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1 - INTRODUCCION

El estudio, desde el punto de vista quí- 
mico-biológico, de mezclas complejas de aminoácidos, ya — 
producto de hidrólisis de una proteína, ya líquidos biológi- 
eos como orina, plasma y sueros sanguíneos, etc., necesita 
de métodos de separación que permitan identificar un gran - 
número de aminoácidos presentes. Si, además, ese método -  
provee de un medio de estimación de las cantidades respecti- 
vas de esos componentes, los resultados y conclusiones onte-  
nibles pueden mostrar mejor aun relaciones existentes en lo 
que se refiere a composición, degradación, fenómenos metabó- 
licos, etc.

Es recién en los últimos años que los - 
intentos de separación y estimación de estas laozclas conple- 
jas han llegado a un desarrollo que aunque ya ha dado resul 
tados valiosos, parece prometerlos aún mejores. Nos referí 
mos a las muy variadas técnicas cromatográficas y electrofo 
réticas que, si bien creadas antes, recién desde 15 años a- 
trás han sido objeto de estudio y práctica intensivos.

Compartiendo características de las dos 
técnicas mencionadas recién, la elcctroforesis en papel pue 
de considerarse como una simplificación de la llanada elec- 
troforesis de limite móvil, con algunas ventajas (aunque tam- 
bién tiene desventajas, como veremos después) tales como la 
obtención de zonas completamente separadas, el poder traba
jar en una escala microquímica y con bajas concentraciones 
y la simplicidad y economía del aparato necesario.
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Con respecto a la cromatografía con pa
po!, aparte do todas las similitudes formales, existe a nue& 
tro juicio una diferencia que justifica nuestra buscas es - 
que un clectrograma presenta sobro un cromatografía caracte
rísticas do mayor nitidez y regularidad de formas» las cua
les lo hacen más apto para ensayos cuantitativos» Además - 
(82) la eloctroforesls en papel reposa fundamentalmente so
bre la misma teoría básica que el método do límite móvil y 
puedo interpretarse entonces más fáctinento on comparación 
con los métodos crornatogi’áficos, más empíricos»

Un método do determinación de aminoáci
dos que incluya una separación con osas cualidades tiene — 
que resultar un intento interesante un un laboratorio biol¿ 
gico»

í*a similitud quo hay entre la oloótrofQ 
resis y la cromatografía on papel nos ha hecho pensar on la 
posibilidad do aplicar a aminoácidos separados por olectrofo 
rosis una do las técnicas cuantitativas do cromatografía on 
papel» Estas no proporcionan» o por lo monos hasta el pre
sento no lo han dado» una estimación muy exacta, poro.sidso 
tiene, on cuenta la complejidad y el tiempo quo insumo la ge 
neralidad de los métodos de evaluación de aminoácidos do o-, 
tro tipo» puedo admitirse cierta tolerancia en el errorcomg 
tido» a cambio de ventajas tales co :o reñidos» reproductibX 
lidad, escasa cantidad do muestra necesaria» Estas caracta 
rísticas hacen quo este tipo do técnicas sea de gran utili
dad para la fiscalización de procesos en el momento y en — 
los distintos grados do su realización»
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En el presente trabajo henos intentado 
la valoración do un aminoácido, el Saldo glutáiaiao, par un 
mótodo do olectroforosis en panol cuantitativa»

Aparto do que el mencionado aminoácido 
presonta intorás general, desdo ol momento que se encuentra 
constituyendo una buena proporción de una sorl&sdo proteí
nas blon comunes, existen causas particulares cono la inpor, 
tanda que so lo lia dado como medie amento en la cura del — 
"potit nal", cono condimento (su sal monosódicu), ote»

Pero tanto como todo eso posa en nuestro 
juicio ol hocho de que la aplicación al ácido glutómico. pue 
da considerarse solo como un ejemplo de las posibilidades d 
dol mátodo, es docir, que las consideraciones aplicadas a - 
sú separación y posterior evaluación puedan extenderse a la 
mayoría de los aminoácidos conocidos»

Do lo quo antecedo podrá inferirse que 
un ensayo como oí quo presentarlos se verá abocado a dos pr£ 
blemas de índole distinta:

El primero, la separación del a- 
minoácido a valorar del resto do los demás componentes de • 
la mésela5 ésta tendrá en nuestro caso un carácter electro- 
f orático, por lo que estará emparentada con todas las tácn¿ 
cas quo so valen do la corriente oleétrica como causa do ci£ 
violento» El segundo, la estimación del aminoácido separa* 
do$ por las características de nuestro ensayo, esta fase so 
relacionará con los mótudos cuantitativos de cromatografía 
en popel»

Con eso está esbozado el plan a seguir;;
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en primera instancia, una revisión rápida de los cátodos de 
sopar ación do aminoácidos más comunes así como los do evalúa 
ción post-cramatograflea. Luego, nuestros propios intentos 
do separación dol aminoácidos elogldo, los cuales, conjunta 
manto con los antecodontes bibliográficos, han do proveer * 
las mejores condiciones para osa separación» ^espuós, los 
ensayos do valoración, que nos han de conducir a la exposi
ción de 103 resultados finalos, discusión y conclusiones»

La designación "olectroforesis on papel11 
a la separación de aminoácidos por el método do oloctroni—• 
gración quo nos ocupa respondo al criterio explicado por 
solius (157), que consiste en designar con el mismo tármino 
a esa técnica, sea cual sea el peso molecular de la sustan
cia separada»

ÜLT03 íárminos más o menos equivalentes 
puesto que han sido usados con diferente significado por v¿ 
ríos autores, son "ionofaresis en papel", "oioctroferografí0 / ■ z 
on papel", "ionografía"» 121 de 'tolectrareof oreáis" cárdete 
risa la tócnica que incluye evaporación continua de solvente»

Hemos llamado "oloctrocromatografía" al 
proceso que combina corriente eléctrica y flujo de solventar; 
Strain (154) propone el mismo óérmino poro en un sentidoa
más general que comprende tanto la migración eléctrica de 
iones como la do coloides, on cualquier medio poroso y que 
sería equivalente al'electrofcrosis do zona" quo henos uti
lizado»

En la exposición do métodos do fraécio-
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naniento y valoración henos sacrificado a vocos olequilibrio 
en su desarrollo a costa do logpar otros fines» Per ejemplo, 
el método de olectroforcsis do limita móvil, do ©normo difi£ 
sión on los últimos ados, se trata casi con la misma exten
sión quo otros todavía no totalmente desarrollados» So ha 
buscado con olio dar noticia do mótodos menos difundidos a 
expensas de otro quo poseo una bibliografía abundante y do 
fácil ubicación»

Motivos parecidos explican ol mayor dg 
□arrollo de la descripción do los cátodos do cromatografía 
en papel cuantitativa fronte a la do otros técnicas do va* 
loración y ol del capítulo que trata do elcctroforosis on - 
papel»

Las seccionas se numeran coa un sistema 
"decimal" inspirado en ol quo ha sido explicado por Davies 
(42a)» Los números so leen coxo expresiones decimales» La 
ventaja del sistema os quo puedan subdividirso secciones ya 
existentes o insort rao nuevas secciones en cualquier lugar 
sin perturbar las secciones adyacentes y sin que haya líci
to do extensión a las subdivisiones o inserciones»

Las tablas, gráficos y figuras se nume
ran siguiendo principios similares poro los sistemas no se 
corresponden entro sí ni con la numeración dol texto»

Las referencias bibliográficas so indio 
can entre paréntesis»
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2 - F^gQDGG DS CEPAHACIOH X VAUnAClOil DE MW»C.WS

En oste capítulo tratáronos cíe dar una 
noción general, aunquo sea esquemática, de los métodos más 
comunes de separación de aminoácidos y dentro de éstos proa 
taremos especial atención a los que recurren a una difore& 
cia do potencial pax*a efectuarla» También veranos los nét^✓ 
dos do valoración de aplicación común a todos los aminoáci
dos co i especial referencia a los que so valen do la crona- 
tografía on pepol para separarlos» Finalmente citáronos a¿ 
guuos de los métodos clásicos de evaluación de ácido glutá* 
mico»
2*1 La separación o aislamiento de los aminoácidos a partir 
do una meada compleja puede lograrse mediante alguno de los 
siguientes nítodos, todos ellos de carácter físico, como pue 
de notarse:

2.11 Destilación fraccionada de ásteres de aminoácidos* 
el principio do esta técnica resido en la separación de los 
aminoácidos oodiante la destilación fraccionada de sus éste 
ros, al vacío» Fisohor prepuso en 1901 este método cualita
tivo, poro investigadores posteriores lo han codificado con 
cierto éxito, para hacerlo cuantitativo (112, 146a)»

2.12 Extracción con alcohol butílicp: depende de la di¿ 
tribuciÓn do los aminoácidos entre dos fosos: agua saturada 
de butanol y butano! saturado do agua»

2.13 Cromatografía de diferentes tipos (9, 19y 23, 37, 
93, 164).

a) do adsorción: sobro carbón activado, sobre óxl-
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do do titanio activado, ote.: la adsorción selectiva de los 
aminoácidos al ser colados a través do osas sustancias ubi
cadas en una columna, causa su separación. Las fracciones 
así obtenidas pueden recoserse mediante artificios diversos»'

b) de recambio iónico: el agento es on este caso al 
guna resina sintética intercambiadora de aniones o cationes»

c) de partición: la disolución fracs tonada do los 
aminoácidos por diferentes solventes o mezclas de solventes 
se logra, ya en una columna que puede llenarse con materia
les de soporte muy variados (gol de sílice, almidón, célula 
sa en polvo) ya on papel de filtro. Salvo casos particula
res, el material do soporte no parece tener más acción que 
esa: ser el medio rígido en que se ponen en contacto los sg 
lutos y un sistema polifásico en ql que cada una de las fa
ses tiene diferente afinidad por aquellos.

d) de MsaltizK5 outn: los aminoácidos son más fuer- 
tomonto adsorbidos on papel de filtro y otros adsorbentes,- 
on presencia de sales en altas concontraciones. La adsor
ción puedo inerompntarse desde prácticamente coro (en agua 
pura) Hasta un valor considerable y el fenómeno utilizarse 
en sepa -raciones cromatográfleas. Con aminoácidos y pépti- 
dos la adsorción es muy pequeña en ausencia de sales poro- 
es posible obtener buenos cromatogramas en papel usando, por 
ejemplo, fuertes soluciones reguladoras de fosfato cono me
dio (71)»

2,14 Transporto eléctricos soparse-ón de los aminoácidos 
individualiaonto o en grupos mediante pasaje de una corriente 
continua a través de sus soluciones, liste raodo de efectuar
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la separación da lujar a una serle de mÓtodos diferentes:
2.141 Transporto eléctrico en solución: se basa en 

la influencia del pH sobre la disociación do los aminoácidos* 
Colocando un hidrolizado proteico, mantenido a pH 5,5, en el 
compartimento central de una célula do tres y pasando una ca 
rrlente continua a través de la solución, los aminoácidos sé 
separan pronto en tres fraccionas bastante netas: una con * 
los de tipo ácido (aspfirtlco, glutÓmlco, y>-hidroxiglutánico) 
que migran hacia el ánodo; otra con los aminoácidos básicos, 
quo van hacia el cátodo; on ol compartimento central quedan 
los ácidos monoamino monoearboxílicos, muy poco disociados
a ese pM. . Este procedimiento ha sido usado como método prg, 
parativo (146a) y como separación cuantitativa (4)# Prec¿ 
sámente hay una patento que lo aplica para la separación del 
ácido glutámlco a partir de hidrolizados proteicos#

2.142 Eloctroforesis do límite móvil, o do Tiselius, 
o del tubo en U, o en solución libro: al establecerse una d¿ 
ferencía do potencial entre los extremos de un tubo capilar 
en forma de U que contiene la solución coloidal a caparar, 
se produce un desplazamiento de las partículas coloidales - 
cargadas* Este se observa como un cambio de posición con, el 
tiempo de un lícita existente ontro esa solución coloidal 
que contiene les partículas migrantes y otra igual, pero — 
sin ellas, tal como una proteína y el regulador fronte al « 
cual fuó diallzoda. Esa observación consiste en el registro 
-sobre una placa fotográfica, por ejemplo,- de los cambios 
en el índico de rofracción mediante un sistema óptico* Si 
la solución contiene iones proteicos de diferente carga o -



tamaño, por pasaje do la corriente» eléctrica se obtendrá u- 
na serie de ifcites móviles representándolos (1, 2, G, 21)» 

Esto tipo de métodos so ha aplicado al 
estudio intensivo de proteínas puesto que permite no solo e 
su separación sino también su evaluación, aparte de que ha 

aclarado muchos aspectos de la complicada química proteica»
La nítidos do los límites depende esencialmente de la contri 
bución a la conductividad total de la solución dóbida a las 
sustancias migrantes estudiadas» Con proteínas, ol efecto 
es usualmente pcqueiío, poro con aminoácidos puede ser tan - 
grande que quita significado a las experiencias (157)»

2.143 Microelectroforesis: el principio es análogo 
al de la técnica del límite móvil, salvo que trabaja con — 
partículas suficientemente grandes y de índico de refracción 
bien diferente al del medio como para hacerlas visibles al 
microscopio, mediante el cual es posible tomar cuenta de su 
movimiento.

Este técnica ha sido utilizada para coa 
parar las propiedades electrocinéticas de algunos aminoácidos 
en cristales y on solución (2a)»

2.144 Eloctroforesis de convección o de decantación: 
un aparato compuesto de una cuba central, limitada por dos 
membranas de celofán verticales y donde se coloca una solu
ción. coloidal, se sumerge on una solución salina donde so - 
encuentran dos electrodos Colocados a uno y otro lado de la*
cuba croando un campo eléctrico horizontal» En esas condici^ 
nos, se produce una migrac lón horizontal do las partículas 
coloidales cargadas, la que crea una diferencia da reporto
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de las Dicolas on la solución. Eso fenómeno causa a su vea 
una diferencia de densidad y ésta provoca un movimiento de 
convección quo tiende a hacer descender la zona más concen
trada hacia la parto inferior do la cuba» 31, por otra pa& 
te, algunos ionos coloidales son arrastrados hacia, arriba 
por la corriente ascendente, son enseguida vueltos a atraer 
por el campo eléctrico a la zona descendente- y la parte in
ferior se enriquece entonces on coloides.

Este fonÓnono se produce de la misma 
ñera si la cuba tiene un compar tinento inferior no sometido 
al campo eléctrico quo sirve en cierto modo de ntrampa11 de 
los iones coloidales. & la inversa, el compartimento supe
rior do la cuba, esté o no sonotido al campo eléctrico, se 
cmpobreco progresivamente» Aplicando el método a proteínas 
la sedimentación seré tanto má3 rápida cuanto mayor sea la 
movilidad del ion proteico y ésta os función de la diferen
cia existente entre el p3 de la solución y el pll isooléctrX 
co de la proteína» ^céricamente entonaos, la proteína no 
so moverá, si se trabaja al pH de su punto isooléctrico» Si 
se trata de una mezcla de do3 protoínas, haciendo el pH igual 
al delpunto isoeléctrico de una de ellas so la podrá purlfX' 
car haciendo descender la otra a la parte inferior del apa
rato (26, 27, 100, 121).

los métodos electrofcréticos que termi
namos do mencionar tienen un carácter común: os que la scp& 
ración de las partículos cargadas se efectúa en solución IX 
bro. En esas condiciones la separación no os generalmente 
completa» Para quo eso suceda so requiere alguna cíase de
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medio inmóvil a través dol cual efectuar la migración que 
puedo ser vidrio on polvo* amianto* goles variados o papel 
do filtro» Para oste tipo de experiencias quo proveen de u 
na efectiva y completa separación on zonas de diferente mi
gración so ha propuesto el término gondrico de o leo trof aro- 
sis do zona (154, 157)»

Itatán comprendidos en eso grupo los mé
todos que a continuación citamos:

2*145 lonoforesis: el material do relleno -que tío 
ne la misión do estabilizar los límites de migración evitan 
do corrientes do convección en los electrolitos- usado en - 
este caso varía en tipo y disposición» Según la última ca
racterística so pueden distinguir dos tipos de ionoforesis:

a) en c&Lumnas porosas: se ubican los electrodos 
en los extremos de una columna de algodón (153)* o lana de 
vidrio (36) o de fibra de amianto (25)» fíe han separado a- 
sí proteínas y sus hidrólizados»

b) on goless el material a través del cual’ sq hace 
pasar corriente es ya una plancha de gol de sílico (32)* ya 
una columna do agar-agar (127)» También se han fraccionado 
así aminoácidos y proteínas* aún de Qlto peso molecular».

2*146 Slcetroforosis on naool: la clectrofcrasis en 
papel es la más reciente técnica eloctrofarótica* Consiste 
esencialmente en el uso de papel do filtro humedecido on una 
solución reguladora cono soporto o puente de migración de 
iones o partículas cargadas* las que* por la acción de una 
diferencia de potencial* pueden ser separadas* Aprovechan
do el diferente sentido y velocidad de migración de cada ion
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o partícula se ha conseguido separar mezclas complejas do £ 
sos partículas.

Los trabajos sucesivos sobro esto tema 
no lian modificado sustancia Inente la técnica original quo - 
VJieland y Fischer dieron a conocer on 1943 (174): ubicaban 
una tira u hoja de papel de filtro embebida on solución re* 
guiadora y on la que se había sembrado una gota de una so* 
lucida de la mezcla a separar, dentro de una cámara (dos pía 
cas de vidrio o plástico separadas por un marco dol mismo

/

terial) de manera que quedaran fuera sus extraños. Estos - 
pescaban en vasos conteniendo solución reguladora y en la * 
quo estaban también sumergidos los electrodos conectados a 
una fuente do corriente continua.

Estableciendo una diferencia de potencial 
antro los electrodos y a través de la hoja do papel, consé* 
guían la separación do los componentes do la mezcla luego de 
un lapso adecuado pura que sus diferentes velocidades de mi 
gración se pusieran de manifiesto.

Con diferencias de potencial de lio vol 
tios y regulador do ácido acético-aceta to de sodio, conse
guían soparar mezclas artificiales de aminoácidos, por lo co 
mdn fijando uno de ellos al hacer el plí dol regulador igual 
al de su junto isoeléctrico.

Los compiojos cobre-aminoácido, migraban 
y podían separarse en la misma forma que los aminoácidos 11 
bres, salvo la histidina que aparentemente tenía la propie
dad de formar complejos doblas, con otro aminoácido, frente 
al cobre.
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Intentaban una valoración aplicando el 
llamado "análisis de ratonción" ideado por Wioland (171), * 
quo detallamos más adolante»

Posteriormente, on 1950, Durrum y Bises? 
te modificaron osa técnica on diferentes sentidos.

El primero (47) tratando do lograr la - 
separación de méselas complejas de aminoácidos y de proteí
nas, conseguía soparar oa cinco fracciones una mezcla de 19 
aminoácidos utilizando un aparato muy similar al que nencio 
nanos on§3,1 y con las siguientes condiciones de trabajo: - 
regulador do ftalato de potasio (0,026M) -hidr óxido de sodio 
(0j0125M) de pH 5,9| diferencia de potencial, 600 v.$ tiempo 
120 minutos y papel hhatean n® 2®

En el mismo papel separaba también una 
mezcla de alanina, valias, prollna y trlptofaao, con ácido 
acético 5Ü (pn 1,7) como electrolito y un potencial de 600v. 
en 120 minutos»

también lograba la separación do una mo& 
cía de glicocola, isoieuclna, fenilalanina o hidroxipr olina 
así como la de glieil-jliaocola de glicil-l-leucina, en las 
mismas condiciones.

El est’klio de algunas de las condiciones 
que rigen el desplazamiento electroforático en el papel no¿ 
traba que la migración de la fenilalanina no es función lia 
noel del tiempo»

Durruia realizó on este trabajo los pri
meros intentos de fraccionamiento proteico del suero sanguíá 
neo por oleetroforeáis on papel, comparando los resultados 
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obtenidos con los do dlectróforesis libre® Llegó a comprobar 
la gran similitud do los resultados provistos por ambas té¿ 
nicas: con dietilbarbiturato de sodio (pll 8,6) cono elec
trolito, un potencial do 350 v. y papel Uiatman 2 conse
guía separar on 180 minutos un suero humano on cinco fraccla 
nos equivalentes a las obtenidas en el clásico método de 
sellas« Comparaba también corridas realisadas con un suero 
humano y su plasma.

Finalmente lograba separar yoduro radig 
activo inorgánico de yodo contenido en proteínas®

En ol curso do las experiencias mencio
nadas Durrun rocogía las siguientes observaciones:

El papel 
parece ser meramente pasivo: no hay evidencias do una posi
ble acción adsorbente sobre aminoácidos o proteínas. mi 
gración so efectúa como si fuera orí solución libre. En la 
o loe tr oforos is en papel parece haber un equilibr lo rolatiya 
mente complicado do procosos toles coso a) migración de io
nes debido al campo eléctricos b) difusión; c) flujo elcc- 
troendosmótico; d) evaporación do agua do la tira do papel 
debida a su calentamiento por el flujo do corriente; o) e- 
auilibrio hidrodinámico on el papol entre las fuerzas capi
lares y las de gravedad; f) cambios de resistencia eléctri
ca a lo liirgo de la tira de papol debido principalmente a <1 
fectos de cot ¡contrae ión junto con los factores d) yo).

En secciones estrechas del papel por e/x 
cima del nivel de electrolito y en un instante dado, la ve
locidad de migración os proporcional a la fuerza del campo,
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y ésta X « donde I es la intensidad de Garriente; q,
el área de la sección transversal del papel y k3, la condu& 
tividad de la solución sobre el papel y en la sección trun£ 
versal considerada* Si I es constante, la sección transves, 
sal también lo es y, por lo tanto debe contener, en cualquier 
nivel dado, después de establecido el equilibrio, una cant¿ 
dad dada de electrolito» Esta cantidad varía sin embargo - 
con el factor e), por lo que la "sección transversal efectX 
va"dcl papel debe considerarse como quo so incrementa al a- 
propinarse ol nivel del electrolito, siendo mínima en el cea 
tro» Luego la fuerza del campo será mayor on el centro y * 
decrecerá con la proximidad del nivel do electrolito» Entoa 
eos, ol centro, más "seco", teñirá mayor resistencia eléc
trica y allí la hoja se calentará más quo on las sonas infa 
r lores más "húmedos"» Este factor acentuar & el "gradiente 
de humedad" on la parte inferior dol papel»

Todo esto explica la falta do relación 
lineal de la migración con ol tiempo; una confirmación ex
perimental puedo sor la impoi*tancia que tiene sobro la reprg, 
ductibilidad do los resultados la altura del centro dé la - 
hoja con respecto a la del nivel de electrolito»

la migración hacia el cátodo de algunas 
fracciones proteicas a pH mayor quo el isoeléctrico, se coa 
oidora debido a flujo eloctroendosmÓtico»

Bisorto (13) ideó ñor su parte un dispa 
sitivo desarrollado en él sentido do mejorar la separación 
oa planchas de gol do sílice de Consden y colaboradores (32)» 
Conseguía separar unámosela de los aminoácidos; aspártico, 
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glutámico, glicogola, trooíilna, alaniña, prolina, histidina 
y arglnina en un regulador do fosfato IV15 do pll 7,2 duran® 
to 3 ¡loras y con 360 voltios a través de bandas do papel do 
8 en. do ancho, en cinco zonas* El análisis do osas zonas 
medlanto la cromatografía on panol mostraba quo dos do ollas 
contenían únicamente los ácidos aspórtico y glutámico: las 
del lado del ánodo? otra, la central, apenas trazas do esos 
aminoácidos § otra, la inmediata al centro pero dol lado del 
cátodo, agrupaba a la glicocola, treonina, álanina, prolina 
y histidina5 la quinta, en piona zona catódica, contenía ag. 
g i nina y restos do histidina y glicocola. La separación 
día mejorarso aumentando la duración de la experiencia#

otro de los ensayos publicados consistía 
en separar los ácidos glutfeico y aspártico on un regulador 
de acetato m/10 de pH 3, durante 9 horas y bajo 400 v#, de 
una mezcla conteniendo 3 mg# de cada uno de ellos# El resul 
trido era el siguiente: una zona anódica do 7 en# de anclio 
quo había migrado 5,5 ceu y contenía solamente ácido asfár* 
tico y una zona catódica do 5 cm# do ancho que se había des
plazado 2,3 cm# do glutólnico#

Finnlmento ensayaba con éxito la separ¿ 
ción, en regulador de pirofosfato U/30 de nH Ó,5, durante 
6 horas a 400 v#, de una mezcla da leucil-glicocola y ¿1ÍC& 
cola#

Una nueva publicación de Durrum (48) •»* 
dió a conocer una técnica que inspirada en la cromatografía 
en papel bidimensional (31) aprovechaba ol diferente dcspl^, 
zarniuito electroforático que tiene una misma, sustancia a di 
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furentes valores do pH para lograrla soparaciÓn do mezclas 
complejas*

En esencia aquella consistía en separar 
on una hoja cuadrada de papel' do filtro y en una dirección 
dada, fracciones do una mezcla a un pH dadoj luego, girando 
la hoja sopara? on osta nueva dirección y a otro pH, ¿ 
las fracciones obtenidas antes.

