hemos hecho levando sobre papel mili-
metrado, dlqpuesto a modo de repwducc}on de la propia hoja de papel
del experimento, los valores de los potenciales de los distintos puntos
(véase Apéndice Expenmental) poniendo, en cada uno, el potencial me-
dido entre él y su simétrico respecto al eje que dijimos. Uniendo entre
si los puntos del mismo potencial, obtenemos una serie de curvas de la
forma que aparece en la figura 34.

Estas curvas, puesto que unen puntos de igual potencial, las llamamos
wlineas equ:potenmales» v, por analogla con las superﬁcxes equipotencia-
les o superficiales de nivel, seran nor males a las lineas de fuerza del cam-
po eléctrico creado en la hoja de papel. En efecto, como quiera que la
componente vertical es de menor cuantia que la componente eléctrica, las
trayectorias de las particulas resultan practicamente perpendiculares, en
todos sus puntos, a estas lineas equipotenciales, correspondiéndose, en
principio, con las lineas de fuerza del campo, tal como las hemos dibuja-
do en la figura 34; es decir, que, como dijimos mds arriba, las particulas,
en su desplazamiento, siguen aproximadamente las lineas de fuerza del
campo eléctrico creado en el papel (*¥).

(*) Avometer, Modelo 012, fabricade por Radio Kits Inc.
(**) En realidad, las traycclorias son algo nds cerradas debido a que el vector eléclnco
ha de componerse con ¢l veclor de descenso, el cual depende, a su vez, de varios faclores: gra-
vitacidn, capileridad del soperte, suministro de tampdn, lemperatura, etc,
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En la parte superior del papel, como ya indicamos, los potenciales se
uniformizan, de tal manera, que las lineas equipotenciaies resultantes
tienen un radio de curvatura tan enorme que la trayectoria de Ias parti-
culas en esta zona del papel es vertical.
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Fig. 34.—Distribucién de polenciales sobre el papel, en las condiciones de Dunnuw.

" Este serfa, pues un camino teéric&experimcntal que nos llevaria a es-
tablecer, en cada caso, las condiciones éptimas de dimensiones del papel,
puntos de aplicacién de la diferencia de porenaal etc., etc. Todo consis-
tirfa en lograr unas lineas equlpotencmles lo mds cerradas posible; de
esta manera, la separacmn empezaria en seguida. Esto es lo que hemos
perseguldo en toda una serie nutridisima de experimentos, en unos de los
cuales, conservando andloga disposicién, hemos variade solamente las di-
mensiones del papel y el valor de los potencmles aplicados. En estos en-
sayos encontramos, que, en efecto, existen para cada caso unas dimensio-
nes, no sélo éptimas, sino ademids limites, de la anchura del papel, e igual-
mente, comprobamm cl efecto venta]oso de acortar éste, con la consi-
gulente economia del mismo, asi como de tampdn, y, sobre todo, de
uempo :

Todo este estudio, y los anilogos que realizamos después para otras
condiciones, los llevamos a cabo cuando ya el campo se habia hecho uni-
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forme y el miliamperaje (ya hablamos antes de sus variaciones) perma-
necia constante,

2) Ensayos prdcticos de separacion

Estos primeros experimentos, realizados con el objeto principal de- es-
tudiar la técnica y condiciones de separacién continua, se levaron a cabo
con soluciones de mezclas de aminodcidos (tampén de fralato, de pH 5,9)
y con sueros sanguineos, concretando el estudio, en este wltimo caso,
a la separacién de proteinas (tampén de veronal, de pH 8,6). El revelado
se hizo en la forma usual, descrita para la electroforesis discontinua, y el
secado previo al revelado lo hiamos dejando en seco, por sifonacidn, la
cubeta de suministra de tampon y procedlendo entonces a hacer el seca-
do del papel, en la propia ciamara clectroforética, medldme rayos in-
frarrojos.

Separacton de gminodecidos

En los primeros ensayos efectuados con aminoacidos, con un disposi-
tivo fundamentalmente andlogo al de DurruM, obtuvimos ya una sepa-
racién satisfactoria de los mismos, sobre todo cuando la solucién proble-
ma estaba formada solamente por un aminodcido de cada uno de los tres
npos acido, basico o neutro. Asf, podemos citar, _por ejemplo, la separa-
cién de una solucién de clorhidrato de arginina (bdsico), metionina.
(neutro) y 4cido aspirtico. En ella, como en todas las demds de amino-
dcidos que hemos realizado, aparece, el de cardcter basico, desplazado ha-
cia el electrodo negatwo el 4cido hacia el positivo v el neutro desciende
practicamente sin desviacidn, es decir, que estando el suministro de la
muestra problema cn el centro de la parte superior del papel la solucién
tampdn que contiene a este aminodcido gotea por un pico central. En
este caso concreto, en un papel de 43 cm de ancho por 23,5 cm de largo
(medldo desde la base de los tridngulos que forman los picos, y no desde
el vértice, hasta la linea por donde se dobla el papel en la parte superior
para 1ntr0duc1rlo en la cubeta superior de tampén), con una diferencia
de potencial de unos 760 voltios v con 30 a 45 mA, durante 3 horas, se
obtiene una $eparacidn que corre-sponde a una distancia de 6,5 ecm del
punto por donde gotea la arginina a aquel por donde aparece la metio-
nina, y de 8 cm desde este ultimo al correspondiente al dcido aspartico.

En otros casos en que la mezcla de aminodcidos estaba constituida por
mis de uno de cada tipo, 31gulo siendo clara la separacmn entre los de
cardcter distinto; la separacién de los de lgLal caricter fué bastante sa-
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tisfactoria, en algunos casos, para los componentes de los grupos acidos y
bdsicos, pero no asi para-los neutros que siguieron formando un grupo
o

tnico.

Los nuevos ensayos de aislamiento de aminodcidos se realizaron en
condiciones encontradas tanteando las relaciones entre los pH de los
tampones utilizados y los puntos isoeléctricos de los distintos aminoaci-
dos, con51gu1er1do en algunos casos, resultados completamente satisfac-
torios, La disposicién experimental es andloga a la descrita para tos casos
anteriores. _

Con tampén de acetato de pH 3,8 [44 cc de dc. acético 0,2 M (11,55
cefl) + 6 cc de acetato sédico 0.2 M (16,4 gr AcONa anhidro 6 27,2 gr
de AcONa.3H,0O/1) en un volumen de 100 cc] se consiguib scparar cla-
ramente, de una mezcla de aminodcidos de cardcter dcido (aspdrtico +
+ glutdmico), bdsico -(lisina + arginina + histidina) y neutro (glicoco-
la + alenina + valina + serina + prolina + oxiprolina), tres grupos corres-
pondientes a cada uno de estos caracteres, lograndose una separacidn en-
tre los dos componentes dcidos mds satisfactoria atin que la lograda en el
caso anterior; dicha separacién estd favorecida tanto por el menor peso
molecular del aspértico como por el punto isoeléctrico, mds bajo también,
de este aminodcido (pI asp.: 2,77; pl glut.: 3,22) (fig. 35).

Fig. 35.—8eparacion contivua de aminodcides (pll, 3,8, disposicion de Durrum, a: de. aspir-
tico; b: 4c. glutdmico; ¢; glicocola + alanina + valina + seriva + prolina + oxiprolina; d:
arginina 4 histidina. .

Dicha separacién fué todavia superada uulizando tampdén de fralato
dcido de potasio, de pH 5,9, mds alcalino que el anterior tampdn frente
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a los pl propios del aspirnco y glutdmico. De una manera general puede
indicarse que, para pH superiores al pl, ¢! equilibrio doble i6n = ién
sencillo se desplaza de izquierda a derecha al aumentar el pH, mientras
que ¢} desplazamiento cambia de sentido al tender a igualarse pH y pl:

+ OH™ (pH > pl)
NH,-R-COO0— (pl) ————— NI, —-R—CO0™
pH—pl

Con este segundo tampdn conseguimos la separacién de los aminodci-
dos basicos entre si, todos desplazados hacia ¢l cdtodo, como corresponde
a este valor de pH, pero con mayor velocidad electroforérica la arginina
que la lisina y ésta que la histidina, de acuerdo también con sus puntos
1soeléctricos respectivos. La trayectoria de los aminodcidos neutros apa-
rece, al revelar con ninhidrina, intensamente coloreada y desplazada lige-
ramente hacia el citodo: esto ocurre asi, ya que, segin explicamos en ca-
pitulos anteriores, a valores de pH por debajo de los puntos isoeléctricos,
que es lo que ocurre en ¢l caso en cuestidn, queda favorecida la forma ca-
tibnica de los mismos. Cabria la objecién de que, a un pH 5,9, tan préxi-
mo a los pl de los aminodcidos, la trayectoria debia ser sensiblemente
vertical. En la prictica, sin embargo, estd comprobada una pequefia des-
viacidn hacia la zona catddica, lo que podemos explicar por un fenémeno
de electrodsmosis, andlogo al estudiado en la electroforesis discontinua y
que actiia sobre la sustancia, en cada punto del papel, mientras perma-
nece en €l. Si el pH del tampén (el del primer caso, por ejemplo: 3,9) es
mucho mis 4cido que el correspondiente al punto 1soeléctrico, entonces,
la desviacién es mas apreciable como hemos visto, explicindose esto per-
fectamente por la estructura catién que adquiere el aminoacido; la pre-
sencia de esta estructura queda favorecida por concentraciones crecientes
de iones hidrégeno:

+ H+ (pH << pI) +
NH,—R--CO0O™ (pl) — NH —R-—GOOH

pH-—>DI

La separacién de los aminodcidos neutros, entre si, se consigue mcjor,
en general, con tampones de pH bajos, llegando a los mejores resultados
utilizando 4cido acético 1 N de pH 2.4 (226), aunque todavia con él la
separacién entre algunos de tales aminodcidos neutros es muy confusa,
apareciendo por ejemplo unidos la valina y serina, y-casi unidos, aunque
puede apreciarse ya una pequeiia separacién entre ambos, la glicocola y la

(226)  Grasamaxn, W. v Haxxsie, K., Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem., 292, 48 (1033).
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alanina; la prolina y 0X1p1‘011na muestran una separacién aprommada-
mente igual. La separacién es ya algo mds marcada entre los tres grupos
de dos aminodcidos que s¢ han indicado.

Como era dc esperar, para este valor de pH tan por deba]() de los pun-
tos isoeléctricos de estos aminodcidos, se comportan todos claramente
como cationes, desplazdndose hacia la zona electrédica negativa los ami-
nodcidos neutros normales, con tanta mayor intensidad cuanto menor es
¢l peso molecular, es decir, cuanto mayor es lo que pudiéramos lamar
carga especifica o densidad de carga, que, en estas condiciones relativa-
mente forzadas de pH, en las que el cardcter cualitativo eléctrico (rela-
cién de pH/pI) podriamos decir que se iguala para todos, es la que en
realidad gobicrna la separacién, con predominio sobre los pl. No obstan-
te. es curioso observar que cuando en la molécula del aminodcido exis-
ten otros grupos funcionales distintos de los especiﬁcos amino v carbo-
xilo, no se cumple esta 1eg1a Asi, por. e]emplo nos encontramos que la
serina (oxi-alanina y treonina (oxi--amino-butirico), que scgin aqucllo
debian aparecer mds desplazadas hacia el citodo que la leucina por ejem-
plo (por ser menores sus pesos moleculares y poseer ¢l mismo nimero de
grupos amino y carboxilo), .y, por la misma razén, también la serina mds

enplazada que la valina, no aparecen asi, lo cual puede ser debido a la
presencia de los grupos OH, alcohélicos o fenélicos, en la molécula de ta-
les aminodcidos, con lo que se atenda el cardcter catiénico de los mismos,
disminuvendo el punto isoeléctrico y haciendo que su alejamiento de la
zona positiva sea mis débil; también puede explicarse igualmente, por
el hecho de ser menor su velocidad de migracién a causa de la fuerza
de hidratacién de dichos grupes. Asf, en la h01a de papel revelada con
ninhidrina, se puede observar claramcnte cémo la serina, u oxialanina, -
tiene menor velocidad de desplazamiento anidnico, es mds lenta, que la
alanina, ¢ igualmente la treonina (oxiaminobutirico) que la valina (amino
glutérico), a pesar de la pequefia diferencia de peso molecular entre ellos.
Fendémeno analogo ocurre con la prohna v 0X1pr011na ambog Iminodcl-
dos heterociclicos, para los que la velocidad electroforética es menor que
la de los aminodcidos propiamente dichos, de igual o mayor peso molecu-
lar; esto podrfamos explicarlo como debido, prec1samente al griupo imi-
no de sus moléculas, grupo menos basmo que el amino (mayor punto iso-
cléctrico) v que, por lo tanto, se carga’ menos posnwamente con lo cual
el desplazamlento de 1a molécula tiene un cardcter mds anidnico.

En general, a pH altos, va en la zona alcalina’ (tampén de veronal,
pH 8.6), 1a separacxon de los aminodcidos neutros resultd poco satisfac-
torla.

Finalmente, como un complemento a nuestros resultados, vamos a re-
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sumir los encontrados por Grassmann y Hannic (226) respecto a los
aminoacidos basicos, concretamente, respecto a las bases exdnicas: histi-
dina, lisina y arginina; estos resultados ponen de mianifiesto: 1.°) que
para distintos valores de pH Comprendldos entre 7,5 y 11, la histidina se
comporta como anién y la arginina como catién; 2.°) que la lisina, a va-
lores de pH superiores a 10,4, es anionica, como la histidina, y por deba-
jo de ese pH, catiénica, come la arginina, situdndose claramente entre
aquellos aminodcidos cerca del pH 10,4; 3. °) que a pH inferiores, los tres
aminodcidos citados se comportan como cationes.

De estos tltimos resultados podemos deducir: a) por lo pnmero que
¢l pl de la histidina serd inferior a 7,5 y el de la arginina superior a 11;
b) por lo segundo tendriamos que el pl de la histidina deberd ser menor
que 10,4, el de la arginina mayor que 10,4 y el de la lisina igual a 10.4;
los valores calculados, a partir de los pK 4cidos y basicos correspondien-
tes, son los que slguen: histidina, 7,59; argmma, 10,76 hsma 9,74,
Como puede observarse, el error para el pl de la histidina es practica-
mente despreciable; el pI de la arginina, calculado por ambos procedi-
mientos, ¢s concordante, y el error de los valores encontrados para la ar-
ginina, en el primer caso, y para la lisina, interpretamos que pueden pre-
venir, ficilmente, de fenémenos de desplazamiento electroosmético, de
difusién, etc.) por lo tercero, se confirma quz los pl de estos tres amino-
acidos basicos son superiores a 5,9.

Una anormalidad aparente en Ia
separacion de aminodcidos

Aunque solo sea de pasada, queremos hacer constar un fenémeno ob-
servado en algunos de los experimentos realizados con aminoicidos (tam.
pén de fralato dcido de K, pH 5,9} y que nos llamé la atencion. Después
de.varlos ensayos con aminodcidos, es decir, con mezclas de los mismos,
de cardcter dcido y bdsico principalmente, con resultados plenamente sa-
tisfactorios, obtuvimeos con nuevas muestras (concretamente se trataba de
una mezcla de aspirtico y arginina} una separacxon defectuosa, siendo
curiosa la forma adoptada por las trayectorlas slempre 1gua1 el aspartl-
co aparecia como superpcmendose a la arginina, empezando a separarse
después de haber recorrido ya un trayecto, mds o menos largo, sobre el
papel, separacién que, ademds, no es brusca, sino que se verifica gradual-
mente, adquiriendo la forma aproximada que aparece en la figura 36.

Esto pensamos que podria ser debido a que, como hemos visto, en la
zona mds alta del papel el campo es pricticamente nulo y si la concentra-
cién de alguna de las sustancias electroforizables pasa de un cierto limi-

o



C-210 Maria del Carmen Bonmati Fimorte

te, méximo para un conjunto dado de condiciones, especialmente para un
valor de diferencia de potencial determinado, entonces, podemos consi-
derar que la densidad de carga elécuica efectiva de las particulas serd
muy pequefia, con lo cual el nlimero de transporte tendrd un valor insufi-
ciente para que la partl’cula emigre en el campo eléctrico, como era de
esperar.

En efecto, si el suministro de problema se verifica mds abajo, esa zona
de emborronamiento dlsmmuye y st diluimos el problema y ba]amos su
nivel en el deposuo de suministro, para que éste sea méas lento, también
empieza antes la separacién.

+ —

Fig. 36.—Separacifn anormal del aspiriico y arginina.

Cambiando la polaridad de los electrodos el resultado es practicamen-
te el mismo, sélo que en sentido inverso.

Aumentando el potencial y manteniendo constantes los demds facto-
res, de manera que el potencial en la zona alta fuese ya apreciable, se
consiguié una perfecta separacién, practicamente desde el mismo punto
de suministro.

Cuando aumentamos progresivamente la propdrciéon de arginina en la
disolucién, llegd un momento en que aparecié un fenémeno en todo ani-
logo al anterior, pero de sentido inverso, quedando el emborronamiento
por la zona de la arginina.

Separacidn de proteinas

En el caso de sueros sanguineos (tampén de veronal/veronal sochco,
pH 8,6) observamos también que, 1gua1 que en la electroforesis ploplar
mente analitica, se separan en la continua distintas fracciones proteinicas,
aunque no tan netamente diferenciadas como alli. Al igual que entonces,
Ia trayectoria correspondlente a la albimina diverge hacia el polo positi-
vo y aparece mucho mas intensamente coloreada que las restantes, entre
las que se observa una, casi vertical, que podria corresponder a la globu-
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lina beta, y otra, desviada hacia el polo negativo, que serd la de la gam-
ma-globulina. En tres experimentos prehminares con papeles de iguales
dimensiones que las que dimos dltimamente para los expeumentos con
aminodcidos (43 x 23,5 cm), con una diferencia de potenc1a1 de 700 y
780 voltios y un paso de corriente de 15 a 20 mA, se obtienen unas sepa-
raciones, medidas en la base de los plCOS y entre fas dos fracciones mas
extremas, de unos 5,6 y 6 cm, respectivamente.