El uso de una hoja de mayor os dimensio- 
nes involucraba modificaciones on ol aparato quo no llegaban 
a ser esenciales. En cuanto a las condiciones de trabajo, 
eran idénticas.

El inconveniente -alteraciones del pH y 
de la fuerza iónica- que significaba la presencia do un re
siduo de electrolito de la primera fase dol trabajo, en la 
segunda, ora solucionado por el autor, ya usando en aquella 
electrolitos volátiles (gcnoralmnto ácido acético) elimina 
bles al socar la hoja entro corridas, ya llevando a cabo o- 
sa primera fase en una tira angosta do papel, que retenía - 
poco electrolito residual y adhiriéndola luego a una hoja - 
más grande para realizar la segunda fase do la experiencia.

En la tabla quo i'éproducirnos el autor - 
daba a conocer el orden do migración do aminoácidos en papel 
do filtro ( S S na 413 ) en dos electrolitos de pJI dife
rentes*
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2*2
ipiles ¿2. BÍTaqlfo ¿o anlnpfcldoo au panol ¿o filtra*

Gogun Durrua X43)
¡¡acia ol cátodo^ on áe»acutico ¡lacla ol ánodo®en hidróxido 

0,1 n - £pH 2,3) de oiaoiiio 0,2N. (pH 11,3)

Lisina Acido aspártico
Hlstidina Acido glu tánico
Arginina Cistina

Glicocola

Alanina Glieocola
Sci’lna

Valina leonina
Isaleucsina Hiúroxlprolina
toieina l’iroxina

tlotlonina
Sorina ¡¡latid ina
leonina Fonilalanlna
¡fotionina Aianina
Sriptofano Va lina

Isoleucina
Fenilalanina Loucina
Acido glutíiaieo Ti’iptofano
Sirosina

bolina

Gis tina Proliria
Acido aspártico Lisina
Hidroxiprplina

Arginina
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"Los grupos identifican aminoácidos quo 
tionon movilidades tan cercanas a las do otros bajo las coa 
diciones comunes do operación unidinensional quo no son se
parables, aunque dentro do los diferentos grupos so pueden 
separar fácilmente aminoácidos individuales do otros amino^ 
cides individuales, on otros grupos, mediante mótalos unid! 
mensioi^alGS".

"Una revisión do la tabla sugiero quo * 
las soparse loaos bidinonsionalos hayan do atenerse a osos - 
valares do pll, por lo monos oa los casos on quo los aminoá
cidos caigan en diferentes grupos do movilidad. Por oso, - 
para llevar a cabo separaciones bidimonsionales, solamente 
os nocosario desarrollar una técnica que peralta ol manejo 
conveniente de láminas anchas de pajhol do filtro do acuerdo 
con los principios arriba mencionados".

La parto experimental dol trabajo con
sistía on separar, primero on hidr&ido do amonio 0,2 H (- 
pll 11,3) a 400 v. y durante 20 minutos y luego en ácido a- 
cótico 1NI (pH 2,3) a 1000 v. durante 3 minutos, una mésela 
do 19 aminoácidos* En esas condiciones so obtenía una sop& 
ración parcial, quo podía hacerse casi total modificando po 
teneial y tiempo solamentes la primera fase 120 minutos a • 
600 v. y para la segunda, 130 minutos a 300 v.

En las mismas condicionas y con igual r«i 
saltado conseguía sopara? un hidrolisado pancreático do ca
seína.

En un ensayo de combinar sucesivamente 
la cromatografía on papel como primera fase de un ensayo b¿ 
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dimensional, con la olectroforeáis como segunda face, se 1& 
graba una buena separación do 17 aminoácidos* Le cromato
grafía era do tipo ascendente, en fenol-agua y so hacía on 
una tira do papel fí S IJQ 539 de un cm* do ancho durante - 
^9 horas* La foso olectroforótica contaba con ácido acéti
co N/4 (pH 2,7) cono electrolito y duraba 240 minutos con & 
na diferencia do potencial de 1000 v.

También intentaba Durrum sopara? los ani, 
noácidos de un suero sanguíneo y analizaba la posible intejv 
ferencía »*e las proteínas allí presentes* Los resultados oh 
tenidos eran que "por lo común un volumen de suero humano 
del orden de los 0,01 ni. no contiene cantidades de aminoá
cidos suficientes cono pura detectarlas coa ninhidrina* Es 
evidente entonces que la determinación de aminoácidos on d& 
rivados sanguíneos requerirá de ordinario su concentración".

Experiencias realizadas corriendo parala 
lamente soluciones testigo do aminoácidos y nuestra do suero 
o plasma con el agregado de acuellas mostraban quo la dispg% 
sición obtenida on ambos casos era sensiblemente análoga.

En una serio do ensayos dedicada a carao 
terizar la movilidad oloctroforética en papel,. Durrum llega 
ba a la conclusión de que cada soluto (en particular, cada 
aminoácido^ tiono un límite en su movilidad pasado el cual 
las fuerzas que lo impelen a moverse se equilibran con las 
que lo detienen* Era así que, iniciando simultáneamente la 
corrida en varias tiras de papel sembradas en igual forma y 
sacándolas a intervalos, se observaba quo pasado un tiempo 
dado, los aminoácidos ya no avanzaban más* Asimismo, sem
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brando la misma cíesela en tres puntos situados a alturas 
forentes de una misma hoja, resultaba, pasado un lapso ade
cuado, Is misma distribución de las canchas en los tres ca
sos.

Durrtaa consideraba entonces que los ami 
noóeidos habían llegado a sus posiciones de ^equilibrio de 
movilidado interpretaba así los resultados obtenidos: en 
las separaciones por oloctroforesis on papel, so desarrolla 
calor on la tira dobido al pasaje do corriente eléctrica» • 
Generalmcnto os suficiente para causar destilación de electro 
lito del papel» Esto entonces so seca y disminuyo su esta
do de saturación capilar por lo que fuerzas capilares slfonan 
continuamente electrolito fresco de los vasos al papel» C& 
mo cada incremento de papel que so sucede más allá de los *• 
vasos rcalbo un volumen do electrolito menor en la cantidad 
que so ha evaporado en el incremento precedente, habrá una 
disminución sucesiva de volumen do flujo a medida que el •• 
centro so apx*OKim» la sección transversal efectiva -
del papal os constante, resulta un gradiente on el grado de; 
flujo dol líquido a lo largo de la tira de papol, desde cada 
vaso electrolítico, decreciendo a medida quo el centro se a 
próxima» (La electroendásnosis aumenta eao grado do flujo en 
ol lado an&Uco y lo disminuya on ol catódico)» Luego, los 
lonas aplicados en el centro del papal encuentran en su dég^ 
plaaamiento una contracorriente cuya velocidad se incrementa 
constantemente a medida quo los vasos electrolíticos so apT£ 
xlnan. Por lo tanto, si la movilidad de un ion dado cae dea 
tro do los valoras extrenos de la velocidad dé ose flujo, * 
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llogorá unmoncnto en que su tendencia a desplazarse contra 
la corriente debida a su carga en el campo eléctrico, será 
equilibrada por el fjujo.de electrolito hacia el centro del 
papol* Luego, la posición final de migración ser5 indepen
diente dol punto de aplicación*

Cambios de pH en el electrolito no pue
den ser una explicación de los hechos que reemplace a la a& 
tortor*

Cuando el electrolito es no-volátil, al 
efecto mencionado se suma el siguientes la concentración de 
electrolito so incrementa constantemente sobre el papel a ma 
dida que el agua se ovapora* Luego, el migrante, en su de& 
plazamíonto en el papel encontrará senas do fuerza iónica - 
crecionte a medida quo disminuyo la distancia a los vasos - 
de electrolito*

El punto do equilibrio do movilidad do 
un icn dado so verá afectado así por oso gradionto de fuer
za iónica.

Eso ozpliea quo la posición de equili
brio do algunas proteínas so desplace y hasta llegue a de
saparecer la condición do equilibrio, quizá debido a preci
pitación do I03 constituyentes del regulador y consiguien
tes cambios en el valor del pH*

En la posición de equilibrio, la única 
fuerza que tenderá a mover un ion será la difusión* Esta - 
será imposible en el sentido de avance, puesto que la dete^ 
drá el flujo do electrolito; tampoco podrá efectuarse en el 
de retroceso, impedida por lu atracción del campo eléctrico# 

fjujo.de
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Luego, la difusión podrá realizarse finicanénte on sentido 1& 
toral, lo que ha sido confirmado exparimontalmante#

La determinación de movilidades iónicas 
por ol nótodo presente parece necesitar de modificaciones .* 
experiméntalos para evitar el equilibrio descripto, así co
no una fiscalización adecuada délos efectos do adsorción y 
electroendosniótíco#

En rigor, la consideración dol equilibrio 
de movilidad, que parece sor inevitable en oxporioncias de 
larga duración, puede soslayarse en separaciones de iones * 
rápidos, tanto uní como bidimensionales#

Aunque anterior a la publicación citada, 
puede considerarse cono complementario un artículo publica
do por el mismo autor (49), en que discute las posibilidades 
de exactitud de las determinaciones de Me Donald y colabora 
dores (106) y la influencia de la adsorción, flujo electro- 
endosnótico y uniformidad de condiciones del npuento de pa
pel” en las tócnicas del tipo de la que nos ocupa#

Hobre la base de un trabajo anterior — 
(38) Kuhkel y íiseliuspublicaron en 1951 (39) los resultados 
de una investigación que si bien no se infiero a la separa
ción de aminoácidos sioo de proteínas, tiene detalles tócn¿ 
eos y consideraciones teóricas que le dan importancia para’, 
nuestro trabajo#

Utilizando un aparato sencillo y do fá
cil realización on el que quedaban reducidos a un mínimo los 
factores disturbantes tales cono evaporación, calentamiento 
y gradientes de concentración del regulador, esos: autores - 
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los componentes proteicos del suero sanguíneo y otras proteX 
ñas, así cono doterminaclÓn de movilidades de algunas de ó* 
lias*

¿Jn detalle, los tenas tratados eran los 
siguientes:

a) Separación de mezclas de proteínas purificadas: 
”el estudio do un gran nánero de proteínas altamente purif¿ 
cadas* solas o un mezclas artificiales mostraba que las prg, 
teínas que son solubles en reguladores alcalinos migraban co 
rao manchas notas en papel de filtro y podían ser separadas’1.

b) Separación de sueros normales y patológicos: - 
la electroforesis en papel resultaba particularmsnto apta 
para el estudio comparativo simultáneo de las proteínas de 
sueros normales y patológicos. Separaban en la misma hoja 
de papel hasta cinco sueros diferentes* cuatro de ellos pa
tológicos, logrando do eso modo tenor una comparación visual 
(sin perjuicio de una posterior evaluación) de cada una do 
las cinco fracciones obtenidas, listas resultaban ser, de a 
cuerdo a ensayos paralelos de oléctrofcrasis libre* de áno
do a cátodo: albúmina, oc4-?(X2-/y ^-globulina,. está muy 
corea del punto de aplicación»

Los autores mostraban diagramas corres*¿ * 
pendientes a sueros de pacientes de nefrosis y cirrosis bí* 
liar y hepática, con algunos de los componentes visiblemen
te aumentados. También de sueros do miólomas, para cuyoejg, 
tudio y caracterización aseguraban que la eloctrofonesis en 
papel resulta de particular conveniencia.
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c) análisis cuantitativo do los componentes dol * 
sueros aplicando los procedimientos esbozados más arriba d& 
do que ora factible la separación do segmentos definidos do 
los diferentes componentes dol suero, Kurkesl y Tiselius en
sayaron la valoración de las fracciones separadas. Las tóc 
nicas do estimación consistían, una en colorear la proteína 
sobro el papel, recortarlo en tiras, o luir el colorante li
gado a aquella y medir la densidad Óptica del oluído median 
te un espectrofot&otroj la otra, en cluir previamente a la 
coloración. Una ventaja do la técnica do coloración sobre 
el papel resultaba la posibilidad de comparar estrechamente 
ambos métodos Q1 aplicarlos a corridas de réplica efectua
das cti tiras superpuestas.

Los resultados que obtenían usando el - 
mótalo de elución dol colorante estaban on estrecho acuerdo 
con los do electroforesis libre sí se corregían algo los v¿¡, 
lores do albúmina y tí -globulina.

Aunque "simple y sorprendentemente exas, 
to”, esto método tenía su principal defecto en la variada - 
capacidad de ligar colorante de las diferentes proteínas. - 
La estimación resultaba más aproximada usando ol segundo mi 
todo, poro éste carecía do la sensibilidad, simplicidad y - 
precisión dol anterior.

Si se trataba de obtener el valar abso
luto do la concentración de los componentes del suero como 
para poder expresarlo on gramos por 100 ce. había que evitar 
en lo posible la pórdida de proteína, yu haciendo antihumea*
tablea las placas de vidx’io mediante su inmersión en una s& 
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luelón de sillaona y posterior secado, ya colocando varias 
hojas do papel entre las placas y sometiendo luego los re
cortos del papel a una elución prolongada. He ose nodo lia 
gaban a obtener recuperaciones de í>3

d) elsctrofcrasis bidimensional: con esta técnica 
cuyos aspectos más genéralos hemos mencionado ya, y usando 
la misma solución reguladora para las dos direcciones, los 
autores llegaban □ la conclusión do que ”ol mayor valor de 
esta técnica estaba en demostrar quo las áreas oscuras entro 
las diferentes manchas representan a una multitud do compo
nentes menores con'diferentes movilidades. De un diagrama 
unidimensional podía Inferirse quo aquellas representan °co 
las" o extensiones de los componentes mayores. Sin embargo 
ol hecho do que osas áreas devengan colocadas en una línea 
diagonal después dol giro indica quo tienen la misma y dof¿ 
niela movilidad en ambas direcciones#.

e) electroendósmosis y dotorminacicnos de movili
dad: Kunkel y Tlselius pudieron medir el grado de olectvoon 
dósmosis en varios papóles do filtro mediante ol uso do una 
sustancia sin carga significativa quo no tuviera movilidad 
por sí misma on el campo eléctrico pero que so moviera con 
ol flujo o loe trocad osmótico y además fucila color cabio: ha
llaron que ol destrono se adecuaba a esos requisitos. Sernr 
brando on ol mismo punto que la solución proteica -suero saa 
guineo, pox* ejemplo- una solución do dextrano so observaba 
que ésto se desplanaba -on ol regulador do barbital usado *• L 
generalmente- hacia el cátodo, mientras que los componentes 
del suero sabemos ¿ue lo hacen hacía el ánodo. Un gran nú
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mero dé experiencias pareco indicar quo ol novimieato del 
dextrano da ima estrecha aproximación de la extensión dol 
flujo olee uToendosmótico• Su conocimiento resultaba partí 
cularmnte importante en la determinación do puntos isoelóo 
triaos; las curvas de movilidad en función dol pH distaban 
de sor rectas cuando aquel punto so descuidaba (sobre todo 
para proteínas do punto isoeléctrico alto)»

Relacionando electroendósraosis y movilX 
dad, los autores encuentran analíticanento quo hay una reía 
ción entre la distancia de flujo oloctroendosmático indica,
da per el dextrano y la distancia de migración de una protc¿ 
na específica, albúmina por ejemplo, sobra al papel»

...........flfe___ —■-» cte y 
dalb + ^dex

J-SgaLr cte 
dalb *

s donde d ,, es - ’ alb

la distancia que rocoxu‘o la albúmina sobro el papel y 
es la que recorra él dextrano en sentido opuesto» La expg,>
rienda sobre vorios papeles de filtro confirmó esas previ 
sionos»

Considerando quo el valor ddex +- dQlí> 
era la distancia efectivamente recorrida por la albúmina - 
en su migración electroforótica, los autores intentaron - 
calcular la movilidad de esa protaina en papel do filtro» 
Para ello y nédiantó consideraciones de carácter nateraúti- 
co, introdujeron el uso de un factor do corrección que to
na cu cuenta ol hedió de quo la proteína nigra en el papel 
a través de una intrincada red de canales» Consiste en el 
cociente 1/1*? donde nltt es la longitud do la tira de papel 
y rtl”,> la de un canal tortuoso en aquella í&isna» Midieron 
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“l*” mediante la fórmula 1* 3 R qa K, donde ««« ee la rosi& 
tencia de la tira do papel; q^, ol área do la socci&i tranjx 
versal y "1:°, la cctóuetividad.

El factor 1/1* representa una caraeteríg, 
tica de cada tipo de papol de filtro y es toilependiente del 
nedio líquido.

Determinaciones do movilidad do albúmi
na aislada y do los componentes del suero dieron resultados 
conf írna tor ios •

foinbión oñ el alo 1351, MaDonaM y cola 
bogadores (107) publicaban un trabajo on ol que caracteriza 
ban la nigración olectroforótlca estudiando por separado al 
ganos do los factores que afectan tal fenómeno: tiempo, po
tencial, pH y fuerza iónica.

Llegaban a las siguientes conclusiones: 
a) contrariamente a lo aflrstado por Durrun (47), el novinioa 
to parecía ser una función lineal del tiempo, resultando íq 
portante a este respecto ol grado cu que se lusaodocta el p& 
peí, el nodo cono se humedecía y hasta quo punto so mantenía 
en equilibrio eso grado de humectación; b) la velocidad do 
migración ora directamente proporcional a la diferencia de 
potencial aplicada! c) variando suficientemente el pH, podía 
invertirse el sentido do la migración de im soluto dado, p& 
sando par un punto on quo ella era nula o punto isoeléctri
co. Los valores de puntos isoeléctricos obtenidos concorda 
han hasta cierto punto con los suministrados por otras fue& 
tos; d) la movilidad ausentaba al disninuír la fuerza ióni
ca del regulador. íHn embargo trhay un límite inferior más
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allá dol cual no conviono diluir el regulador» Cuando la c& 
pacidad regulad oroa do la solución cae por debajo do ciorto 
valor 03 difícil mantener niveles urdíamos de pll a lo lar* 
gó do la tira do papel, durante una experiencia»"»

La relación entra la movilidad y la re
cíproca do la tq¿z cuadrada do la fuerza iónica era do carón 
tor lineal, por lo menos pava cierto rargtf de valores»

Al atío siguiento, uno do los autores non 
clonados, t’e Dona2d, daba a conocer una reseda sobro ol te
na quo ños ocupa (1O1) y dctalBos do i¿n aparato más ovoIucíq, 
nado que llamaba fonógrafo»

Cono resultado de una serio do experieii 
cías con ese tipo do aparato, McDonald llegaba a las siguíes 
tes conclusiones: Los factores que influyen sobro la movi
lidad oloctroforótfca on papel son: tiempo, gradiente de p& 
toncial, pn y fuerza iónica del regulador, temperatura, ad
sorción y olectroondósnosis»

lil movimiento de un migrante dado es — 
función lineal del tiempo, siempre quo la energía eléctrica 
desarrollada por la tira do papel no exceda do cierto valor 
(0,25 wátíos^ para tira do un cm» de ancho a 25Ag»), ese - 
límite puede variarse, bien reemplazando el aire de la c&j& 
ra por helio o hidrógeno saturados do vapor de agua, ya di& 
miniiyendo la to?>peratura» También os condición adversa a M 
na relación lineal una fuerza iónica muy alta (mayor de 0,1) 
on O3to caso la curva movimiento-tiempo puede representarse 
por una ecuación empírica» Si se extrapola analíticamente 
osa curva hasta el tiempo cero, se encuentran para el migran 
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te va loros de movilidad análogos a los provistos por el méta 
do dol limito móvil, on iguales condiciones» hn general, » 
para obtener un movimiento lineal con el tiompo es importan 
te: el empleo do puentes salinos o ^alimentadores", pequeños 
puentes do papel que suministran electrolito a las partos - 
intermedias de la hoja y ¡lo una atmósfera de bollo; quo liaya 
uniformidad on la sona do migración on lo que so refiero a 
la vaina acuosa quo rodea al papel CWonald considera quo 
la migración do las partículas o iones no se efectúa por la 
las do los capilares del papel de filtro, sino más bien en 
la capa do fluid o. retenida superficialmente» Cree que es 
una prueba do ello ol hecho de que las relacionas de fuerza 
iónica y movilidad sean análogas en icnografía y en solución 
libro y de que la movilidad se reduzca al disminuir la can- 
tidad da electrolito quo humedece al jjapel): igualdad do — 
composición iónica, gradiente de potencial y temperatura, - 
evidenciados por lecturas constantes en ol nillarjper ¿metro, 
horizontalidad del papel o igualdad de nivel en los vasos - 
pava evitar flujo do electrolito y con él, ol llamado efec
to íFcromatográfico", es decir, arrastre del soluto antes do 
aplicar el campo eléctrico® Han demostrado novarse lineal» 
mente con ol tiempo diversos aminoácidos y proteínas (107, 
108), compuestos coloreados talos como el azul de bromofonol, 
IJ-(3,S-d:lnitrofenil)»glicocola y proteínas colocadas®

^1 grado de migración eléctrica os direa 
tómente proporcional al potoncial aplicado (107)» ¡31 tamaBo 
y la forma del aparato no son factcros importantes, por lo 
quo puedo usarse cualquier longitud do papel y gradiente de
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potencial»
¡21 pH tiene una influencia grande sobre 

la movilidad de anf olitas tales como aminoScidos y proteínas»
La movilidad aumenta ol decrecer la fue&. 

2Q iónica del regulador, de tal nodo que el grado de inoren 
meato do la velocidad de migración se luce mayor a modida 
que la fuerza iónica es más baje* El tiempo requerido para 
la separación de una mezcla en sus componentes será menor a 
fuerzas iónicas más bajas» lo movilidad es directamente pr&t 
porcicnal a la inversa de la raíz cuadrada de la fuerza iÓnX 
cu en una zona grande do los valores de la fuerza iónica, * 
según las experiencias ionográfieas» Puado interpretarse * 
entonaos que el migrante se nuevo como si estuviera smorgl 
do en el seno del líquido, que en esto caso sería la vaina 
acuosa que rodea la tira de papol* En efecto, la movilidad 
de albúmina de suero bovino y otras sustancias so reduce — 
cuando el papel so hmaedoce menos de lo habitual»

En icnografía, el efecto eloctrcendosmó 
tico se presentará como un flujo de electrolito de ánodo a 
cátodo^- motivado por la adquisición por el papel de una caj* 
ga negativa con relación a una positiva que tomaría el lí
quido» Amentará entonces la velocidad de los iones positJL/ 
vos y disminuirá la de los negativos y los puntos isoeléc
tricos determinados por este medio serán mayores que los o& 
tenidos mediante otros métodos, siendo la diferencia una. 
dida de la electroendósmosis» Gin embargo, los puntos isoe, 
lóctricos y movilidades estimados por icnografía son muy — 
cercanos a los do otro eligen por lo que el efecto electro- 
endcsaótlco parece ser despreciable en las condiciones téc
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nicas propugnadas. debiera esperarse esa identidad de r& 
saltados, dice l.cDonald, si el migrante no se moviera a tr& 
vás de un canino relativamente litro» Bebido a la diferencia 
de cargas superficiales en las interfases vixh?io-reguladcr 
y celulosa-regulador, la movilidad ha de ser diferente si el 
migrante se mueve enteramente dentro de unos pocos diámetros 
moleculares de O3as interfasos» Eso puedo interpretarse asO 
on condiciones óptimas, el migrante puede moverse a una dig, 
tunela tal de la interfase celulosa-regulador que la transf& 
ronda electroandosmótica de agua a través del papel no afea 
ta aprcciablemente la movilidad del migrante» Quisó las té& 
nicas que eliminan la vaina acuosa (por compresión entre — 
placas de vidrio, par cjehiplo) den resultados en quo ol ofec, 
to eloctroendosmÓtico esté magnificado»

La movilidad aumenta con la temperatura» 
La relación existente entro ésta y la movilidad do la albú
mina de suero bovino es lineal, según lo muestra una de las 
figuras de la publicación que nos ocupa» Uno de los puntos 
de la recta fuá determinado por el método del límite móvil»

Ensayos comparativos con seis tipos de 
papeles de diferente espesor, velocidad de filtración, ter
sura superficial y fuer a a de humectación (uet strength) nuea 
tran análoga movilidad de la albúmina de suero bovino» El 
tipo de papel usado parece ser importante, en cambio, en las 
técnicas que lo comprimen entro placas»

adsorción por el papel, debido a la 
ligara carga negativa quo adquiero su superficie, decrecerá 
la velocidad do los iones positivos mientras quo no afecta» 
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ra i’olutivanGiite la do los negativos» • Eso efecto será nulo 
en el punto isoeiÓcti'lco dol migrante» Sor5 preferible entoa 
eos realizar doternlnaeXoñoa de movilidad en reguladores c& 
yo pZI son superior al dol punto isoeléctrico dol migrante» 
Los aminoácidos y proteínas estudiadas so oliuínon fdcilne& 
te dol papel, por lo quo este factor no paraca sor causa de 
interferencias serias»

En ionogranas realizados en tiras angoa 
tas de papel, la concentración dol soluto no pareco tenor a 
feeto sobre la movilidad, tampoco sobre el ancho de las baQ 
das»

fin, reboñaH da una serle de apli
caciones del método, quo citamos on otro lugar»

En 1953, llachebocuf y colaboradores (- 
102) en un cambio de punto da vista que parece fructífero, 
propusieron tratar de regular la evaporación dol electroli
to, más bien que restringirla» Consideraban que esa ovapo
ración tiene una importancia capital en ol desplazamiento - 
de proteínas»

En dispositivos dol tipo croado por Du- 
rrum (47), un no-oloctrolito termina -provisto del tiempo - / 
necesario- per ocupar la misma posición,una vea aplicado el 
eonyo eléctrico, cualquiera sea ol punto de la lio ja do papel 
en que haya sido depositado» Los flujos que lo mueven son 
el de electrolito que repone al evaporado y el aloctroondoa 
mótico. Ahora bien, si actuara solamonte el flujo de repo
sición, ol no-electrolito quedaría en el centro do la hoja, 
habiéndose sembrado allí o no, pero coco también existe un 
flujo oloctroeniosmÓtico, éste lo desplazará hacia el lado 



36

del cátodo® decir, qi¿e el mígrente seguirá el desplaza* 
miento del líquido on elpapcl#

fízníorlmontalmontc, los autores cccni’obQ, 
ban quo la glucosa ocupa, después del tiempo do electroícr^ 
sis necesario, el mismo lugar cualquiera sea ol pmto do apü 
caci&u

Cuando se trate de partículas cargadas 
o iones, ol desplazamiento en un sistema tal sará la suma * 
32galn?3íca dol desplazamiento Glectrofordtico y del despla
zamiento del líquido on el papel, es decir, Vs£ + e+E , do& 
de V os la velocidad de una proteína en el papel (los auto- 
ros trabajan coa proteínas, ñero cansidei’cws da interés 
noral las conclusiones a quo llegan) 5 &, la velocidad dol * 
desplazamiento oloetroforótico del ión proteico con referen 
cía al agua quo lo contiene: e, la velocidad dol movimiento 
dol agua debido a la clectroendésmosis; E, la velocidad del 
movimiento de agua ocasionado por la evaporación en un punto 
del papol®

ó y e. son independientes del lugar del 
papel que se considere, mientras quo E croco a medida que 
nos alejamos del centro de la hoja, hacia los polos®

Si el pll del líquido es superior al isn 
eléctrico de la proteina, ésta migrará como si so tratara - 
de un anión# Habrá, sogán la ecuación dada, un punto en que 

V será aulas cuando \Kl vi* is l6) , quo so puedo producir
puesto que £ varía poro e y £ no® ¿1, la corriente do 
líquido equilibra exactamente el desplazamiento electrófor^ 
tico®
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Luego, cada tipo electroforótico do pr& 
toíria será transportado a un punto diferente característico 
y allí se datendrá» En consecuencia, la posición definiti
va do una prote&a es independíente de su posición inicial 
y da la duración da la experiencia, siempre nía osa duración 
haya sido suficiente para lograr el equilibrio. (Esto no es 
rnós que el punto de “equilibrio de movilidad“ quo Dúrx'uia — 
(43, 49) encontró para aminoácidos)»

El caballete quo sostiene la hoja y que 
la divide en dos portes do inclinación inversa, no tiene i& 
fluencia sobre los fenómenos ceneionedos»

Una consecuencia de un comportamiento - 
tal es que si por difusión u otra causa algunos de los iones 
del nigronte se retrasan, tienen que vencer una contracorrioa 
to menos intensa quo los que los ont ceden por lo quo pronto 
p&lrán alcanzarles» Eso explica la notable nítidos de las 
manchas que la difusión no puede turbar» Se pueden efectuar 
entonces largas electroforosis do lonas pequeños, muy difu- 
sitias, sin quo las manchas so agranden demasiado» Eo puede 
habar difusión en sentida longitudinal 2 solamente persiste 
la difusión transversal, perpendicular a lo dirección de la 
corriente»

Otra consecuencia es que la posición f¿ 
nal de un ion os independiente de su punto de partida».

Sombrando volémonos dif©rentos poro co- 
^respondientes a cantidades iguales de una misma solución de 
proteína se logran, dospuós de la oleefcroferesis, manchas X 
guales y situadas al mismo nivel»
(*) Respecto al tañado de la mancha, lo dicho parece ser una 
confirmación de lo que hemos encontrado con respecto al ácido 
glutámico, que, en ciertas condicionas y dentro de ciertos 
límites, aquél dependo de la cantidad absoluta y no dol vol^ 
nen depositado»



De acuerdo con lo establocido, una misma 
protaína podrá migrur en un sentido o en otro, dadas las mis, 
mas condiciones, segán se encuentre de un lado u otro de su 
punto de equilibrio* consecuencia, se podrá hacer oaecn 
taar, migrando en ol papel en sentidos inversos, dos proteX 
ñas cualesquiera, aunque tenjan el mismo signo* -dso es a- 
plicablo al estudio de las reaccionas entre osas sustancias 
y en particular a la inmunología; también a la realización 
do x*oaccionos entre iones más püqúeííos, lo que da lugar a 
morosas aplicaciones nieroonalítieas cualitativas y aún aua& 
tltatívas* (Depositando propox’ciones diversas do dos iones 
en varios calinos paralelas se puoden deterninar las -propon 
clones equivalentes para que ninguno do olios ostá en o ^Si
so en relación al otro) üna do lúa sustancias reaccionan* 
tes puede ser también un xio-electraüto: esto abre posibilX 
dados para el estudio de enzimas*

Los autores llaman electroroofaresis q 
esto tipo do oloctroforosis en papel con evaporación contX 
nna considerando quo los factores actuantes son dos opuestos 
on su acci&is el canino eléctrico y la corriente líquida*

Un inconveniente» quizá serlo de la téc
nica de evaporación continua parece sai* la concentración;do 
sales dejadas en ol papal por el electrolito al evaporarse: 
la fuerza iónica so modifica progresivamente en osas zonas 
durante la experiencia y en un grado mucho mayor cuanto más 
lejos esté la zona considerada de los vasos de electrolito 
(43), influyendo naturalmente sobre la movilidad del migra¿ 
te* los autores han determinado variaciones bastante grán* 
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des en la concentración salina sobre el papel, aspocialmente 
en experiencias de larga duración.

En un trabajo complementario del anterior 
Macheboenf y oolabsx’adorcs (99) dieron tana interpretación - 
teórica a los hechos mencionados: Establecieron las ecuacia 
nos do movimiento de sustancias cargadas o no en ol curso de 
la oloctroreoforosis. ”La velocidad de ose desplaza liento es 
la resultante do tres? componentes elementales: lo) la velo
cidad do la corrionte líquida electrcczidosnótica, independien, 
te de la posición en el papol$ 2Q) la velocidad de migración, 
propia de la sustancia en el campo eléctrico, independíente 
de la posición en el papel; 3$0 la velocidad de la corriente 
líquida debida a lu evaporación, quo os una función lineal - 
do la distancia a la línea da flujo líquido nulo"

«La electroreoforesis permite determinar 
para cada proteína una posición de equilibrio que correspoa 

de al punto donde su velocidad de migración eloatroforótica 
es igual y de sontido contrario a la de la corríento líqui
da» luego, esta última velocidad es proporcional a la dis
tancia a la línea de flujo líquido'nulo# La movilidad ole¿ 
troferótica os pues una función lineal de lu distancia desdé 
la posición de equilibrio a dicha línea y eso permite det^¿ 
minar movilidades olectroforáticas por una tácnlca simple?.

«Si se depositan las sustancias a ensa
yar sobre una línea oblicua, cada sustancia so dispone sogón 
una línea recta quo gira con el tiempo alrododor do un pun
to de la línea oblicua inicial. Ese punto fijo permite de
terminar rápidamente la nesLción de equilibrio. ¿s posible 
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sobro cadanGloctrofox’ook.,raman así obtenido, determinar mo- 
dianto una fórmula simplo ol valor dol coefíciento do propon 
clona lid ad k entro la velocidad do la corriente líquida y - 
la distancia a la línea do flujo nulo”.

El papel pareco no rotoner proteínas no 
desnaturalizadas, poro sí, en cántelo, proteínas desnatural^ 
sedas y algunas materias colorantes (Eso se comprobaba ofea 
tunado la cromatografía en papel do esas sustancias, con la 
solución reguladora como solvente: migraban cocí ol freñto - 
do Sote) a Teniendo en cuenta oseofocto, los autores han g£, 
neralizado la ecuación quo caracteriza ol desplazamiento do 
una sustancia en eleztrayeoforosis proponiendo un coeficlon, 
te do rotúrelo, comprendido entro O y 1. El valor 1 corros- 
pondo a las sustancias quo na sufran acción rotardadora dol 
papel» la electrofcresis on papel con evaloración continua 
do solventa puede permitir entonces distinguir dos sustan
cias do diferente coeficiente aunque tengan igual movilidad 
oleo trof orática.

Aplicaciones: aunquo todavía par eco no 
haber finalizado ol período de caracterización do las con
diciones técnicas do la olee trof creáis on papal, ol mótodo r 
ha domostrado su aptitud para el estudio do problemas do ía 
dolé bastante variada.

Aeontinuación daremos noticia, quo será 
solo parcial por la naturaleza misma del tana, dol capítulo 
de las aplicacionos, quo está on intonso desarrollo en la a¿ 
tualidads

a) Separación y evaluación do proteínas del suero 
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sanguíneo: es, sin lugar a dudas, el tema que ha mor acido • 
la atención más sostenida do los investigadores, con el de
seo de reenplasar una técnica y aparato tan complejo cono - 
el que requiero la oloctroforesis do límite uuvil*

Tales proteínas han sido objeto de muchos 
intentos de soiioración cualitativa (47, 54, 61, 62, 101) 6 
cuantitativa (33, 54, 63, 63, 83, 95, 89, 259, 176)5 los re 
saltados previstos por esta última no parecen coincidir e- 
motamente con los suministrados por la elGctroforosis dol 
tubo en U*

Algunos do los factores quo afectan los 
fraccionamientos por la técnica on papel-han sido estudia
dos por Dui’ruta (47 a 50), iCuntol y Tisolius (3'9), Machoboouf 
y colaboradores (99, 102), HcDonald (104, 103) y Ueber (167)¿

b) Determinación do puntos isoeléctricos do pro
teínas (107, 143)*

c) Sopar ación do pépticos: se ha conseguido aislar 
los, ya do méselas sencillas con aminoácidos (13, 47) ya, - 
como el poliglutamilpóptido, do otros productos de areeiniejj 
to de un bacilo (152)*

d) Separación do no se las complejas do aminoácidos: 
el tema yu ha sido tratado antes* Añadiremos solamente quo 
intentos de evaluación do los aminoácidos así separados han 
sido llevados a cabo por Uioland y Flschor (174) y Wiolañd
y Wlrth (177) mediante ol análisis de retención (ver más a- 
delante) y por* Uioland y colaboradoras (175) mediante el r<3

64 gistro de la radioactividad de eleetxogranas con Cu
De gran interés es la aplicación de la 
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técnica que nos ocupa, conjuntaraento con la cromatografía en 
papol? al estudio cinético de la interacción do aminoácidos 
y acetuldehido (138).

e) Separación do aninas: Uobor (167) ha separado 
aninas orgánicas, encontrando que la orina humana contie

ne motilamina y dimetilamina asícomo otro waina aán no idea 
tificoda*

La electroforesis on papel ha servido 
r>

también como segundo paso de una separación bidimensional ¿ 
nielada con una cromatografía en papel? para la identifica
ción do aminas biológicas presentas junto a aminoácidos en 
hidrolizados do origen biológico (14).

f) Sopar ación de g lúcidos: ^onsden y Stanior (3£) 
han tallado quo os posible fraccionar mezclas do glúcidos 
naturales por oloetroforosis on papel? si el electrolito es 
un regulador do borato. Los complejos de borato formados - 
con los glúeidos migran on el campo eléctrico» llasiiimoto y 
colaba?adoros (72) tan aplicado altos potenciales a la sepa 
ración do las mismas sustancias así como do flavonoidos.

g) Separación do enaimas: ^allenfols y Pectaann - 
(166) han fraccionado mezclas de omilasa? lipasa, fosfatas a 
y protoinusa medianto la técnica que nos ocupa. También se 
han descripto sepultaciones do glucurcnidasa9 fosfatasa y os- 
toarasa (111).

h) Separación do materiales variados: la electro- 
forcéis on papel so ta aplicado a la separación do sustancies 
tales como purínas y pírimidinas (172) $ ribosa-mononucleótX 
dos (41)5 derivados del ácido adcnosintrifosf&ico (169); * 
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colorantes biológicos (51)5 dorlvados dol indol (4$) 5 vené- 
nos animales (129)5 un henolisado do eritrocitos humanos con 
iones fosfato radiactivos5 do oxiácidos (173)5 doí complejo 
hori^Ón tíroide-proteína plasmática (66) 5 de virus vegotalos 
ÍG9)<*w

Separación do Iones inorgánicos: ha sido 
descripta la separación individual o on grupos de varios do 
osos iones(94)»

i) Asimisrao se han estudiado sus movilida
des y calculado números de transferencia que parecen estar 
en coincidencia aceptable con los proporcionados por otro h 
cátodo (106)» 51 signo de la carga de iones complejos inc£. 
gí ¡íleos y las constantes de estabilidad do talos complejos 
lian sido tumbidn motivo de análisis (86)*

La electroforesls en papel en solventes 
no-acuosos lia sido ensayada por Paúl y Purruzá (126)*

Por su parte, Wober (168) ha intentado 
una interpretación teórica de la oleetroriigración en sopor
tas porosos»

2,147 fílectroci1 anatografíá on papel: esta técnica, 
muy vecina a la oloctroforcsis en papel, combina una sopar# 
ción debida al campo eléctrico coa otra causada por flujo « 
de solvento a través del papel»

La aplicación simultanea y on ángulo re# 
to de estas dos fuevsaü permita un tipo de separación que & 
recuerda al íio la cromatografía bidimonsional»

&1 sistema consiste esencialmente en o# 
tablecer en dirección vertical a través do una hoja de papel 
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do filtro un flujo continuo de un solvento electrolítico de 
tipo croantogrófico (con foso orgánica) o siniplamenté una * 
solución reguladora; el líquido fluye a través de’un campo 
eléctrico establecido ya mediante electrodos de níquel, al^ 
minio o platino (9b) convenionteinento aplicados a los lodos 
de la hoja, ya mediante inmersión do las puntas inferiores 
do la hoja en sendos vasos de electrolito en el quo posean 
los electrodos* Las’ fracciones separadas se ponen de maní* 
fiesto con reactivos colorados apropiados, luz ultravioleta, 
ote*

Sato y colaboradores (143) dicen respes 
to' q esta técnicos "La olectrocromatograf£a depende de la • 
migración eléctrica diferencial do iones desde una angosta 
zona do la nozcla en un solvento electrolítico inmovilizado 
en un soporto poroso tal cono una columna rígida o una tira 
u hoja do papel do filtro* Es una modificación dol bien eo 
nocido método del lícito móvil, en la cual la zona do iones 
migrantes se hace muy poquefíacon respecto a la distancia de 
migración y la mezcla de las soluciones en el límite es€a * 
retardada por el soporto poroso (153)» nependiordo do la s& 
lucida electrolítica y del soparte inmovilizador, la migró* 
ción de los lonas puedo ocurrir en la solución y sobre o en 
el soporto mismo1’*

l,Por analogía con la cromatografía con* 
vencional, la quo se basa en la migración diferencial prod¿ 
cida por flujo do solvento a través do un medio adsorbente, 
la electrocromatografía ha de estar sujeta a grandes varía* 
clones, particularmente en lo quo respecta al aparato, el * 
solvento electrolítico y el material poroso de soporte"*
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hauguard y ICpoñar (73, 74) han conseguí 
do separar de la isaaora doscripte mozelas de 8 aminoácidos 
on 16 ü 13 hox*as, con fenol eo.-o solvento y una diferencia 
de potencial de ico voltios* Mcrris (117) ha modificado a¿ 
ganos detalles de la técnica propuesta por los autores ríen- 
clonados*

Una variante interesante de la técnica 
tal couo se ha visto es su adaptación a procesos de separa* 
alón continuos* Si la ríesela se aplica continuamente sobre 
la hoja y la operación so extiende más allá dol tiempo sufl 
cíente para que los solutos, arrastrados por el electrolito 
Lleguen al borde inferior del papel, podrán x^gogorso sepa
radamente diferentes fracciones con solo recortar ese bordo 
en forma de puntas y tomar los extractos en sendos tubos de 
ensayo*

El antecedente de esto tipo de técnicas 
parece ser la separación continua de colorantes que Gvonsson 
y Brattsten (1SG) realizaron con un soporte do vidrio pulvo, 
i*izado*

La separación en papol lia sido aplicada 
por Durrura a mezclas de aminoácidos (50)«

Strain y Sullivaii (355) así como Sato y 
colaboradores (143) lian llevado a cabo un análisis do los * 
factores que gobiernan el proceso* dimensiones y construcción 
de la cálala, ol potencial y la intensidad eléctricos, las 
propiedades dol solvento o dol líquido de arrastre, inclu
yendo sus reacciones en los electrodos, la concentración y 
las propiedades o Me tricas do los iones y .la naturaleza de 
los complejos formados por las méselas iónicas con ol líqu¿
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do de arrastre*
Una ventaja de los métodos continuos es 

la posibilidad de aislar efectivamente solutos o grupos de 
solutos en cantidades grandes en relación a las utilizadas 
on sistemas cromatográficos o oiectroforéticos en papel»

Por su parte, la electrocronatografía * 
discontinua provee de un medio conveniente para la resolu
ción rápida de mezclas y para la identificación de com;K>nen 
tos/

Lo3 inconvenientes que so presentan en 
la realización de los métodos electrocra?.atogróficos parecen 
sor análogos a los de la oloctroforosis en papel: calentamlcn 
to do la hoja quo puode causar modificaciones en solutos sea 
sibles al calor; fenójenos oloctrolfticos en las vecindades 
do los electrodos con el consiguiente cambio de pil y varia
ciones en la movüidad¿y resolución de los migrantes (50)»

F

La técnica que consideramos ha sido apli 
cada a la separación de aminoácidos, (50, 73, 117); de pro^ 
teínas (50, 67); do colorantes (50); do iones inorgánicos * 
(155), a voces marcados (143); do tierras raras (142)»
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2j2 Valoración (IJótodos generales)»
Existen aótodos genoralos de evaluación 

do aminoácidos quo por supuesto incluyen al ácido glutánico 
y nátódos particulares do esto aminoácido» los rada comunes 
son:

2y 21 Destilación fraccionada do ásteres dd aminoácidos: 
ya hornos dado ol fiuidanonto do asta procedimiento» Ligeras 
modificaciones lo han hecho, según Uitcholl y Hanilton (112) 
nás satisfactorio para trabajos cuantitativos, pero numeres 
sas fuentes do error hacen no aconsejable su uso on dotormX 
naciones exactas»

2.22 Estimación do los productos de solubilidad de sus 
sales: ol producto de solubilidad de una sal de aminoácido 
os constante» 31 se conoce ol producto do solubilidad dó la 
sal y la concentración del ÍÓn que no es aminoácido, so pu¿ 
de calcular la concentración de'ásto» El requerimiento osea 
cial del nótodo os quo ol hidrolisado proteico, por ejemplo, 
y el reactivo precipitante sean agitados y filtrados en coa 
dicionos do temperatura constante»

La ventaja está on quo no os noeosoria 
una completa separación (11, 46, 75, 151)»

2.23 Previa separación por cromatografía do recanbioió* 
nico: los aminoácidos se separan en grupos mediante filtrado 
a travás de columnas da alúmina a diferentes valores do pH, 
se extraen con oluontcs apropiados para cada uno de ellos y 
se valoran luego por separado (170)»

La resolución de la mésela puedo tambíán 
lograrse por pasaje a travós do una columna do resina sirit<£ 
tica talcomo la Dowex 50 ( u otra apropiada) seguido de ol&
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ción a diforentcs valorea de pll. La cantidad do ríesela necg, 
seria para una técnica tal os do 3 a G tas» de aminoácidos» 
Los valores de rccupex*i;cionos alcanzados son de 100-3?? (116)*

2.24 A'evla separación por crecíatografía de partición en 
columnas los aminoácidos aislados so obtienen por disolución 
fraccionada (partición) en un solvento adecuado y adsorción, 
ni pasar a travós do una columna do almidón. si filtrado se 
rocogo en porciones do un ni. mediante un colector autonáti 
co do fracciones. ^obro él so realiza la determinación por 
medio do un método fotomótrieo con niiihidrina, especialmente 
adaptado (113, 114, 150)•

Usando diferentes mezclas cano solvento 
se han podido determinar cuantitativamente 13 componentes do 
las proteínas con datos do recuperación promedio, on datera 
minaciones per duplicado y triplicado de 100^3 fj (115).