Para comprobar la eficacia rea] de la separacién de seroproteinas en la
electroforesis continua, se seleccionaron aquellos tubos que correspon-
dian a picos de goteo por los que, seglin acusaba la tincién de la hoja de
papel, habia tenido lugar salida de proteinas. El contenido de tales tubos
s¢c concentrd a vacio, y muestras de los concentrados se sometieron a elec-
troforesis discontinua analitica sobre pistas paralelas de tiras de papel que
trabajaron en igualdad de condiciones, y en todas las cuales una de sus
pistas estaba ocupada por una muestra del suero suministrado en la elec-
troforesis continua. Las distintas fracciones proteinicas de cada una de
estas pistas aparecieron CDI‘I‘CSPOHdlendOSC exactamente con la posicién
que ocupaban en el espectro electroforético del suero primitivo integral,

600 volt.
L0-25 mA

56T8s8nH

Fig. 37.—Separacidn conlinua de seroproteinas. Tincidn con azul de bromofeno]

fraccionado en-la electroforesis continua. No obstante, la separacién con-
tinua de las fracciones proteinicas intermedias (globulinas alfa y beta) se
manifesté algo dudosa e incompleta, segin puede comprobarse en’la re-
produccién de la hoja de papel tefiida con-azul'de bromofenol, que apa-
rece en la figura 37, y en los proteinogramas parciales de control de la fi-
gura 38, obtenidos segin el procedimiento seguido por Grassmann y
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Hawnnie (227), por fotometria directa de los correspondientes electrofore-
gramas (realizados éstos con el mismo tampén de veronal, a 250 vol du-
rante 4 horas, y tefiidos con el mismo colorante). Tanto en la figura 37
como en los diagramas de la.38 indicamos, por medic de ndmeros, los
picos de goteo v los tubos colectores correspondientes a las fracciones pro-
teinicas separadas.

fuse|_f)
N
5 \ | Mbiiina.
[ TN Ald.+ Glob,oty
7 = Clobuting oy
51 LN Glabs. ay+13,
9 f - Globs. By + ¥
fe AN Glovatina ¥
# Globulina

lorgitud del sspeciroclactrofeoregrama—w

.
Fig. 38.—Dijagramas de conirol de la separacién conlinua de seroproleinas

4

3) Algunas consecuencias prdcticas del potencial aplicado

Habiendo comprobado también -en nuestros experimentos de- electro-
foresis continua que la separacién lograda es funcién directa del potencial
' aplicado, hemos llegado a trabajar, en.algunos casos, hasta con 800 vol-
tios. Por otra parte, partiendo de la hipétesis de que al disminuir la dis-
tancia entre los electrodos (en’ este caso, la anchura de la cortina de pa-
pel) 1a intensidad del campo eléctrico (vol /cm) serfa mayor, siempre que
el potencial interelectrédico no disminuyera en la misma ni-en mayor
proporcién, verificamos dos experimentos con papeles més estrechos, al
objeto de comprobar si con esta disposicién (las restantes condiciones
fueron andlogas a las anteriores) se conseguia una mayor separacién de
las seroproteinas; los resultados obtenidos fueron satisfactorios, logran-
dose una separacién algo mayor cuyo aumento quedé comprobado tam-
bién con aminoicidos. B

(227) Gaassans, W. y Hassic, K., Hoppe-Seyler’s Z. physiel. Chem., 292, 46 (1053).
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Por otro lado, los fendmenos ocurridos en los ensayos con papeles es-
trechos nos dieron ocasién de comprobar que debe existir una distancia
minima, conveniente, entre los dos puntos en que se aplica la diferencia
de potencial y de la cual no se debe bajar, ya que, si el campo creado en
la hoja de papel es muy intenso, se produce un excesivo calentamiento,
que da lugar, a su vez, a una excesiva evaporacién de agua del tampén.
En dos o tres experimentos s¢ manifests el resultade de este fendmeno
al cristalizar sustancias en -algunos puntos de la zona inferior del papel,
donde, como hemos visto, los potenciales son miximos para la d15p051~
cion adoptada, e ignalmente lo son el calentamiento vy la evapmacmn
Funddndones en esto, hicimos un nuevo ensayo tratando de evitar un re-
corrido innecesario de las proteinas en el papel, con el consiguiente aho-
rro de tiempo, para lo cual redujimos la longitud de aquél a 15 ¢m, po-
nendo los electrodos a la altura necesaria. En efecto, se obtuvo una se-
paracién algo mayor que en los otros casos con papeles mas largos.

b)Y  Modificaciones de la técnica de DurruM

Otros de nuestros expcumentos realizados con el doble fin, tedrico v
practico, que caracteriza esta Memoria, tuvieron por objeto modificar la
disposicién adoptada, para asi influir directamente sobre las caracteristi-
cas del campo eléctrico creado cn el papel. En este sentido, hemos adop-
tado, entre otras, dlsposmlone‘; basadas en las sugeridas por D1 CasTko y
SaN Makco (228). En una de ellas, anadimos a las tomas electrodicas in-
feriores, del sistema de Durrum, otra pareja de dichas tomas a la altura
donde se verificaba el suministro de problema. La distribucién de poten-
ciales, determinada por el sistema que explicamos en un apartado ante-
rior, pone de relieve un campo ids uniforme que en los casos anteriores;
sin embargo, todavia se observa una manifiesta disminucién. hacia arri-
ba. del valor de los potencmles aungue los minimos no se encuentran
completamente en la parte mds alta, sino hacia la mitad (fig. 39).

En otros ensayos realizados con tres parejas de electrodos, repartidos
a distancias iguales entre si, a lo largo de los bordes laterales del papel, se
sigue observando una pequenia cafda de potencial hacia arriba, pero, en’
este caso, es gradual y no pasa por minimo alguno en la zona central,
puesto que es en dicha zona en donde se encuentra la tercera pareja de
electrodos.

Esta disminucién del potencial medido en la zona alta, aunque alli
exista una pareja de electrodos, podemos explicarla como debida a la ley
de Omun, que exige que al disminuir la resistencia en esa zona en la que

(228) Dr Castro, G. ¥y Sax Manco, M., J. Chem. Sec., 4157 (1954); ™ Castho, G. Giorn.
bigchim., 2§, 464 (1955).
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cl grado de imbibicién en liquido tampdn es bastante considerable, man-
teniéndose el campo constante, disminuya también el potencial.
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Fig. 3%.—Distribucidn de polenciales en ¢! papel (doble pareja de electrodos)

Otra disposicién con la que conseguimos un campo bastante unifor-
me pese a utilizar una sola pareja de electrodos, consiste en situar ¢stos
hacia la mitad de los bordes laterales, dando al papel la forma que se es-
quematiza en la fig. 40, en la que puede observarse que no se utilizan pa-

Fig, 40.—Disposicién de elecirodos cenirales.

peles rectangulares. sino doblemente trapezoidales, con lo cual la distan-
cla transversal entre bordes disminuye progresivamente al alejarse de la
linea propiamente interelectrédica, compensindose asf, por el acerca-
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miento, las caidas de potencial. En este caso, el potencial efectivo en la
hoja de papel es muy pequeilo, es decir, qué tlene lugar una considerable
caida de potencial, con relacién al que existe en los puntos electrédicos,
y para lograr que este potencial efectivo en toda la hoja sea el apropiado
para una separamon satisfactoria de sustancias habrd que recurrir, con
frecuencia, a potenciales interelectrédicos mds elevados que los usuales;
~de todas formas, creemos qué esta disposicién experimental merece ser
tenida en cuenta.

Omitimos la enumeracién de otras modificaciones ensayadas por ca-
recer en cierto modo de interés, ya que, generalmente, se experimenta en
ellas una caida de potencial muy considerable, respecto al interelectrédico.

e} Condiciones de GrassMann y Hannic

Finalmente, a través de estas distintas modificaciones, llegamos a las
condiciones de GRrassman y Hannic, que, realmente, y salvados en la
técnica los inconvenientes de cambios de pH a lo largo de las zonas de
aplicacién de los electrodos laterales, son las mds ventajosas. pues. aun-
que en la practica también se aprecia una caida de potencial hacia arriba
ésta es muy pequeita, de manera que la distribucién de potenc1ales nos
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Fig. 41,—I)is||"|huci(m de polenciales. Condiciones da Grassyasy ¥ Hasxie

daria, cmrlglendo un poco, un campo de la forma que se mdica en el
abaco de la ﬁgura 41 en ¢l que, como pucde observarse, los potenc:alcs en
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la zona alta son también bastante elevados. En este caso, el potencial me-
dido en el papel es més alto, con relacién al de los bordes, que en los ca-
so0s anterlores.

En el Apéndice Experimental, hemos seleccionado, a titulo de ejem-
plo, algunas de las tablas de potenciales que corresponden a los casos
a que hemos hecho alusién; en todos ellos se ha utilizado la misma clase
de papel el mismo sistema de medicién, idéntico tampén, en resumen,
las mismas condiciones experimentales, salvo, naturalmente, aquellas
cuva influencia sobre el proceso tratibamos de estudiar.

d) Caidas de potencial independientes del soporte

Hasta ahora hemos tratado de las caidas de potencial que se producen
sobre el papel soporte; pero cabria hablar de otras caidas de potencial,
ajenas al papel. Asf, puede citarse, por ejemplo, el hecho observado por
nosotros de que el voltaje de salida de la fuente manifiesta ya una prime-
ra disminucién al medirlo entre los electrodos. Esta cafda de potencial se
incrementa grandemente cuando se utilizan, alrededor de los electrodos,
envolturas permeables o semipermeables, del tipo de las.que se emplean
para impedir que los productos carbonosos de demolicién fisica de los
clectrodos (se sobreentiende que nos referimos al uso de electrodos de
carbén) enturbien el tampén y leguen al papel. Como decimos, cstas cai-
das alcanzan valores muy considerables, y pbr ejemplo, en unos experi-
mentos realizados para la comprobacién de este hecho, observamos las
siguientes lecturas de potenciales (*):

a) Diferencia de potencial a la salida de la fuente: 300 voltios.

b) Diferencia de potem:lal entre ¢l tampén de los departamentos
antdico y catédico exterior a la envoltura: 120 voltios.

¢} Diferencia de potencial entre ¢l departamento catddico y el sub-
departamento (**) anédico: 215 voltios.

d) Diferencia de potencial entre cl subdepartamento catédico y el
departamento anddico: 150 voltios.

¢) Diferencia de potencial  entre los subdepartamentos catodlco y
anédico: 285 voldos.

De estas lecturas se desprende ficilmente que en la caida de potencia-
les interviene, de una manera especial, el subdepartamento andédico, lo
que debe atribuirse a una obturacién de los poros de la membrana por

(*) Lslos experimentos fueron realizados utilizanda  covolluras de vidrio con  fondo de
plato poroso, o

{**) Entendemos por subdepartamenio clecirddice la porcidn de tampdén que queda com-
prendida dentro de Ta envollura de Tos elecirodos.
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una fina pelicula, casi coloidal, procedente del depésite de particulas de
carbén y de los aglomerantes que forman los electrodos.

€) Discusion comparativa sobre las técnicas
de DurruMm y de GRASSMANN.

Respecto a los resultados pricticos obtenidos con las diferentes modi-
ficaciones técnicas estudiadas anteriormente, podemos afirmar que, para
las mezclas de aminoédcidos, cuya velocidad electroforética es general-
mente muy grande hemos obtenido resultados complctamente satisfacto-
rios utilizando la técnica de Durrum. Ahora bien, en el caso de las pro-
teinas del suero, de menor velocidad eleciroforética, y que por lo tanto
se separan con menor facilidad, es mds conveniente utilizar las condicio-
nes de GRassMaNN y Hannic, puesto que, al conservarse practicamente
constante el potencial transversal a lo largo del papel, el fenémeno serd
completamente analogo al de la electroforesis analitica; es decir, que en
el sentido transversal, una vez fijado el potencial v la velocidad de flujo
descendente, el factor que gobernari el proceso y del que, por lo tanto,
dependerd la scparacmn de las partlcu]as sera el tiempo; por esto, las
separaciones que se obtlenen a diferentes alturas equivalen a haber corta-
do la operacién al cabo de un cierto tiempo de haber comenzado. Es
como si toda la cortina de papel fuese una tira analitica ancha, sélo que,
aqui, al efecto propiamente electroforético se superpone el de arrastre
por el liquido tampén descendente. Queda bien claro, por lo tanto, que,
en las condiciones de Grassmann y Hannic, el hecho de-acortar el papel
tendria un efecto negativo sobre el poder resolutwo del proceso, ya que
equivaldria a disminuir el tiempo de electroforesis. Sélo si el recorrido
fuese la excesivamente largo, podria perjudicar el efecto de calentamien-
to, al estar sometida las particulas durante largo tiempo a una excesiva
intensidad de corriente.

En la técnica de Durrum la cuestién varfa, Como hemos visto, el po-
tencial, en ella, aumenta hacia abajo, siendo al principio muy pequeiio en
la zona alta, e igualmente es también pequefia la separacién de sustan-
cias en dicha zona. En esta disposicién los factores que varfan son dos;
tiempo y potencial, y este ltimo es mucho menos favorable que en la
técnica de GrassmanN, porque, cuando llega la particula a la zona infe-
rior, aun suponiendo que el potencial allf fuese el mismo que el existente
bajo las condiciones de Grassmann y Hannig, es menos efectivo, ya que
el esfuerzo se realiza sobre particulas que estin mucho menos separadas,
" debido a los menores potenciales precedentes. Se necesitaria, pues, traba-
jar con potenciales mucho mayores en esta técnica que en la de Grass-
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MaNN y Hannig, con los consiguientes peligros e inconvenientes, ya con-
siderados.

Estas consecuencias podemos representarlas, un tanto grificamente,
teniendo en cuenta que el camino real seguido por las particulas es el de-
terminado por las resultantes particulares, en cada punto del papel, de
las acclones que actian sobre dichas particulas en tales puntos.

Estas acciones serfan, por un lado, la ejercida por lo que podriamos
llamar «componente de campo eléctricon, vy, que actuaria en la direc-
cidn y sentido de las lineas de fuerza del campo eléctrico existente en el
papel, las cuales marcan el camino que scguirfan las particulas si se mo-
vieran exclusivamente por efecto de este campo; es decir, que, en dicho
caso, ¢l significado de vq estaria intimamente ligado al de velocidad de
migracidn electroforética. Por otro lado, actiia la «componente de des-
censo verticaln, vy, debida principalmente, como dijimos, a fuerzas de
gravitacién y de capilaridad, y, componiendo ambas, obtenemos la resul-
tante, R, que da ¢l camino real seguido por las particulas en cada punto
(fig. 42). La trayectoria final viene dada por la totalidad de estas resultan-
tes. El dngulo que forma R con vy es el dngulo de desviacién que nos in-
dica la separacién obtenida y que, légicamente, depende de las direccio-
nes ¢ intensidades de vy vq4. Pero, conservindose v constante en direc-
cién e intensidad, independientemente ‘de que trabajemos en las condi-
ciones de DurrUM o en las de GrassmMann y Hannig, la separacién o «
dépenderd exclusivamente de vy, '

Fig. 42.'—1“, vd, R, ¢, condiciones de Durrum; v'e, v’y R, . condiciones de GrassMans
. ¥ Hanwic vj = ventaja de separacién

Como vemos, la desviacién es médxima cuando la componente de cam-
po es perpendicular a v condicién caracteristica de la técnica de Grass-
MANN.

Podria pensarse que lo que'se pierde en separacién en cada punto,
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utilizando las condiciones de DurruM, se compensa ficilmente por la
mayor rapidez con que llegan las partfcuias a la zona inferior, de poten-
ciales mayores, pero esto no es clerto, ya que, segin todas las medidas de
potenciales que hemos efectuado en distintas condiciones, éstos, aun en
la disposicién de DurrUM, aumentan mucho mas répidamente hacia los
lados que hacia abajo, y. por lo tanto, las ventajas mguen estando a favor
de las condiciones de GrassMann.

Desde este punto de vista, de comparacmn con la técnica de Durrum,
no representaria frente a ella ningin perjuicio, en cuanto a la resolucién
obtenida, el acortar, en la de Grassmann y Hawnnig, la longitud de la
hoja de. papel del experimento (no asf, segin vimos, cuando se trata de
comparar entre s{ condiciones distintas, dentro todas de la técnica de
(GRASSMANN). -

La separacidon obtenida, como también se indicé, puede venir dada,
en las condiciones de Grassmann y Hannie, por la tangente del dngulo
que forma la trayectoria de las particulas con la vertical; segln la figura
42, podemos escribir:

.

Vi y 4+ vl
vd  vd

tga’ =
Anilogamente,. podriamos escribir para el caso de Durrum:

. tee= Wy:;
Cormparando ambas expresiones observamos que la tangente es mucho
mayor para ¢’ que para «. -
Vemos, por-lo tanto, que cuando sélo varia la componente de campo
cléctrico la separacidn es tanto mds efectiva cuanto mayor es el dngulo
que forma esta componente con la vertical [(a) fig. 43] y cuanto mayor

{z) b}
Fig., 43.-~Componente eléclrica y su 4ngulo con la vertical



C-220 . _ : Maria del Carmen Bonmati Limorte

es la intensidad de ve, o sea, cuanto mds elevado es el potencial eléctrico,
0 mds exactamente, la intensidad de campo [(b) fig. 43|

" No'obstante, en la prictica, hay que tener en cuenta que, puesto que
el calentamiento estd en relacién directa con el paso de corriente, cuan- -
do se trate de separar sustancias ldbiles (por ejemplo, protefnas), serd ne-
cesario emplear corrientes y potenciales no muy altos, aun cen algiin sa-
crificio de la separacién.

Los efectos de calentamiento son particularmente perjudiciales cuan-
do los componentes del sistema electrolito utilizado no son voldtiles, ya
que, entonces, trabajando con corrientes excesivamente altas, puede ocu-
rrir que la evaporacién de agua sea tan rapida que la velocidad del flujo
liquido que desciende no sea lo suficientemente elevada_para poder arras-
trar continuamente dichos componentes del papel, evitando el depésito,
incluso de sélidos, que a veces puede ocurrir (229). La aparicién de estos
fenémenos de «eflorescencian puede tener lugar, o bien por un defecto de
suministro de rampén. o bien por efecto de localizaciones de calor, o lo
que es mds frecuente, por una combinacién de ambos efectos. Estas eflo-
rescencias, de cuya aparicién ya hemos hablado antes, y que fueron provo-
cadas por nosotros usando en -algunos ensayos veronal/veronal sodico,
como tampén {pH 8,6), y, las condiciones de DURrRUM, como técnica, se
localizan, especialmente, en las zonas del papel préximas a los electrodos,
lo que estd justificado por el desarrollo de caler mds intenso que tiene lu-
gar en estas zonas de potencmles e intensidades mayores y en las que el
suministro se encuentra incrementado por el sampén- electrédico, contri-
buyendo al acimulo de sales. En algunos casos en que la desecacién fué
muy marcada, la resistencia de esta zona alcanzé un valor tan elevado
que la temperatura llego a ser superior a la de mflamacmn del papel, que
se incendid en esta regién.

Si la naturaleza de las sustancias problema lo permiten Ja corriente
Sptima a emplear serd la maxima que no origine aquel deposuo s6lido de
electrolito. Si los electrolitos empleados fuesen voldtiles serfa posible uauli-
zar corrientes mais altas.

En varios experimentos de electroforesis dlscontmua tratamos de re-
producir. las condiciones de Durrum y las de Grassmann y Hannig, so-
metiendo a electroforesis sucesivas, sobre papel Archés de iguales dimen-
siones, dos muesiras de suero, ambas durante el mismo tiempo, pero de
manera que, para una, el potencial fuese el mismo durante todo el expe-
rimento (300 voltios; condiciones de GrassManN y Hawnnic), mientras
que para la otra se Inicié la electroforesis a un potencial muy bajo que

(229) Dumrum, E. L., J. Amer. Chem. Soc., 73, 4875 (1951),
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fuimos elevando gradualmente, a intervalos ignales de tiempo, hasta lle-
gar a los 300 voltios; de acuerdo con la forma en que habiames observa-
do que aumentaban los potenciales, hacia la zona clectrédica inferior del
papel, en la técnica de Durrum. Como esperdbamos, el espectro que ob-
tuvimos en -el primer caso, reproduccién de las condiciones de Grass-
MANN, era de mayor longltud que el obtenido en el segundo que reprodu—
cia las de DurruMm.

Para la comprobacién prictica de los rcsultados y conclusiones que se
deducen de estos estudios comparativos entre las condiciones de Grass-
MANN ¥ las de Durrum, nos hemos valido de nuevo, principalmente, de
mezclas de aminodcidos, que, revelados con ninhidrina, dan unas trayce-
torias bien' definidas. El control de su separacién lo efectuamos por cro-

matograffa en papel sobre las disoluciones recogidas en los distintos tubi-
tos (¥). ‘ :

f) Estudio particular de la componente de descenso

El dltimo factor, cuya influencia sobre la separacién de las particuiz{q
vamos a estudiar, es la componente de descenso, vq, que, seglin vimos,
mﬂuve negativamente sobre dicha separacién (ﬁg 44), por Io que serd
conveniente disminuir su magnitud, en beneficio de la resolucidn.

R

Fig. 4d.—Iufluencia de Ja compooente de desconso

Esta componente, equiparable a la velocidad de flujo descendente,
puede modificarse de varias maneras, entre las que, para dlsmmuxrla he
mos ensayado las siguientes:

(*) El disolvenle empleado para el desarrollo cromatografico fé ol conslituido _por Bula_
nol: Ac. acético: H O {4 :1 :35).
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a) Actuando sobre el factor de capilaridad, por medio del uso de pa-
peles menos porosos o mds compactos. En este sentido, comparamos los
papeles Whatman mims. 1, 3 y 4, seleccionando el primero.

b) Bajando el nivel de liquido tampdn en el depdsito superior.

¢) Dentelleando ¢l borde de papel que se’introduce en dicho depési-
to, con Jo cual se consigue una velocidad de flujo descendente menor que
la mixima para un papel dado.

d) Por aumento de la viscosidad del tampén, lo cual se consigue
agregando al mismo una sustancia inerte, con lo que, ademds de reducir
la velocidad de flujo descendente, aumentamos el poder anticonveccién
de la hoja de papel y disminuimos la preqlon de vapor del hquldo dismi-
nuyendo, consiguientemente, la evaporacién. En las separaciones de pro-
‘tefnas se ha utilizado el propilen-glicol y la glicerina.