2.25 Previa soparación por cromatografía en papéis la • 
que signo es una clasificación de los métodos do eroaatoOTl 
fía on papol cuantitativa inspirada on una original do lilock 
(19a):

2,251 Por comparación visual: Consiste on la compara 
ción a simple vista do la superficie o intensidad do las —• 
manchas obtenidas de una sorio de diluciones del desconoci
do con unu escala testigo obtenida con ol mismo aminoácido* 
Sñ esta técnica os importante depositar volúmenes iguales dé 
solución testigo y desconocida. Volúmenes ccepronlidos en
tro 0,0001 y 0,01 mi. dan resultados satisfactorios»

El método permite tros variantes, a sa
bor: a) una comparación grosera tal cono se ha descríptp. - 
Solo da estimaciones semi-cuantitativas (130)$ b) i*oferir * 
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las intensidades do las manchas obtenidas ezi el revelado con 
ninhidrina a los valores. de una escala arbitraria do color, 
pintada a la acuarela y en relación con los colaros que so 
obtionon con cantidades ^conocidas crecientes do aminoácidos 
La escala va dividida de 1 á 10. Cuando ol color os tan d¿ 
bil quo no puado verso directamente so observa por transpa
rencia se indica como < 1» Los colores do intensidad supo- 
rio? a 10 (que se indican crino > 10) o rauy superior 10) 
corresponden a una nona de concentraciones en que la reac
ción coloreada es mucho menos sensible* La precisión do 
ta comparación no supera.un nivel do i 25 J5 (45, 164) 5 c) c& 
locar sobro la hoja do papel una serie do gotas conteniendo 
concentracionós conocidas do las sustancias» hueso aplicar 
encima de las mismas manchas así cono en los espacios on — 
blanco una serie do diluclonos dol desconocido. Los volúoa 
nes do solución aplicados deben ser iguales en toda la expg, 
rienda» LospuÓs do la corrida, las manchas del desconoci
do se comparan cui las de desconocido más la cantidad agre
gada del tipo (12); d) estimar la mínima cantidad detocta- 
ble en ol dosconoeido, comparada con la cantidad mínima que 
puedo verse cuando se aplica ol tipo»

Estos n5todos oatáxi sujetos a grandes 
rrores y requieren muchos análisis a dilucioiies variadas p& 
ra dar resultados satisfactorios, esto os, - 10

2,252 Elución, ^s el nótodo más usado y probable- 
raoiite el más exacto» basa en cortar la sección que con-

I
tiene una sustancia individual, extraer ásta del papel y d& 
terminar su cantidad» A veces, cuando las sustancias están 
claramente soparad os, la exactitud 03 mayor do ± 5 La U 
desventaja de esta tócnica reside 0.1 que X’equioro separación 
absoluta, en el tiempo grande que insume y en la necesidad
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de quo no hoya cantardnantes#
«Tutiaz (73) considera tres tipos de n¿ 

todos do elución, a sabor: a) elución, reacción con ntnhi- 
drina y colorínatría: el aminoácido a estimar so localiza 
en el croaatogroma ya soa mediante luz ultravioleta (56, - 
123) , ya son utilizando ninhidrina en solución diluida •— 
(0,05 fO (91, 110)« El papel se corta on trozos contente^ 
do un aminoácido cada uno, los cuales se tratan con una sg> 
lucián do ninhidrina en presencia de piridins (91) o de una 
solución reguladora (128) o de una mezcla especial según •• 
8toin y licor o (56) y se calienta al talo naría* El color 
quo aparece puede extraerse totalmente con acetona» La dea 
sidad óptica de la solución se 'mido en un fotómetro (7, 119, 
123, 133)» Ha podido realizarse así iin análisis cuantita
tivo completo de un hidrolizado con 0,2 a 0,3 ng. de una - 
mezcla de» 18 aminoácidos comunes con errores relativos in
feriores a ± 5 $ (56, 123) • PolonoMsilsy y colaboradores 
(229) han realizado el estudio crítico de uno de los nóto- 
dos de este tino| b) elución y reacción de ?opc y Stovonss 
los aminoácidos so ubican con luszultravioleta, so recorta 
el lugar que ocupan y se eluyen» Se hacen reaccionar lue
go con una suspensión de fosfato de cobre de pil 9,3 (reac- 
tivo de Pope y Stevens (132) y, después de filtrar ol exc£ 
so do reactivo, el complejo soluble aminoácido-cobre so dg, 
sa iodomátricamonte o colorímótricamontG con dietilditiocagu 
bamato (17, 92, H7, 131)»

El complejo aminoácido-cobre puede de
terminarse igualmente por polaro¿p?afíu, lo quo avita la s<i 
por ación del exceso de reactivo insoluble y hace más sensi 
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ble ol método (103); o) elución y valoración de nitrógenos 
esto técnica necesito cono mínimo 50 nícrogranos do anino¿ 
cldo. La va lometón do nitrógeno se efectúa on un microa- 
parato de destilación» Pera obtener osa cantidad da amin^ 
ácido so depositan numerosas góticas de la ríesela a anali
zar lado a lado sobre una linea horizontal trazada soteo & 
na gran hoja do papel do filtro» En el cromatr ograma obto 
nido en ella so identifican las zonas ccrrespondiontos a A 
los aminoácidos revelando con ninhidrina dos pequeras ban
das recortadas da los dos lados» Las zonas así identifica 
das se marcan con lápiz y cortan on sentido horizontal» 5o 
oluye ol aminoácido de la banda de panol, evapora el olncn 
te al vacío y se valora nitrógeno en el residuo» Las pér
didas de sustancia analizada que pueden llegar al 65 so 
deben a descomposición en el curso do la ero.atografía (33) •

2,253 Area de la mancha» En un cromatografía en p& 
peí, la superficie de las manches de aminoácidos dadas por 
la reacción do la ninhídrina es proporcional, dentro do — 
ciertos límites, al logaritmo do la concentración» Elárea 
se determina ya mediante un planímotro (4, 19a, 52, 53, 59 
y 60), ya copiando con papel carbónico sobre papel nilíne- 
trado el borde delineado y contando el námeíso de cuadrados 
La aproximación de esta última técnica es de * 5^ (93b)» 
Una exactitud semejante so obtiene recortando y pesando el 
trozo de papel ocupado por la mancha (93b).

En general, la concentración dol desea 
nocido se establece por i’eferencia a curvas establecidas - 
con mezclas testigo de concentración creciente.

La determinación planimétrica se trata 
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con detallo en el capítulo dedicado a nuestros ensayos do 
estimación»

lina tácnlca que tiene on cuenta el tam& 
ílo de la moncha aunque no cxactarjanta su área es la que eo& 
siste en determinar su longitud si se trata do manchas elf& 
ticas regulares» Longitud y logaritmo do la concentración 
son directamente proporcionales (53)*

2?2S4 Color total de la mincha» La estimación del 
color total de la mancha puedo provear do un nótalo do va
loración relativamente simple* dado que la inacción onplo¿t 
da en ol revelado do las manchas do aminoácidos parece se
guir la ley do Boor* Canicas que aplican ose criterio son 
las quo siguen: a) Densidad de color total según Hlock (15) 
y Bnll y colaboradores (23): cromatogramas midinensionales 
paraléis* obtenidos sombrando una hoja ancha coa 5 ó 10 - 
rtierolitros do testigo y desconocido alternados* se cortan 
en tiras y cada una do dstus se examina a intervalos de 5 
m» en toda su longitud con denáltómetro (16, 19a* 53)* 
Tanbión se examinan 5 a 1C* tiras de papel én blanco para t£ 
ner lecturas de 100 $ dp trmisrisi&i a lo largo do todo el 
cromatograma* Las densidades medias de -color obtenidas de 
10 o nás tiras coloreadas, así como el promedio do absor
ción del papel on blanco se llevan a un papel nilimetrado 
(somilogarftalco cuarto las lecturas se hagan on por ciento 
de transmisión) y se detornina el ái*oa corhespondionte a « 
cada aminoácido (133) 5 b) Densidad de color total según — 
Hockland y colaboradoras (139)» Ls fuíidanentalmnte simi
lar el anterior salvo quo es la mancha completa lo que se 
registra con un densit&otro o un colorímetro adaptado» -
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Puntos Iriportantos do este método son que les manchas deben 
estar claramente separadas y ser muy pequeras. Esto últi
mo se logra sombrando cantidades muy pequeños (0*1 zaicroü 
to) y coloriendo distancias cortas ( 5 e 10 cm»)» El cwni& 
tograraa terminado se coloca en m soporte adecuado que de
tiene toda la lúa transmitida quo no pasa por la mancha c& 
loréada. Eso x’eqniere una serie de diafragmas que debe a- 
decuarse a las manchas ea el rango de concentración espera 
do (131) (140)» la densidad de color así determinada indi
ca la concentración de sustancia en las manchas si so la - 
compara con curvas patrón. En las mejores condiciones es
tá método provoe una exactitud de t 5 J5» Es tedioso si - 
se efectúa a nano* pero si las respuestas do la fotocélula 
se toman con un galvanómetro automático registrador* es p£ 
sible rniir muchas tiras en serie y pasarlas por ol densit¿ 
metro fotoeléctrico registrador.

El procedimiento dascripto parece ser 
ol más simple do los zaexicionados* puesto que puede adapta^, 
se a los tipos do colorímetro fotoeléctrico comunes. Sin 
embargo* tiene la desventaja de que puedo usarse solamente 
cuando les manchas no se superponen mucho y son circulares 
o rogulormonto edípticas« Ligeras distorsiones de la maü 
cha causan grandes errores.

2*335 Densidad de color máximo» En la investiga
ción sobro aminoácidos y aminas mediante el método anterior 
se ha observado que* debido a la naturaleza simétrica do 1 
las curvas de densidad y color* puedon bbtanerso resultados 
exactos leyendo la concentración del desconocido diractameii 
te de óurvas de calibración preparadas con las densidades 
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do color máxiiio do las soluciones tipo* ^e adapta oten a 
la cromatografía bidimensiónal9 a la quo todavía no pueden 
aplicarso sistemas mecánicos do examen* l&ock (13a) lia en 
centrado quo so pueden estimar así aminoácidos con una o-íac 
tltud do ± 10 mediante 13 análisis de replicas el error 
puede deducirse aumentando ol nfeero do experiencias*

Cromat agramas uaiditaencxcnules corrld 
dos en una sola hoja ée cortan en tiras paralelas o trans
versales a la dirección de flujo y éstas se examinan con un 
densít&actro o un cspcctrofotónotrc adaptado (19a)9 anotarj 
do la densidad do color máximo* La co^entraci&i del des
conocido se leo luego én curvas tipo preparadas previamente 
o aplicando un número suficiente do soluciones tipo en la' 
misma hoja que ol desconocido^ haciendo así nuevas curvas 
do calibx*ación para coda serie de determinaciones* Los x’& 
gistros densitométrlcos paralelos a la dirección do flujo 
son algo más exactos que los transversales* Sin embargo - 
éstos son más simples puesto que en 2 á 3 minutos pueden - 
observarse manchas de 22 posiciones si la tira de hace mo
ver por un motor* *odo lo que hay que registrar os la do- 
flexióa máxima dol galvanómetro para cada mancha (16, 1C0, 
125). Ulnslov y colaba?adoros (173). han demostrado que la 
densitonetría do transmisión es superior a la de ref lexléa 
cuando so aplican u materiales coloreados sobre papol de - 
filtro*

Los resultados más exactos so obtienen 
cuando las manchas coloreadas son pequeñas y redondeadas o 
ligorameato elípticas* Para lograr eso es importante que . 
la solución so aplique como una mancha circular do aproxima 
dómente 5 na* do diámetro o menos*
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2,256 Análisis de retención* Esto método constituí 
ye iuio de los escasos antecedentes de nuestro trabajo, pue& 
to que ha sido aplicado indistintamente a cr orna togr amas co 
no electr ogramas en papel* Consiste en lo siguiente: una 
voz separada la sustancia problema en un cromato- o electro 
grama, se desarrollan cx’omatográfieamenta éstos con acetato 
de cobro en tetrahídrofurano en una dirección normal a la 
anterior» las moléculas del reactivo quo encuentran en su 
camino ascendente la mancha del aminoácido, son detenidas" 
a medida que ello ocurro, do nodo que la línea del frente 
presenta ante cada mancha una depresión o ocicavadura. E& 
te limita una superficie que se campista con la prolonga* 
clin de la hipotética línea normal del fronte» Esa área es 
proporcional a la concentración de la sustancia problema - 
en la mancha*

Las áreas se visualizan por rociada con 
una solución de ácido rubcánico (dítioxamida) on acetona* 
Se miden con un plañías tro o colocando encima un papel mi- 
limetrado transparente (171, 174, 176)*

El método no es conveniente en presene 
cía de ionesbfosfato, sulfato, cloruro (en más do 1 $5), na 
lonato, tai'trato, citruto y otros (10a)*

Hedíante esta técnica, Wiolaad (171) - 
realizó ensayos do determinación de aminoácidos y grupos - 
de aminoácidos* De entro Silos merece nuestra atención el 
análisis de retención efectuado sobre una mezcla de partos 
iguales de glutásiec y aspártlco al 5 $ separados por ele& 
troforesis en papel a pH 3,7* Una separación do dos horaá 
de duración proveyó una curva con dos cúspides apenas esb£ 
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andas (on montura) y do extrapolación hacia la baso bastan 
te, azarosa, la que sin embargo dejaba entrever la relación 
de amino-nitrágeno inicial*

Una variante de la tóeniaa des cripta se 
consigue* mediante las siguientes consideracionQ3> sean, por 
ejemplo, iones Cu** ascendiendo a travós de manchas de ar¿ 
noácidos? sea a la adsorción de Cu** en el papel y p la 
adsorción de Cu** por al aminoácidos5 la distancia recorrí 
da por ol Cu** en el papel libre 03 luego X.- h, y la dis- 

oc ** 
tunela recorrida en la mancha de aminoácido 1 - c*

J *
Cí + p>

La relación entro las dos será* <* * p _ 1 +_Jk,K (I)

La concentración del aminoácido en cada 
punto de la depresión en forma de V os proporcional a ?/oc , 
lo que, de acuerdo con la ecuación (I) es rh ^ ~ 1*

c
¿¿Levando a un sistema de coordenadas —

h _ 1 frente a la distancia en la tira do papel, so obtig 
c

non curvas cuya área es directamente proporcional a la con 
contrací&i do la mancha*

Esua nátalo ha dado muy buenos resulta 
dos en muchos casos, pero su punto (lábil osíá en que el pa 
peí os por lo común no suficiontomonGü uniformo, dando ct¿ 
vas con bordas aserrados- hsto reduce la exactitud así C£ 
no disminuye la posibilidad de distinguir entre bandas muy 
cercanas (§3a)»

2,257 Mótodo de los derivados isotópicos (96)- U- 
na mésela do compuestos orgánicos so trata por un reactivo 
isotópico caí el fin de formar cuantitativamente un derivé 
do Isotópico de los compuestos que la forman* Cano utra3& 
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dorn so agrega un gran exceso do derivados no marcados y pu 
rificados hasta concentración isotópica constante» Conociera 
do la radiactividad específica del "tasador” parificado, 
de un tipo preparado convenientcíúente y temblón do la fra£ 
ciÓn do '‘trasudor11 instante después do la purificaci&i, se 
puede calcular la cantidad dol compuesto presente on la — 
me acia inicial (80, 31)»

El.principio ha sido aplicado a amino¿ 
ciaos utilizando caso reactivo el cloruro de p-I“3--fGnil- 
sulfcoila (cloruro de pipsiio) y perfeccionando con la in
clusión de las técnicas eroaatogr afleas: si uno de los de
rivados isotópicos puedo se? separado cuantitativamente de 
los otros derivados presentes, puedo sox* valorado sin agr& 
gado do “trasador % El líiétodo es en esto caso ccsplotanea 
te irdépenüiento de las técnicas do dilución isotópica, lo 
que os una ventaja, puesto que ellas son largas y difíciles» 

La crociatografía on papel permite sop¿x 
rar perfectamente los pirjsil-dcrivcdos de las aminoácidos* 
Las bandas radiactivas so íooaltem por rudioautografía y- 
su reactividad so determina recoi*tflndolas y midiendo on un 
contador do Gelgcr (7G, 1U)< 81 fe es el n&aero total de
impulsos en una banda y Cr la coiicontracl&i molecular iso
tópica del derivado isotópico puro, i’c/Cx* es igual al núma 
re de moléculas de sustancia presantes (30, 31, 1G3, 230)»

Esto sul>uiei*Qn5todo cuantitativo os ol 
único da los mencionadas cuyos resultados pueden conside
rarse al abrigo de la crítica (123)»

A la zalama familia do aétodos portarle- 
ce oí intentado per Ule load y colaboradoras (175) femando 
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complejos do aminoácidos con cobre radiactivo, separándolos 
por cleetroforesis on papel, cortando las tiras on bandas 
angostas y determinando su radiactividad*

2.26 Kátodo de dilución par isótopos* 3o acaban do do& 
cribir los fundamentos de esta técnica * baucantidad do un 
QLiinoacldo existente en un hidrolisado, por ejemplo, podrá
entonces conocer so sabiondo: la cantidad do aminoácido a* 

grogada y su contenido do isótopo y el contenido do isóto
po del aminoácido aislado (137, 162)»

2.27 Determinación microbiolójica: la propiedad que ti£ 
nen ciertos microorganismos de crecer en medios sintéticos 
percáte la aplicación do métodos cuantitativos do dot rnln&

A.* 

ción do cada componente del medio por separado» En un me
dio sintético en cuya composición entran varios aminoácidos 
(15, por ejemplo) pero ul que no se ha agregado ol aminoá
cido a valorar, que os esencial para ol crecimiento del e& 
croorganísmo, se liace desarrollar a éste» La cantidad do 
>in producto, dado (ácido láctico, por ejemplo, si so usa ol 
Lactobaeillus arabinosus, que sirve para determinar ácido 
glutánico, íriptófano, treonina, vallna, lancina,' isolcuc¿ 
ñas, cistina, Usina o fenilalanina) formado en los ensa
yos testigo, indica la cantidad do aminoácido presente en 
el desconocido (97)»

2j3 jfcuamiáa ¿al ásáfla siuiáaisa» 
2931 3stinaci'5n paralóla con ol áoMo aspfetieo.

2,311 ¿Precipitación de las sales de calcio por alc£ 
hol acuoso, original de íiitthatksen, modificanda por ¿‘aroman 
se precipitan las sales de calcio do glutámicc y aspártiod 
en medio acuoso, previa redisoluci&i, se roprecipitan por 
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alcohol, so transforman, mediante el ácido fosfo-túngstico, 
en ácido pirrolid&i-carbox£lico y ésto se extrae con ácido 
acético glacial. Evaporado el ácido acético, el residuo 
permito calcular al ser pesado las cantidades do glutámlco 
y aspártico presentes (13).

2,312 Modificación dol mismo método por Joños y ~ 
Moeller: precipita las salas do bario en lujar de las de - 
calcio (77)*

29313 Modificac lón del mismo método por Chibnall: 
precipita las sales de calcio en medio alcohólico, disuel
ve y reprecipita con alcohol absoluto. El glut&ico so - 
a/sla disolviendo en agua y dejando cristalizar en medio • 
clorhídrico concentrado. Se purifica por reefiistalización 
en el mismo medio. El ácido aspártico se separa evaporando 
el líquido madre anterior y precipitando do la solución a- 
cuosa dol residuo, su sal do cobre (3, 18, 39, 40).

2.314 Modificación del mismo método por Lafago: - 
los aminoácidos precipitados como salos cáleicos se deter
minan on conjunto transformándolas on fosfato de calcio y 
determinando coloririótricaraento el fósforo. El glutónico 
se sopaipa luego cono sal de zinc y éste se estima iodomé- 
tricáronte (90)*

2.315 Previa separación. por cromatografía de recaa 
bio iónico: no es más que la aplicación a los ácidos glut¿ 
mico y aapártico, o glutámico solo, del método general es
bozado antes (169). La separación se cfcctéa en columa - 
de a lámina "ícida1’. Los aminoácidos dicar b oxílic os so el& 
yen juntos o por separado y determinan por métodos diversos 
(58, 83, 134, 169).

2,32 Estimación de ácido glutámlco por separado (móto*
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dos específicos)»
2*321 Conversión a ácido niirolXdón-carboxClico; en 

soluciones acuosas casi neutras el equilibrio entre ácido 
glutfciico y ácido pirrolid&i-<5arbo:iílico tiendo a favorecer 
una completa dcshidratación, mientras que on soluciones * 
fuertemente ácidos o alcalinas* la conversión dol pirroli* 
dón-corboxílico on glutánico es rápida y px\*etica?icnto ccr^ 
plota (178j« El ácido pirrolidón-cartacílico puede extrae 
so cuantitativanentG de tsna solución acida diluida (pll 2*4 
-0*2) mediante extracción continua con acetato de etilo, 

(123, 135) •
2, 322 Oxidación a ácido sucefnico: comprende varios 

par ocíelos 3 a saber: a) Procedimiento de micro-oxidación - 
de Ccíicn y ICrobss ol de ido glutónico* par acción do la C1& 
ranina T* se oxida a ácido y>-cionopropiónico» Este se ~ 
lleva por hidrólisis a ácido succínico* el cual so deterr^ 
na* nanonótricaiaento*. nidiondo ol oxígeno quo necesita la 
dehidrogonasu sucolnieu para transformarlo en ácido funár¿ 
co (29* 37); b) El nlsi^o, codificado por Uoodhart y colaba 
radaress difiero dol anterior en la manera de ottener el ¿ 
oído y> -eianopropiónico (132); c) MÓtodo de ce* id ación de 
hímo y Lainos el ácido glutfeíco se desatina* dando ácido - 
hidrcxiglutárico* quo se oxida en permanganato do potasio 
a ácido succínico» Este so determina cuantitativamente — 
(12)*
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3. Sonaraclfc & áeldft ñÍBa^¿S& 312£. fiJ¿i2¿£''£2E22Í£
en oaaol.

3,1 Aparatos ensayados» Al cosaienzo do nuestro trabajo on 
sayamos disponer las tiras de papel de un modo muy pareci
do al adoptado por Durrum en su primera publicación sobre 
este tema (47). **1 sistema (fig. 3,1) consistía en una — 
plancha de madera aislado de la mesa mediante tacos de go* 
na, sobro la quo descansaban dos vasos (vasos electrÓdicos)f 
ontre y a una cierta altura-variable- por encima de ellos, 
colocábamos invertido un tubo do vidrio con forma de ü en 
cuyas ramas so insertaban sendos trozos de alambro duro fX 
jos en la base da madera. Ubicábamos la tira de papel de 
manera que, apoyando su parte media on la barra horizontal 
de la U invertida, sus extremos pescaran en ol electrolito 
content o en loo vasos» ¡ivitábanos quo la tira tocara las 
paredes de éstos, colocando on su boca un habita de vidrio 
ajustado a las paredes con dos pequeños trozos de cerollo o 
Sanbiáa pescaban en el electrolito de los vasos sendos e* 
loctrodos de carbón (quo tolanos de pilas de carbón comi
nos) conectados respectivamente al polo positivo y negativo 
de una fuente do corriente continua. lista fuente nos la 
proveía con diferencias de potencial que llegaban hasta * 
830 voltios coa una intensidad máxima de 30 ma. Cubría
nos el sistema do vasos, soporte en ü y electrodos con una 
cubeta do vidi'io de tantalio adecuado para quo descansara en 
la baso .de madera^ lío convenía dejar los electrodos suel
tas dentro de los vasos, puesto que lógicamente no adoptaban 
por lo común posiciones simétricas con respecto a la ó las 
tiras de papel» & pesor de las observaciones aparentemente
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on. contrario do algunos autores (48) y coiiicídioíido en cea 
ble con otros (1G2), cuando no colocábamos las tiras lo —• 
más equidistantes posible de los electrodos, notábamos de& 
plazunientos laterales de los solutos, dentro de la nisma 
tira, hacia el electrodo (fig* 3,2)» Pora evitar tal c<fe£ 
to asegurábamos los electrodos a soportes rijos en la base 
de madera aunque al mismo tiempo aislados de ósta*

Un dispositivo así adolecía do toes de 
feotess poca capacidad (no más de tres tiras de 1 en» de ~ 
ancho)? gran varipci&i dol pH dol electrolito a causa de - 
procesos electrolíticos, en la vecindad de los electrodos 
groa.volumen on la cámara de evaloración, lo que, relacio
nado can la escasa superficie del electrolito usado hacía 
difícil la saturación del Habiente, un factor importante 
en la reproductibilidad y homogeneidad de las corridas#

La primera de esas dificultades se so* 
lucicnó reemplazando los vasos usados antes pos? cubetas dol 
tipo usado en. fotografía, do vidrio Pyrex, de 13 cm. de •» 
largo por 10 ccu de ancho» Para aislarlas, las apoyábanos 
sobro trozos do tubos do plástico de longitud conveniente 
clavados a la base de madera.

**on este sistema podían realizarse co
rridas con hasta 9 tiras do 1 en. sir.raltáneaEiente o úna f£ 
ju de 14 cr.u de ancho#

T¿i gran superficie do evaporación que 
las cubetas proveían hacía menor la tercera dificultad que 
citamos más arriba#

Ubicábamos los electrodos horlzontü2jnic¿i 
te en ol fondo do las cubetas y on todo su ancho#
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toa do nuestras expor loadas prepárate 
rías consistió on cox’rer sinultáneamonte 5 tiras do 1 cm* 
do ancho con la variante do ubicar uno de los electrodos - 
diagona toante on la cubeta do ñañara que la distancia do - 
óste a la -ira número u 10 fuera menor ,.que a La tira dos, * 
ósta nenor que a la tros, y así siguiendo» El resultado - 
fuá quo ol soluto on la tira número uno so movió una distar^ 
cia mayor que on cualquiera de las ¿oirás tiras, el do la 
do3 arencó nonos quo el do la uno poro más que los de las 
ros tantos, etc» Es daeir, quo la dista, cía recorrida dis
minuyo al aumentar la distancia de la tira de papel al e- 
loctrodo»

Para ovitar grandes cambios dopll en - 
el electro lito arbitrábanos ol medio sugerido por IWonald 
y colaboradores (107) consistente en hacer pescar on dife
rente cuba que el electrodo y unir ambas mediante un.puon- 
te de agar.-cloruro de potasio contenido en un tubo en ü de 
ramas de distinta longitud* Según esos autores, las pro
porciones de la mésela mencionada crans agar-agar estorili 
sudo al 1 $ en solución en cloruro do potasio 1M* McDonald 
(10*1) da en cambio la siguiente formulas agar esterilizado 
al 3 $ G2i cloruro do potasio 1,5 M*

En cada cubeta o vaso do electrolito - 
(fig. 3,3) pescaba la rama corta de uno do esos tubos, la 
larga, atravesando la base de madera por un agujero ubica
do q tal efecto, se sumergía en el electrolito contenido - 
on un vaso de precipitados do 100 mi. de capacidad (vaso - 
clcctródico), lo mismo que el electrodo correspondiente*

Para reducir el tamaílo de la cámara de
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evaporación y GVitar cambios en el nivel de los líquidos, 
ensayónos colocar la lio ja dentro de una c&iara constituida 
por dos placas de vidrio de 24 por 16 en», teniendo adheri 
do una de ellas un narco do parafina de unos 3co» de altó» 
La otra placa de vidrio hacía las veces de tapa de tal cá
mara y al mismo tiempo servía para asegurar las tiras de pg 
peí» 21 conjunto descansaba sobre los bordes de las cube
tas»

Bse dispositivo no era eñ el fo:ido ziás 
que ol utilizado por Alelando y Flechar (174)»

Una ulter or modificación tendiente a 
evitar la tediosa preparación del manto de parafina y dar 
mayor capacidad a la c¿feura, es la que mencionamos ai des
cribir ol sistc.ua definitivo utilizado en nuestras exper leu 
olas»

Un intento de reemplazar el agar-cloxqi 
ro de potasio como relleno de los tubos én U consistió on 
el ensayo que realizados, inspirado en el trabajo de Tico- 
Has (39) de llenarlos con lana do vidrio» Un puente de - 
tal naturaleza resultaba i-icoirvcnicnto por- su gran resiste^ 
cia al puso de corriente: así, un tubo que can la mezcla 
agur 3 fí - cloruro de potasio 2f&¡ tenía do extremo a extrg, 
no una diferencia de potencial de aproximadamente 10 vol
tios, al ser llenado con lana da vidrio presentaba una di
ferencia alrededor de ib veces mayar»

A pesar de lo afirmado por algunos au
tor es, tmibián resaltaren fallidos los intentos que reali
zados de llevar a cabo corridas entre placas do vidrio con 
papeles de filtro delgados, tipo hhatman, números 1 y 2» -

sistc.ua
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El interés de una técnica así, que reduce al mínimo la cáá 
mara de evaporación y la evaporación misma, nos hizo ensa
yar reiteradamente su aplicación, fía apariencia el incon
veniente consiste en que las piases do vidrio se mojan y - 
entre ellas y el papel se forman "lagunas", lo quo resulta 
en discontinuidades de flujo y en la obtención de manchas 
deformes o irregulares al revelar los solutos despueá de la 
corrida* Por 611o, untamos las placas, a voces de vidrio 
despulido, con una fina capa do grasa o de vaselina de ac
ción antihumectante similar a la do la t^nsa de siiicona q 
tilizada por ‘^isolius (39). ninguno de eses ensayos dló - 
resultados, repetimos, con papeles lliatman nfaeros 1 y 2, 
electrolitos consistentes en mese las regaladaros deaceta- 
to y aminoácidos como solutos*
3,2 2nar¿Lta. 2¿ técnica aleados.

3,21 Parto eléctrica. fíl equipo empleado para trabajar 
con tensiones de línea de 220 voltios de corriente alterna 
da es un rectificador de onda completa can derivación cen
tral y consta de: un transformador elevador de tensión} un 
transformador de filamento, dos válvulas rectificadoras} un 
filtro compuesto de dos inductancias, un condensador de a- 
ceite y cuatro condensadores electrolíticos} una resisten
cia tipo vitrificada.

El transformadas? de alta tensión posea 
cinco derivaciones que mediante una llave de cinco puntos 
permiten variar la tensión to aproximadamente 50 voltios» 
El punto medio se conecta a chasis (negativo general).

^1 transformador para encendido de los 
filamentos de las válvulas poseso derivación central que se 



utiliza como positivo general.
El sistema de filtro está constituido 

por dos succiones con entrada a condensador y dos inductaa. 
cías altornatXvaoente unidas a cuatro condonsadores elec
trolíticos, estando estos en serie de dos en dos a fin de 
amentar su aislüci&i total.

.Mnalwnto, una resistencia variable - 
que cumple la finalidad de descargar los co? Pensadores, e- 
vita la posiblidad de que la fuente funcione en vacío y a- 
denás oficia do regulador.

$cn esto equino pueden seleccionarse - 
tensiones desde m nfeine do 830 voltios do corriente con
tinua*

3,22 Abarato» Si aparato definitivamente adoptado por 
nosotros para la realización de corridas elcctroforÓticas 
en papel, consiste esencXalEento (fíg. 3,4) en una cuba del 
tipo usado on fotografía, de vidrio Pyrex, de 19 por 14 cm< 
que hace da cimera, con una tapa de vidrio adaptada para - 
dar m cierro casi hernítico mediante un reborde de parafi 
n^. Lateralnenta,ecn sus lados de mayor longitud adosados 
a los lados mis cortos de la cuba grande, van dos cubetas 
menores o vasos de electrolito (de vidrio o porcelana5 15 
por 11 cm.)» ñ continuación se ubican dos vasos do prceipX 
todos de 100 ni, de capacidad (vasos olectrídicos). Las - 
tres cubas descansan sobre una plancha de madera do 50 por 
15 ceu, do la que las separa una plancha de goma delgada» 
En ceda uno de los vasos de electrolito se coloca una cantX 
( * ) Se debe al Dr. Enrique ¿mérito le concepción, constiuxg, 
alón y mantcnlEiionto dél aparato descripto» Hueho agrade* 
cornos su valiosa colaboración»
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cl&d de regul^dortal quo su pE no varíe üdn despuás do un * 
tiempo uo pasaje de corriente mucho mayor quo el que va a 
durar la experiencia a realisar (39)• En nuestros ensayos 
de carácter cualitativo usamos un volumen de electrolito 
de 302 ni. en cala vaso# ?‘ara los cuantitativos, en que n 
na variación pequeíla del pH no hubiera molestado, 250 ml« 
Los vasos elcetr&iicos se cargan con la cantidad de electrg 
lito necesaria para igualar ol nivel do aquellos* En corr£ 
das on las que ha de determinarse una distancia o velocidad 
do migración, es necesario evlt#r que haya &¿i ol papol fljj 
5o de electrolito debido a difarondas do nivel» Eá los g 
par ates construidos con plásticos resulta sencillo perfo
rar y conectar les vasos do electrolito mdianto un tubo de 
goma, lo que permite igualar niveles en ambos» Una llave 
on el tubo do goma permite interrumpir la comunicación an
tes ¿o hacer pasar le corriente* En nuestro caso y do a- 
cuerdo a lo sugerido por Papastamatís y Konch (121) iguala 
mos niveles mediante un sifón doblo tal cono ol «que nuestra 
la figura^* La tira u hoá4 de papel* do 32 en* de longi
tud, so coloca sobre los bordos de la cubeta central, sujg 
ta por la tapa, de manera quo sus extremos pesquen en el 
líquido contenido en los vasos de electrolito, ¿ora evitar 
quo el oapcl so adhiera a las parados do óstos, se colocan 
apoyados sobre sus bordes laterales, sendas placas de vidrio 
delgado de 1S por 1 em» Estas plqca3 permiten tambi&i re
tirar cómo lamente la hoja'de la cámara una vea finalizada 
la experiencia* En ol centro de la pared opuesta a los 
Iremos de la tira de papel, va sumergida en los vasos de g 
lectrolito la rana más corta de un tubo én U invertido que 
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contiene una mezcla de asar ( 3 $ ) y cloruro de potasio - 
(1,5 M) que hace de puente conductor evitando al mismo tlcQ 
po qué tengan lugar fenómenos do electrólisis on el líqui
do que baila ol papal» La rana más larga do este tubo so e 
sumerge a su vez en el electrolito quo contieno el vaso e- 
lectródlco correspondiente, on el que temblón pesca el olee 
trodo respectivo, que consiste en una varilla de carbón es 
traída de pilas llamadas secas» Este conjunto simétrico - 
va conectado desde los electrodos a los polos positivo, y 
negativo de la fuente eléctrica. Se intercalé en el circuí* 
to9 en serie y entre el cátodo y el polo negativo do la — 
fuente un ailiamper&etro apropiado» Las diferencias do pa 
tendal se estiman introduciendo en los vasos do electrolj* 
to los terminales, que conviene sean de carbón o platino, 
de un voltímetro o tester (flg< 3,6)»

i»l aparato descripto os, on caracteres 
generales, muy parecido a los que han dado a conocer Grasg, 
nann ?• colaba- (63) y Melena Id y colaboradores (IOS)»

3,23 Técnica.
3,231 üiembra» La técnica para depositar la solu

ción portadora del soluto o mezcla de solutos a separar, - 
sobre el papol, puede considerarse dividida en dos fases - 
estrechamente relacionadas » la primera, el tratamiento pro 
vio dol papel y la segunda, el depósito de una cantidad 4$ 
da de solución en ol papol, o siento a propiamente dicha» - 
tobas son importantes para obtener mancipas do formas regula 
res y reproducibles al poner luego de nanificsto los solu
tos mediante el revolado»

Comencemos por cortar la tira u hoja - 



do papel do filtro dándolo las dimensiones quo nejar sq ad£ 
caen al aparato en uso y tipo de trabajo a realizare Sal* 
vo circunstancias especiales, usamos fojas de papel de 32 
en. de longitud y entre 10 y 15 cía» <te ancho, según los 
sos» Algunas voces se hizo necesario el uso do tiras angos 
tas (1 cüt» de ancho) de la misma longitud»

'¿rácenos luego con lápiz por ol punto 
radio de la hoja, una línea transversal en la quo marcamos 
puntos donde se aplicarán las mlcrogotas de solución, se* 
parados más o nonos 2 en* do los bordos y entre sí* Estas 
distancias se adecúan per supuesto al tamaño de las ranchos 
a obtener, pora ovltar superposiciones* jídoroás trácenos - 
también con lápiz dos líneas transversales a cada lado do 
la anterior y a 4 y 1 en» de cada cjctromo de la hoja* Las 
situadas a 4 eru de los extremos han de servir da guía pa
ra centrar la hoja en la cámara* Las que están a 1 a.;* — 
marcan ol nivel al cual tiene que llegar el electrolito cte 
los vasos*

aonvionte también rarcar uno do los en 
trenos con un signo (+) 6 (-), según el polo que lo correa 
pondo al ubicar luego la moja en la cámara* Conviene por* 
quo en ciertos casos no es necesario revelar más quo par* 
ciadmeato la hoja y el signo sirve de referencia, evitando 
un consumo inútil do reactivo i»ovolador*

La siemera puede hacerse sobre ol papol 
soco y entonaos so tiono la ventajado poder depositar can
tidades groados do solución en una poquena área, mediante 
aplicacionos y secados sucesivos de microgotas do aquélla* 
Esto tiene valor ospecialcmnto en trabajos de carácter — 
cuantitativo, ceno veremos más adelante*
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Una vos depositada y seca la cantidad - 
deseada de solución, se coloca la hoja en un soporto adecúa 
do y se riega con electrolito hasta una distancia dada (3 
a 5 ceu, nds o nonos) de la linea que contiene los puntos 
de aplicación. luego, ubicando la hoja de papel de filtro 
en la cámara ya desoripta de nodo que sus extremos pesquen 
en el electrolito de los vosos* se deja hasta que* ascen
diendo por capiluridad, los dos capas de líquido so reúnan* 
lo quo debe tratarse que suceda a lo largo de la línea rae
dla mencionada. 3o queda entonces ads que dar paso a la - 
corriente eléctrica.

los ensayos que henos realizado con 
ta tóenica no nos han demostrado la necesidad do un lavado 
previo da la aoja con agua destilada*

Para senbanr sobro papel húmedo* éste 
so morca pi'eviassnte ccn lápiz tal corso se indicó antes. - 
De inmediato se sumerge en una solución dol electrolito a 
usar y so seca parcialmente entro dos hojas gruesas de pa
pel de filtro coirón, durante un momento, do manara quo quft 
de hdnedo pero no gotee. En seguida so siembra en los púa 
tos marcados* se lleva ol papol a la cámara y sumergiendo 
sus extremos en ol contenido de los vasos de electrolito* 
se deja unos 1X5 minutos x^ara que la humectación se haga ha 
mog&ica*

Inego so deja pasar la corriente. Es
ta técnica que Sisellus usa, salto variantes leves* para - 
la siembra da proteínas sobra papel (89) al sor ensayada - 
con aminoácidos dió excelentes resaltados y es la quo hornos 
adoptado para la mayoría do nuestras experiencias.

Para lograr un modio do migración l;ós 
homogéneo* HcDonald (KM) siembra recién después do hacer 
pasar corriente durante una media hora, sin desglosar ol -
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sistema* a través de pequemos agujeros quo poseo la tapa -

<lo la cámara»
Ilenalonanos ahora que es importante

ra le obtención on el revelado* do manchas reproduciblos y 
dS forma regular* sembrar pequemos volúmenes de soluci&i - 
(en mostrea experiencias éstos oscilaron entre aproximad^ 
mente 1 y 10 mícrolitas) y que además inprognan un área de 
papel lo menor posible * si se siembra, sobro papel de filtro 
seco- has inconvenientes ele depositar voláronos rolativa- 
manto grandes en áreas también grandes parecen reducirse • 
al sembour sobre papel Irluedo»

el momento de la siembra el papel •
puede estar* bien Suspendido horizontalmoate en el aire 
pee? cualquier artificio adecuado* bien apoyado en teda sus 
superficie sobre una placa de vidrio* Trabajando con hoja 
h&ioda* henos obtenido diferencias notables en el área do 
la mancha resultante utilizando ambas técnicas mencionadas 
(tabla 3*1)* Ies Planchas oran mayor os cuando la Soja so - 
colocaba sobra la placa fie vidrio*

z&íia &k iaJ2üÜS¡».a^Jtt la aign&a?. A) en una hoja apoyaflá 
gh una placa do vidrios 13) on una hoja sosuóMúa solamonto 
por sus entremos» (*)

MMBG i-

— - .   ------------ --------------------------------------- ---—   — -----------------------—.—.— ---------- ------- _—.— -------------------------------------------------------- «a» >

bloctü’olito: ácido aeátieo-aeotato do sodio do pH 4?53 y fucg» 
sa iónica 09(&$ potencial, aproxLnada^onto <££ voltios»

s;Lg»**.*muUí« 1 nierolitro SI£M£EAs 2 ralcrolltros

fiicpi ,Die»( ’ *-»
/a’caíiuiid® órbita )

W :J£r
,Dur. » *. M’ea <unid»arMt« )

Ha nin G1U,M üíÜ,M 
0v75

G1U,M 
o9ib

GlttfJ
vg3X

E1ÍX1 * ülUM
3,05,

GlUfl
0075

Glu,n
0,10

G1u,m
o,ié

XOGá
1O0V 
ül

120 A 18,5 21,G 23,3 27,7 11a
114

130 A 16,8 22,5 36,1 32,0

lio 120 B 11,3 12,5 16,7 i393 U6 180 B 8,1 12,4 15,6 17,7
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Para poder trabajar con mayores volóme 
nos do solución, hemos adoptado en nuestro trabajo la tác* 
nica de siembra en el aire, lo que se realiza fácilmente *» 
ajustando la hoja de papel a los lerdos de la cubeta que - 
hace da cámara doctrofcrática mediante broches de madera 
o plástico.

La solución de deposita en el papel 
diante una pipeta capilar o ultramicrobúreta. Ho hemos tg, 
nido opoi’tu.iidad do trabajar con alguna de ^3te último ti
po» ISn su reemplazo, resultan útiles las picotas capilares 
del tipo mencionado por Macheboeuf y Blass (98) que conslg, 
ten en un tubo capilar de vidrio í^rrex estirado y pulido * 
on uno de sus extremos* Una pipeta así construida so caH 
bra pesando la cantidad de agua contenida que tonga un vo
lumen igual al Coscado y marcaixlo el punto on que se encuea 
tra el menisco ya recubriendo la pipeta con una fina capa 
do parafina, haciendo un trazo en clin y luego atacando el 
vidrio con vapores do ácido fluorhídrico, ya anudando un - 
cabello fino alrededor de la misma y fijándolo en un punto 
con una gota do parafina• Una pipote así so carga por c& 
pilar idad introduciéndola simplemente en el líquido a tomar 
y so descarga per simple toque; del papel* Existon tipos - 
más elaborados de micro¿^ípotas (64, 161, 183) pero, aún p& 
ra finos cuantitativos, se pueden usar las pipetas más si& 
pies si no es imprescindible más que comparar los volémonos 
depositados*

En la siembra sohre hoja seca debe de* 
Jarse secar la nlcrogota depositada antes de sembrar nueva 
mente o mojar ol papel con ol electrolito. El secado pue
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de ucelojarso ccn un ventilador o bien acercando el papel 
húmedo a una lámpara de rayos infrarrojos o una lamparilla 
el&rbrica común.

lio existen estos problemas si se usa 
Ja técnica húmala. 15n la parte cuantitativa de nuestro — 
trabajo eomprébanos9 mediante una serte do c^urlencias, • 
que el área de la mancha f inal no depende, dentro do olor-» 
tos límites, del volumen de solución sembrada en la hoja - 
húmeda.

La concentración adecuada do la solu
ción quo so siembra depende de la solubilidad del soluto 
y do la sensibilidad dol reactivo revelador. Dentro de - 
los límites fijados por esas características, ol uso de S£ 
luciónos más o nanos concentradas depende del fin perse
guido: pura determinaciones de tipo cualitativo, hornos ut£ 
Usado soluciones de aminoácidos 0,05 molares, bien dotcc- 
tables.por la ninliidrina al 0,05 g./lOO ni» si so sientes 
no nanos de nedio microlitro» ^n cambio se usaron Goneen- 
tr a clonas mayaros -hasta 3 uicroliteos de solución 0,15M- 
cuundoso trató de valorar aminoácidos»

3,232 Bovoludo» £1 revelado consiste en poner de - 
manifiesto el o los solutos separados mediante un reactivo 
que por lo colilla da un producto coloreado con aquéllos»

'inte la posiblidad do rea Usar corridas 
testigo en las mxsnas condiciones que un desconocido dado, 
desaparece la necesidad de especificidad de un reactivo 
tal» ^sí, el reactivo easiuniversalmnátG utilizado en es
te tipo do técnica ¿jara poner de manifiesto aminoácidos — 
(salvo prolina), os la ninliWina, que da con óllos colores 
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muy parosidos» Conviene quo el solvente do esto reactivo 
no disuelva o casi no disuelva los arainoácidos a revolar* 
puesto que se evita así difusión do las manchas on el pa
pel (92a)»

Antas do seguir, nos parece interesan- 
te hacer notar quo desdo ol momento on que se tiene la hoja 
de papel do filtro seca y lista para x’cvolar, no hay difo- 
ronda notable entro ésta, producto de una separación olee, 
trofcrética y un crcmatograma confe* Es por ello quo ob
viamos la descripción de las numerosas técnicas de revela
do y tipos do reactivo, tenas desarrollados extensamente - 
erx lo literatura sobre cromatografía (9, 19, 23, 37, 93, - 
1G1)»

Diremos también qué os esa amplia sinjí, 
litad entro un olectrograma y un cronatrogrania lo que nos 
ha inducido y permitido aplicar uno de los métodos de vals* 
ración croados para la cromatografía o la electroforosis 
en papel»

Para el revelado de aniuoócidos utili
zamos, para trabajos cualitativos, una solución de ninhidr¿ 
na al 0,C5 g»/10t) ni» en acetona, suficiente para ¿>oner 
tórnente de manifiesto concentraciones do aninoícidos talos 
como las mencionadas más arriba» ?qra las experiencias — 
cuantitativas usamos soluciones ya on alcohol etíüéo do - 
95 ya en acetona, pero ul 0,1 g./10G mi» No hornos en* 
contracto gran ventaja en aumentar la concentración del rca£ 
tivo por sobro ose valor» En cuanto a sus solventes, lle
nan la condición requerida de no disolver casi los aminoá
cidos; en efecto, la solubilidad dol ácido glutfeico, por 
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cjaapio, as, 3 25°C., da 0,0000025 g.ti/lOOOg. en acetona - 
(1S9) y 0.00001S5 íVl on etanol (30a).

La uinhídrina on solución tiono una üt^ 
ración limitada. Conservadas en la oscuridad, sus soluei^ 
nos aeot&iieas dan la roucci&i con aminoácidos hasta rads o 
menos un nos después de preparadas*

Aplicamos o.l reactivo rociándolo con un 
pulverizador ecndn en la fase cualitativa de nuestro traba 
joj en cambio, lo hicimos por inmersión de ki hoja on la • 
cuantitativa (153). So lograba de osto modo una myor un¿ 
fornidad y honogonoidad do mojado, importante para la coopa 
ración do las manchas obtenidas, de testigos y desconocidos*

£1 color aparece dejando sfcaploxaonto • 
la hoja a temperatura. ambiento, dcspwfa de unos minutos. « 
Su máxima intensidad se produce on cambio al cabo do o2gu* 
ñas lloras. Que estos espacios de tiempo sean íaayores o 
nares departía do la cantidad do soluto depositado en el p& 
peí y do la tor¿xn*atura ambiento a igualdad de otros £act£ 
res como solvente dol reactivo, ote. Mayor rapidez da ap& 
rici&i y colores nás intensos so consignan con corícontra* 
clones y tenpai’aturas más altas. Así os cq.o un mutodo - 
rápido para obtener el producto coloreado de la reacción - 
es colocar al electro cr orna togr urna on una estufa a 9CA)3 - 
entonces aquel llega a su intensidad máxima a los 5 jautos 
apr ox Usad amento. Sin embargo, so lia comprobado quo uor * 
la elevación do temperatura hay alguna destrucción dol amj¿ 
noácido* estudiaremos qsüg punto con nás detallo on la pag, 

te. cuantitativa*
Pava nuestro trabajo, hornos utilizado 
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OGH dxVtO, SQg&l SO ha cllcho, SOlUCiO-iCO ¿CCtánicas ÚO 
hldrinu, cuyo isroducto de reacción con los aminoácidos po* 
oíanos do manifiesto así? on las experiencias do carácter 
cualitativo, pee? calentamiento hasta lograr el calor rsás i& 
tenso en estufa de □’% aprexinaduaonto; en las de carácter 
cuantitativc, se dejaba la hoja a temperatura oabionto y e 
tonaba caso lapso canvencicaial de raáx&aa intensidad de co 
loraai&i el do 13 horas»

Un-i ves conseguida la moncha cás inten 
sa y de bordes netos, so procedía al delineado* hato co^ 
sisixj en marcar con una linca cc lápiz ol bordo dQ la mancha. 
i*s uri punto delicado en el mátodo planimáarico da determina 
cl&i que henos ensayado y que desarrollamos onj<l,13»

Bolo diremos aquí que ol dolineodo debo 
ser inmadiuto, solare taló para fines cuantitativos, puesto 
que la mancha obtenida no dura michos ya a los d03 o tres 
días pierde intensidad do color y gonoralmonte desaparece, 
casi por completo a la semana» && han hecho intentos para 
consorvar la mancha cclaroada ($, 79) con áxlto variable» 

3,2G Soluaicnes y reactivos» ^oiacioncs do aminoácidos$ 
preparamos las mezclas do aminoácidos pesando la cantidad 
Dcoosaria, llevando a un tubo da ensayo y agregando la ca^ 
tldad de ragua Goavenionto, gsnoralmnte 6 ni* si ora ñeca 
sario se entibiaba ol tubo currado para conplatar Xa diso* 
luci&u Hózalas con ácido aspártico, sobro todo si oran - 
concentradas, requerían el agregado de ácido picrh&rico • 
para lograr su disolución completaj generalmente bastaba * 
con una o dos gotas de ácido clorhídrico ec me entrado on 5 
ni» do agua pora disolver oso aniuoóeido y formas? soluciones
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0,15 molares* la presencia del ácido iiwg&ilcp no parece 
ser causa do portar baciones 5 oso se explica teniendo en eue& 
ta su mínima cenoentración eli ol medio regulador c¿i que se 
efectúa la separación*
Electro lite (solución reguladora): se han usado, por lo co 
12&1 con buenos resultados, diferentes tipos de solucionas 
roguluXarus como electrolitos de corridas elactrafcrótieas 
con papel do aminoócidos* ^ntra olios, los do fbalato ¿4 
do da potasio coa ácido clorhídrico o cloruro do sodio, á- 

ucótico^acebaba de sodio, fosfato monopotásicc-hidró- 
de sodio, cloruro de pótasio^hidr&cido de sodio, etc* 

43, 50, 101, 10?, 174) • la'ibión han servido pura el 
mismo fin soluciones que caroccn de la propiedad ríe recu
lar el pH: así, el ácido acá tico, ¿ddr&xldo' do amonio, b£ 
rato de sodio, etc» 3in embargo, de acuerdo can nuestra - 
oxixarleaciü, es preferible el uso de solucionos que tengan 
aquella pro¿7ÍedGd para obtener resultados x*eprodi5Ctiblos y 
una majar fiscuiisuaión da las vardables»

oído
xido
Vi/,

De acuerdo coa las considcraclc-noa quo 
siguen enjs^iy !□ convonlenoia do usar sustancias do fácil 
adquisición, liosos elegido para electrolito de nuestras 
paraciones oleafcroforÓticas la macla ácido acó tico^-aceta
to do sodio quo según Walpols (165) da valoras do x£I conproa^, 
didos ontre 3,6 y o,6, rango en el que procisanijnto necesi 
tábanos trabajar* Por otra parte, ensayos previos con ase 
regulador denos traban que pedían obtenerse con 61 resulta
dos satisfactorios en lo que se refiera a su raproluatibl-» 
lidad y a la nitidez do las manchas correspondientes a los 
solutos separados»

&n gomara!, para las distintas serios
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do experiencias concernientes a problemas diferantes, prepa
rábalos cuatro litros de electrolito por vea» Esa cantidad 
ora suficiente para efectuar el, ico corridas» si tomaos en 
cuanta quo cada una de ellas tnsurofa aproximadamente 750 ni. 
de aquél <300 ni. én cada vaso do electrolito y 75 ni» en 
cada vaso elactródice) y ¿ue no se puede usar des veces la 
misma porción de solución reguladora# ^n efecto, he os on 
sayado olee trox crasis con electrolito ya usado, obteniendo 
manchas cómale tomante difusas» asi coso algunas do aginen 
inde terminado *

Pa?a iognar los diferentes valeros do 
pH y fuerza iónica i’equeridas, mezclábamos en propercióncs 
temblón diferentes» solucicnos madres de ácido acético no& 
nal y acetato de sodio 0,5 normal.