¢) Por calefaccién, mds bien moderada, que disminuye también la
velocidad de flujo descendente del tampén, independientemente del efcc-
to que pueda tener sobre el material a separar.

f) Por ultimo, hemos comprobado la variacién de vy al modificar el
dngulo de inclinacién de la hoja de papel (las componentes de capilari-
dad, etc., permanecen invariables). El problema es sencillamente el de un
plano inclinado; es decr, que se trata de descomponer vq en”dos compo-
nentes, una normal al plano del papel, y cuyo efecto serd anulado por la
reaccdn de éste, y otra, paralela al mismo, que serd la que actuard sobre
el descenso de las particulas y que, naturalmente, serd menor que vq.
Como facilmente se ve (fig. 45) la relacién que liga estos dos factores es
la siguiente: .

Vg = Vd senﬁ == Y4 COS g

Fig. 4b.—Efeclo de plana inglinado

Entre 0 v 90°, al aumentar ¢, o sea, la inclinacién de la hoja de papel,
disminuye cosa y con él v'q que es la componente de descenso en este
caso.

Naturalmente, puesto que el fin de este mérodo electroforético eg re-
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coger las distintas fracciones separadas, no nos conducirfa a nada util el
llegar al valor « = 90°, o sea, a la posicién horizontal del papel, pero
siempre. podremos alcanzar un valor éptimo del mismo. _

La realizacién prictica de esta idea la hemos llevado a cabo mante-
niendo el papel tensado en una cimara himeda, de una tercera dimen-
sidn muy pequeia, a la que podiamos dar todas las inclinaciones desea-
das, por medio de un sencillo dispositivo en el que dicha cdmara himeda
iba montada sobre dos pivotes.

Los resultados obtenidos en cuanto al beneficio de resolucién, aunque
positivos, son poco apreciables en el caso de la técnica de Durruwm, debi- -
do. probablemente a que al lentificar el descenso hacemos que las parti-
culas permanezcan més tiempo en la’ zona de potencxales mds bajos, con
lo cual contrarvestamos las venta]as con los inconvenientes. Para cada
caso habria que buscar un conjunto de condiciones, que nosotros hemos
encontrado para unos cuantos de ¢llos, y en cuyo conjunto las condicio-
nes favorables aventa]en a las desfavorables. Esto no es nada facil de
conseguir y, por lo mismo, cuando se usa la técnica de Durrum, la modi-
ficacién de que hablamos no constituye simplificacién alguna. Por el con-
trario, con la dl‘ipOSlClon de Grassmann y Hannig, son claramente v131-_
bles las ventajas de esta modificacién, que aparecen bien manifiestas en
el caso de los aminodicidos.

Comprobando ¢l efecto del dngulo con papeles de distinta porosidad,
observamos que llega un momento en el que el aumento de velocidad,
provocado por la mayor porosidad del papel, se compensa, para cada cla-
se del mismo, por un determinado 4ngulo de inclinacién. Luego, para
nuestros propésitos, las condiciones mis favorables serdn papel poco po-
roso y dngulo de inclinacién grande.

g)  Algunos dispositivos prdcticos

La utilizacién de la electroforesis continua preparativa con fines semi-
industriales estd empezando a extenderse, pero todavia se encuentra en
etapa experimental. La prevision de estas aplicaciones industriales, indu-
jeron probablemente a Haucaarp y KronEr a patentar el procedimiento
general (230), cuando apenas se iniciaba su conecimiento. Esto ha hecho
que en EE. UU. los dos tipos de aparatos electroforéticos continuos mas
conocidos, ann para aplicaciones en escala de laboratorio (el de la Spinco
Division, de la casa Beckman, vy ¢l de la Micro-Chemical _Special_ties Com-
pany, de Berkeley) hayan tenido que ser autorizados por dicha patente.

(230) Hauvcaarp, G. ¥ Krosea, T. Ir., U, 8 Palenl N.o 2, 555, 487, 27 Fchircro (1948).
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En Europa el modelo mas conocido es el Elphor, basado en el disefio de
. GrassMaNN.

Nosotros hemos construido varios modelos en los que, por su maycr
comodidad, hemos tenido que adoptar el sistema de DurruM; no obstan-
te, al montado Gltimamente, le hemos dotado de unas ranuras latera’es
que permiten utilizar varias vasijas electrédicas, correspondiéndose con
el tampén y suministro del mismo, a la manera preconizada por Dr Cas-
TRO ¥ SaN Marco, disposicién a la que ya nos hemos referido al estudiar
Ta distribucién de potenciales en funcién de la situacién de las tomas de
tampdn y corriente.

También hemos confeccionado aparatos de cuatro tamaiios, en 109
que se aprovecha el efecto de plano inclinado, que hemos considerado an-
teriormente, y cuya construccién se ha stmphﬁcado al maximo, En defi-
nitiva, bastan dos ldminas de vidrio ordinario y unas varillas, también de
vidrio, que cierran lateralmente la cdmara himeda as{ formada, v entre
las que se tensa el papel Por lo demads, sélo se necesitan dos pares de ta-
blillas (que pueden sustituirse por dos ﬂe*iec; metalicos) con unos tornillos
de palometa para presionar; el par superlor de estas tablillas merdaza, do-
tado en sus extremos de dos simples pivotes, actia de eje para dar al con-
junto la inclinacién deseada. En este sistema sencillo, se hace innecesaria
la cdmara himeda estdtica y de grandes dimensiones: su reduc:do rama-
fio comunica al sistema muchas de las ventajas que vimos en su dia para
las cdmaras pequefias en electroforesis analftica. A voluntad puede pro-
vocarse el cierre, pricticamente hermético, de los bordes horizontales, su-
perior e inferior, o por el contrario, cuando asi conviene, dejarlos abier-
tos para faciltar la ventilacién de la cdmara, va que, cn definitiva, esras
aberturas son pequefias frente a la enorme superﬁme de papel protegld't
por efecto de pantalla

Este sistema de cdmara nos permite sustituir la hoja o cortina de pa-
pel por un ndimero mas o menos grande de hojas, en forma de paqucte
o pila (*), que multiplica la cuantia de producto a fracclonar. De la m's-
ma manera, este grupo de hojas puede ser sustituido por una masa de ma-
terial poroso e inerte que actiie de soporte para el fraccionamiento clectre-
forético. La realizacién préctica de esta idea la hemos llevado a cabo do-
tando a una cdmara, del tipo de las que hemos tratado, de una basc aca-
nalada de celuloide, plcx1glas u otro material (en nuestro caso utilizamos
el celuloide) con sus valles perforados, o mejor, hendidos, cada nno de los
cuales constituye una arista de goteo, equivalente a los picos de las corti-
nas de papel, v debajo de las cuales se sitiian los colectores adecuados (re-

(*) Respccto a este punto, ya hicimos alusidn en nuesiro trabajo de Licenciatura (Univer-
sidad de Murcia, septiembre, 1956).
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stilta muy comodo utilizar, como tales colectores, cubetas de forma para-
lelepipédica).

La cidmara se llend, en nuestros experimentos, con celulosa en polvo
(de calidad «para cromatograffa» y procedencia alemana), pero, realmen-
te, puede utilizarse cualquier otro soporte inerte {lana de vidrio, «kiesel-
gur» silice, etc) El suministro de tampon se hace simoplemente por sifo-
nacion, a través de una mecha continua de algodén hidréfilo que vierte
el Hquido constantemente sobre uma compresa, también de algodén, en
contacto uniforme con la celulosa, y que se encuentra inundada de solu-
cién tampén a nivel constante, con lo cual se logra un flu]o regular de
aquel hacia la zona de goteo. La introduccién de la mezcla a separar en
el sistema se verifica mediante un tubito abierto por sus dos extremos y
con una hendidura longitudinal, por la que fluye, lenta y continuamente,
¢l problema, suministrado mediante una mecha embutida en dicho tube
y cuyos extremos se introducen, a su vez, en dos recipientes de reserva
Lguales y con la misma cantidad de problema El tubito de suministro
atraviesa de parte a parte la celulosa y las paredes de la cdmara (incluido
el papel, cuyo objeto exphcaremos después y que estard dotado de una
perforacién «ad hocy, al igual que las ldminas de v1dr10) La hendidura
del tubito debe quedar situada hacia abajo.

Para establecer el contacto mds regular posible entre los departamen-
tos electrédicos v la masa de celulosa se sititan, en los bordes de 1a cima-
xa, otras dos compresas de algodén, que se hallan empapadas en el tam-
pén algo més intensamente que el conjunto celuldsico; de dichas com-
presas salen cuatro mechas de algodén, que sumergimos en las vasijas con
tampén en las que se introducen los electrodos, dificultindose asi, en par-
te, la Incorporacién de productos de electrolisis a la gruesa cortina. celu-
lbsica. _

Para facilitar la localizacién final de las fracciones separadas, al efec-
tuar el empaquetamiento celuldsico de la cdmara, colocamos un papel de
filtro Whatman n.° 3 adherido a una de las ldminas de vidrio de dicha
camara y en contacto intimo también con la celulosa. La tlinica precau-
cién que ha de tenerse en cuenta es que se logre un empaquetamiento
uniforme y que se eviten las burbujas de aire entre el papel testigo y la
pared de vidrio. Acabada la operacién se procede a revelar solamente el
papel, en el cual las trayectorias de los diversos componentes de la mez-
cla fraccionada se corresponden pricticamente con las seguidas por los
mismos en la celulosa; de esta manera quedan localizados con precisién
los colectores en que se encuentra cada fraccion. Para comprobar esta co-
rrespondencia hicimos varlos ensayos en cimaras de pequefias dimensio-
nes en las que, adoptada la disposicién que se indica, revelamos por sepa-
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rado la masa celuldsica «in situ», después de separar la ldmina de vidrio
a la que iba adherido el papel, que se revelS en anilogas condiciones, que-
dando comprobada la coincidencia.

Este procedimiento puede tener una gran importancia industial, en
un futuro préximo, puesto que, en principio, no existe limitacién de ta-
maiio en lo que a la tercera dimensién, fondo o grosor de la masa soporte
se refiere, con tal de mantener uniforme el campo transversal.

B) Métodos continuos con fines analiticos

Aun cuando, al menos desde un punto de vista cuantitativo, no ofrez-
ca Interés prictico inmediato la electroforesis continua con fin analitico,
no deja, sin embargo, de presentar cierto interés como consecuencia de
algunas de las ventajgs que, como vamos a ver, ofrecen estas técnicas,

La electroforesis continua, en efecto, aun utilizada con un fin analin-
co (puede bastar el revelado del borde inferior de la hoja de pape]) pre-
senta ventajas sobre la discontinua o uplcamente anahtlca, ya que siem-
pre que se trabaje con un potencial constante el camino recorrido por
cada fraccién proteinica (o por cualquier sustancia, en general) es recorri-
do {inicamente por esa fraccién, de manera que no pueden darse interfe-
renclas analiticas.

Estas interferencias, aunque en principio tampoco debfan darse en la
electroforesis discontinua, el hecho es que slempre queda en el soporte,
en general, algiin rastro de las sustancias que por €l pasaron, puesto que
la adsorcién no puede evitarse de forma absoluta, y como qulera que las
fracciones de mayor movilidad pasan por el mismo camino que han de
recorrer parcialmente-las menos mdviles, la interferencia es posible; un
caso tipico lo hemos visto al hablar del rastro o adsorcién de albmina,
como una de las causas fundamentales de la absorcién fondo de lumino-
sidad que, segin dijimos, determinaba la necesidad de introducir correc-
ciones en la lectura de fracciones proteinicas, asi como el trazado de una
linea base de correcciém.

Otro caso tipico e interesante de estas ventajas se refleja, por ejemplo,
en la siguiente aplicacién clinica, debida a Grroup y Ganzm (231), los
cuales obtuvieron un serodiagnéstico positivo de rickettsiosis solamente
cuando aislaron las gamma-globulinas, mientras que, anteriormente, el
suero total no reaccionaba, a pesar de la presenc1a de anticuerpos; es de-
cir, que ¢l anticuerpo fué desenmascarado por medio de la electroforesis
en papel, al quedar anuladas, en la técnica seguida de electroforesis conti-
nua las interacciones de cada una de las sustancias con las demads.

(231) Ginou., P, L Gac, P, Ganziy, M, v Gaineann, J. A, Bull, Soe, Path. Exat., 45, 306
(1952).



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-221

X

- POSIBILIDAD DE UNA TECNICA ELECTROFORETICA CON
CORRIENTE ALTERNA SUPERPUESTA A LA CONTINUA

En este capitulo, nos limitaremos solamente a informar, o, més bien,
a hacer un adelanto, sobre unos traba]os que tenemos en marcha y que
podrin alcanzar un considerable importancia si los resultados definitivos
confirman lo prevlsto. De momento, los resultados iniciales son sumar
mente alentadores.

ALGUNAS CONSIDERACIONES INICIALES SOBRE EL PROBLEMA

Para nuestro trabajo, partimos del supuesto de que una corriente al-
terna, actuando supuerpuesta en un circuito electroforético normal, si
bien no debe producir, «per se», migracién neta alguna de las particulas
clectroforizables (iones y moléculas o agregados moleculares con carga)
si que producird, al menor, una especie de vibracién de las mismas, con
lo que éstas quedardn como sueltas y en unas condiclones éptimas para
la mlgracmn electroforética, proplamente dicha, provocada por la cornen—
te continua base.

El que la corriente alterna no produce desplazamiento de las particu:
las quedé comprobado en ires experimentos de 1, 2 y 3 horas, respectiva-
mente, de paso de corriente alterna, después de las cuales las muestras de
proteinas, depositadas en zonas del papel préximas a los extrernes sumer-
gidos en ¢l tampén electrédico, sufrian exactamente el mismo desplaza-
miento que en tres ensayos paralelos, de la misma duracién y restantes
condiciones, pero sin paso de corriente, ni alterna ni continua. El despla-
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zamiento manifestado en ambos casos se debe a efectos de capilaridad.
Las muestras depositadas, en otros experimentos, en ¢l centro del papel
(lugar donde se compensan las corrientes de capilaridad) no sufrieron des-
plazamiento alguno.

El problema en principio, consiste simplemente en averiguar qué po-
tencial y qué frecuencia de alterna dan mayor efectividad para cada caso,
lo que dependera del tipo de las particulas y, muy especialmente, de sus
caracteristicas estéricas (forma, volumen v peso moleculares, grado de
asoclacién, etc.). Es posible que mds adelante podamos deducir relaciones
de dependencia entre algunos de estos factores y las caracteristicas que
debe reunir esta corriente alterna supuerpuesta. Por el momento, hemos
de¢ conformarnos con una bisqueda empirica de tales condiciones.

CircuITO Y DISPOSICIONES DE TANTEO. Aporcibn
DE UN CIRCUITO PROVISIONAL

‘En este sentido, se han realizado numerosas pruebas, especialmente
con proteinas y aminodcidos, para las cuales hemos hecho diversas adap-
taciones provisionales deé muestro propm eqmpo de electroforests ordina-
ria (*), habiendo llegado a un circuito bastante satisfactorio, que ha ser-
vido de base para nuestros primeros expcnmcntos en firme.

Iniciamos nuestros trabajos con una serie de circuitos .y disposiciones
de tanteo:

a) Diseilo clectroforético normal, en serie con un circuito que esta-
biliza unos 6 voltios de alterna y permite su superposicion.

b) Disposicién anterior, intercalando ademds un condensador de
gran capacidad entre el polo positivo de la cuba electroforética y la fuente.

c) Aplicacién directa, en los electrodos de la célula clectroforérica, de
una tensién de alterna en derivacidn.

d} Idem. por intermedio de dos condensadores de 0,05 pF (potencia-
les de alterna aphcados de 10 a 40 voltios, de 5 en 5, por medio de un
divisor de tensiones de tlpo potencmmetrlco) _

e} Idem. con dos condensadores de 0,1 1 F, aplicando también po-
tenciales crecientes de 5 en 5 voltios, dentro de una gama algo mds am-
plia. _ '

f) Puesta en serie de una inductancia de 0,2-1 henrios, para evitar la
filtracién de alterna hacia los aparatos de medida de la fuente.

‘(‘) Téenica de Dummiv, con el papel en V inverlida; dispositivo de cmara hdmeds pe
quefia y evaporacién parcialmente inhibida, etc. ' :
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Después de estos ensayos iniciales se adopta un circuito provisional,
del cual acompafiamos un esquema simplificado (fig. 46).

W
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Fig, 46.—Esquema del circuilo provisional ario]iiiulﬂ pari la saperposicidon de corriente allerna

En el mismo, la tensidn alterna superpuesta, de valor y frecuencia va-
riables, proviene de wun generador convencional de ba]a frecuencia, al
que se ha daptado un transformador-elevador de tensién, que permlte,
unido al circuito atenuador del propio generador de B. F., obtener tensm—
nes sinusoldales de 5 a 300 voltios.

Las diferentes tensmnes de alterna se midieron con un voltimetro
a valvula, intercalado en los puntos X-X’, en donde, a su vez, quedaba
conectado el generador de B. .

Los condensadores de C y €, de 0,1 n ', tienen por objeto bloquear la
tensién de continua que pud1e1a llegar al generador de B. F. y, al mismo '
tiempo, no modificar la resistencia de carga a la corriente continua entre
los electrodos E y E.

A su vez, se han intercalado unos «choques» o 1nductanc1as Chy Ch
para 1mpcd1r el paso de corriente alterna a la fuente estabilizada de con-
tinua.

Se han realizado numerosos ensayos con diferentes tensiones y fre-
cuencias, comprendidas éstas entre los 5 y 100 ciclos/segundo. Los resul-
tados, aunque no podemos considerarlos todavia definitivos, son, a nues-
tro modo de ver, bastante esperanzadores, toda vez que los desplazamien-
tos.de las seroprotefnas. en los casas en que ha actuado un potencial de al-
terna. (de 40 a 75 voltios) superpuesto al fundamental de continua (de 200
a 350 voltlos) son desde un 6 a un 16 % mayores que los correspondlen—
tes a experimentos realizados en igualdad de condiciones, pero sin actua-
cién de alterna. Esto no parece ser puramente casual, ya que las mayores
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diferencias de desplazamicnto encontradas en los electroforegramas co-
rrientes, para unas mismas condiciones, corresponden a menos de un 3 9%.

INTENTO DE ACTIVACION DE PARTICULAS, PREVIO AL PASO
DE CORRIENTE CONTINUA

Hemos estudiado también la aportacién que a la marcha general de
los procesos supone el mantener znicia/mente una tensién de alterna, an-
tes de comenzar el proceso de corriente continua, con objeto de observar
el efecto que llamamos «de vibrado» de las grandes moléculas. Los resul-
tados de esta accién aislada de alterna, previa al paso de continua, o de
continua y alterna simultinea, son, al parecer, nulos o, al menos, poco
ostensibles. Por lo tanto, esta nulidad de accién de la corriente alterna en
el desplazamiento de particulas, que tomamos anteriormente como su-
puesto inicial, sigue confirmdndose en estos nuevos experimentos, en los
que pretendiamos observar si la corriente alterna actuaba al menos como
preparadora para el proceso electroforético_ posterior. En consecuencia,
hemos de admitir que las mejoras que se observan en los electroforegra-
mas obtenidos por uso de la superposicién de una corriente alterna a la
continua base, es fruto de una accidn sinérgica de las tensiones de una y
otra, algo asfl como si el «vibrado» o «activacién» de las particulas elec-
troforéticas, durase tiempos tan cortos que sélo la actuacién simultinea
de la tensién de continua, realmente transportadora, hiclese esto posible.

CONSIDERACIONES SOBRE LOS EXPERIMENTOS DE MacH Y GEFFERT
. CON CORRIENTES PULSANTES

Podemos hacer constar que, revisada la bibliograffa, no hemos encon-
trado referencia alguna sobre el uso de corriente alterna en los procesos
electroforéticos, si bien creemos oportuno informar, igualmente, sobre
una cuestién suscitada por DurruM en una de las discusiones del Sympo-
sium de Londres sobre electroforesis (1956) (232), conocida recientemen-
te Por nosotros, y en la que se habla de algunas experiencias de Macn y
GerrFERT (233} con corriente continua pulsante de alta frecuencia (80 ki-
lociclos), condiciones que, realmente, nada tienen que ver con las de nues-
tro caso de superposicién de alterna de B.F. manteniendo en su integri-
dad la continua fundamental, pero que referimos aqui, para descartar la
posible similitud de efectos en que a primera vista pudieran pensarse.

(232) Dunvuw, E. L., Giva Symp. 1956, pig. 119,
(233) Mace, W. y Gerrerv, R., Arzneimittelforschung, 3, 534 (1953).



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... . C-231

Por nuestra parte, también tenemos en estudio, y ya hemos realizado
algunos ensayos, sobre la utilizaciéon de corrientes pulsantes de onda.
cuadrada y diente de sierra (fig. 47), con pomblhdad de variar los espacios
de tensién cero, pero manteniendo siempre el criterio de no prescmdlr de
la corriente continua base. Este tipo de corrientes nos permitiria utilizar
grandeq voltajes con manifiesta disminucién de efectos térmicos, con tal
de incrementar adecuadamente los tlempos de tensién cero. Nuestro cri-
terio exige, ademas, que dichas corrientes sean de B. F., ya que estima-
mos que el perfodo critico de resonancia de las par ticulas electroforéucas,
como tales, no hay que buscarlo precisamente en las altas frecuencias.

(@) f - ‘ o

(8) | 0

Fig. 47.—Corrientes pulsanles de onda cuadrada (a) ¥ dienle de sierra (b)

En el caso de los experimentos de MacH y GEFFERT, realizados a altos
potenciales y altas frecuencias de corriente pulsante, cabe pensar, que las
ventajas propugnadas por los autores no pueden derivar de la segunda
condicién, ya que estas frecuencias tan elevadas provocarian, en definiti-

va, la misma respuesta de las particulas que st actuaran sobre ellas co-
rrientes continuas puras. En cambio, en cuanto a voltaje, pensamos que,
al ser éste pulsante y con un tiempo de potencial cero diez veces superior
al tiempo de actuacidn, es ficil que, en efecto, se logren mejoras sobre lo
que se c0nsegu1rla con un potencial constante diez veces inferior, aun
cuando la mayoria de los autores no hayan podido reproducir los experi-
mentos. Es posible que este fallo se deba fundamentalmente a la aphca-
cién de altos potenciales sin respetar debidamente los tlempos de tensién
cerp, o bien, al uso de elevadas intensidades de corriente, olvidando, en
ambos casos, los cfecros retardantes secundarios a que puede dar lugar el
calor desarrollado.

PLAN DE TRABAJO PARA EL. DESARROLLO DE NUESTRA TECNICA
Volvemos a destacar que esta lfnea de trabajo con corrientes pulsan-

tes entra también en nuestros planes de trabajo, pero dindole enfoque
desde otros puntos de vista, como son: a) el de aplicacién simultinea de
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estas corrientes pulsantes a otras corrientes base; b) el que ellas consti-
tuyan la corriente base y en superposicién una alterna; ¢) el que sean
base y, en superposmlon, otra pulsante de distinta frecuencia o voltaje;

d) el estudio de su accién exclusiva, pero siempre dentro del orden de las
ba]as frecuencias, aunque tengamos que trabajar con tiempos menores de
tensidén cero.

No obstante lo expuesto, por faltarnos una sistemitica completa de
todos los ensayos y por no tener el suficiente niimero de experimentos,
no sentamos criterios definitivos que pudieran mads tarde ser modificados
por una labor posterior.
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APENDICE EXPERIMENTAL

Como ya se ]ustlﬁco en la Introduccidn a esta Memoria, resulta paco
conveniente, segun nuestro criterio, el hacer en este caso una separacién
material y taxativa entre lo que pudiera llamarse parte tedrica y parte ex-
perimental. Por ello, se han tratado simultdneamente ambos aspectos.
No obstante, en este Apéndice, se recogen algunos datos que, con caric-
ter complementario, afiaden ciertos detalles sobre las técnicas y condicio-
nes experimentales adoptadas, asi como sobre la marcha seguida en la in-
terpretacién de los resultados. Llamameoes la atencién sobre este iiltimo
punto, ya que, con frecuencia, en las publicaciones que tratan de esta
materia, se prescinde de estas exphcacmnes con las consiguientes dudas
para el lector.

NoOTA GENERAL SOBRE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS

Se han realizado aproximadamente 700 electroforegramas con diver-
sos fines. Entre aquellos electroforegramas se han seleccionado unos 150,
a muchos de los cuales se ha ido haciendo referencia en la parte general,
en la que frecuentemente se han reunido en tablas para explicar algunos
de los diversos fenémenos y factores estudiados; en otros casos, las refe-
rencias se hacen a parejas o grupos reducidos de experimentos. A conti-
nuacién referimos, en forma ordenada, los principales puntos experimen-
tales tratados en esta Memoria:

1) Sobre la determinacién del factor de correccién I /1" para el
cdlculo de movilidades reales ¢n el papel. (Véase Tabla 2).
2) Determinacién de las movilidades reales de las distintas fracciones
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proteinicas del suero humano en la electroforesis sobre papel. (Véase Ta-
bla 3). '

3) Sobre la heterogeneidad de la albtimina desnaturalizada y mani-
festacién del fendmeno en la clectroforesis sobre papel.

4) Obtencién y comparacién del proteinograma y lipoproteinograma
humanos.

5) Sobre la influencia de la porosidad del papel en la migracién elec-
troforética de particulas. (Véase Tablas 4 y 5).

.6) Sobre la metilacidn del papel electroforético y determmaaén pos-
terior de metoxilo en el mismo.

7) Comprobacién de la eficacia electroforética de la metilacién del

apel.
P PS) Sobre las causas del aumento de conductividad del papel, obser-
vado durante el proceso electroforético. (Véase Tabla 6).

9) Conductividad. grado de humedad del papel y por051dad. (Véase
Tablas 7 y 9).

10} Anchura del papel ¢ intensidad de corriente. (Véase Tablas 10

11
y 1)1) Medidas de la intensidad del campo creado sobre el papel.
(Véase Tabla 12). '

12) Sobre la longitud del papel y el suministro de tampén. (Véase
Tablas 14, 15 y 16).

13) Sobre el potencial y tiempo como factores preponderantes en el
proceso electroforético. Diagramas longitud de espectro-tiempo y longi-
tud de espectro-potencial. (Véase Figs. 4-5 y 6-7).

14) Efecto de temperatura. Diagramas longitud de espectro-tiempo,
a distintas temperaturas. (Véase Fig. 8).

15) Sobre el cfecto de la composicion quimica y del pH del sistema
tampén, en la separacién electroforética de seroproteinas. (Véase Tablas
18 v 19).

}1r6) )Relaciones experimentales pll/pl, para el caso de diferentes
aminodcidos con tampén de fralato dcido de potasio/hidréxido sédico, de
pH 5.9. ‘

17) Sobre las causas y efectos de la electrodsmosis en la electrofore
sis en papel. (Véase Tabla 20). :

18) Comprobacmn experimental de las corrientes electroosmética y
de evaporacién.

19) Sobre la distribucién de solutos y &t ado de humedad en el papel

20) Sobre las corrientes de evaporacién: comprobacién con azicares,
aminodcidos y proteinas. :

21) Concurrencia de factores en la produccién de corrientes liquidas.
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22} Sobre la distribucién de tampén en el papel a partir de medidas
de conductividad. Sus relaciones con la evaporacién.

23} Sobre la distribucién de agua a lo largo de la tira de papel. De-
terminacién de sus variaciones absolutas con el reactivo Karl FiscHer.

24) Medidas sobre los efectos de clectro6smosis y evaporacién com-
binados. Factor electroosmético.

25) Comparacién de los resultados obtenidos con diversos indicado-
res electroosmoticos. Utilidad de la maltosa, inulina y almidén. (Véase
Tabla 22).

26) Medidas para el estudio del flujo transversal de hqu1do en la tira
de papel.

27) Sobre el efecto de borde. Intento de correccién en diversas téc-
nicas. '

28) Adiuvos no polares al tampén y evaporacién.

29} Dispositivo y técnica adoptados para la electroforesis dlscontmua

30) Influencia del secado previo en la tincidén de seroproteinas con
azul de bromofenol.

31) Técnica utilizada para la tincién de proteinas con azul de bro-
mofenol.

32) Comprobacmn de la influencia del pH y de la concentracién sa-
lina del bafio de tincién de azul de bromefenol sobre los resuliados cuan-
titativos de la electroforesis de seroproteinas.

33) Comprobacién de los efectos del calentamiento desigual y dife-
rencias de rugosidad en las dos caras del papel, sobre la tincién de protei-
nas. _

34) Sobre la retencion del colorante por las proteinas.

35) Sobre las téenicas de revelado de aminodaidos, grasas y lipoides,
glucoprotefnas. y azicares.

-36) Estudio de posibles transparentantes de electroforegramas en la
fotometria directa de los mismos.

- 37) Ejemplo practico de obtencién de un electroforegrama y de su
correspondiente proteinograma densitométrico directo. Valoracién de éste
tltimo.

38) Sobre la técnica de fotometrfa tras elucién.

39) Comprobacién experimental de la ley de Beer sobre eluidos de
proteinas teftidas con azul de bromofenol. Determinacién de los limites
miximo y minimo de muestra de suero aconsejables.

40) Meétodo propuesto para la representacién grdﬁca mediante pro-

teinogramas convencionales, de los resultados cuantitativos obtenidos por
elucién. Un ejemplo prictico.
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41) Determinacién de la proteinemia total de un suero por dosifica-
cién del N segin KjELDAHL.

42) Sobre la disposicién y condiciones adoptadas en la electroforesis
continua preparativa. ~

43) Estudio experimental de la distribucién de potenciales, para dis-
positivos diversos de electroforesis continua. Representacién grafica de
resultados.

44) Ensayos prdcticos de separacidn de aminodcidos y de seropro-
teinas. '

45) Sobre las caldas de potencial independientes del soporte.

46) Sobre los ensayos de modificacién de la componente de descenso.

47} Propuesta de algunos dlsposnwos de electroforesis continua, para
separacwn de materiales, desde pequena a gran escala. -

48) Ensayos de superposicién de corriente alterna, a la continua fun-
damental, en los procesos electroforéticos. :

Los grupos de experimentos en que se basa cada una de estas cuestio-
nes han sido descrito, en general con suficiente detalle, a todo lo largo de
'la primera parte; no obstante, consideramos conveniente ampliar log que
corresponden a los apartados 1), 2), 3), 4), 6), 7), 13), 14), 22), 23}, 25), 32),
37), 39), 41), 43), ya sea para fijar mejor las condiciones de trabajo utili-
zadas, ya para explicar la marcha y criterio seguidos en la interpretacién
de resultados.

1) Determinacion del factor de correccion U]l para
el cdlculo de movihdades reales en el papel

El factor de correccidn se ha calculado tomando como base la movili-
dad de la albiimina de suero humano cn la electroforesis hibre (valor
adoptado para la misma: 643 10 cm?® seg™ vol™") asi como su desplaza-
miento aparente en el papel La técnica electroforéiica utilizada ha sido
Ia de papel en forma de V invertida (téenica de DURRUM) ¥ evaporacién
parcialmente inhibida.

Sobre 4 electroforegramas (experimentos nims. 2, 4, 6 y 7) de seropro-
tefnas, tomados al azar entre una serie de 10 realizados con este fin, con
tampén de veronal de pH 8,6 (*) y papel Archés n.® 301 (dimensiones:

(") Ta composicidn de cste lampdn es ko siguiente: 1,84 g de veronal (fcido dich] bharbi-
\frice) + 10,30 g de veronal sddico (dietii barbituralo sédice} disucllos en wn volumen fotal de
1 litro, a o quo corresponden, respeclivamente, las concentracioncs 0,00 M y 0,05 M. Conocidas
Jas molaridades, y considerando ademds que el veronal sélo disocia un H* y que su sal sddica
es monosustitulda, podremos calcular ficilmenie la lfuerza idnica de esta dizolucidn, validndo-
nos de la Tdrmula (V-5) que para este caso concrela daria el siguiente valor:

1
n =?(0,01 w 12 4 001 x 12 + 005 x 12 + 0,03 x 1% = 0,06
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6 x 25 cm; diferencia de potencial: 300 voltios; tiempo: 3 horas), y
sobre otros cuatro realizados con Whatman n.° | (dimensiones: 4 x 27 cm)
diferencial de potencial: 300 voltios; tiempo: 3 horas), seleccionados dé¢
la misma manera entre el mismo nimero de experimentos, se procedié al
célculo de factores de correccién para estas dos clases de papel, y al de las
movilidades reales de la seroalbiimina humana. ‘

Factor de correccion: A partir de la férmula (I11-7), se deduce la si-
guiente, que nos ha de servir para el célculo directo del factor:

y sustituyendo en la misma los valores experimentales medidos sobre los
clectroforegramas referidos, que se recogen en la Tabla 1, se obtienen los
resultados que figuran en ella,

TABLA [
k104 )
d{*) &(*) (**g) l;nil(,); “ L1o? . , .
Clase de papel om om? &', fsog. sog. A;I;rf:/ 11 1/1' medio

. .em! vol.
Archés 301 7.00 0,14 8,11 6,43 10800 1,26 0,91

« 720 014 811 643 10800 126 093
. 690 014 811 643 10800 126 090 0,92 == 0,02
« 700 014 81l 643 10800 125 092

Whatman ne 1 500 0,103 811 643 10800 073 082 :
« 505 0108 81l 643 10800 075 081 . { oo oo
< . 500 0103 BA1 643 10800° 070 086 83 =0,
¢ 505 0,108 811 643 10800 073 083

{(*) El valor & represenla la distancie aparente recorrida por 1a albdmina en ¢l papel,
una vez ‘hecha la corrcecidn electroosmaotica por adiciim del valor del desplazamicnlo calédico
observado para ¢l dextrane, que se deposiléd en una pisla paralela a la del suero.

(**) El valor de la seccidn Leansversal dlil 8 se delerming, en amhos cusos, dividiendo fa
diferencia entre el peso de la tira de papel, reci‘n terminada Ia eleclroforesis, y ¢l peso de la
misma antes de mojarla en el tampon (peso de lampdn  embebido) per la densidad de éste
(1,003) vy por la longitud de cadas una de las iiras en cuestim. De esla wmanera, ei valor de s’
obtenido representa un valor medio, cn eslas condiciones, de las diversas secciones \ransversa-
les a lo largo de la tira de papel.

***) &k se ha caleulado a parlic de la resislencia medida con el puenle de conductividad
Philips GM 4249/01 y célula de inmersion GM 4221, Multiplicando osta- resisieneia por la cens-
tanle de calibrado de la céiula (1,37) oblenemos la resistencia espeooifica, cuyo valer inverso cs

la conductividad especifica k, gque figura en 1y tabla.

Mouilidad aparente: Teniendo en cuenta que el célculo de la movili-
dad aparente en el papel ha de ser previo al cialculo de la movilidad real
(movilidad real igual a movilidad aparente dividida por el cuadrado del
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factor de correccién) determinamos aquélla por medio de la férmula

(11-4)

=
V—

Uy =

>
«3

Recogemos a continuacion (Tabla II) los valores experimentales de
las magnitudes que intervienen en el segundo miembro, asi como el valor
de u, calculado para cada caso, y, por iltimo, los valores medios de esta
magnitud, tanto para el papel Archés 301 como para el Whatman n.* 1.

TABLA II
a® 1Mt v W10 media.108
Clase de papel (%¥%) em?/ em?/
em  em  seg.  yo] /S8 Jseg. vol
. - vol
Archés n.® 3 700 230 10800 290 5,14 :
» 7,20 23,0 10800 280 5,29 -
» 690 230 10800 290 5,07 5,1620,13
» . 700 230 10800 290 514
Whatman n®* 1 5,00 25,5 10800 280 4,22
> 506 255 10800 280 426
» 500 255 10800 280 4,22 4,242:002
» 505 255 10800 9280 4,26

Moutlidad real o corregida: El cilculo de la movilidad real o corregi-
da, u, , conociendo la aparente, ug, , y ¢l factor de correccion, [/l, consis-
te en la aplicacién directa de la férmula siguiente, cuya deduccién vimos
en el capitulo tercero:

Us,
o =713

En la Tabla III s¢ resumen los resultados finales del célculo.

(*) d liene, en esle caso, el wismo significado, y, naluralmenle, el misio valor gque cl
dado anleriormente para cada clectroforegrama

(**) El valor asignado a I se rcliere a la longhud libre, apareple, del papel, o5 decir, a In
percién no sumergida que queda cntre las lineas de contacto del papel con ¢l lampon dde los
depdsifos eleclrddicos (dislancia inlerclectrddica).
(***} Ll valor de V¥ representi, en cada caso, la diferencia «de polencial medida direclamente
entre las dos zonas mds exlremas gue emergen del papel, es decir, enlre los punlos mds dis-
lantes fue determinan I En eslas medidas se observa una pequeiian caida de potencial con res-
peclo a la lectura hecha directameunle scbre los elscirodos.
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TABLA JII

Clase de papel 1y (1 e 105 (*) ue media,10%
Archés n.° 301 0,91 0,8281 6,23 )
. 093 08649 612 :
. 090 . 08100 626 | 6,17 + 0,10
. 092 08464 6,07
Whatman n® 1 082  0,6724 6,27 .
R 081 08561 6,49
. 086 07396 571 . 6,16 &= 0,45

» 0,88 0,6889 6,18

(" Los valores dc Yas movilidades viencn expresados, como en cl caso anlerior, on
em?/seg. vol.

2) Determinacion de las mouvilidades reales de la
distintas fracctones proteinicas del suero huma-
no, en I electroforesis sobre papel.

Para la determinacién, sobre papel, de las movilidades de las diversas
fracciones proteinicas de un suero se siguié el mismo procedlrmento utl-
lizado en ¢l caso anterior para la movilidad de la albimina, si bien para
la determinacién del factor, se tomd, en este caso, el valor 594.107°
como movilidad tipo de esta fraccién (en lugar del 6,43 .10~ utilizado
anteriormente), la razén de habernos basado en este valor, encontrado por
DoLE en la electroforesis libre, se debe a que tal valor se corresponde con
los de las restantes fracciones proteinicas encontrados por este autor si-
guiendo el mismo procedimiento, valores que tomamos como de referen-
cia para la comprobacién de los obtenidos por nosotros en la electrofore-
sis sobre papel. Por esto, el valor del factor de correccién diferird ligera-
mente del que se calculd en el caso anterior, para la misma clase de papel.
(Archés n.° 301).

Las determinaciones se hicieron sobre 3 electroforegramag distintos,
de papel Archés 301 (6 x 25 cm; 300 voltios; 3 horas) en los que se lo-
gré la perfecta separacién de cinco fracciones proteinicas del suero huma-
no: albimina y globulinas «,, «. y 3, por un lado, todas desplazadas
hacia el 4nodo, y la v-globulina, por otro, desplazada hacia cl citodo. El
sistema tampén y las restantes condiciones de los experimentos fueron
los mismos de las determinaciones anteriores. Las advertencias y explica-
clones que se han hecho en aquel lugar, sobre las distintas magnitudes
que intervienen en el célculo, siguen teniendo validez en este caso.
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Cadlculo del factor de correccion: El factor de correccidn, como se ha
indicado, se calculd, al igual que en el caso anterior, a partir de los datos
que suministra el desplazamiento aparente de la albimina en ¢l papel y
su movilidad er la electroforesis libre. E] mismo valor se habria obtenido,
no obstante, si la determinacidn se hubiese hecho con cualquier otra frac-
ci6n proteinica. En la Tabla IV se recogen los datos y resultados de la
determinacidn.