Xa tabla coufcceiGnada por -ualpole ños 
da un medio do calcular esas proporcionas#

cuanto a las cantidades de osas sola 
cienos necesarias para obtener valeros de fueras iónica v¿x* 
rlabios, fuá necesario calcularlas de la ecuación que, se* 
gún veremos r<és adelanta con nás detallo ( J 3,32), la dafX 
na: En ella, 2¿ es la valencia do cada 

i&i y 0^ la tiolalidacU Para calcular la fuerza iónica de 
nuestra no sola do ácido acótico-acetato do sodio habrá que" 
ce ¿sideral'? ík » valencia dol iÓn acetato del ácido acéti
co; Ci w nolalidad del mismo ión; &> © valencia del ión h£ 
dró^ano del ácido acético; Cg & nolalidad dol rd^.o ida; • 
&q s valencia dol lón acó tato dol acetato de sodio; C3 
XaHdad dol mismo ión; s valencia del iÓn sodio del aa£ 
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tato do sodio* » Solalidad dol mismo ión*

Cono £j « £3 » 2d « l | M. s A £ Cj,+ ^2 + c3^c4 )
* t¿

Peffo G1 « c2 « CACCH y C3 s C4 “ CACO2¡a

Entóneos: y, • Caq^¡ 4- c¿CGUa

Ks decir, on míos tro cuso, la fuerza iínicu de la nozcla do 
ácido acético y acetato do sodio sorá igual a la suma de las 
r.ólalidadcs de ambas sustancias»
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3 variables»
Cano ya dijimos,la finalidad do nuestro 

trabajo es Hogar a obtoaox* un mótelo de estimación do un 
aifixnoáoido (con la osporcuisa de tkkIot entenderlo a los demás) 
que so valga do la olocteoforesis on papol cono tecnlca de 
separación»

Debido ul desarrollo tan resiento de 2 
sa técnica5 ol estudio dol problema de una separación efog, 
tiva cu los condiclmes más sencillas y en ol menor tiempo 
posible, se enfrenta a una literatura escasa y fragi^ateria»

¿iso minino acervo bibliográfico en t<c 
no al tema suministra pocos datos teóricos y 05$xjrimenta* 
los de que valerse si se tratan de prever las condiciones 
óptimas de un í*yacaiG¿iamiüato dol tipo buscado»

tedo oso muestra la necesidad de ofec**
tuca* un diálisis, aor^iue sea parcial, do algunos do los — 
factores que gobicrnaxi al fen&eno alocteofarótiao» Cano 
olios son muchos y do difícil cuando no impasible fiscal!* 
sad&i henos intensificado el estenio do aquellos cuya ac
ción es diferente seg&i ol soluto sobro ol que actúan» — 
los iremos tratando on el siguiente ordens pH y fuerza i¿ 
nica do la solución reguladora* duración do la corrida; d¿

9

foronda de potencial aplicada; concentración dol soluto - 
sembrado; papel de filtro usado; temperatura; flujos de rg, 
posición da electrolito evaporado y eiectroendosmótico; a¿ 
sardón»

Les datos experimentales quo so consi& 
nan a continuación. se refieren al efecto de esas variables 
sobre una mezcla oquimolecular do ácidos gíutámico y as- 
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pórtico, a vacos con leucina» Basta con analizar ol . eompoE. 
tamionto do aquellos dos aminoácidos porque, on las condi- 
oíanos bastante restringidas on uxíj efectuados nuestro an¿ 
lisls, el rosto se coaporta de manera uniformo, y "/orque - 
solamente interesa conseguir una buena separación, del ác¿ 
do glut&aico, tonto dol ácido aspártlco por un lado como - 
do los demás aminoácidos por otro»

3,31 pH del olee tro lito» £1 pH dol regulador es áln - 
duda una variable do importancia cti .lo que se refiere al - 
problema particular da la separación.

Sabemos que una nolócnla de un anfolí* 
to tal como un aminoácido, ubicada en m campo Glóct/icü, 
se ccapbrtürá de una manera quo dependerá, éntre otras coe 
sos, del pn del medio en que so encuentre. Así, habrá un 
valor del pH tal que la moldéala na so moverá por ostar •— 
neutra Usadas sus cargas entre sí: eso será su pinito isco-* 
lácU’ico (tabla 3,2)

as .021 arifca. XsaaJ^gJrglaa üa aülw^ioea ¿ alcana áa siia 
asiSaa a aáSTW

A* Sustancias con un jrupo ataino y uno carbonizo.
Glicina» . «• »» »«»< 3,07 6,1 i* onllalanxnu • » • 5,43 5,9
Alanina*.•«»»*«••* G»üO 6,1 iptofano» . . » • 5,89 o,9
Valina» «.»»*»»»* •* 5,9G 6,0 Hotianina»»»**» 6,74 5,8
T/n'dna. .*•••*«•• • 3,03 6,0 ¿aurina*»*»*«*• 5,x2
Xsoleueina* »»«»*•» 6,02 6,0 $>-alanina»*»** G,90
<¡Iorlancina.•••«>*» 6,cq 6,1 Glutamina»• . •«» 5,65
Gerina»»««»••*«*»» 3,63 5,7 Asparagina• •»♦• 5,41
Prolina**»»»*»»**» 6,30 6, di
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B» teXnoácXdos,con iui grupo aniño, uno carboxilo y tvxo o más
grupos ¿en&hicos o sulfhidrilos»
1 •• tirosina»«• »♦ ♦«• • 5,35

Diyodo - 1 * tirosina 4,23
0» Aminoácidos con dos o más

5,7

^3

CXstQÍna»Xa 3CPC) 5,07 5,1

grupos carboxlllcos y uno bá»
sico»
Acido aspártieo»»»» 2,77 3,0 Acido ^-h&lrcKi- .

glutuTJXCO»«•»•«»» 3» 23 3,3
Ac ido gX. 1 t&oico* • • • 3,22 3,2

Sustaxieias con un sru;jc carboxilo y más de un grupo bí-
sico«
Hisiidina» • » 7,59 7,6 Orni tina» • • 9, 7 0
Arginina»»»» 10,73 10,3 Usina» ••»• 9,74 9,7
E» Aminoácidos cea dos grupos carboxílicos y dos wino»
^latina (u SQ^C)»»»* 4,50 | 5,6 I ^*^la»columna según

1 H Coto y Edaoll (30) 
2a»Golumna según 

Bohnidt (145b)»

A valoras de pU nanox’os quo ol do su *v 
puntó isoeléctrico, será neutralizada su carga negativa y 
la polaridad. positiva de su molécula se pondrá do nanifía^ 
to por su nigraei&x liada el cátodo» Sucedo a la Inversa ** 
cuando el nadxo tiene un pll naycr quo el del punto isod¿£ 
trico: la partícula, transformada en anláh, nlgra hada el 
polo positivo»

Ln nuestro caso, estamos frente a un * 
triplo juego análogo quo comprendo: ácido aspárticos p» 1- 
soel&strico « 2*7?5 ácido glutuíálco, p»i» * 3»22 y el res
to do los aminoácidos tomados en conjunto, de los quo el * 
ds punto isoeléctrico .ás cercano os la cistlna (p»i»^4>60) 
(no toemos on cuenta el ácido hidroxiglutánico, p»i»s 3»29y 
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la diyodottroálná, p»l» » 4*29, difíciles do encontrar en 
hidrclisados comunes)»

Uno de los pocos trabajos que pueden - 
proveernos de datos útiles es el realizado por Uonsácn y - 
colaboradores en 19*13 (33) • -'-nts el -problema, npy análogo 
al nuestro, do separar aspártico y glutámioo, mediante una 
resina sintética de recambio aniénico^ entra sí y de los .« 
demás aminoácidos, esos autores estudian, en función de d& 
tos anteriores, la variación de la carga nota de los ¡Jcl- 
dos gluténico, aspértlco y cisteíco en función del pH»

SogÚix Abi'aason (2d ) la movilidad
electrcforátiéa es una característica do cada partícula - 
cargada bajo condiciones análogas de to poratura, caneen* 
tración salina, etc» ¿>u relación con- la carga neta Q del 
migrante puede simbolizarse así: v « k?»Q, donde k’ es una 
constante de pi'opcrclonalidad que para el caso de una pa£, 
tícula aislada, ?or ejemplo, vale D/kl’, donde D es la cons 
tunta ¿’e Boltzmann y la témporatura absoluta»

Las curvas representativas &e la varia 
cióá de la carga neta con el pH nos darán pues una idea do 
la Lnfluoncia de ese factor sobra lu movilidad relativa de 
los aminoácidos que nos interesan»

De acuerdo con la figura 1 da la pub2¿ 
cación mencionada (gráfico 3,1) glutámico y aspártico no - 
liabran de separarse bien en un corto tl&mpo de eleetrofcrg 
sis a valeres de pli sonoros que 2,77, por ser sus cargas ~ 
netas y or ande sus velccidíides muy cercanas» El sismo - 
inconveniente so presentaría si tratáramos üq fijar el g.lu 
tónico trabajando en su ounto isoeléctrico»
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Xa sana da pll que parece nás adeudada 
<?□ la conpx*ci3d3da entro 3,60 y 5,00, on la que aspórtico y 
Sintónico migrarán como aniones pero em velocidad bastan* 
te diferente, y el rosto de los aiainoáeiuos lo hará cerco - 
catión»

Las experiencias que nos habrían de no& 
tror el coxporCaliento de tales sustancias en la zona do • 
pZi indicada por* literatura co_o la más adecuada para una *•X.
bu:.na separación se realizaron do la manera siguiente:

So ensayaron electrolitos cea los valg, 
ros de pH que siguen: 3,50; 3,35; 4,25; 4,55; 4,60; 4,90; 
5,30* A fin do eliminar posibles errores, se usaba la mis, 
me solución reguladora para cada grupo da,cinco ozperlen- 
cías paralelas* ?a'a ello pi*eparábaucs cuatro litros, da
do quo cada experiencia insania aproximadamente 750 tal., do 
una macla do ácido acótico-acetato de sodio, sogáh iJalpolo 
de fueran iónica o,025, on la forma indicada on §3,34* *». 
üsu solución se conserva bien o& la heladora» Para astí- 
rior su pil utilizábamos un potenciómetro fíloctro-glass de - 
electrodo de vidrio, y como solución patrón una de ftalato 
ácido do potasio 0,1 H s hidróxido de sedio 0,111 de pll 4,5 
preparada segín Kolthoff- y íiosónblm (85) •

Determinábamos el pH del electrolito - 
antes de la corrida y, después do ólla, del contenido en - 
los vasos do electrolito y en los vasos electródicos* Los 
datos recogidos a diferentes valores de pH y fuerza iónica 
dol electrolito al cabo de tiempos variables de corrida - 
muestran que, con los dispositivos técnicos arbitrados •— 
(puentes do agar-cloruro de potasio, volunen do regulador
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relativamente grande) el pH cambia muy poco durante) la e- 
leetrofcrasis en los vasos da electrolito* Por lo nonos - 
no lo suficiente como para ocasionar perturbaciones on co
rridas cortas* En cambio si alcanza valores notables la ~ 
variación dol pH en los vasos olee tr Micos»

Las demás variables se fijaron arbitra 
riamontc en los siguientes valeros: diferencia de potencial 
se mntcaiá «¡adianto fiscalización desdo la fuente, cons
tante dentro Ce ciertos limiten* $ sus valores so estimaban 
cada 15 minutos durante la corrida tomándose luego la medio 
aritmética como valor promedio* Én la serie de experien
cias que nos ocupa aplicábanos una diferencia do potencial 
quo oscilaba alrededor de los 450 voltios*

^1 tiempo de corrida era uniforme e i- 
gual a 130 minutos»

La mezcla a separar consistía on una s& 
lución equiMoleealar (G,C5M) da ácidos glutdhico y aspártX 
co px'eparada según so indicó, es decir, que teníamos en s& 
loción los clorhidratos de ambos aminoácidos»

El papel do filtro era VJhatman n^ 1, - 
cortado on hojas do 32 en. do longitud por 10 cía* de ancho, 
do pliegos grandes de 5? por 46 en* lio recibía preparación 
previa de ninguna clase» ^e sembraba por la técnica húmeda 
un nicrolitro de solución en cada uno de cuatro puntos mar. 
cados en la hoja* La longitud del puente de papol compre^ 
dido entre losniveles do electrolito en los vasos, necesa
ria para calcular, como veremos ná s «adelante, el gradiente 
de potencial, se determinaba mediante el artificio de hacer 
un pequeño tajo con una tijera calcando el nivel a que a-
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qucl llegaba y alálendo la hoja soca después de finalizada 
la corrida.

La distancia recorrida per el amiao2c& 
do se medía con una regla común desde el punto do aplica- 
ciuxi testa el ^centro do gravedadH da la mancha (contro • 
pronodio de 'roa c intensidad do color (31)). Algunos au
tores (107) que trabajan con tiras angostas de papel, obt& 
nítido no manchas circularos sitio bandas, nielen esa distan 
cía desde el frente de la mancha» La tabla puedo servir - 
para ccüpoi'ar asbos retados de medida® Per supuesto, los 
dates obtenidos midiendo la distancia desdo ol punto de apl¿, 
caclón hasta el frente do la moncha, son mayores® 3in oob 
burgo existe un paralolisno entre ambas series de datos, - 
pos? lo que el objeto buscudó, que es, por lus razones que 
daños nSs abajo* solamente obtener datos comparablos y no 
de valor absoluto, so logra anpliamciitQ con cualquiera do 
los dos e»ótodos» te adelanta, usaremos solamente ol prir^L 
ro de ellos.

£n la mayoría de los casas, las ñadí* 
das representan el promedio de las distancias recorridas 
por tres nanchus do cada aminoácido que nigreron sicsultú- 
neauentc y en la uisma hoja de papel* Los resultados así 
obtenidos se promedian a su voz con los de otras cuatro c& 
rridas paralólas en diferentes hojas, y coa el dato final 
so calculan los valores de movilidad de asoírtico y glutú* 
mico a diferentes niveles de pH®

La movilidad do un ion 0 partícula cc¡£ 
goda on campo clÚctrico se define cd&o la velocidad ab
soluta do ose ion bajo una caída do .otoncial do un voltio 



por céntimo tro (63)« lis decir* n d » donde & os la di& 
s*v/l 

taucia recorrida por el migrante (ca) en un tiempo a (se- 
¿unios) y bajo una diferencia de potencial x (voltios) apl¿ 
cada a travís dé un puente ¿ (cm) de migración»

-os valores do movilidad obtenidos no 
püudoa coxiaiduJarso equivalentes a los obtenidos por otros 
medios (calculo sobro datos de transferencia* cálculo sobre 
datos de conductividad) mosto quo en la © lo ctr ofor a sis en 
papel* y tal corso lo han puesto de manifiesto varios auto- 
res (47* 48* 93* 102)* el desplazamiento es lu suna alce* 
bx’aica do tres velocidades de carácter diferente; una* la 
«verdadera” velocidad olectroforática* que henos menciona
do y cuyos valores son análogos a los quo provean otros - 
riGdios do estimación» signo de esta velocidad dopend© 
do la relación ontro ol pll del punto fesoolóctrico dol mi
grante y el pH dol electrolito»

La segunda de las velocidades nenciona 
das os la velocidad dol flujo oleetroondosmótico: así como 
Gii ua tubo capilar lleno de líquido a travós dol cual so & 
plica un potencial en dirección paralela a la luz dol tubo 
so observa un movimiento del fluido a travds del capilar* 
taibl&i en un papel Gmbebido en un líquido so produce un - 
movimiento de fluido al aplicar una diferencia do potencial 
entibe sus entramos (48* 49* 89)» La explicación es análo
ga en ambos casos: el sólido adquiero una carga negativa - 
en relación al líquido* que actúa como si tuviex»a una car
ga positiva» íteo ol sólido no puedo desplazarse* lo hará 
solamente el líquido y hacia el polo negativo dol sistema» 
Habrá ontoncos* cualesquiera soaa las condicionas de la ©a



92

psrieacia elootrcí'or ótica en papel, U& fxUjQ do GlGCtr OÜtO
quo tendrá siempre ol nla^o sentidos del polo positivo al 
negativo. Jsta flujo actuará con le misma intensidad so¡J3?o 
todos ios tonos, aunque acelerando a algunos (cationes) y 
retardando a otros (aniones)»

Finábanse, la 
oleetrofcrasisnoviltded 5’mX" en

1 tquide prova; Llanta

toreara ecmponaita do la 
en papal os ol flujo de 

da la reposición de clcatrolito avapo- 
rodo en el papel* ln efecto, al colocar al papol omoebído 
en o lee ir o.11 te dantro da la cuiíiara, óste so evapora hasta 
satinar la atmósfera circundante. Al pasar la corríante a

¿sad ua^antc la to&pcratttfá aobí’o la hoja 
lo que ocasiona ím nueva y uliox’a continua closUilacián do 
electrolito, que so ve condensar en las paredes do la oócia 
ra. úse electrolito evaporado es repuesto por sií'cnacián 
dol electrolito de los vasos, ha consacueaeia do olio es 
la existencia de un flujo do liquido da .los oxtronos al ce¡| 
tro del papel» La sorio de experiencias que citarnos on ~ 
§3,37 dan mu prueba de su existencia»

Ahora bien, dados los finas do nuestra 
buÓqueda, <pie no son mus que fijar las condiciones mjoros 
’. vG una suplir ación do glutámáco y aspar tico, ho ijouos esti
llado on el cux’so de nuestras expox*leiicias más uue un valor 
aproximado do la movilidadj midiendo sbplcmunte distancia 
recorrida, longitud del puente, tiempo y voltaje aplicado 
y calculando con esos datos, sin tener* en cuanta correado 
nes debidas a los otros factores nenelonados»

Sin embargo, usas corrocciones parecen 
ser nuy paqueólas on corridas tan cartas como las quo prac- 
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ticanos, sobre todo si so tienen on cuenca coincidencias C£> 
¡io la quo se ven u continuación entro datos desloe Crotores 
sis on ¿oapol y los provenientes do otras Cuantos»

Los resultados de los ensayos que se han 
venido describiondo pueden verso on la tabla 3,3»

Eavíl^ad. &i ¿&£ ácidos, glut&dca '¿ aaafcflaa fia fnnaifa ¿fil

lák

LxpUJG
Movilidad según 
centro» Q

Movilidad según

-

fronte» 
CcTj/s¿V 3

Glu ASDa Ü1U ASp»

1/S 3,50 *» 1,23 •* 3,43 *• 1,32 •» 4,43
6/9 3,85 - 2,40 ** 4,36
3.C/15 4,25 •* 3, 04 *» 6,39 • 3,79 w 7,54
16/Z9 4,55 »• 4,67 •w 3,43 "* 5,65 *• 9,62
21/24 4,60 - 4,89 w 7,63 ,
•25/29 4,90 •* 5,35 - 9,14 * 6,00 - 9,94
30/32 5,30 « 7,57 >10,14 <• 3,36 -11,20

Ulectrolito ácido acÓticoacetato de sodio de fuerza íóni* 
ca 0,025$ gradiente do potencial, 15,3 v/cn<>; duración, ~ 
120 minutos$ papel lliataan 15 concentración, 0,05 M»$ <• 
siembra 1 mierolitro»

Las curvas de movilidad do glutáaico y
a sp ártico en función del pH dol electrolito obtenidas (gráf» 
3,2) muestras que hay antro ambas variables y en la zona - 
de pH estimada CpH 3,59 a 5,30) una relación muy sorrejante 
a la quo existo catre pH y cai-ga neta, sogón él gráfico 3,1»



94



95

La sonéj ansa es van estrecha que extrapoladlo las curvas - 
(línea punteada) so obtienen valores do punto isoolóctrico 
coincidontes# Esos puntos coinciden no solo con los de las 
curvas dol gráfico 3,1, sino también, dentro do ciertos 1£ 
riitos, con los provistos por otras fuentes, segán puede *— 
verso comparándolos con los de la tabla 3,2»

La roloción pH-movilidod corres jondion^o 
al ácido glutfeico hallada por ’2cDonald y colaboradores •* 
(107) presenta carácter ís ticas algo diferentes en su reprg, 
saltación grufica#

31 en ol gráfico 3,2 estimamos en vale» 
ros de [jovilldad, esto os, sobro ol eje de las ardonadas, 
las diferencias entre las curvas de glutfeico y aspártico 
a diferentes valorea de pH, tendremos una idea do la sepa
ración quo ha entro ambos manchas en el papel o soa de la *" 
distancia que las sopara, a diferentes valeros do pIU 
lobamente, las diferencias modidas dol mismo nodo ontre la 
curva correspondíante al glutámico y el ojo do las abscisas 
proporcionarán una noción de la distancia que separa a la 
mancha do dicho aminoácido do la correspondiente a los quo> 
por su carácter neutro, migran lentamente y en conjunto 
cía el cátodo#

Distancia ostínada on valores de movilidad q diferentes vq, 

lores do pH, entre las curvas de los ácidos gíut&iico y as, 
pórtico y ol eje de las abscisas dol gráfico 3,2 y entre - 
ambos curvas dol mismo gráfico#
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ülu AsppH

3,50 J»3 3,4 2,1

3,73 2,0 4,4

4, OQ 2,7 ct tí O

4,35 3,1 6,4 O

4,50 4,4 7,7 o, O

4,75 5,5 8,7 3,2

5,03 6,3 9,4 3,1

5,25 7,6 10,1 2,5

El estudio do los dos serios do datos 
(tabla 3,31) nos indica quo ya a pH 4,25 la distancia en* 
tro ol ácido giut&iico y los aminoácidos neutros y entro * 
el mismo y ol aspártico es suficiente para obtener canchas 
bien separadas en m corto tiempo# A valores raás altos de 
pU sigue creciendo la diferencia entre glutfciico y los ne¡j 
tros, mientras se mantiene luego decrece lentamente la * 
que so obtiene entre glutámico y asd&tico. Si pensamos - 
quo al fraccionar un hUr clisado, la mancha a obtener co* 
rrcspcndicnto a los aminoácidos neutros será relativamente 
grande puesto aué la constituirá la suma de las monchas * 
individúalas, parece necesario lograr una distancia mayor 
entre aquellos y ol ácido glutánico# Do manera quo, de
jando m margen do soguridad, el pH de olecóián ha do estar 
on las cercanías do 4,50# Si bion en esta valor la sopara 
eián entre los omiaoáeidos dicarboxílicos es la misma que 
a pH 4,23, la distancia quo sopara al ácido glut&iico dol 
resto do los aminoácidos os más grande y peralto separada



n s más rápidas•
Un pH nás alto sería dsnaaiado coreano 

al dél punto isoelóctrico de la cistlna con peligro de so* 
brepasarlo y tenor a osto aminoácido mlgratuio hacia el áh& 
do como los otros dos#

Una voz fijada asta variable, seguir e- 
nos estudiando las ciarás, teniendo on cuenta quo, on adola& 
te y salvó indicación en contrario, el pH de la solución *• 
reguladora ha do sor de 4,55 en todos los casos#

3,32 Fuerza iónica dol olocWollto# ¿¡1’ concepto de — 
fivarza iónica fuá introducido por Invris y Uandoll en 1921 
y da ’ -na nodidú do la intensidad aal canpo eléctrico debi
do a los iones en solución# fíe lo representa con el sínbg 
lo y se define co o la semisuma de los ¿drninos obton¿ 
eos multiplicando la molalidad (o concentración) de cada H 
na de las eppocios iónicas presentes en la solución por ol 
cuadrado do su valencias ja « X £ $ donde C¿ es la « 
concentración “efectiva" ( o modalidad) de cala ion y 2^,- 
su valencia (63)*

2n electroforcsis, un aumento de la ~ 
fuerza iónica del oleo tro lito hace que la movilidad de un 
migrante dado disminuya, a igualdad de las demás condicio
nas* la movilidad de la naturaleza. y valóá

’Qia de les ion o presentes# ¿agón Davis y Cohn (43), osta 
sensibilidad a la nutviralcaa y fuerza de la atmósfera ión¿ 
ea parecería ser casi tan importante co.?.o el pH en la dotcg, 
ninaclón do las condiciones óptimas para una separación olee 
troforática# Las autores refieren a La movilidad do pr& 
teínas en o lee trolero sis segur* Tiselius, poro consideramos 



que el concepto puede extenderse a los atvlnoácldos de acueg, 
do a los hechos ezxu*&&enualcs que citanos a continuación.