TABLA IV
a g K144 :"?; ¢ L10% ur o
em em! Q-lgm-1 jseg, vol seg. Amp/em 1/1" medio
700 014 811 5,94 10800 1,26 0,08
705 014 811 5,94 10800 1,27 0,98 0,98 - 0,00
700 014 811 5,94 10800 1,27 0,98

Mouvilidad real o corregida: Conocido el factor de correccidn (0,98)
el cdlculo de la movilidad es también 1déntico al del caso anterior para
la alblimina. En la Tabla V se esquematiza dicho cilculo.

TABLA V
Fraecién ,
’ d 1 t ' g, 10% .
elcc:ir::oré om om seg vol . 10% em?fseg, vol Uc m_edm L1048
Albtimina 7,00 23 10800 290 N '
N 7,05 23 10800 2930 R s 5,3620,03
« 7,00 23 10800 290 s R

-
(=== B N N

Glob, %, 573 23 10800 290
¢ 577 23 10800 290
. 5,74 23 10800 290

Glob. =, 3,60 23 10800 290
« 3,65 23 10800 290
« 3,60 23 10800 290

Glob. B 3,00 23 108060 290
p 310 23 10800 290

4,39..0,02

-

2,33=0,04

RO PORDD W nengn
B SIS LIDDDD et

OO0 NI OO Bk oioidn
IO ol -J-~1=1 GOk os OWs

e =J=] W=l WO OT WD SO

|
%
% 2,762-0,03
!
}
L

. 305 23 10800 290 24 !

Glob. 7*) 0,75 23 10800 290 0,55 \
. 0,75 23 10800 290 0,55 X 0,57:0,01
. 0,73 23 10800 290 0,54

(*) La correccidn de la electrodsutesis para la y-globulina se hizo reslando al desplazamien-
ln clectroosmolico aparenle del dexlrano, el desplazamicnlo lambién aparentc observado para
dicha globulina,
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3) Heterogeneidad de la albimina desnaturahizada

La albimina del experimento correspondia a la fraccién de una mez-
cla de tres sueros humanos, normales, separada personalmente por medio
de la técnica de electroforesis ¢ontinua. El contenido del tubito en el que
se recogié la albimina junto con el tampén (4 cc} se encontré a vacio,
hasta un volumen aproximadamente mitad (1.8 cc), y del concentrado
se separd una parte alicuota que se calentd en estufa a 85-90° C durante
10 minutos. Sobre una tra de papel Archés 301 (6 x 25 cm), en la que
se habia dibujado doble pista, se despositd, sobre una de ellas, una mues-
tra del primitivo residuo del concentrado a vacio, y, sobre la otra, del ob-
renido después del calentamiento, sometiendo entonces la tira al proceso
de electroforesis analitica.

El tampén utilizado, tanto en la electroforesis continua como en la
posterior analitica, fué el de veronal/veronal sédico, de pH 8,6 y fuerza
16nica 0,06. Las restantes condiciones de la electroforesis analitica fueron
300 voldos y 3 horas. El secado de la tira de papel se realizd, en estufa,
a 105° C durante 5 minutos. Para la tincién se utilizd ¢l azul de bromofe-
nol {véase preparacion y utilizacién). :

Frente a la homogeneidad clectroforérica de la primera muestra de
suero se demuestra la heterogemdad de la segunda, consecuencia de su
desnaturalizacién por cl calor.

4) Obtencién y comparacion del protemnograma
y lipoproteinograma humanos.

La comparacién del lipoproteinograma de suero humano con el pro-
teinograma, ‘propiamente dicho, comprueba el cardcter de lipoproteinas
de las seroglobulinas alfa y beta.

Material de experimentacién: sueroc humano ligeramente hiperbera-
globulinémico.

Soporte del medio: papel Archés 301, 6 x 27 e¢m, en el centro del
cual se deposita, en forma de estria alargada transversalmente y lo mis
uniforme posible, una muestra de 0,02 cc de suero, con una micropipeta
del tipo de las que utilizamos en las determinaciones en que interesa ha-
lar valores absolutos. A

Condiciones del experimento: 200 voltios, 3 horas, 4-5,3 mA.

Terminado el proceso electroforético, se secé la tira durante 10 minu-
tos a 105°C y, entonces, cortamos dicha tira longitudinalmente por Ia
mitad, revelando una de dichas mitades con azul de bromofenol, segiin
nuestra técnica més usual de tincién de proteinas, ya descrita, ¥ la otra
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con Suddn III, preparado en la forma que indicamos también en la parte
general para revelar lipidos. La obtencién del proteino y lipoproteinogra-
ma se hizo, finalmente, por lectura densitométrica directa, utilizando
como transparentante la mezcla de aceite de parafina y e-bromo naftaleno
a partes iguales. El resultado puede observarse en la parte primera de este

trabajo. (Fig. 3)
6) Metilacién suave del papel.

Se siguié una modificacién del procedimiento debido a W. N. Ha-
WORTH y otros, segiin la signiente marcha: cinco tiras de papel Archés
301 (peso total = 9 g) se mantienen sumergidas en 600 cc de disolucién
de hidréxido sédico al 30 % durante 4 horas, después de las cnales se
agregan 120 cc de dioxano, y manteniendo la mezcla a 40°C, se ana-
den otros 20 cc de sulfato de metilo en 10 porciones, de 20 en 20
minutos. Terminada esta operacién se mantiene ¢l conjunto una hora
més a aquella temperatura, con agitacién, y después se afiade agua hir-
viendo, procurando que el total se mantenga a 95-100°C durante 30 mi-
nutos. Se separa el papel ya metilado, se lava con agua caliente y se deja
secar.

Una nueva metlacién de otras cinco tiras de papel se llevé a cabo me-
diante una marcha exactamente igual, pero utilizando tetrahidrofurano
en lugar de dioxano. El resultado prictico es el mismo con uno y otro
disolvente.

Determinacién de metoxilo en el papel metilado: Se siguié una mo-
dificacién del método de Viepock, segiin A. SoLer v A. Carrasco (véase
parte general), cuyo dispositivo experimental se esquematiza en la figura
adjunta.

A

En primer lugar, se carga ¢l frasco lavador B con 3 cc de una suspen- -
sion en agua de unos 0,150 g de féstoro rojo, previamente purificado con
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amoniaco (debe cuidarse que no penetre el liquido de B en el tubo de co-
municacién). En el colector C, se ponen 10 cc de disolucién al 10 94 de
acetato sodico en 4cido acético, se afiaden de 10 a 12 gotas de bromo vy,
una vez que se ha mezclado bien, se pasa una tercera parte de este liquir
do de absorcién al otro colector C;. Para evitar posibles derrames del li-
quido de los colectores, se enlaza el segundo a un tubo de seguridad D.
Por otro lado se prepara un aparato de Kipp en el que, a partir de un
marmol puro, se genera anhidrido carbdnico que pasa a un frasco lava-
dor lleno de disolucién diluida de acetato de plome y de aqui, mediante
un tubo de goma con una pinza de tornillo de precisién, al tubo de di-
gestién, A, del aparato de determinacién de metoxilo. La corriente de
CO. se mantiene durante toda la determinacién. En esta parte del apa-
rato tltimamente citada, se introdujeron, en operaciones sucesivas,
muestras de 0,0232 g, 0,0255 g y 0,0249 g de papel metilado, cotrespon-
dientes a las tres determinaciones que se llevaron a cabo, afiadiendo
a cada una unos cristalitos de fenol, 0,5 cc de anhidrido acético (también
puede utilizarsé dcido acético glacial) y por iiltimo 0,2 g de fésforo rojo.
Después de unir el tubo A, asi dispuesto, al generador de carbdnico, se
vierten en él 2 cc de dcido iodhidrico {densidad = 1,7) recientemente
destilado. Inmediatamente se unc al resto del aparato. El ataque propia-
mente dicho se inicia por calentamiento de la porcién inferior del corres-
pondiente tubo de digestidn, en un bafio de Rhodorsil (una silicona co-
mercial) mantenido a 140-150°C durante toda la operacién (conviene
controlar perfectamente este intervalo de temperatura, que es el mds
adecnado), evitando, al mismo tiempo, el calentamiento de la rama larga
del tubo de digestién por medio de una placa de amianto con dos orifi-
cios por los que pasan las ramas del tubo; de esta manera, la citada rama
larga permite el reflujo total de iodhidrico. También es fundamental
conseguir la regularizacién de la corriente de carbénico (burbujeo lento-
y uniforme}, aunque una vez que el 1odhidrico ha comenzado a hervir
se restablece por si sola la velocidad de la corriente gascosa. Al cabo de
una hora de calentamiento, tiempo para el cual se tiene seguridad de que
todo el ioduro de metilo formade ha sido arrastrado al colector C,, se
desconecta el tubo en U, primero del colector, y después del aparato de
Kipp. El contenido de los colectores se pasa, junto con las aguas de lavar
do de los rmsmos a un erlenmeyer de 250 cc en el que pmwamente se
han disuelto 1,5 g de acetato sédico puro en un poco de agua. Cuando
con las aguas de lavado se completaron unos 150 cc, se agregaron unas
gotas de 4dcido f6rmico, con lo que al agitar el erlenmeyer desapareci6 el
color del bromo en exceso, debido a su reduccién a bromhidrico. Después
de afiadir 1 g de ioduro potdsico se valoré el iode separado con disolucién
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0,1 N de tiosulfato sédico, de factor 1,052 en un caso y 0,9884 en los res-
tantes, .consumiéndose;, para cada caso, las cantidades que, junto con los
demds datos de las determinaciones, reunidos en la tabla VI, y que, co-
nociendo la equivalencia disolucién de tiosulfato/metoxilo (1 cc de diso-
- lucién 0,1 N de tiosulfato equivale a 0,51706 mg de OCH,) nos dan un

contenido medio en OCH,; del 0,316 9. :

TABLA VI

Peso de muestra 8,0,Na Faetar del
mg cons:m?ido, ec 5,0, Na, °lo OCH,
23,2 ] 0,140 1.0520 0,328
25,5 0,150 0,9884 0,301

24,9 0,155 0,9884 0,318

7 Comprobacion de la eficacia de la metilacion del papel

Se compararon los resultados que proporcionan los eluidos del colo-
rante fijado en la tincidn, por las distintas fracciones protefnicas de un
suero humano (eminentemente hipergammaglobulinémico), que se sepa-
raron en 3 clecrroforcgramas realizados sobre papel Archés n 301 no
metilado, con aquellos otros resultados que se obtuvieron a partir de otros
3 electroforegramas realizados en igualdad de condiciones, pero utilizan-
do papel Archés 301 metilado (0,316 9, de metoxilo} procedente de la
operacién anterior.

Los clectroforegramas, tanto los de papel metilado como los de sin
metilar, se realizaron con tampén de veronal/veronal sédico de pH 8,6:
diferencia de potencial, 250 voliios; tiempo. 3 horas; dimensiones del
papel, 4 x 27 cm. Tincién con azul de bromofenol. Elucién del coloran-
te fijado con solucién de carbonato sédico al § % en metanol de 50°, du-
rrante 2 horas. Los eluidos de las distintas fracciones se valoran por foto-
colorimetria (*). Los resultados medios de los distintos valores porcentua-
les de las fracciones proteinicas, separadas sobre uno y otro papel, se dan
en la Tabla VIL

De la comparacién de estos resultados, concluimos, provisionalmente,
que la influencia de la metilacién, al menos en el grado por nosotros al-
canzado, es pricticamente nula sobre los resultados, aunque también cabe
deducir, de los mismos, y nos parece lo mds probable, que la adsorcidn
supuesta para un papel normal, a consecuencia de grupos activos, es des-

(*) Folocolorimetro de filiros Prowus-Annosu, Lengitud e onda media ulilizada, 605 mix
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preciable, ya que comprobada en nuestro caso la realidad de la metila-
cién, que habrd afectado fundamentalmente a los hipotéticos grupos car-
boxilo, aparte de a otros mds inertes, no se aprecia, en cambio, un efecto

medible.

TABLA VII

Valores porcentuales

PAPEL
AlbGmina Glob, @, Glob, 4, Glob. B Glob. 7

No metilado 448 - 0,05 322 = 0,03 803 = 006 1027 = 0,03 33,50 4 004
Maetilado - 45,32 = 0,04 3,03 4= 0,03 7,91 = 0,05 10,50 = 0,02 33,12 = 0,03

51 la metilacién hubiese impedido una adsorcién realmente existente,
no hay duda de que los porcentajes de las fracciones protefnicas aparece-
rfan incrementados en sentido decreciente, desde el que corresponde a la
fraccién mads rzipida {mayor movilidad electroforéuca) hasta la mds lenta.
Esta dltima y quizds alguna de las sxgmentes podrian mostrar valores 1n-
cluso inferiores a los obtenidos con papel sin metilar, puesto que, en pnn—
cipio. los resultados, en este uldmo caso, podrian venir falseados por la
contribucién a los mismos de aquellas porciones retenidas por adsorcién.

13) Diagramas longitud de espectro-tiempo y longitud -
de espectro-potencial. (Véase Figs. 4-5 y 6-7)

Utdlizando suero sanguineo, tampén de veronal/veronal sédico de
pH 8,6 y papel Archés 301, de dimensiones 6 x 27 cm y revelando el es-
pectro proteinico con azul de bromofenol, se realizaron 7 series de 5 ex-
perimentos cada una, destinadas al estudio de Ios factores indicados. Los
experimentos de cada serie se realizaron a un mismo potencial, pero
a tiempos diferentes, con lo cual se obtienen valores distintos para la va-
riable longitud de espectro. Como se aprecia en las Tablas VIII y IX, en
las que se resumen los resultados de tales experimentos, se ha procurado
que los de cada serie sean, en lo posible, correlacionables en ¢l tiempo.
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A partir de los datos v resultados de las Tablas VIII y IX se han pe-
dido construir las grificas de las figuras 4 y 5 y 6 y 7, cuyo estudio se

TABLA VIII TABLA IX
Potencial Tiempo Long.espect. Poteneial Tiempo Long.espect.

volt, min. cm volt min, em
100 60 0,8 100 60 0,8
» 12¢ 1,6 » 120 1,6
» 180 2.5 . » 180 2,5
» 250 3.5 » 250 3,5
» 300 4,2 » 300 4.2
200 . 60 1,9 150 60 “ 1,5
» 120 3,9 » 125 3,0

» 180 5,65 » 180 45
» 235 6,4 » 240 5.6
» 300 6,7 » 300 6,5
300 60 : 2,5 ' 250 60 2.1.
» 120 5,0 » 130 4,3
» 190 5,8 » 185 5.4
» 240 59 » 245 6,1
300 5,94 » 300 6,3
400 65 3,2 350 - 60 2,9
» 135 4,5 » 120 5,0
» 188 4.9 » 185 5,5

. o» 240 49 » 240 5,61
» 300 4.8 » _ 300 " 5,6

- hizo en aquel lugar. Estas grificas y las deducciones que de su oficio se
desprenden equwalen COmo se comprende fadcilmente, a las que se ob-
tendrian considerando la intensidad de campo en vez del potencial, toda
vez que la distancia interelectrédica es la misma en todos los casos.

14)  Efecto de temperatura. Diagramas longitud de espectro-
tiempo, a distintas temperaturas. (Véase Fig. 8).

Se construyeron a partir de los datos y resultados de 2 series de 5 ex-
perimentos cada una. Los experimentos se realizaron todos a 250 voltios,
diferenciandose entre si, los de cada serie, en el ttempo; los correspon-
dientes a una de ellas se realizaron a 50°C y los de la otra a unos 25°C.
La temperatura de 5°C en la camara clectroforética se consiguid por re-
frigeracién liquida, haciendo uso de una especie de funda de doble pa-
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red construida en cing, que se adaptaba perfectamente 2 la pequena cé-
mara hiimeda de nuestro aparato; la refrigeracién se logra con una mez-
cla de agua de hielo v agua corriente, cuya temperatura se controla a in-
tervalos de 15 minutos. La temperatura de 25°C se consigue, de manera
semejante, con agua a esta temperatura. Los demds detalles de técnica
fueron los mismos que en el caso anterior {en ambos, la disposicién del
papel fué en forma de V invertida).

En Ia Tabla X se recogen los resultados correspondientes a las cur-
vas de la figura 8.

TABLA X
Temperatura Tiempo Leng. espectro

° min : cm
25 60 2,2

» 120 4.2

» “ 180 5,35

» 240 6,2

» 300 6,3 .
5-6 60 1.1

» 126 23

» 180 32

» 240 4,3

» 300 ‘ 5,0

22) Medidas de conductividad sobre el electroforegrama.

Sobr'e tiras de papel Whatman n? 1, de 4 x 27 cm, se sefalan, a 14-
piz, previamente al proceso electroforético, nueve bandas transversales so-
bre cada vertiente del papel (disposicién en V invertida), de 0,5 cm de
anchura cada una y con una separacién entre si de 1 cm. Después de
1" 30", a 300 vol. se seca el papel a calor suave durante un tiempo muy
prolongado (10 horas), para lograr uniformidad de desecacién. Se procede
a cortar las bandas y se someten a extraccién con 20 cc de agua destilada
cada una, durante 4 horas, en pesasustancias convenientemente tapados.
A continuacién se retiran todas las bandas de los correspondientes pesa-
sustancias y se realizan las medidas de conductividad en cada uno de les
eluidos (*). Los resultados que se obtienen, .y cuya interpretacién se ha
hecho en el apartado correspondiente de la parte general de esta Memor

(") Las medidas de condustividad se efectuaron con ¢l puente Philips GM 4249/01 v cb-
lula dec inmersién GM 4221, ya cilados.
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ria. se rednen en las Tablas XI y XII, para uno de los varios casos estu-
diados que es el que corresponde a las graficas de variacién de conducti-
vidad dadas en aquel lugar. (Fig. 17).

TABLA XI
Zona catddica R.10™* p.107% k. 10°
Banda ohmios ohmios . em -ohmios™* em™!
i 0,143 0,19191 5,10
2 0,148 0,20276 4,93
3 0,116 0,15892 6,29
4 0,105 0,14385 6,94
5 0,090 (¢,12330 8;11
6 0,083 0,11371 8,79
7 0,083 0,11371 8,79
8 0,079 0,10823 9,24
9 0,080 0,10060 9,12
TABLA XII
Zona anddica R . 1073 p. 10— k. 108
Banda ohmios ohmios . em ohmios™ em™!
1 0,170 0,23290 4,29
2 0,187 0,25619 3,90
3 0,156 0,21372 4,67
4 0,135 0,18495 541
5 0,122 0,16714 5,98
6 0,106 0,14522 6,89
7 0,105 ' 0,14390 6,95
8 0,096 0.13152 760
9 0,092 0,12604 7,9
Nola 1: El orden scguido en la numeracién de bandas esld dado desde las mds proxinns
a los exircmos del papel hasia las de su cenlro.
Notan 2: Los valores de R (rosislencia obiniea) san los leides eo la escala del puenle di con-
ductividades, para los eluldos de kns Dbandas correspondicnles, los que, mulliplicnles par Ta.

constanle de calibrado de ta célula, 1,37, nos dan, romo dijimos, los valores de Ia resistencia
especifica B, cuyes inversos son las conduclividades k. ’

23)  Distribucion de agua a lo largo de la tira de papel. Determinacion
' " de sus variaciones absolutas con el reactivo de Kar! FiscHER.

En la parte general quedo exphcado ya el método seguido para deter-
minarla citada distribucién de agua, por diferencia de pesada de bandas
transversaels en la tira de papel. Estimamos sin embargo oportuno am-
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pliar aqui la técnica de determinacién con uso del reactive de Karl Fis-
CHER, también uulizada por nosotros.

Realizacion del experimento electroforético y preparacion de las tiras
para la valoracidn de agua: Se adopta una forma idéntica a la descrita
‘para valoraciones de fines andlogos (véase, por ejemplo, la figura 16)
utilizdndose tiras de papel Whatman n.° 1 en las que, previamente, se han
dibujado bandas transversales, de 0,5 cm de ancho, a lo largo del papel.
Acabado el experimento se cortan inmediatamente dichas bandas y se
introducen en los correspondientes matraces aforados de 10 cc, de cierre
esmerilado perfecto, y se dejan en maceracién con 9 cc de metanol anhi-
dro durante 12 horas; posteriormente, se enrasa, hasta los 10 cc, con me-
‘tanol agregado desde una microbureta, para asi conocer, con fines correc-
tivos, la cantidad total de metanol existente. Para completar el volumen
hasta los 10 cc hubo que agregar, a cada matracito, el mismo volumen de
metanol (0,9 cc). no aprecidndose diferencias entre unas y otras muesiras,
por lo que, en principio, y dado €l pequediisimo valor atribuible al volu-
men propio de la banda de papel mds el del agua aportada por la misma
(menos de 0,15 cc) no se cometerd error apreciable suponiendo que el
volumen total de metanol es de 9,9 cc y despreciando ¢l volumen. debido
al papel, a efectos de calculo. Segilin esto, 3 cc de metanol, en el extracto
merandlico de agua, equivaldrian a 3,03 cc de dicho extracto, por lo que
en las valoraciones operamos sobre muestras de este volumen, al objeto
de usar el mismo factor sustractivo, para el meranol, que se usd en la
standardizacidon del reactivo.

Prepammon del reactivo de Karl Fiscurr: Para preparar el reactivo
se siguid la siguiente marcha: 38,1 g (0,3 moles) de L. resublimado se po-
nen en un frasco Pirex de 0,5 / provisto de tapén de vidrio, y se agregan
120 cc (1,49 moles) de piridina qu1m1camente pura, ‘con menos de un
0.1 9 de agua. La mezcla se agita durante diez minutos, al cabo de los
cuales el I. queda completamente disuelto; entonces se agregan 300 cc
de metanol sintético seco (preferiblemente con menos de un 0,05 9 de
agua). De esta manera preparamos 450 cc del reactivo madre, que pucde
mantenerse indefinidamente, en tanto no se le agregue el anhidrido sul-
furoso, lo cual no debe hacerse hasta pasados varios dias, por lo menos,
cuatro o cinco. Para preparar el reactivo final se transfieren 150 cc de esta

disolucién al depésito (de un cuarto de litro a medio litro} de una bureta
* (microbureta, en nuestro caso) automéitica, manteniéndose en hielo dicho
depdsito con la disolucidn de 1., y agregando, a la vez, 6,75 cc (0,15 mo-
les) de SO, liquido, obtenido por licuefaccién en una mezcla fngorifica
de SO. gaseoso, procurando evitar la absorcién de humedad. El SO. Ii-
quido se afade rapida, pero cuidadosamente y con agitacién, a la solu-
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cién fria de I.. Se cierra la bureta, etc. y el contenido se deja que ad-
quiera de nuevo la temperatura ambiente, aflojando un poquito el tapén
de la bureta para prevenir un exceso de presién. El reactivo no debe uti-
lizarse hasta 1 & 2 dias después de su preparacién. Este reactivo final es
alrededor de unas dos veces mds fuerte que el original de Karl Fiscuer,
pero, en esencia es ¢l mismo.

Determinacion del factor: Se preparé una disolucién standard de
agua en metanol (0,02 cc de agua, medidos con micropipeta contrastada, -
en 3 cc de metanol especialmente deshidratado para este fin, aunque este
también se urilizé para la elucién de las bandas de papel). Sobre ésta y
otras cantidades igunales de solucién standard se procedié a agregar el
reactivo Karl F ISCHER, desde la microbureta automitica preparada al
efecto. Como vasija de valoracién resultaron mds précticas unos matraci-
tos aforados de 10 cc, ya que su'cuello elongado y boca estrecha provista
de tapén esmerilado impiden, en lo posible, la adsorcién de humedad
mientras dura la valoracién; se tiene igualmente la precaucién de no uti-
lizar la primera gota de reactivo que queda en el pico de la microbureta,
en contacto con la atmdésfera exterior, haciendo la lectura en el momento
en que se separa dicha gota, en el cual comienza la valoracién. Antes de
realizada esta operacién se hicieron otras dos valoraciones en blanco, con
el mismo volumen de metanol (3 cc) asi como otras dos a posteriori, para
hacer la correccién por disolvente. Los resultados de las valoraciones en
blanco y de los disolventes standard se recogen en la Tabla XIII.

TABLA XIII
Vol de metanol Contenido en agua Reactivo K.FISCHER
ce oo eonsumido co
3 0,00 0,40
3 0,00 0,40
3 0,00 . 041
3 0,00 0,39
3 0,02 542
3 0,02 5,40
3 0,02 5,40
3 0,02 5,39

De los valores que aparecen en la Tabla XIII se deduce que 3 cc de
metanol consumen, como valor medio, 0,4 ¢c de reacuvo Karl FiscHer,
y que a'0,02 cc de agua cotresponden 5 cc del mismo reactivo (diferencia
entre el valor medio, 5,40 cc, del Karl Fiscrer consumido por los 3 cc de
metanol con los 0,02 de agua, y los 0,4 cc de reactivo consumidos por los
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3 cc de metano] solo). En resumén, 1 cc de nuestro reactivo de Karl
FiscHER equivale a 4 mg de agua.

Este resultado es idéntico al conseguido por detexmmacmn electrome-
trica del punto final, Tal determinacién se realizé con un dispositivo que,
en definitiva, es el que se esquematiza en la figura adjunta, recomendado
por FFourk y Bawpen [Fourk, C. W, y Bawpen, A. T, J. Amer. Chem.
Sac., 48, 2045 (1926)] como ¢l mds adecuado para la técnica del llamado
«punto muerton. En dicho esquema, B es una bateria, R un reostato, G
un galvanémetro, C la vasija de valoracién, y E y E’ los electrodos de
platino.

Obtencidn de resultados: Sobre 3 muestras de 3,03 cc de cada uno de
los extractos metandlicos conrcqpnndlcntcs a cada banda de papel (5 en la
zona anddica del mismo y 5 en la catddica) se hizo la valoracién con el
reactivo de Karl FiscHER, en forma andloga a como se habia hecho ante-
riormente la standardizacién del reactivo, obteniéndose, para la zona ané-
dica; los resultados que aparecen en la Tabla XIV, con determinacién vi-
sual del punto final (¥).

Para hallar los mg de agua equivalente, a partir de los volimenes de
- reactive consumido. descontamos a todos éstos los 0,4 cc que consumen
los 3 cc de metanol, segiin determinamos anteriormente.

(") Puesln que se trabajd con un reaclive rocienlemente preparado pudieron hacerse, con
oda sorreccicn, delenuwinacionss visuales del pumlo final,
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TABLA XIV
Problema Extracto usado K FISCHER Agua equiva- Valor medio
Banda ce gastado ce lente mg mg
1> 3,03 7,20 27,20 .
» 3,03 . 17,22 27,28 27,21 =+ 0,07
» 3,03 7,19 27,16 '
28 3,03 8,92 26,08
» 3,03 6,91 26,04 26,05 -- 0,03
» 3,03 6,91 26,04 :
33 3,03 6,46 24,24
» : 3,03 ‘ 6,50 24,50 24,31 =+ 0,09
» 3,03 6,47 24,28
4r 3,03 6,16 23,04
» 3,03 6,13 22,92 92,99 + 0,07
» 3,03 6,15 23,00 .
5% - 3,03 582 21,68 :
» 3,03 5,81 - 21,64 21,69 .= 0,07
» 3,03 5,84 21.76
Nola: Las handas se han numerads en orden de proximidad al extremo anddico de la tira
de papel, de mancra que In 1 es 12 mids prosima o dicha exiremo v 1o § la mds alejada de &)

o la mis proxima al centro del papel.

Tomando los valores medios encontrados para los 3,03 cc del extracto
metandlico, deducimos que las cantidades de agua, en cada una de las
bandas del experimento (o lo que es igual, en los 10 cc del extracto) son
las siguientes: 1.*) 89,80 mg; 2.*) 85,97 mg; 3.") 80,23 mg; 4.%) 75,87 mg;
54 7158 mgs: es decir, decrecientes hacia el centro longitudinal de la
tira electroforérica.

En la zona catddica, los resultados, obtenidos de forma completamen-
te andloga a los anteriores y expresados desde el correspondiente a la
banda mds proxima al extremo catédico hasta el de la mds alejada de él
Ja disposicién de bandas es perfectamente simérrica respecto al eje trans-
versal del papel) son los siguientes: ic) 94,32 mg; 2¢) 88,17 mg; 3¢
82,93 mg: 4¢}79,51 mg; S5c) 74,12 mg.

25) Comparacion de los resultados obtenidos con diversos indicadores
electroosmdticos. Utilidad de la maltosa, inulina y almidén.

Se trata primero de estudiar la influencia de las caracteristicas estéri-
cas de los indicadores electroosmbticos, sobre la posicién final de equili-
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brio alcanzada por los mismos. Los sometidos a ensayo fueron: dextri:
na, almidén, inulina, maltosa y glucocsa. La disposicién y el método -expe-
rimental seguidos son completamente andlogos a los utilizades en los ex-
perimentos para la glucosa, correspondientes al apartado 18. En este caso
se interrumpe el proceso electroforético (275 vol) al cabo de 1, de 2 y de
3 horas, y por altimo, al cabo de 6 horas y de 6 horas 30 minutos, lo que
nos permitié comprobar que la posicién final de equilibrio era la misma
para todas las sustancias utilizadas, habiéndose alcanzado dicha posjcién
entre las 6 y las 6 horas y media, con una velocidad mayor para las de
menor peso molecular. como ponen de manifiesto los experimentos de 1,
2 y 3 horas. Se utilizéd papel Archés 301 de dimensiones 6 x 27 ¢cm y
tampén de veronal de pH 8,6, Las muestras de las disoluciones de tales
sustancias-indicadores se dispusieron en pistas paralelas de cuatro tiras de
papel (sometidas a electroforesis en condiciones exactamente iguales) com-
bindndolas de la siguiente mancra: 1) dextrina, almidén, inulina; 2)
dextrina, maltosa, glucosa; 3) almidén, maltosa, glucosa; 4) inulina,
maltosa, glucosa. Los reveladores utilizados fueron: para el almidén v la
dextrina, disolucién de I, al 3 9% en IK y alcohol, apareciendo manchas
azuladas para 2] almidén y miés bien rojizas para la dextrina; la inutina
se reveld con una disclucidn dcida de resorcina en etanol (resorcina:
etanol : C1H: :3:95:5, p/p), con la que rdpida y claramente da colora-
cién roja; para la maltosa y glucosa se utilizé el ya citado revelador de
p-anisidina (12 g de p-anisidina + 2,32 cc de C1H de d = 1,88 + 400 cc
de n-butano!; se afiaden unos cristales de Cl.Sn. En el momento de usar-
lo se diluye con n-butanol hasta el 1 9% aproximadamente).

Para la segunda cuestién a detallar en este apartado, se realizaron los
experimentos correspondientes, también en nuestro dispositive habitual,
aunque extremando las precauciones para inhibir la evaporacién (cimara
pequeiia herméticamente cerrada y adicién de un 159 de glicerina al
tampén) y sobre papel Archés 301 de 6 x 27 cm, dividido en dos pistas
por una lfnea lengitudinal trazada a lipiz. En una de estas pistas y en el
lugar de origen se deposno una muestra de una disolucién concentrada
de maltosa y en la pista paralela y sobre la misma linea de origen, otra
de suero. Terminada la electroforesis (300 voltios) a las 3 horas de haber
comenzado, se corta- el papel longitudinalmente y se separah ambas pis-
tas. A continuacién se procede al revelado, de la maltosa, con p-anisidi-
-na, y del suero con azul de bromofenol, pasando a hacer las medidas de
los correspondlbntes desplazamlentos debidos, el primero a Ja corriente
clectroosmética, como es sabido, y el segundo al efecto combinado de la
electrodsmosis y electroforesis, proptamente dicha, con ¢l objeto de de-
terminar las movihidades aparente y real de las disuntas fracciones sero-
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proteinicas, corregidas en cuanto a efecto electroosmético. Puesto que el
célculo de movilidades es idéntico para las diversas fracciones, recogemos
en este Apéndice sélo los datos y resultados correspondientes a la sub-
fraccién globulinica «,, ya que dada la mayor niudez de la banda co-
rrespondiente a dicha fraccion en el espectro electroforético del suero uti-
lizado en estos experimentos, los resultados han de ser mds exactos.

La 'misma técnica se siguié para el cdlculo de movilidades, utlizando
como indicadores electroosmdticos almiddén e inulina. En la Tabla XV re-

TABLA XV
Indicador d : Uy medio 10%
olectroosmdatico cm | ua . 108 0e . 108 em?fseg. vol u; medio 10*
Maltosa . 620 4,55 4,74 ,
4,66 + (00 4,74 0,00
o . 6,20 4,55 4,71
Inulina 5,90 4,33 4,51
‘ 4,32 0,02 450 0,02
» . 3,85 4,30 4,48 )
Almidon 5,45 4,00 4,16
: : 4,00 0,00 4,16 0,00
» 5,45 4,00 4,16

cogemos los datos obtenidos para el desplazamiento, d, de la globulina
a, corregido por el de los tres indicadores citados, y log valores de la mo-
vilidad electroforética, aparente y real, calculados a partir de estos datos.

32) Comprobacion de la influencia.del pH vy de la concentracidn salina
del bafio de tincidn de azul de bromofenol, sobre los resultados
cuantitativos de la electroforesis de seroproteinas.

Si la p031ble disminucién en la capacidad de ﬁ]dclon de colorante por
las protemas en la tincién con disoluciones de éste ya usadas en tincio-
nes anteriores, afectase por igual a todas las fracciones proteinicas de un
suero (el mismo para todos los experimentos), el efecto a comprobar pa-
saria inadvertido comparando los valores porcentuales de tales fracciones
en los distintos casos. Por ello, para realizar la comprobaaon que preten-
demos, se tomaron, con una mlcroplpeta cantidades exactamente igua-
les de un rmsmo suero, que se sometieron a clectroforesis en condiciones
rigurosamente idénticas. Puesto que dicha comprobacxon la ibamos a rea-
lizar basandonos en los valores de transmisién de luz de los eluidos del
colorante retenido por las proteinas, fué necesaria una comprobacién pre-
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via que consistié en medir las transmisiones de los eluidos de dos canti-
dades exactamente iguales de un mismo suero, depositadas sobre dos pis-
tas paralelas de una tira de papel y tefiidas a la vez, después de la electro-
foresis, en el mismo bafio tintorial de azul de bromofenol. Las transmi-
sicnes leidas en el fotocolorimetro fueron las mismas para las fracciones
correspondientes de ambas muestras; esto prueba la idoneidad del mé-
todo a seguir en los experimentos fundamentales que realizamos a con-
tinuacion.

Dichos experimentos consistieron en la obtencion de 8 electroforegra—
mas (papel Archés 301, 4 x 27 cm; tampdn de veronal, pH 8,6; 250 vV,
3"; evaporacién parcialmente inhibida) del mismo suero, tomado en can-
tidades idénticas (0,01 cc) que se sometieron a electroforesis en condicie-
nes también iguales, con especial conirol del tiempo y de la temperatura
de secado en todos los casos (95°C durante 10"). La tincién de proteinas
de los distintos electroforegramas se realizé con azul de bromofenol
(40 cc de disolucidn de azul de bromofenol al 0,1 9 en alcohol saturado
de CL.Hg) que habfa sido utilizada en la tincién anterior a cada caso
(menos para la primera operacién cn que se trataba del colorante no usa-
do) y cuyo volumen se completa con disolucién nueva. En péginas si-
gu1entes se' recogen los resultados obtenidos en las lecturas fotocolorimé-
tricas (\_,q, utilizada en el fotocolorimetro de filtros, 695 myp) de los

elufdos (6 cc de eluyente en todos los casos) de las diferentes fracciones

proteinicas de cada electloforegxama indicindose, al mismeo tlempo los
pH correspondientes a cada bafio, cuyas medidas (¥) se efectuaron inme-
diatamente después de realizada cada tincién, por lo cual pueden consi-
derarse, con, gran aproximacién, como cl pH al que se ha verificado la
tincién. El pH medido en la disolucidn de colorante no usada es 2,33: el
medido después de la primera tincién 2,33; después de la segunda 2,48,
y asi sucesivamente, en el orden en que se dan.

Como puede observarse, los resultados son pricticamente iguales para
las cinco primeras tinciones, disminuyendo a partir de aqui la cantidad
de colorante fijudo, por las proteinas, segiin indican los valores de trans-
“mision y de densidad épiica encontrados, lo que se observa maés clara-
mente en la albimina, fraccién muy netamente definida en el espectro
protefnico obtenide. Los elcctroforcgramas, después de tefidos y lavados
con agua, fueron sometidos a lavados sucesivos con disoluciones de Cl.Hg
al 1 % en metanol y en ctanol, respectivamente, y con metanol puro La-
posibilidad de un efecto provocado por una alteracién real del suero du-
rante su conservacién en las horas que separan los primeres y tltimos ex-

{*) Los pil se delerminaron en lodos los casos con un medidor de pH Philips GM 4494/96,
alimentado por redes de G, A,



C-256 o Maria del Carmen Bonmati Limorte

perimentos quedd descartada en la comparacién de dos clectroforegramas
de proteinas, teflidos en igualdad de condiciones (secado previo idéntico;
tiempo transcurrido entre el secado y la tincién, el mismo; igual cant-
dad de liquido colorante no usado e igual tlempo de tincién y lavados
posteriores, etc.), pero uno correspundlente al suero reclente y el otro al
estado’ en que s¢ encontraba al terminar todos los experimentos. Los re-
sultados, en ambos casos, fueron pricticamente idénticos.

RELACIO‘\J DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

o T D.O.x10  °, P . T D.O.x10 °, P
pH=2,33 ‘ pH=2,48
Alb 77,25 1,121 42 85 77,6 1,107 42 37
Glob. «, 96,25 0,166 6,35 96,5 0,155 5,93
Glob. o, 93,75 0,281 10,74 93,5 0,292 11,17
Glob. p 92,00 0,367 14,03 91,75 0,378 14 47
Glob. v 85,5 0,681 26,03 85,5 0,681 26,06
pH=2,67 . prH=2,83
Alb. 77,5 1,107 42,97 77,25 1,121 43,25
Glob. o, 96,5 0,155 6,02 96,26 0,168 6,68
Glob. o, 93,5 0,292 11,34 93,75 0,281 19,84
Glcb P 92 0,367 14,25 92,25 0,354 13,66
Glob. v 86 0,655 2543 85,75 0,668 25,77
pH=23,12 pH=23,30
Alb. 77,5 1,107 43,36 78,25 1,065 43,28
Glob. o, 96,5 0,155 6,07 96,75 0,145 5,81
Glob. o 93,75 0,281 11,01 94 0,269 10,93
Glob. B 92 0,367 . 14,38 . 92,25 0,354 14,38
Glob. v 86,25 0,643 25,18 _ 86,5 0,630 25,60
pH=3,67 : pH=3,91 ) S
Alb. 8025 - 0,956 42,64 Bl,5 0,889 43,77
Glob. o, 97 0,132 5,89 97 0,132 6,50
Glob. e, 94.5 0,246 - 10,97 95,25 0,212 10,44
Glob. g 93 0,315 14,05 93,5 0,202 14,38
Glob. v 87,25 0,593 26,00 89 . 0,606 24,01
pH=4,22 pH=4 062 ‘
Alb. 83 0,809 43,29 86 . 0,655 43,26
Glob. «, . 97,25 0,120 6,42 98 0,082 5,42
Clob. o, 95,75 0,189 10,11 96,5 0,155 10,24
Glok. B 94 . 0,269 14,39 95,25 0,212 14,00
Glob. v 89,5 - (0,482 25,79 : 91 0,410 27,08
pH=45,1 _ :
Alb. 94 0,269 42,23
Glob, o, 9925 0,033 5,18
Glob. o, 98,5 0,083 9,89
Gloh. g 97,75 0,095 14,91

Glob. v 96 0,177 27,79
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37) Ejemplo prdctico de obtencion de un electroforegrama
y de su correspondiente proteinograma densitométrico
directo. Valoracidn de este tiltimo.