*1 estudio da la influencia da ía fu<3£, 
za iu-iicíi dol electrolito sobro el oorajartadonto de los 
solutos que nos interesan, resalta de particular importancia 
si se tona en cuanta que no solo provee de datos solira la 
movilidad relativa d-a aquellos sino que temblón permito coa 
trolar e?. área do la ^analta de aminoácido s obtener.

'trabajando en condiciones osenelnlnen- 
te análogas a las do la serie do ei€par léñelas quo analiza 
ol papel del pH, se hiciei’on ensayos coa soluciones regula 
doras de ácido acáticoacetato de sodio de fuerza iónica 
creciente entre los valoras de 0,005 y 0,050. El pH era
constante el tiempo de 120 minutos5 gra
diente do potencial px’cmadio 15,4 v/em*¿ sg depositó 1 mi- 
crol! tro do solución oquinoleculur do glu tánico y aspár ti
co 0,05 M en crida punto de tula hoja de panel do filtro V3ia£ 
non ü? 1»

Los re cuitados oí. tenidos so ven on la
tabla 3,4 y se rG;7resenttin gráficamente en el gráfico 3,3*

* ■» p r n *"j a

áa2a íuam ¿áaÁsa»
;¿pvili/?aa ¿e ¿23, aZuS&üCQ, X ftfr>fcfetea SU. £.’.:»g¿¿a

&:p*nü
«axi:Liña* .

G1U Asp

33 0,005 - 2.40 — 4,69 (*) Estas oxp&
34/38 0,015 * 3,57 - 7,14 riendas se rea
ie/20 0,025 - 4,67 - g,49 Usaron oá tiras
30/43 0,035 - 4,32 - 7.96 de panel de 32a
W47* 0,035 — 4,23 — 7,21 2 en*
43/57 00,050 — 4,10 - 7,07
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dondicloncss en el texto* -loctrolitm ácido acÓbicoueet^
to da sodio; pH » d,6ü*

Los datos corres oYliontes a la fueras 
iónica 0,005 sen dudosos, puesto íjuo q tan baja ccncontea- 
ción dol electrolito las manchas quo se logran son nuy di
fusas y ocupen una eran superficie, lo que hace difícil s¿<
tear su dentro de gravedad*» den? otra parte,. existo tem
blón m límite máximo do fuorsa iónica del electrolito por 
encina del cual la intensidad de la corriente que pasa por 
el papel exagera la destilación y hasta llega a haüor que 
el panol OH queme, coro sucocláa euaodo efectuábanos olee- 
troforosis en tiras angostes de papel on un regulador de - 
ftalato ácido do potesio-hidróidxlc do sodio demasiado con- 
centrado»

Las curvas da?. gráfico 3,3 muestran un 
confortamiento do los ácidos glutácieo y asp&tico que cola 
cid© con la teórica solamente para valoras de la fueraa - 
iónica dol electrolito de ácido acótico-acctato de sodio - 
mayaros de C?025» -*or debajo de esa valor &a movilidad de 
esos aminoácidos docreeo al disninuir la fueraa iónica» So 
encentramos referencia a eso coi nsrtasiloiite en la biblio- 
grafía a nuestro alcance5 oso se explica por la novedad do 
la técnica quo nos ocupa, y la escasísima aplicación al coa 
portaniento de los aminoácidos quo se ha hecho de otros 
todos elaetroforétícos»

lio nos paroco adecuado explicar los h& 
ci.os registrados coso debidos a un aumento do la fuoraa 14 
nica on algún s nonas dol papel por evaporación dol oleo-



too

Grafito 3,3. Movilidad en función de la fuerza Unica
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toolíto: porque los diferencias con Xa teoría se producán 
on los olee toditos bus diluidas con .los uo Xa Sntonsidad 
de corriente olds trica de mantiene dentro do valeros rolo 
vivamente bajos» Luego la temperatura ascenderá nonos y la 
evaporación a&onaará niveles Honores quo en ciqxr?íoiicias 
con regulador do B-ayor fuerza iónica»

Otoa eausu de vn comportamiento do clll 
tónico y aspórtico tal como el rsgi^toado puedo sor la exifi 
tencia do cambios de pn on ciertas sanas del papal» Hay • 
un l&ito inferior dé dilución más alió del cual ol electo^ 
lito pierde su propiedad regaladora, por lo guo pueden dqvs 
Mr cambios de p¡í on algunas sanas del papel (107)» Ko he 
’.os comprobado esa afirmaüión aunque sabemos que el pH no 
se modifica sustoneialaente en los vasos dé electrolito - 
aún en ccyrHás de fuerza iónica baja.

^inalmonto, so puede explicar los he
chos citados* extendiendo a ese caso una observación hecho; 
sobre el comportamiento de una. protoína da car actor análo
go y que ha sido estudiada por olectooforcsis 3egun ‘fisélius 
por lo que pttede servir de referencia* fn ofaoto* según 
Schnidt (146c) la caseína puede considerarse cono si fuera 
un ácido ’poMtx'siao debido a su groa contenido do grupos'- 
carboxilicos libres» 3s docir* quo su comportamiento sle£ 
toíjforótieo será del tipo del de los aminoácidos dicarbo:^ 
líeos que nos ocupan»

1 foyer (113) nos da la curva ^epresent^ 
tí va de la relación exis tonto onto¿ el pH del punto isoo- 
lúe trico de la casáína y los valor es do la fuerza iónica - 
do un electrolito de ácido acético-ucototo do sodio (grdfjL
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eo 3,31). Abramsen y colaboradores (2b) reproducen la mía 
na curva y su ministran además la curva píl-novllidod do la 
caseína on las cercanías de su punto isoeléctrico, on el - 
Disrso regulador (gráfico 3,32)» £1 autor mencionado aíi’r- 
Lia (2c) que es válido suponer quo. las curvas do ph-novill- 
dad de un. mismo migrante a diferentes valores do fueras i¿ 
nica constituyen una familia de curvas paralelas»

31 aceptamos entonces que eso vale taja 
bi& para la caseína podremos trazar en un sistema de coog, 
donadas ph-movilidad (gráfico 3,32) las curvas (paralelas) 
quo pasen por los puntos isoeléctricos que do el gráfico 
3,31 y cada una de esas curvas corresponderá a una fuerza 
iónica dada. Para calcular las movilidados correspondien
tes a valores diferentes de.fuerza iónica de un electrolito 
de pll constante, no habrá más que trazar por ese p2 una — 
perpendicular al eje de los abscisas (pH) y registrar el *

i 
valar en las ordenadas (nervi lid ados) correspondientes a c&•
da intersección do esa perpendicular con las curvas parala 
las» 3e obtiene así úna serio de valores de movilidad en 
función de la fuerza iónica quo representada gráficamente 
(gráfico 3,33) proporciona uno curva análoga a la dotermi- 
nada expQi’liaontalnonto para los ácidos giutánieo y aspárti 
co: la movilidad decrece al aumentar la fuerza iónica por 
encina del valor 0,02 (caseína) ó 0,025 (glutámico-aspártl- 
co)» Para valores menores de la fuerza Iónica, la movili
dad decrece con ella»

A fin de recoger más información soLto 
ol comportamiento encontrado para ios aminoácidos dicorbo- 
xílieos en soluciones do fuerza iónica variable, liemos ro&
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Usado otra serio de experiencias análogas incluyendo en « 
la mésela el aminoácido del que la litarat^a da a conoces* 
su curva fuerza iónlca-movilidad» Además, y c®n ol propó
sito de estudiar ol efecto que tiene, sobra la movilidad la 
presencia y naturaleza do diversos iones, henos agradado - 
al acostumbrado electrolito da ácido acát ico-eco tato da so 
dio, cantidades variables de una tal neutra (cloruro de S£ 
dloj?

Vis condiciones experimentales fuoron- 
fundanentalnente análogas a las que menciona la tabla 3,4, 
en lo que sa refiere a pSI5 gradiente da potencial, .duración 
de la corrida, y papal? &a fuerza iónica, en cambio, so - 
varió de 0,0142 a 0,050 con las cantidades, expresadas en 
valeros de fuerza i&iica, da nescla ácido acótico-acetato 
do sodio-cloruro de sodio, quo so. ven en la tabla 3,41

HotóXiáaá. áa 223. ásSá2£ siálico a hsq&^Iss. x íla laaato».• *
en función do la fuerza iónico»

Exp^no /'total
Hovilick
om

id (cty/sXv

w«

/cn.103
Ií3U

)

58/60 0,0142 0,0071 • 4,53 • 7,47 3,30
.61/65 0,020 0,0066 - 4,20 - 7,13 2,23 <*)
6Q/71 0,C25 0,0125 - 4,11 - 6,84 1,41 o
73/76 0,030 0,0050 * 3,6? - 6,49 1,76
77/73 0,050 0,0250 - 3,46 r 3,96 1,16

Í*) ios datos de Leu corresponden a la czp» 61 solamente» 
**) Ies datos de leu y Glu corresponden a las experiencias 

69/71 solamente»
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¿lectrolite: ácido acótxcc-acetuto de scdio-cloruro do so* 
dioj pH » 4,55$ gradiente de pota-xcial, 15,X v/cá*5 dura
ción, 120 ninutos»

Los resultados (rexn*o sentados en el gr¿ 
fleo 3,34J¿xuestraa una relación aleo ddícvento de la del - 
gráfico 3,3» ¿fectívümnte, los datos y curvas obtenidas 
ahora con el alagado de cloruro do sodio solo coinciden * 
con los logradas en las experiencias antefieres a valores 
de fuevsa iónica superiores a 0,C25» Aleisás, los datos do 
movilidad x* acogidos a una .fuorsa iónica dada son muarés que 
los obtenidos a ese nlsmo valor de fuorsa iónica en la expo 
i’ieacla anterior sin abogado de cloruro de sodio»

Las conclusiones que podemos sacar de 
arabas series experiméntalos sen las .siguientes:

Las no’/ilidudos do glutámico y aspárbl 
co decrecen al aunantax* Xx fuerza. iónica por encina dol va 
ler 0,025’.en un electrolito de ácido acá tico-acetato de so 
dio o p'cr .ex aCÍLLcí de 0,<X42 en un electrolito ácido acó tico 
acetato do scdio-clcrúró de sodio»

De acuerdo a ló quo la teóría hacía og¡, 
parar, la atmósfera iónica en que tendrá que moverse un • 
Hilante será, a fusrsas 15. deas iguales, de rnyor ‘’densi- 
dad" en la solución con cianuro de sodio agregado5 luego, 
las wovilidadásude asp&tico y glut&iico dccx’ecen pava va
lores iguales da fuersa i&iica, al agregar a.» electrolito
una cantidad dada de cloruro de sodio*

.la diferencia do forma de las curvas -
obtenidas en ambas serios para los niscos aminoácidos habrá
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que atribuirla a la presencia en uno do los casos do una 
diversa especio iónica: el ion cloruro* 5u emisteneia en 
la soluel&i de los clorhidratos de aaiuoácidos no ¿ote ta 
nerse en cuenta, dada su ínfima proporción*

i¿l coapartanlento de la leucina en las
condiciones ñaue lanadas confirma los resultados aportados 
par la bibliografía y provistos por la teoría*

La presencie de cloruro de sodio parece
afectar en ¡nayer erado la movilidad do la lancina que la de 
loe a 3iaoácido3 dicar boxí Ileos a la prueba el hacho do que 
los puntos da fuco? ¿a iónica u*02 y 0*ú3* que tienen menor 
percentaje de cloruro de sodio caigan fuera de la curva * 
engendraba por los de:aás* mlsno, osos puntos correspoü 
den a valores i¿us altos de movilidad $ esto so anplica con 
las consideraciones anteriores*

Ya hemos anticipado que osta serie do 
experiencias os fructífera en otro sentido. ifcc^ivamento 
el área de las manchas a obtener per el posterior revelado 
dependo sensiblemente do la fuerza iónica del electrolito* 
DijiiTiCS también que hoy un valor do ésta por debajo del ~ 
cual la s ¿par fíele ocupada por lu macha os grande y sus « 
bordos difusos* Al aumentar la £uorau i&iica por sobre e- 
se valor limito* la superficie ocupada parla mancha va — 
disminuyendo* haciéndose los ¿ordos nás y más netos* C?)* 
hsto es de gran importancia para nósotros si toñecos en — 
cuenta que el cátodo do ovalase l&x que hornos de ensayar ng, 
cosita preoisamonte para la medida do aquella área una ms& 
cha do forma regular y bordes netos» Por otra parto, el 
obtener manchas lo ra5s poquoílas posibles* nos pernitíf o au 
(*) Ver nota al pié de $4* 11*
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nentor la cantidad da soluto sembrado 7 con ella, la laten 
sidad de coloración»

%
Henos estimado* ©adianto planimetría, 

el &ea aproximada de las ©anchas obtenidas en lu serio a& 
toricr de corridas de fuerza iónica variable para una sígq 
bra de 1 miar olitro da una solución do ácido glutaaico —

1'

o*C5H separado en un electrolito de ácido ac<$ tico-ace tato 
de sodio (tabla foráneo 3,35)<

isa. áa i&üans&a su Xur&iáa & la &££2a i&iisa».

na u (unidades
J arbitrarius)»-

33 0*005, 41',3
34/33 0,015 31,2
16/20 0,025 23,7
39/43 0,035 25,4
43/52 0,050 21,3

ülutánico 0*05 XI (1 hicrolitróJs electrolito: ácido ceáti
co- acetato de sodio; pH 9 4,55; gredienta de potencial*--- 
15*1 v/er^; duración} 120 ©lautos5 papel ühatnan n® 1«

los valores obtenidas correspondan a
los promud..Qa do valares xiulividualGs que varían moho para 
ira mismo ran¿o de í'uersa iónica, lo quo ¿10 dormite prever 
con a^oxíiúnción ol área de nnn mancha a una iuersa iónica 
deteminada» lia comparación de los datos experimentales .«•

promud..Qa
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permito co¡ifimsr quo el &ea decrece al aumentar la fucrsa 

iónica dol clac ir olito» La relación entro anba9 variadlos 

parece sor lineal para fuerzas iónicas superiores a 0,015.

■ara la selección del valer ció fueran 

iínieu adecuado al tipo do separación que buscados será n&

casarlo entonces tener on cuenta no solo la diferencia de 

mcvi.tiéad entre aspórtico y glutánico y entre Ósto y los *

demias ai'iiiioácldoSj sino tambi&i el tamaño da la mancha a o&

tenor £inalnente» Jfó&n&j, oso valor no dota ser cuy alto 

para que la destilación de oleetrdita desde la hoja de p& 

yel na sea abundante y se codifiquen las demás condioi^ 

nos durante la corrida»

Distancia entinada en valores de movilidad a diferentes 

valores de fuerce iónica, entre las curvas de los ácidos • 

giutáiaieo y osp&tico y el eje de las abscisas del gráfico 

3,3»

Glu Aso» Glu-Asp*

0,005 2,3 4,7 3,4

0,010 3,0 6,0 3,0

0,015 3,7 7,1 3,4

0,020 4,3 8,1 3,8

0,025 4,7 8,5 3,8

0,030 4,6 o o 3,7

0,035 4,4 8,0 3,6

0,010 4,3 7,6 3,3
0,015 4,2 7,8 3,0
0,050 4,1 7,0 2,9
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El valor de fuerza iónica v,02S os ol 
que proporciona un nayoi- &rado de separación, según puede 
verso en la tabla 3,43, que da las diferencias «expresadas 
on valares de movilidad- existentes entre les dos curvas 
y la curva de sintónico y el eje de las abscisas del grá* 
fleo 3,3» Así riisno, la intensidad do corriente que pasa 
por una hoja erepapuda en un electrolito tal (aproxinadanea 
to 0,16 ria/cn. para una hoja de 32 x 10 era* de papel víhat- 
nan no 1 y m regulador de ácido acdtico-acotato de sodio 
de plí s 4,55 a un gradiente de potencial de 15 v/cru) no — 
causa una destilación exageradas Sin embargo, las manchas 
que proporcionan las corridas realizadas a asta fuerza 16- 
nica no i’eunen las condiciones (color intonso, borde neto) 
quo consideramos decisivas para una buena estinación planjL 
aétrica de las áreas, do manera quo, aunque a expensas do 
la rapidez de separación, es preferible llevar a cabo ensa, 
yes con valores tnayores de fuerza iónica para proveernos 
de manchas con las características requeridas» Es por eso 
que ol valor de fuerza iónica quo consideramos óptimo para 
una separación de glutámico y subártico a $K 4,55 y áloe- jv 
trollto de ácido acótico-acetato do sodio, os ol de ó,C50» 
Los iacciive llantas quo trae el trabajo en estas condiciones 
son fácilmente subsanables: el tanaiío de las manchas no nu^ 
do ausentar sembrando nayoi* cantidad do soluto, lo que no 
trae molestias si se emplea la tóenles do siembra en papol 
h&iedQ y apoyado solamento en los extronos$ en estas condi. 
clonas y cono probaremos riós adelante, dentro de ciertos - 
límites el área de la mancha no dcpdnda dol volumen de lí
quido sino de la cantidad absoluta de aminoácido depositada*
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Una separación equiparable a la quo suministran fversas 

nicas menores, se consigue aumentando algo la duración de 

la olectr oforosis® Finalmente!, ol calcirtaaiento do la lio ja 

no es excesivo, puesto quo el promedio de la intensidad de 

corriente quo pasa en una electrofcresXs do oso tipo es de 

solo 0^25 na/ca*f valar que está pod debajo de los considg, 

rudos convenientes (0*3 na/cn*:(4?)) para corridas do este 

tipo»

3,33 Curación de la clectreforosis* ¿21 análisis del • 

laoviroioxito olectroforótico de un soluto en f .inclín del tie& 

po do corrida, además de proveer otra de las condiciones • 

óptima quo buscábamos, nos Iiabriade aclaró?, 

porto yol tipo de relación que los vincula»

siquiera en

do ccntroveg,

de una rola*

£ste punto ha sido motivo 

ala, asegurarlo algunos autoras (47) la falto 

ció-i lineal entre moví liento y tiempo* Otros, en cambio, 

as-egt-Tan (104, 1Ó7, 103) que sen necesarios ciertos raqui*' 

sitos tóenicos para la co-ifirsaoióa oxparirnmtul do osa rg, 

loción lineal, a saber: a) empleo de puentes salinos y at* 

nósfara do helio $ b) constancia de las lecturas del nilia& 

pertro, lo que significa uniformidad uc la sona del pa* 

peí on la cual se efectúa la nigraci&i respecto a la vaina

que lo rodea, a la oasposicián iániaa, gvadlento de poten* 

eiai y tecparnt^uj c) hoi^taoritalichd dol pap¡21 en toda su 

longitud e igualdad do nivel do líquido en tolos los vasos
(esto par u:i efecto 1,<n’watogxv5ficon que produciría ol fin 

jo do líquido a ltuvós dol papel)» ~cdc eso no significa 

más quo eliminar el laoviuiento do electrolito en el papel* 

□i ese Dcvlisionto no so evita, sluo quo se mlda5 tambián - 
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se tiene una relación lineal (89).
Nuestrus experiencias no cumplen con t& 

dos estos requerimientos, pues la hoja está colocada horizoa 
talmente en nuestro sistema poro, debido a su propio peso 
y al dol líquido que la embobe, adopta una forma cóncava. 
Por otra parte el uso de puentes salinos puedo ser contra
producente para fines cuantitativos puesto que por ellos - 
puede producirse una pérdida de soluto do la Soja.

Para comprobarlo se realizaron las ex
periencias cuyos resultados aparecen en la tabla 3,5. Fuá 
necesario utilizar como soporte, no ya una hoja ancha do - 
papel, como antes, sino reemplazarla en cada corrida por - 
cuatro tiras angostas (32x2 cm.) de papel de filtro. Esas 
tiras, humedecidas y sembradas de la manera ya mencionada, 
se comenzaban a correr simultáneamente pero luego se iban 
sacando una a una, a intervalos de treinta minutos. La di 
feroncia de potencial sé mantenía constante dentro de cieg, 
tos límites mediante ajusto desdo la fuento en 450 voltios, 
aproximadamente. Las condiciones comunes a todas las oxpo. 
riendas sena electrolito, mezcla de ácido acótico-acetato. 
de sodio de pH 4,55 y fuerza iónica 0,05; papel de filtro 
bh&tman nQ 1; siembra, en cada punto un miar olitro de solu
ción 0,05 M da los ácidos glutáaico y aspártico como clor
hidratos.

TABLA 3s5
Movimiento de los ácidos glutámico y aspártico en función
del tiempo.

Exp« t Movlnlento: cm/v/cra. 102
nQ (rain) Glu Asp.

§3 y 30 4,30 8,65
79/82 60 .15,10 23,75

90 22,30 33,50
120 23,90 50,60



Electrolito, ácido acótlco-acotato de sodio; pH 4,55; fuog, 
za Iónica 0,05; gradiente de potencial, 15,3 v/cm.

Las curvas del gráfico 3,4 muestran la 
relación existente entro el movimiento -medido en cm/v/cm. 
102, esto es, distancia por gradiente de potencial- de esos 
aminoácidos, y ol tiempo»

En su trazado no se han tomado en cuen 
ta los puntos de movimiento a los 30 minutos, por cuanto 
mediante el análisis estadístico se ve que el valor de su 
coeficiente do variación es muy elevado (tabla 3,51)»
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La curva se traza pues teniendo on cuo^ 
ta el origen de coordenadas y el movimiento a 60; 90 y 120 
minutos*

^Ggun 30 ve, la relación es sonsiblomen 
te lino al, por lo monos para este gradiente de potencial y 
en corridas de corta duración*

Otras experiencias de menor gradiente 
y mayor duración (3 horas a 200 voltios, por ejemplo) han 
mostrado un apartamiento bast¿mto grande la relación 11-

i 

náal* Lo mismo se observa si se aumenta la diferencia de 
potencial a valores de por ejemplo 700 v.

En general, ol valor del último punto 
(120 minutos) es menor al que correspondería para mantener 
esa relación lineal*

A nuestro juicio, la explicación resi
do en que on las experiencias de larga duración, aunque — 
sean a bajo gradiente, o on las que se aplican grandes di
ferencias de potencial, se produce un calentamiento de la 
hoja relativamente mayor que con el valor crítico de apro
ximadamente 450 v» (que para nuestra hoja, que suministra 
una longitud do puente de 29,5 cm« de promedio significa 
un gradiente de unos 15,3 v/cm«)« Ya conocemos las conso-

/ 
cueacias de un calentamiento tal: aumento de la destilación 
de electrolito y del flujo de reposición; éste es el que 
parece frenar el desplazamiento de los aminoácidos on los 
casos considerados*

Parece comprobarlo el hecho de que, a 
cualquier gradiente de potencial, la relación lineal está 
mucho más próxima si so trabaja coa electrolito a 4-5°C* - 
al iniciarse la experiencia y aunque en su transcurso no se 



haga nada para mantener osa temperatura.
En definitivas pódenos decir quo en coa 

diciones determinadas tales como corta duración, gradiente 
de potencial de 15 v/cm/ y temperatura ambiente entro 15 y 
20°C. ol movimiento de los ácidos glutámico y aspártico es 
directamente proporcional al tiempo. Esa relación parece 
no poder mantenerse muy lejos de esas condiciones.

De acuerdo con esto, el lapso a adpp- 
tar para una sopar ación tipo, dependerá en última instancia 
de la diferencia de potencial aplicada, pero convendrá que 
no sea lo suficientemente grande como para ocasionar pertug, 
baclonos como las mencionadas.

3,31 Diferencia de potencial. Para el estudio de la ig 
fluencia de la diferencia de potencial aplicado sobre la - 
movilidad de los aminoácidos glutámico y aspártico, habrá 
que introducir otra magnitud física. Esa magnitud se lla
ma fuerza del campo y puede definirse como equivalente a la 
fuerza eléctrica que actúa sobre una carga unitaria (2a).