Se obtuvo €l electroforegrama de un suero humano de diagndstico
clinico desconocido, con nuestra técnica mas usual de papel en 'V verti-
da, cAmara hlimeda pequeiia vy evapordclon parcxalmente inhibida. El pa-
pel utilizado fué el Archés 301 de 3 x 25.cm; diferencia de potencial:
300 voltios, e intensidad de corriente: 1,26 mA/cm; tiempo = 3 horas;
tampén empleado: veronal/veronal sédico, pH 8,6. Tinciéon de proteinas
con azul de bromofenol. Longitud de espectro obtenido: 6,6 cm. La Jec-
tura densitométrica directa del electroforegrama se realizé con filtro
amarillo y a la manera que se describe en la parte general, empezando
poco antes de la mancha correspondiente a la albiimina y siguiendo, de
1zquierda a derecha, hasta pasar la de la v-globulina. Antes de entrar en
la zona donde se encuentra la albtimina y despues de pasar la correspon—
diente a la globulina. gamma se obtuvo el valor maximo de 9 T, corres-
pondiente al blanco del papel, valor que tomamos como punto de refe-
rencia, por lo cual la «ID x 10» correspondiente al mismo, se sustrac de
todas las demds; los valores asi obtenidos figuran en la Tabla XVI como
«Dif.»; puesto que las densidades dpticas se toman en ordenadas {cn
abscisas los milimetros) esos dos valores, imicial y final, del electroforegra-
ma tendrdn de ordenada cero; en este caso concreto, para la represcnta-
cién grifica, hemos tomado los valores de cstas diferencias multiplicadas
por 2, lo cual no modifica los valores porcentuales de las protemas

Con los valores de la primera y Gltima columnas, se construyé la gré-
fica o proteinograma correspondiente (Fig. 29) y midiendo superficies y
1epartlendo proporcionalmente a ellas, segiin dijimos, se obtuvieron los
siguientes valores para las distintas fracciones seroproteinicas:

Albtmina. 5911 9%
Globulina «, . 3,60 %
Globulina a, . 574 9,
Globulina , . 10,14 9,
Glohulina fi, . 4,53 9%

Globulina vy .

16,88 %
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A continnacién damos la tabla de valores que ha servido de base al

calculo anterior.

TABLA XVI

Lectura directa del electroforegramae correspondiente a la fig. 29

mm. % T D x 10 Dif. Dif. x 2
52 62 2,076 0,000 : 0,000
53 61 2,147 0,071 0,142
54 59 2,291 0,215 0,430
55 55,5 2,557 : 0,481 0,962
56 50 3,010 0,934 1,868
57 45 3,468 1,302 2,784
58 - 40 3,979 1,903 3,806
59 36,5 4,376 2,300 4,600
60 34 4,685. 2,609 5,218
61 32 4,949 2,873 5,746
62 33 4,815 2739 5,478
63 37,5 4,2585 . 2,1825 4,375
64 43,5 3,615 1,539 3,078
65 48.5 3,143 1,087 2,134
66 52 2,840 0,764 1,528
67 55 2,596 0,520 . 1,040
68 56,5 2.4795 . 0,4035 0,807
69 58 . 2,366 0,290 0,580
70 58,5 2 3285 0,2525 0,505
7 58,5 2,3285 0,2525 0,505
72 57 2,441 0,365 0,730
73 58 2,366 0,290 0,580
74 58,5 2,3285 0,2525 0,505
75 59 2,291 0,215 0,430
76 - 59 . 2,291 0,215 0,430
7 58,5 2,3285 ‘ 0,2525 0,505
78 57,5 2,4035 0,3275 0,855
70 ‘ 57,25 24223 0,3463 0,692
80 . 57,25 2,4223 0,3463 0,692
81 58 2,366 0,290 0,580
82 58 2,366 0,290 0,580
83 59 2,291 0,215 0,430
84 59 2,291 0,215 0,430
85 58 2,366 0,290 0,580
86 57 2,441 0,365 0,730
87 55,5 2,557 0,481 0,962
88 55,5 2,557 : 0,481 0,962
89 55,25 2,5765 0,500 1,000

90 56 2,518 0,442 0,884
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mm o T Dx10 Dig. Dif. x 2
91 57,5 2,4035 0,327 0,654
92 58 2,366 0,290 0,580
93 59 2,291 0,215 0,430
04 59 2,201 0,215 0,430
95 59,25 2,2363 0,160 0,320
96 60 2,218 0,142 0,284
97 58 2,366 0,290 0,580
98 57,5 2,4035 0,327 0,654
99 &7 2,441 0,365 0,730
100 57,5 2,4035 0,327 0,654
101 57,6 : 2,4035 ' 0,327 0,654
102 ) 2,366 0,290 0,580
103 57,6 2,4036 0.327 0,654
104 66 2,596 0,520 1,040
105 52 2,840 0,764 1,528
106 - 53 2,757 0,681 1,362
107 54 2,676 0,600 1,200
108 54,5 2,636 0,560 1,120
109 35 2,596 _ 0,520 1,040
i10 56 2,518 0,442 0,884
nm - 56 2,518 0,442 0,884
112 57 2,441 0,365 0,730
113 57,5 2,4035 0,3275 0,655
114 58 2,366 0,290 0,580
115 60 _ 2,218 0,262 0,424
116 60 2,218 0,262 0,424
117 61,5 2,1115 0,155 0,310
118 62 2,076 0,000 0,000
(6,6 cm)

39) Comprobacion experimental de la ley de BEEr, sobre eluidos de
proteinas tefisdas con azul de bromofenol. Determinacion de los
limites mdximo y minimo de muestra de suero aconsejables.

Comprobacidn dc la ley de Beer: Sobre dos tiras de papel, una de
Archés 301 y otra de Whatman 1, se depositaron sucesivamente, en di-
versos puntos de cada una de ellas, separados entre si, como minimo, 'POF
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3 ¢m, muestras de 0,002, 0,004, 0,006, 0,008, 0,010, 0,012 y 0,015 cc de
un suero medio, obtenido a partir de otros 10 de composicién aproxima-
damente normal (comprobacién electroforética). A continuacién, se hur
medecen dichas tiras en el tampén de veronal/veronal sédico de pH 8,6,
se secan en estufa durante 10™ a 95°C y se dfien con azul de bromofenol
en la forma accstumbrada. Se recortan trozos iguales del papel, en cada
uno de los cuales queda incluida la correspondiente zona tenida y cada
uno de estos trozos, colocados en probetas graduadas provistas de tapén
esmerilado, se eluyen con S cc de disolucién de carbonato sédico al 5 % en
metanol del 50 %, enrasando por dltimo, a 6 cc, todos los eluidos. Ha-
ciendo uso de cubetas pararelepipédicas de cuarzo, de 1,5 c¢, se determi-
naron las correspondientes densidades Opticas en un espectrofotémetro
Beckman (Modelo B) utilizando luz monocromitica de longitud de onda
igual a 595 mn. Los resultados obtenidos (sensibilidad utilizada = 3)
tomando como disolucidn cero la de carbonato sédico en metanol, son
los siguientes: -

Papel Archésn.c 331 Papel Whatman n.® 1
Suero Densidad Suero Dengidad
total optica del - - - total . Gptica del -
‘o eluido ec olufdo
0,000 0,000 0,000 0,000
0,002 0,016 0,002 0,018
0,004 0,025 0,004 0,027
4,006 . 0,039 0,006 0,040
0,008 0,047 0,008 0,045
0,010 0,065 0,010 0,066
0,012 0,072 ’ 0,012 . 0,074
0,015 0,084 0,015 0,082

La concordancia de resultados en ambas clases de papel, pese a su dis-
tinto grosor y poder retentivo, nos pone de manifiesto que la disolucién
de carbonato en metanol tene un eficaz poder eluyente para el colorante
retenido por las protefnas. La grafica que aparece en la parte general
(Fig. 32) se refiere concretamente a los résultados sobre el papel Archés;
ta correspondiente al papel Whatman serfa tan andloga a ésta que no he-
mos créido necesario su trazado.

Determinacién de los limites mdximo y minimo de muestra de suero
aconsejables: Debe destacarse que, en los experimentos reales, las mues-
tras de suero que utilizamos estdn alrededor de los 0,01 c¢; por lo que su’
contenido en cualquiera de las fracclones constituyentes es muy inferior
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a este limite, ¢l cual podria tomarse como limite superior en el que se
cumple todavia, para nuestras condiciones, la ley de Beer. De ia misma
forma, las cantidades usadas en tales experimentos reales no suelen ba-
]'H de 0, 009 cc, por lo que, seglin vamos a ver, la proporclon de la frac-
cién protelmca mas pobre {ordinariamente la globulma @, que supone un
1,4 9 de la protememla total del suero en los casos de mayor pobreza)
es superior al llmlte minimo de nuestras fotocolorimetrias de compro-
bacidn.

Cdlculo del limite tnferior: Aun cuando en nuestros experimentos se
unlizd para la elucién de colorante un volumen total de 6 cc de eluvente,
éste podrfa haberse reducido, realmente, a 1,5 cc que era el que, en defi-
nitiva, se requerla para el tamafio de nuestras cubetas, aun teniendo en
cuenta el necesario para el lavado de las mismas, puesto que basta con
‘que se llenen hasta los 2/3 de sus alturas (1 cc). En estas circunstancias,
por lo tanto, podrian utlizarse concentraciones iniciales de suero 4 veces
menores (6 : 1,5 = 4) para obtener el mismo valor de densidad éptica
que el obtenido por nosotros con 0,002 cc de suero. Por otro lado, con un
espectrofotémetro de sensibilidad media pueden apreciarse con toda se-
gundad densidades opticas del orden de 0,004; como con la concentra
©1dén antes indicada de nuestro problcma se obnienen densidades optlcas
del orden de 0,016, se deduce de aqui que pueden utilizarse concentracio-
nes iniciales otras 4 veces mds diluidas todavia. De estos datos se desp1 en-
de que podria tenerse una tincién y clucién observable, de las proteinas
de un suero {no desarrollado electroforéiicamente), con 0,002 : 16 =
= 0,00012 cc. Ahora bien, a partir de este dato puede deducirse, a su vez,
que, cuando el suero se somete a electroforesis, si se desea medir por ew-
cién las fracciones proteicas y que no pase desapercibida ninguna de ellas
que pueda encontrarse en pequefia proporcién (caso mds general de la
globulina e, , como hemos dicho), se requerird un minimo de suero de
o0z 0
rior. En la prictica es aconsejable sobrepasar algo este limite, aproximin-
donos al valor 0,01 cc.

— 0,0085 c¢, valor que consideramos como limite infe-

41)  Determinacién de la proteinemia total de un suero,
por dostficacion del N segin KJELDAHL.

0,2 cc de suero se tratan, en un matraz de digestién de semimicrokjel-
dahl, con 2 cc de SOH. concentrado reactivo (66° B) en presencia de
0,8 g de la mezcla catalizadora (SO,Cu + Se, 25:10) y de 1.2 g de
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50.K: (que permite elevar la temperatura de ebullicién del SOH.). Se
calienta la mezcla en el matraz de digestidon mediante un -hornillo eléc-
trico, primero suavemente y con mayor intensidad después, hasta que
quede un liquido transprente y limpido, lo que se consigue al cabo de
50 minutos. Posteriormente, se acopla el matraz de digestién a un gene-
rador de vapor de agua y al resto del aparato de destilacién. Se inicia el
arrastre con vapor, se adicionan 15 cc de disolucién de NaOH al 40 % ¥
se recoge el destilado sobre 10 cc de dcido bérico al 4 %, que contlene
ademas un 0,5 % de la disolucién del indicador (mezcla de disoluciones,
al 0,2 % en alcohol, de rojo de metilo y de azul de metileno en Ja pro-
porcién 2 : 1), La operacién de arrastre y destilacién se mantiene duran-
te 9 minutos, aunque probablemente, en los 3 primeros, ya se debe haber
desplazado y recogido todo el NH,. Se realiza una valoracion de la diso-
lucién de bérice + amoniaco con CIH 0,03572 N, consumiéndose 5,22 cc
de este CIH en una primera determinacién y 5,28 en otra posterior reali-
zada sobre una muestra de la misma cuantfa y del mismo suero. (Este
volumen de ClH se entiende que es una vez descontado el consumido en
un ensayo en blanco). Los resultados anteriores suponen una riqueza del
suero, en N, de 13,061 y 13,210 g/100 cc de suero, respectivamente, lo
que en valor medio es 13,135 g de N/100 cc de suero. Aceptando para el
factor de conversién en proteinas el valor 6,25, dicho contenido en N equi-
vale a un contenido proteinico de 82,094 g/l de suero.

43V Estudio experimehtal de la distribucién de potenciales en

dispositives diversos de electroforesis continua.

Damos a continuacidén cinco series de valores qUe reproducen la dis-
tribucién de potenciales encontrada en 3 de las distintas condiciones es-
tudiadas y que creemos pueden considerarse como mds representativas.

La diferencia de potencial que indicamos T-T corresponde al poten-
cial medido entre las vasijas electrédicas. Los valores que aparecen en.
cada columna son los medidos entre los puntos correspondientes a la di- -
vision que s¢ indica en cada una de dichas columnas y sus simétricos
respecto al ¢je vertical de la hoja de papel. La numeracién de las colum-
nas se ha hecho desde las oriilas del papel hacia el centro del mismo y la
de las divisiones de tales columnas, de abajo arriba.
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1) Condiciones de Durrum. (Fig. 32).

T-T ... 245 voltios.

'C-263

Divisién Fila 12 Fila 22 Fila 3. Fila 4. Fila 5.

1 79 vol 54 vol - 36 vol 22 wvol 11 vol
2 68 50 35 21,6 10
3 58 44 31 19,5 g9
4 44,25 36 27,4 17,3 8.4
5 36 30,1 24 15,5 7,7
6 30 259 20 14 7
7 25,6 225 17,5 12 3]
8 21,56 18 13,6 8.5 3,2
9 16,25 14,25 10,3 6 2,75
10 12,6 10,5 8 5,2 2.5
11 . 9,1 8 6 2

2) Doble pareja de electrodos (D1 Castro y San Marco. Fig, 37).

T-T ... 240 voltios.

Divisién Fila, 1.2 Fila 2.2 Fila 3.2 Fila 42 Fila B2
1 127 vol 97 vol 67 vol 43 vol 21,8 vol
2 116 92 66 41 21
3 - 101 82 60,5 39 20,6
4 88 74 57 36,5 19,6
5 78 67 51,5 34,2 18,5
6 72 61,5 48 32 17,75
7 68,2 58 45,5 30,5 16,6
8 66 56 43,5 30 16,75
9 66,2 55 43 29,25 15,75
10 68 54 42.5 29 14,75
11 68,5 54 42,5 28,1 13,05
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3) Tres parejas de electrodos (la figura correspondiente es practica-
mente idéntica a la anterior, por lo que hemos prescindido de su repre-
sentacién).

T-T ... 250 voltios.

Divisién . Fila 1.2 Fila 2° Fila 3.* Fila 4.° Fila 5.2

1 125 vol 94 vol 64 vol 42 vol 18,5 vol
2 115 88 62 41 19,5
3 110 BO 56 38 18,5
4 943 73 51,5 . 34 17,5
5 85 66,5 47,5 32 18
6 78 61 45 30,6 16,5
7 71 58 43 30 15,5
8 68 53,5 41,5 28,5 14,5
9 62 50 a8 26 13
10 60 46 34 23,5 12
11 52 38 27,5 18,5 9,3

4) Electrodo unico en disminucién simétrica. (Fig. 38).

T-T ... 245 voltios.

Divisién Fila 1.° Fila 2 Fila 3.* Fila 4.* Fila 5.°
1 40,5 vol 33,5 vol 25 wvol 16,4 vol 8,2 vol
2 41 33 25 16,4 B
3 41 33 24,5 16,7 8,6
4 41,9 33,9 247 16,5 - 8,6
5 42 5 34 25 16.5 8,4
6 44 34 25,9 16,2 B2
7 - 43 34 24.5 16 B.2
8 42 33 24 15,4 7,5
9 38 29,9 21,6 14 7

10 32 25 18 11,9 5
11 24.5 . 19,9 12 9,2 ) 4,5

-



Contribucion al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-265
5) Condiciones de¢ Grassmann y Hannie. (Fig. 39).
T-T ... 165 voltios.
Divisi(’)n_ Fila 1% Fila 2.~ Fila 3. Fila 4.2 Fila 5.*

1 95 vol 56 vol 36 vol 24 vol 11 vol
2 80 Hh6 36 .24 1)
3 78 56 36 24 11
4 82 56 36 24 11
5 77 56 36 24 11
6 96 54 35 22 11

7 90 50 33 20,5 10
8 68 45 32 20,5 10
9 73 44 31 19,5 - 10

10 75 43 30 19 10

11 66 29 18 19

43
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CONCLUSIONES

1.* Se hace un estudio histérico de la electroforesis soportada, refi-
riendo sus entronques con la cromatografia de particién y exponiendo,
posteriormente, el estado de desarrollo actual de las téenicas electroforé-
ticas, continuas y discontinuas, sobre papel, como caso mas significativo.
Respecto a los fundamentos tedricos y experimentales de la electrofore-
sis en papel, se hace un estudio comparativo con la electroforesis libre.

22 Se describen los muiltiples factores que gobleman la mlgracmn _
electroforética, reuniéndolos en tres grupos principales: a) factores inhe-
rentes a la particula electroforética en s, b) factores que dependen del
medio en cuyo seno se mueve la particula, y ¢) caracteristicas del cam-
po eléctrico aplicado; se destaca la complejidad fisico-quimica que esta
multiplicidad de factores lleva consigo y la consecuente necesidad de se-
leccionar los que deben ser considerados.

3" Se hace un tratamiento matemético, tan elemental como ha sido
posible, de la velocidad y movilidad electroforéricas. tomando como base
la ecuacién de Lame. Se destacan las limiraciones que este tratamiento
ticne, como consecuencia de la diferente importancia de los factores en la
electroforesis soportada y en la libre, sefialando, desde un punto de vista
tedrico, pero ob]ctlvo cudles son los de prev131ble slgmﬁcado en una y
otta modalidad, juicio que se ha tomado como base para la realizacién de
una gran parte de los experimentos recogidos en esta Memoria.

4" Después de un estudio tedrico de los factores fisicos y quimicos
dependientes de la naruraleza del papel, que inﬂuyen en la migracién'
electroforética, cuando actia aquél como soporte, se expone detallada-
mente el tratamiento matemitico de KunkEeL v TiseLss, sobre todo en
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lo que respecta la correccién de movilidades electroforéticas, en compa-
racidn con la electroforesis libre. Dichas correcciones dependen, especlal—
mente, de la diferencia entre el recorrido real yel aparente de las particu-
las, para los que proponemos las denominaciones de «camino electroforé-
tico» y wcamino geométricon, respectivamente, por analogfa con los con-
ceptos de caming éptico y camino geométrico, de la Fisica.

5. Se da cuenta de nuestras determinaciones experimentales de fac-
tores de correccién para los papeles Whatman n’ 1 y Archés n.° 301, da-
tos que no aparecen en la bibliografia, pese a ser estos soportes los mas
ampliamente utilizados. Los valores obtenidos para tales factores
(083 + 0,03 y 0,92 = 0,02, respectivamente) prucban que, en dichos pa-
peles, la movilidad aparenté de las particulas se apl_'oxima mas a la real
que en otros saportes cuyos factores de correccién encontramos en la bi-
bliografia. Trabajando con distintos tampones, para el cilculo de los fac-
tores de correccién, se comprueba que dichos factores son independientes
del tampén utilizado.

6* Utlizando los factores de correccidn obtenidos anteriormente
para los papeles citados se hizo el célculo de las movilidades reales de las
distintas fracciones protefnicas del suero humano, obteniendo resultados
concordantes con los que obtienen otros autores a partir de datos logra-
dos con soportes diferentes a los utilizados por nosotros, y aun con los ob-
tenidos directamente en la electroforesis libre. Los resultados calculados
por nosotros son: albimina, 5,36; globulina «,, 4,39; globulina .,
2,76; globulina 3, 2,33; globulina v, 0,57.

7* Relacionado con el estudio de la infivencia de las caracteristicas
estéricas de las particulas electroforizables, sobre su migracién en el pa-
pel, se da cuenta de nuestros experimentos paralelos comparativos, con
albtimina desnaturalizada y sin desnaturalizar, interpretando el rastro
continuo v extenso de la primera como consecuencia de una heteroge-
neidad, de tamafio y forma, producida en ¢l proceso de desnaturalizacion,
lo cual se traduce, a su vez, en una heterogeneidad de la movilidad elec-
troforética de la sustancia.

8" En relacién con lo anterior, se destaca la improbable migracién
- paralela de dos particulas estérica o constitucionalmente distintas y, a la
inversa, la probable homogeneldad de las que emlgran a la vez. Se da
como ¢jemplo de aparente disparidad con este criterio, ¢l caso de la mi-
gracmn electroforéuca de las fracciones alfa y- beta- globuhmcas del suero
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humano (reveladas con azul de bromofenol) y el de las lipidicas del mis
mo suero (reveladas con Sudin III) para descartar finalmente tal dispari-
dad, por tratarse de una sustancia tnica (lipo- plotema) con diferentes ca-
racteristicas funcionales.

9 Respecto a la porosidad del soporte, se realiza un estudio compa-
rativo de los papeles Whatman niims. 1 y 4 y Archés 301, en cuanto al
efecto retardante de cada uno sobre la migracién electroforéiica. El es-
pectro electroforético obtenido con el primero es, por término medio, un
10,59 y un 32,85 9, menor que los obtenidos con papeles Watman n." 4
y Archés 301, respectivamente. En contra de lo espcrado y a la vista de
los resultados obtenidos, se concluye que los mejores papeles para elec-
troforesis no son los menos porosos; se da una explicacién de las posibles
causas encontradas. para el fendmeno.

10> Se hace un estudio critico de la adsorcién fisica y quimica de
las sustancias sobre el papel, dando cuenta de los experimentos efectua-
dos para evitar la (ltima, por menlacidon suave de aquél. Para estos expe-
rimentos se utilizan seproproteinas, estudiindose los efectos de adsorcién
v disminucién de ésta. por medidas forocolorimétricas del colorante elui-
do de las proteinas tefiidas. De los resultados anteriores y comprobada la
metilacion efectiva del papel (OCH, en el papel metilado: 0,316 %;
OCH, en el ensayo en blanco: 0,039 %), se concluye que la adsorcidn,
por parte de los grupos metilubles (a los que se atribuye generalmente la
adsorcién quimica del papel), es prdcticamente despreciable, para las pro-
tefnas, cuando se trabaja a pH superiores a sus pl.

11> Se recoge el estudio experimental efectuado sobre la influencia
de las intensidades de campo y de corriente, de la conductividad, tempe-
ratura y tiempo, sobre la movilidad electrofpré;ica. Se da cuenta de la
variacién de la conductividad durante el proceso, interpretando el fené-
meno como debido a una imbibicién progresiva del soporte en el tampén.
Se destaca la menor importancia del factor temperatura en la electrofo-
resis soportada que ¢n’ la libre, aun cuando se admite la pos1b111dad de
gladlentes de temperatura, longitudinales o transversales, cuyos efectos
tienen mayor importancia. Se descubcn los dispositivos adoptados para
disminuir tales efectos.

122 Se hacen unas consideraciones tedrico-experimentales sobre el
efecto combinado de los factores diferencia de potencml intensidad de
corriente y tiempo, asi como sobre el desarrollo de calor en €] proceso dis-
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continuo, destacando las condiciones habituales de ‘trabajo seleccionadas,
entre las que se encuentran intensidades de campo hasta de 16 vol/cm
que no han hecho necesario, sin embargo, el uso de fluidos ni de otros
medios de refrigeracién. Se hacen unas consideraciones de conjunto de
todos los factores citados en las conclusiones 11y 12.* y se resalta el poco
interés que, en Ja mayoria de fos casos, tiene la fijacién de varios de ellos,
ya que, en realidad, son interdependientes y, a su vez, consecuencia de
circunstancias no fijables.

13* Se da cuenta, asimismo, de la influencia de la anchura del pa-
pel sobre la intensidad de corriente, y de sus efectos sobre la migracién
electroforética, ilustrindose con datos experimentales. Se sefiala la inten.
sidad de campo como el factor que rige principalmente el proceso eleciro-
forético. Se trata igualmente de la influencia de la longitud de la rira de
pdpel tanto sobre la intensidad de campo como sobre el poder de imbibi-
cién por el tampdn. Se trata de Jos factores intensidad de campo y tiem-
po como preponderantes en el goblerno del proceso electroforético,
e, igualmente, de la influencia de la temperatura, aportindose, para to-
dos los casos, varias series de diagramas experimentales muy demostra-
tivos,

14*  Ademds de tratar otros puntos mds gencrales, pero relacionados
con el que vamos a destacar, se realiza una discusién tedrico-experimen-
tal, detallada, de la influencia de la relacién pH del medio/pl de la par-
-ticula emigrante en el caso de anfolitos, sobre los resultados obtenidos en
la migracién electroforética. Asimismo, se comprueba la accién conjunta
de la fuerza electroosmética y de la tensién clectronegativa (relacidn
pH/pl, antes indicada) para el caso de aminoicidos diversos, en diferen-
tes tampones, Se concluye que, para lograr buenas separaciones relativas,
deben utilizarse sistemas tampén, cuyos pH queden en zonas lo més dis-
tanciadas posible de los pl correspondientes a las distintas sustancias de
la mezcla a fraccionar.

15.* Se destaca la importancia de la composicion quimica del tampdén
utilizado, refiriendo el hecho observado con cardcter general, para el caso
~de las seroproteinas, de que la subfraccién globulinica ¢, no se manifiesta
con ¢l tamp6n de borato de pH 8,6, mientras que aparecen claramente
desdobladas, con el mismo, las 8, y f.-globulinas, lo que no siempre se
"consigue con el tampén de veronal de los mismos pH, conductividad y
fuerza i6nica. Igualmente, se comprueba la influencia directa del pH del
- tampdén sobre la migracién electroforética de seroproteinas, deduciendo
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que, a menor pH (proteinas menos negativamente cargadas), tiene lugar
una mayor adsorcién de aquéllas sobre el papel. La comprobacién se efec-
tla con tampones de fosfato dlpota51co y fosfato monosodico, de pH 7.7
v 7.4, respecm amente, ¥ con tdmpon de veronal de pH 8,6, observindo-
se claras diferencias, incluso cuantitativas, deduc1das de log protemogra—
mas obtemdos con uno y otros tampones.

16" Se estudian los factores electrodsmosis, evaporacién y capilari-
dad, como prmapalcc determinantes de corrientes liquidas en el papel
Respecto a las corrientes de evaporacién, se concluye, en definitiva, que
son consecuencia de una serie de factores concurrentes, pero, sobre todo,
resultado de la competicidn entre gravedad y capilaridad. Se da cuenta
del estudio experimental realizado para determinar las caracteristicas de
tales corrientes, por métodos diversos de valoracién de agua y de tam-
pén, sobre el papel soporte. -

17*  Se da cuenta igualmente de las medidas efectuadas para deter-
minar el efecto combinado de la electroésmosis y evaporacién y de como
ello nos ha permitido calcular un término para el que proponemos el
nombre de «factor incrementante de desplazamiento electroosméticon
o de «factor electroosmoéticon, simplemente. Se aportan unas gréﬁcas ori-
ginales, muy demostrativas del fenémeno. Se estudian luego los efectos
combinados de evaporacién y difusién, haciendo una breve critica del
tratamiento de De WaEL sobre esta cuestién. Se estudia otro efecto su-
perponible a los anteriores, el llamado «efecto de sifén», y se demuestra
experimentalmente la existencia de flujos transversales de quuido, en la
tita de papel, y efectos de borde, asi como los efectos de distorsién que
éstos pueden provocar sobre las’ sustancias a separar, exponiendo los re-
sultados de nuestros experimentos con algunas sustancias y procedimien-
tos inhibidores de evaporacién.

18* En experimentos combinados con dextrina, almidén, inulina,’
maltosa y glucosa, se demuestra la influencia de las caracteristicas estéri-
cas del indicador electroosmoético sobre su velocidad de migracién, aun
cuando no sobre su posicién final de cquilibrio, lo que debe tenerse en
cuenta para la determinacién de movilidades absolutas de particulas, se-
glin se demuestra con seroprotefans, con las que, utilizando distintos in-
dicadores, se obtuvieron valores diferentes para sus movilidades electro-
foréticas.



C-272 . Maria del Carmen -Bonmati- Limorte

19.*  Se describe con todo detalle y se justifica la eleccién del artificio
experimental v de la técnica operatoria adoptados, a la vista de la influen-
cia de los diversos factores que intervienen en el proceso. Sobre €l caso
particular del revelado de proteinas con azul de bromofenol, se hace un
estudio experimental amplio sobre los dlyersos factores que determinan la
eficacia y anomalias de la tincién (pH, concentracién salina, calentamien-
to desigual del electroforegrama, diferencias de rugosidad del papel, etc.).
Al tratar de la fotometria directa del electroforegrama revelado, se da
cuenta del estudio comparativo' realizado con diversos transparentantes,
destacando los mds convenientes. Se propone un nuevo método de traza-
do de diagramas, a partir de las lecturas fotocolorimétricas tras elucién,

20.* Generalizando ¢l procedimiento de separacién cromatografica de -
Froop, HirsT v Jones, se propone una técnica electroforética disconti-
nua, para su utlhzacmn con fines preparatlvos En el campo de la electro-
foresis preparatwa continua, se discuten y comparan, desde un ‘punto de
vista eminentemente experlmenm] las condiciones de trabajo de DurruM
y de Grassmany y Hannig, asi como las de otras modificaciones origina-
les adoptadas. Con resultados muy significaivos, recogldos graficamente,
se estudia la distribucién de potenciales en la cortina de papel, para cada
una de las técnicas seguidas. Se interpretan distintos fenémenos relaciona-
dos con los factores de clara influencia en el proceso electroforético con-
tinuo. En el estudio realizado sobre la componente de descenso, en rela-
cién con la de campo eléctrico, se destacan las ventajas de un mavor an-
ngo de inclinacién (una de las modificaciones introducidas) en ia dispo-
sicién de Grassman y Hannie.

212 Se da cuenta de diferentes dispositivos de electroforesis conti-
nua montados por nosotros, sobre la base de un estudio experimental pre-
vio. Uno de los mds caracteristicos consiste en un marco que tensa el pa-
pel, dispuesto de tal manera que el conjunto puede adoptar distintas in-
clinaciones, con lo cual se gobierna la componente de descenso. Se des-
cribe la confeccién, mediante un artificio andlogo al anterior, de un dis-
positivo de electroforesis continua de fondo (sobre celulosa u otros sopor-
tes inertes) con el que pueden lograrse separaciones en escala semiindus-
trial v aun industrial.

22* Se ofrece un adelanto sobre una técnica electroforética original,
basada en la superposlcmn de una corriente alterna a la continua base.
Se da cuenta de una serie de circuitos de tanteo y se explica y esquema-
tiza el provisionalmente adoptado. Se refieren los intentos experimentales



Contribucidn al estudio critico de la electroforesis sobre papel... C-273

de activacién de particulas, mediante la actuacién de la corriente alter-
na, prev1a al paso de la continua, y, de pasada, se discuten, desde un pun-
to de vista critico, los experlmentos de algunos autores con corrientes pul-
santes, para destacar que nada tienen que ver, ni por su forma ni sobre
todo por su naturaleza, con los nuestros de alterna.

El trabajo experimental se realizd en los laboratorios
de Quimica Organica de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Murcia. -
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~ Finar, . L—QUIMICA ORGAMICA.—Dos vollmenes ({: «Princinios
fundamentales, v |l: «Estereoquimica y quimica de los productes natura-
les»). Editorial Alhambra, S. A. Madrid, 1960. Volumen 1.2, 932 pées.;
volumen 2.°, 771 pags,

Al afio de publicarse el volumen II de la traducecién al espaiiol de la obra
«Quimica Orgdnicar de I, L. Finar, aparece ¢l volumen I, con lo que se com-
pleta 1o edicién espafiola de este valioso tratado. Hemos preferide esperar esta
aparicién para enjuiciar ¢l libro a la vista de su eontenido completo. :

La obra del profesor Finar, ya conocida por sus cdiciones inglesas, ha sido
frecuentemente usade para consulta y ensefianza, avalada por el hecho de ser
texto de Quimica Orgdnica en log grados General v Especial de la Universidad
de Londres, '

Podriamos decir que toda la experiencia del profesor Finar, adquirida en
muchos afios de ensefiar Quimica Orgéanica, ha sido vertida en la presente obra,
que consigue poner al alcance del estudiante uno de los textos de la asignatura
mis completos y de vision més al dia en los conocimientos de la -Quimica Or-
-ghnica. Ya en el prélogo de la primera edicién inglesa, aparecida en 1950, ase-
guraba el autor su conviceidn de que el mejor método pedagdgico de la Quimica
es, primero, ¢l estudio de las teorias electronicas v, posteriormente, la aplicacién
‘de estos principios en todo momento con lo que se logra dar a esta ciencia cier-
ta cohesién y amenidad apreciadas rdapidamente por el estudiante que encuen-
tra facilitado su estudio.

Tal vez en esta creencia del profesor Finar, puesta en préctica en este libro,
esté el mayor acierto de la obra. Una simple visidn de conjunto es suficiente
‘para, valorar su diferencia respecto a otros muchos textos anteriores con una
‘sistemdtica trasnochada que aburre al estudiante al no aclararle de una mane-
ra convincente los conceptos bésicos en que se apoyan los hechos quimices que
intenta. aprender. De ahi, que siempre se haya considerado a la Quimica Orgd-
nica come un conjunto de hechos sin conexidn alguna que la experiencia ha ido
acumulando; pero los ltimos afios han sido decisivos en la evelucidon de esta
ciencia al llegar a explicar, de manera eficiente, todos aquellos hechos con la
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ayuda de las teorias electrénicas que se venian desarrollando. Estas ideas no
han escapado a la intuicidn del autor v, puestas al servicio de su dilatada ex-
periencia, docente, han contribuide & que su obra sea un éxito en las Universi-
dades inglesas.

Puede pensarse que la edicién espaficla, ahora terminada de publicar, ha de
tener la misma favorable acogida, porque lo que acsbamos de apuntar mgs
arriba no gqmere decir que se hayan descuidado en esta obra los aspectos pric-
ticos de la Quimica Orgénica, pues tanto los métodos preparativos como las
propiedades v reacciones de las funciones y compuestos orgdnicos, son tratados
con todo detalle e incluso con mayor extensidn que en los textos cldsicos.

El volumen I, dedicado al estudic de los principios fundamentales, se inicia
con ung introduccién histériea y el desarrollo de los conceptos bdsicos de la
asignatura. Una breve introduccion al andlisis orgdnico antecede la exposicién
de los conceptos electrdnicos fundamentales en el estudio de las moléculas; su
extensién es suficiente para dar ideas precisas sobre el fundamento de los pro-
cesos guimicos que luego, en el trascurso del libro, sirven de complemento y
aclaracién de los hechos que se tratan.
~ Los hidrocarburos saturados y no saturados se exponen después, como ini-
clacion al estudio de las funciones, junto con un estudio detallado de la quimi-
ca del petrdleo y del gas natural. A continuacién trata los derivados halogena-
dos de los hidrocarburos alifdticos, los alcoholes, éteres, aldehidos y cetonas,
los acidos grasos v sus funciones derivadas. La parte dedicada a los dcidos ce-
tonicos incluye el estudio de la tautomeria, desarrollada a través de las teorias
més modernas. Estudia después los polioles, enoles y compuestos carbonilicos y
carboxilicos no saturados y en capitulos posteriores los compuestos alifdtioos
eon nitrégeno, azufre, fésforo, arsénico, silicio y log compuestos érgano-metalicos,

" Complementa esta pritnera parte del volumen primero el estudio de los dci-
dos dicarboxilicos saturados y no saturades e hidroxidcidos, incluyendo también
una breve introducecién a la estereoquimica y a los hidratos de carbono,

La segunda parte, dedicada a los compuestos aliciclicos, desarrolla de un
modo bastante extenso y completo las tgorfas sobre la formaclon. tensiones y
conformacion estérica de los anillos carbonados,

La parte tercera contiens el estudio de los compuestos aromdticos y se re-
fiere a las bidrocarburos bencénicos, sus derivados halogenados, nitrados, ami-
nas aromaticas, sales de diazonio, acidos sulfdnicos, fenoles, alcoholes, aldehi-
dos, cetonas, quinonas y Aacidos aromaticos. El capitulo sobre hidroecarburos
derivados del benceno desarrolla los conceptos fundamentales sobre la consti-
tucidn y estructura de los anillos arométicos y estudia minuciosamente el siste-
.ma resonante del benceno, Las ideas actuales sobre la sustitucién en el grupo
bencénico vy el mecanismo de la sustitucién aromdtica estdn tratadas con una
extensidn poco corriente gn libros, como éste, dedicados a fines didacticos.

Dedica la cuarta parte del volumen I a los compuestos heterocilicos; el es-
tudio de los eolorantes incluye la relacién entre gl color y la constitueidn qui-
ica asi como su nomenclatura v un estudio detallado de los tipos més impor-
tantes. - )

Completa el volumen un apéndice con las reglas bésicag de nomenclatura
para los’ compuestos orgénicos, En otro apéndice se enumeran las publicaciones
scbre quimica organica y algunas indicaciones sobre la manera de consulta.r la.
Jbibliografia v el uso del «Beilsteins. , o
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Cada capitulo, al final, inserta extensas citas bibliograficas seleccionadas de
gran ayuda al estudiante que quiera aleanzar un conocimiento més completo de
las materias expuestas, También cuenta cada capitulo con un cuestionario de
preguntas, de mucha utiidad para repasar el contenido del texto, preguntas
completadas al final de la obra con otras 50 seleccionadas de entre las propues-
tas por las comisiones de exdmenes de la Universidad de Londres y el Royal
Institute of Chemistry.

El volumen segundo, dedicado a la estereoqmmma y a los productos natu-
rales, se inicia con un capitulo que incluye el estudio de las relaciones entre las
propiedades fisicas vy la constitucidn quimica, ¥ comenta la utilidad del cono-
cimiento exacto de algunas constantes y propiedades quimicas en la investiga-
cidn quimica orgdnica. A continuacidén da cabida en 5 capitulos, al estudio de
la estereoisomeria en los que trata con un acierto poco comun las ideas y mé-
todos fundamentales de esta parte de la Quimica Orgénica, E! estudio de los
racémicos, la inversion de Walden, sintesis asimétrica, la isomeria geomsétrica,
la estercoisomeria de los compuesto ciclicos, la atropoisomeria y la estereoqui-
mica de los alenos y espirancs se incluyen sn esta parte, asi como la estereo-
quirnica del nitrdgeno, fésforo y compuestos de otros elementos.

Inicia el estudio de las sustancias naturales con los hidratos de carbono ¥
sigue con los terpenos y carctenos. A continuacidn, detalla los hidrocarburos
aromdticos policiclicos, los esteroides v los azoles y azinas. Sigue con los amine-
Acidos, proteinas y enzimas, alcaloides, antoecianinas, purinas y vitaminas. Fi-
nalmente introduce un capitulo sobre guimioterapia y cierra el volumen con el
estudio de la hemoglobina, Ia clorofila ¥ las ftalocianinas,

Del mismo modo que en el volumen primero, se incluye al final de cada ca-
pitulo una serie de citas bibliograficas de gran utilidad,

En conjunto, la obra constituye, como ya hemos dicho, un inmejorable tra-
tado de Quimica Orginica de pran utilidad tanto en el aula como en el labora-
torio para libre de consulta, ya que los estudios monogrificos incluidos en él,
especialmente en el segundo volumen, son muy completos y detallados,

En resumen, una obra que se lee con placer y que viene & llenar el vacio
provocado por la falta de un texto que abarcara la Quimica Orgdnica comple-
ta v la desarrollara con una visidn tan al dia como en el presente caso.

Muy cuidada la traducecidn que, bajo la direccién del profesor Pérez A, Os-
sorio, han realizado los doctores Farifia Pérez y Alberola Figueroa, Esmerada Ja
impresién con el gusto habitual de Editorial Alhambra, 8. A., aunque resulta
extrano que los dos tomos s¢ hayan encuadernado con distinto formato,

F. Cebrian
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