En una elec’troforesis libre tipo la fuog, 
za del campo os X e v/1, donde v es la diferencia de poten 
cial aplicada y 1 os la longitud del recipiente. Aunque ol 
potencial cambie con el lugar del recipiente que se consi* 
doro, la fuerza del campo os constante dondequiera que se 
la tome en cuenta. Desdo este punto de vista, la movili
dad oleetroforática puede definirse como la velocidad ele£ 
troforÓtica para una fuerza del campo unitaria. La movili 
dad os una magnitud característica para cada partícula ca£ 
gada en condiciones ordinarias do temperatura, concentra
ción salina, etc., e indopondionto de la diferencia de po
tencial aplicada y do las dimensiones del aparato.
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En electroforesis en papel McDonald y 
colaboradores (104, 107) han encontrado que la fuerza del 
campo o gradiente de potencial como ellos la llaman, inflg 
ye linealmentc sobro el movimiento de un aminoácido, si 11& 
mamos movimiento d la distancia recorrida en la unidad de 
tiempo* Las unidades en que se expresaran esas magnitudes 
serán: (X) « voltios/cm* y movimiento (n) - cm/seg»

Xa hor?.ohemos caracterizado varios de - 
los factores que regulan laaovilidad electroforética en p& 
peí; será interesante estudiar el movimiento de nuestros & 
minoácidosa diferentes valores de la fuerza del campo*

Las experiencias de la tabla 3,6 nos - 
darán el material necesario para comparar el efecto de va
ri ación© s en la fuerza del campo sobre el movimiento de un 
aminoácido, mantenidos constantes los demás factores que r¿ 
gen su desplazamiento electroforético* Se ensayan tres - 
rangos de gradiente dd potenciáis 6,8; 15,2 y 23,3 v/cm,— 
correspondientes a diferencias de potencial respectivas de 
200; 400 y 700 voltios aproximadamente, para un puente de 
alrededor de 29,5 cm* de longitud promedio* Se computa el 
movimiento (expresado en micrones por segundo) a esos val£ 
ros de tensión, a los 60 y 120 minutos de electroforesis', 
por separado* Asimismo se dan los valores de movilidad oh 
tenidos en esas condiciones al cabo de 120 minutos»

Movimiento ¿a los. ácidos RluAlca, X a3n$rtico aa íW.iáfl
M la fuerza <&1 catnno*
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Exporlen 
cias n»

X 
(v/om)

MOVIMIENTO CVaer?) Movilidad (t- 
=120) 
(cm/s/Ví/cnulO*3)

t-60 minutos t-120 min.
Glu* Asp. 7Hu^ ASP*

45 y 83 6,8 3,41 5,84 2,36 4,31 3,49 6,38
53 y 79/82 15,2 6,76 10,63 6,12 10,70 4,01 7,02
46 y 84/85 23,3 8,42 12,31 6,55 12,82 2,80 5,16

Electrolito: ácido acético-acótato de sodio; pH 4,55; fue& 
za iónica 0,05; papel, Whatman nQ 1 de 32 x 2 cm»; siembra 
1 micro litro de 0,05 M*

La representación gráfica de los valo
res obtenidos (gráfico 3,5) nuestra que a los 60 minutos 
la relación entre movimiento y fuerza del campo es lineal 
solamente para el ácido glutámico« Las otras curvas presea 
tan un carácter análogo entre ellas: el punto de gradienteI
15,3 es relativamente más alto que los otros dos* Ésa di
ferencia se observa también en los valores de movilidad, s& 
bre todo en el que corresponde al mayor potencial*

Para encontrar una explicación de los 
hechos citados puede ser útil traer a colación la siguien
te observación experimental: las intensidades iniciales de 
corridas efectuadas a temperatura ambiénte de aproximada
mente 20°G y en las condiciones de la tabla mencionada pro 
sentón valores que, por supuesto, están en relación direc
ta con el potencial aplicado* Así, valoras medios Üe inte¡i 
sidad han sido: a 200 v*, 0,36 ma/cm*; a 450 v», 0,83 ma/* 
cm* y a 700 vq, 1,23 ma/cm*

La energía eleótrica desarrollada será 
pues do 0,07; 0,37 y 0,86 vatios, respectivamente#

Ahora bien, según McOonald (104) el -
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flujo do electrolito que repone al evaporado comienza a ac
tuar significativamente sobre el desplazamiento de los mi* 
grantes a valores de energía eléctrica de 0,25 vatios, a - 
25 °C» Ese efecto, añade, decrece rápidamente con la temp& 
rotura.

Pe modo que en nuestro caso y tomando 
en cuenta la diferencia de temperaturas, nos encontramos * 
dentro del límite de tolerancia a 450 v. y muy por encima 
de él a 700 v»

Debemos suponer entonces que ya a las 
dos horas de corrida se empieza a poner de manifiesto un 
mayor calentamiento y flujo do reposición subsecuente oca* 
alonados por tensiones más altas que 450» Es el flujo de 
reposición que el aminoácido encuentra on su desplazamiento 
el que lo frena y causa así los valores relativamente bajos 
de movimiento observados»

Esa acción lógicamente se acentúa al 
aumentar la distancia en que el migrante se aparta de la * 
línea media, por lo que será más notbble sobre los más ve*

"■ I

locos; aspártlco en esto caso, sobro el cual ya actúa a los 
60 minutos»

En resumen, en electroforesls en papel 
efectuadas a temperatura ambiente, el movimiento de los ó* 
oídos glutámlco y aspártlco no está en relación lineal con- 
el potencial aplicado (entre 200 y 700 v») en experiencias 
de corta duración»

Por ello, no es indiferente la elección 
de una tensión óptima para una separación tipo»

A 700 v«, el desplazamiento de los mi* 
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grantes es casi el mismo que a 450 v.t para una separación 
de dos horas» En ese tiempo y en las condiciones citadas, 
un potencial de 200 v. causa un desplazamiento de aspártico 
y glutámico apenas suficiente para separarlos» Para lograr 
una separación equivalente a la provista por tensiones más 
altas es necesario alargar la corrida a 2,5 y 3 horas y en 
toncos aparecen, según hemos comprobado experimentalraentef 
efectos perturbantes que reducen mucho el desplazamiento. 
Esos efectos consisten a nuestro Juicio en un exagerado flg 
Jo de reposición motivado a su vez por el recalontaniento 
de la hoja de papel (veremos más adelante que la températe 
ra aumenta levemente durante la corrida).

El potencial a elegir parece estar en 
consecuencia en las inmediaciones de 450 v», lo que, en - 
nuestro dispositivo, equivale a más o menos una fuerza del 
campo de 15 v/cm.
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3,35 Concentración de los solutos» De las considerad^ 
nos que sobre la movilidad electroforética hemos hecho en 
§3,31 se deduce que ella no varía con la concentración del 

migrante» Esto es cierto por lo menos para la electroforg, 
sis libre y en soluciones diluidas de proteínas (2a)• 

McDonald (104) encuentra, en eloctrofo 
resis en papel realizadas en condiciones especiales (tiras 
angostas de papel, de manera que el migrante no pueda ex
pandirse lateralmente, atmósfera de helio, siembra en forma 
de banda de 1,2 cm» de ancho) que la movilidad de la glicg 
cola no varía entre concentraciones 0,027 g 2,680 molares 
y en corridas de 3 horas, a 24°C, 8,05 v/cm», pH 8,6 y re
gulador de ver onal de fuerza iónica 0,1» Mide las distan
cias recorridas a partir del frente de la mancha»

Por nuestra parte hemos intentado poner 
de manifiesto el comportamiento de diferentes concentrado 
nos de glutámico y aspórtico separados los dos on idénticas 
condiciones. Desde el punto de vista de que es posible 
cer esas condiciones exactamente idénticas al separar las 
diversas concentraciones de un aminoácido en la misma hoja 
de papel, el método que nos ocupa es particularmente apto» 

Las experiencias realizadas consistís» 
ron en sembrar en una hoja de papel de filtro Uhatman ntf° 1, 
uno o dos microlitros de cada una de las mezclas de ácidos
glutámico y aspártico que siguen: 0,05 M; 0,075 M;^Ó,10 H; 
y 0.15 M» tíl electrolito fuá una mezcla de ácido acético y \

1
acetato dé sodio» Las condiciones de la separación eloc-

/

troforática fueron: pH 4,55; fuerza iónica 0,050; ¿radien 
te do potencial 15,1 v/cm»; 120 y 180 minutos, según los 
casos (tabla 3,7)*
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Los ensayos (gráfico 3,6) muestran que 
la movilidad de aspártico y glutámico decrece con la con
centración, en eloctroforesis en papel, por lo menos en el 
rango de molaridados que va de 0,05 a 0,30 (es decir, 3 mi 
crolitros de 0,15 M ) y que hay aproximadamente una rela
ción lineal entre el aumento de la concentración y la dismX 
nuclón de la movilidad* La recta representativa no es pa
ralela al eje de las abscisas como era de esperar si bien 
su inclinación es poco pronunciada, lo que quizá podría a* 
tribuirse al efecto proveniente del flujo electroendosmÓ- 
tico y del flujo de reposición de electrolito*

Bn las mismas condiciones, pero con un 
electrolito de ácido acótlco-acetato de sodio-cloruro de » 
sodio, se ensayó el efecto simultáneo sobre la movilidad 

de variaciones en la concentración y la fuerza iónica* fca 
concentración varió entre 0,05 M y 0,15 m y la fuerza ió
nica entre 0,0142 y 0,050, con el porcentaje de cloruro de 
sodio que indica la tabla 3,71*
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3,36 Papel de filtro». La elección del papel de filtro 
adecuado para hacer de soporte en una electroforesis de ami 
noácidos no parece ser demasiado importante, dentro de cieg, 
tos límites, Queremos decir que, por sobre un nivel dado 
de calidad, cualquier papel de filtro puede servir para e- 
sos fines» Las condiciones que involucra ese nivel de ca
lidad son: buen grado y claridad de separación de las man
chas de aminoácidos^ poca difusión de las mismas; escaso - 
arrastre («trailing»’) y, muy especialmente, para fines cuan 
titativos, uniformidad»

La bibliografía sobre el tema hace men 
clón de marchas y aún tipos variados de papel, todos éllós 
aparentemente aptos» Así, el 8 & S ”Selecta 57511 de Wie- 
land y Fischer (174), el S&S n& 413 y Whatman nQ 2 de Du- 
rrum (47, 48), el Ratón & Dickeman nQ 613 de KeDonald y C£ 
labor adores (107), el Whatman nQ 1 de Bisarte (13), todos 
se han mostrado convenientes para separar aminoácidos» Con¿ 
den. y Stanier (35) han analizado el comportamiento de 11 ti 
pos de papel whatman en la separación de aminoácidos» afir, 
mando que todos ellos son aptos para tal fin»

£1 caso es distinto cuando se trata de 
corridas de larga duración como las de separación de proteí 
ñas, en las cuales es decisivo evitar una gran destilación 
de electrolito» Como para ello es conveniente colocar la 
hoja, no ya dentro de una gran cámara, sino entro dos pla
cas de vidrio, es necesario emplear un papel de filtro gnxt£ 
so, por las causas que ya dimos en $ 3,1. Papeles de esa 
naturaleza son el Munktell nQ 20 (89) y Whatman nb 3 (9 b)»

Temblón se han mostrado aptos para eleg,
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„ troforesis de proteínas, pero no entre placas de vidrio, el 
mencionado Whatman na 2, el francés Arches 301 (14), etc»

Por nuestra parte, hemos realizado unos 
pocos ensayos comparativos de los papeles Whatman n& 1 y 2. 
De éste teníamos los antecedentes mencionados y del n& 1, 
su aptitud demostrada para fines de aminoácidos y proteínas 
por Diserte (13) y en electrocromatografía de aminoácidos 
por Haugaard y Kroner (73).'

El papel de filtro tíhatman nQ 1 permi
te, con respecto al na 2, una mayor velocidad de los migraQ 
tes y quizá estos ocupen en aquél una mayor área, a igual
dad de concentración. Esto sería lógico puesto que el 2 - 
tiene más cuerpo, aunque la diferencia casi no es perceptjl 
ble*

Lo importante es que el papel fia 1 se 
ha mostrado adecuado, tanto para la separación electroforó 
tica de aminoácidos como también para su posterior evalua
ción planimétrica. Efectivamente, las manchas obtenidas - 
llenanban las condiciones requeridas dé regularidad de for 
ma, reproductibilidad y nitidez de los bordes.

Con ese tipo de papel de filtro hemos 
llevado a cabo todas las experiencias del presente trabajo.

* Ellas han mostrado que los valores de 
movilidad logrados no varían, cualquiera sea el sentido de 
la trama del papel a través del cual se efectúe er despla
zamiento.

Este hecho parece confirmar lo que ve
remos más adelante ( § 3,37)$ que el papel no hace más que^ 
de soporte inerte en este tipo de separaciones electrofor£ 
ticas.
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3,37 Trataremos aquí y en conjunto, varios factores que 
actúan en la electroforesis en papel y de los cuales se han 
recocido observaciones en él curso de este trabajo.

Efecto de la temperatara.
La temperatura tiene una acción acelera 

dora sobre los migrantes. Es pues un factor importante en 
la determinación de un valor absoluto de movilidad, pero - 
no tiene una gran significación para los fines comparativos 
de nuestros ensayos. Además, en la electroforesis en papel 
sus efectos están compensados y a veces hasta existe dismi 
nución de movilidad por el aumento de flujo de reposición 
que causa dicha elevación de la temperatura en elpapel.

En algunas de nuestras experiencias he 

mos controlado la temperatura de una manera que si bien no 
muy exacta, da una idoa de las variaciones que ella experi 
manta durante la electroforosis en papel.

Para eso, colocamos dentro de la cámara 
y con el bulbo descansando en la zona catódica del papel, 
un pequeño termómetro de mercurio cuya escala era fácilmen 
te visible a travós de la tapa de vidrio. .

Ensayos realizados con electrolito de 
ácido acótico-acetato de sodio-cloruro de sodio de pH 4,55 
y fuerzas iónicas de 0,0142 y 0,025 proveyeron de los re
sultados que se ven en la tabla 3,3, y en los cuales la tem 
peratura se leyó cada vez que se determinaron intensidades 
y voltaje, cada 16 minutos.
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s¿s,la...
Variación dg, la temperatura y la intensidad con el tiempo 
durante la eleetroforesis en papel*

Tiempo 
(min. )

Exnor. 70/71 Exner. 58/60...
Temp.(°C) Intens* 

(ma)
Temp* (°C) Intens* 

(ma)

0 25,7 3,05 24,3 U97
15 28, 2 3,50 26,1 2,24
30 28,9 3,76 26,3 2,42
45 29,1 4,05 26,6 2,51
60 29,4 4,48 26,6 2,63
75 29,7 4,70 26,6 2,68
90 29,9 4,75 26,7 2,75

105 30,1 5,15 26,9 2,83
120 30,1 5,38 26,9 2,92

Electrolito, ácido acótico-acetato de sodio-cloruro de so
dio de pH 4,55 y fuerzas iónicas 0,0142 (Exp* 50/60) y — 
0,025 (exp. 70/71); gradiente de potencial, 15,6 v/cm.; du 
ración 120 minutos»

?•
M||_ r_J>/UL _u_ 1 - . - - _ - I. ;_T - I' —. ~ ■ -ir... • . -

Las curvas representativas (gráfico 3,7) mue& 
tran un trazo inicial en el que la temperatura crece rápi
damente con el tiempo; luego los puntos del diagrama forman 
una recta de muy escasa inclinación, es decir,que la temp£ 
r a tura se eleva muy lentamente» Es casi constante si se * 
trabaja a una temperatura ambiente relativamente‘baja (en 
invierno, por ejemplo)*

Una forma análoga pnesentan las curVas que * 
representan la variación de la intensidad con el-tiempo*
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Flujo de reposición de electrolito#
Lamamos flujo de reposición a la 

corriente de electrolito quer yendo de los polos hacia la 
zona central del papel, sustituye al electrolito evaporado* 
La relación entre temperatura y flujo de reposición consl^ 
te en que un aumento de aquella, generalmente producto de - 
un aumento de la intensidad o de un largo tiempo de corri
da, causa una mayor destilación dol electrolito del papel, 
que debe ser repuesto* Entonces asciende por efecto de si 
fÓn, por capilaridad, electrolito de los vasos* Este fen¿ 
meno, conjuntamente con el de electroendÓsmosis, son de con 
sideración ineludible en determinaciones de valores absolu 
tos de movilidad por electroforesis en papel*

En efecto, hemos comprobado esper ¿mentalmente 
la existencia del flujo de reposición mediante la siguien
te serie de ensayos: en tiras de papel Whatman nQ 1 de 32 
por 10 cm« hemos sembrado un microlitro de una mezcla aquí 
molecular de glutámico y aspórtico 0,05 M, en tres puntos 
situados sobre la línea media transversal. Depositamos u- 
na cantidad igual de la misma mezcla en un punto situado en 
la zona catódica del papel y a distancias' variables /de la 
línea media*

TABLA 3*9
Distancia recorrida afiE. Í22. ¿21122 glutánlfta X “
desde diferentes puntos de aolicacidn»
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Exp.nQ pH (*) Distancia (cm.)
Siembra central Siembra lateral (*)

Glu Asp Glu Asp

89 4,65 7,30 - 5,22 - 7,33 *• 8,80 - 10,90
90/91 4,50 6,05 — 4,63 - 7,50 - 7,55 « 9,78
92/95 4,25 6,65 - 3,88 -,7g65 - 7,45 - 10,16
96/97 3,85 6,70 - 2,59 - 5,43 - 5,90 • 8,25

( * ) En esta columna se da la distancia de la línea media 
hacia el cátodo a que está situado el punto de aplicación 
de la "siembra lateral"» 
Electrolito: ácido acético-acetato de sodio de fuerza ión¿ 
ca 0,025; gradiente de potencial 15,3 v/cm.; duración 120 
minutos» Las distancias de migración están medidas desde 
el punto de aplicación respectivo»

La tabla 3,9 muestra cpmo las distancias 
recorridas por losaminoácidos sembrados en ese punto son - 
con mucho mayores que las de los demás» Eso puede Interpre 
tarse como que su desplazamiento ha sido favorecido en par 
te del recorrido por el flujo de reposición.

El flujo de reposición puede hacerse - 
prácticamente nulo efectuando la electroforesis en condicig, 
nes que eviten la evaporación de regulador: a) agregando 
al regulador glicerol o algún otro no-electrolito ele bajo 
peso similar; las manchas logradas por ese medio parecen - 
ser menos netas, aparte de que se complica la. técnica de - 
coloración y secado (104); b) colocando la hoja entre pía- 
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cas de vidrio tratadas con un agente antihumectante (grasa 
de silicona, por ejemplo) o, cuando las intensidades sean 
altas, colocando las tiras encloques de aluminio sumergidos 
en un baño de hielo, poniendo además una capa delgada dé - 
aislante eléctrico entre la tira de papel y el metal (49) $ 
c) sumergiendo la hoja de papel suelta (35) o entre placas 
de vidrio (33) en un líquido no polar inmiscible con el a- 
gua (clorobenceno, por ejemplo) (35, 38); d) recubriendo - 
la hoja con parafina (ésta se agrega en solución en xilol 
y rápidamente solidifica; la capa así formada se elimina al 
final de lá experiencia por simple calentamiento) (13); e) 
en general, la evaporación de la solución reguladora se r& 
duce trabajando a baja temperatura» Con ninguno de esos - 
sistemas se logra eliminar el flujo electroendosmÓtico, cu 
yo efecto hay que tener en cuenta en determinaciones de no 
vilidad; f) proveer a la cámara de una camisa exterior por 
la que circula agua que hace de refrigerante, así como in
yectar a la parte interna de la cámara gases como helio e 
hidrógeno saturados de agua que, excelentes conductores del 
calor, aceleran su disipación en las tiras de papel (104)» 
Esto quizá sea demasiado complicado, aparte de que no se ha 
dado suficiente comprobación experimental de un dispositi

vo tal»
Otra alternativa consiste, no en'tratar 

de anular él flujo de reposición, sino en regularlo y me-
!

dirlo» En ese sentido está orientada la que Macheboeuf y 
colaboradores (99, 102) llaman electroreóforesis, de la que 
damos más detalles en otro lugar» 
Flujo electroendosmÓtico».
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Si a través de un tubo capilar lleno de 
líquido se establece una caída de potencial en dirección p& 
rale la a la luz del capilar, la pared del tubo adquirirá - 
una carga de un signo dado y el líquido la contraria» Am
bos tenderán a moverse hacia los polos opuestos» Como la 
pared del sólido está fija, solamente lo hará el líquido y 
se observará como un flujo de éste a través del capilar» • 
Este fenómeno se llama electroendósmosis»

En la electroforesis en papel, esté p&, 
rece cargarse negativamente y el líquido, positivamente» - 
El flujo electroendosmÓtico se hará, entonces en el sentid 
do de migración de un catión, esto es, de ánodo a cátodo» 
En consecuencia, retardará lá velocidad de los iones nega
tivos y acelerará a los positivos» Una característica im
portante del flujo electroendosmÓtico y que lo diferencia 
netamente del flujo de reposición de electrolito es que el 
electroendosmÓtico tiene el mismo sentido en cualquier zona 
del papel que se considere; en cambio, el flujo de reposi
ción cambia de sentido»

En cuanto al efecto que el flujo electrfe 
endosmÓtico tiene sobre la movilidad de los solutos, Me 
naId (104) considera que efectuando la electroforesis en - 
papel en las condiciones propugnadas por él (cámara con ca, 
misa de refrigeración, atmósfera de helio o hidrógeno) es 
prácticamente despreciable»

Fundamenta esta apreciación en las ra
zones que damos en § 2,146»

Una estimación de la magnitud del flujo 
electroendosmÓtico puede hacerse depositando sóbrenla hoja 
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de papel una solución de una sustancia eléctricamente neu
tra o casi neutra* Utilizando dextrano, Kunkel y Tiselius 
(89) han conseguido determinar exper imen taimen te un coefi
ciente do corrección de la movilidad por flujo electroen
dosmÓtico que coincide apreciablemente con ol calculado ang, 
lític amente*

Mache boa uf y colaboradores (102) en e& 
periencias en que no se elimina sino que se regula la evapo 
ración de electrolito en el papel, han estimado el valor - 
de la resultante de los flujos electroendosmÓtico y de re
posición de electrolito mediante la siembra do glucosa*

Debido a su característica uniformidad 
en todas las zonas del papel el efecto electroendosmÓtico 
no modificaré el valor relativo de los resultados obtenidos 
en nuestras separaciones* Es por eso que no hemos realiza 
do experiencias para su estudio*
Adsorción ñor el panel y "efecto asomatográfico".

Un punto interesante a considerar es el 
de un posible efecto de adsorción dé los migrantes por el 
papel.

En general, la experiencia de diversos 
autores (47, 102, 104) muestra que ese efecto puede conside 
rarsenulo en electroforosis en papel de aminoácidos y aún 
de proteínas*

El papel sería, entonces un mero soporte 
inerte del electrolito en quo se efectúa la migración, e- 
quivalente al tubo capilar en U de la electroforesis según 
Tiselius, salvo que en el papel los capilares serán muchos 
e irregulares, sinuosos*
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Esto parece estar de acuerdo con la fun 
ción que actualmente se considera que el papel tiene en ero 
matografía (24).

Siguiendo una idea que Macheboeuf (102) 
aplicó a proteínas y que consiste en efectuar la cromatogra 
fía en papel de los solutos usando como solvente el electrg, 
lito utilizado en la separación electroforótica, hemos lo
grado resultados que parecen confirmar que el papel no tijj 
ne acción adsorbente en este tipo de fenómenos»

Las experiencias se realizaron sembran 
do a 5 cm. de uno de los extremos en un punto marcadd con 
lápiz, una hoja de papel de filtro VJhatnan nQ 1 de 32 por 
1,5 cm., una voz un microlitro y otra vez 1,5 microlitros 
de una mezcla de glutámico, aspártico y leucina 0,05 M de 
cada uno deéllos» Una vez seca, la hoja se dispuso dentro 
de un tubo de ensayo de 40 cm» de longitud por 2,5 cm» de 
diámetro, en el fondo del cual se habían depositado 3 mi» 
del solvente, que en este caso era la mezcla reguladora de 
ácido acático-acetato de sodio-cloruro de sodio de pH 4,55 
y fuerza iónica 0,014 utilizada en las experiencias 53 a - 
60 de electroforesis»

Tapando el tubo y dejando que el extr^ 
mo inferior del papel, cercano al punto de aplicación, pos, 
cara en el solvente, se esperó hasta que este ascendiera & 
nos 16 cm» por sobre el punto de aplicación» Luego la ho
ja se retiró del tubo, so marcó con lápiz el frente del sol 
vente, se secó en estufa a 90°C, se roció con hinhidrina - 
0,05 g/100 mi» do acetona y se secó de nuevo a 90°C. (28)»

El reactivo puso de manifiesto una dni
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ca mancha correspondiente en consecuencia a los tres amino 
ácidos, situada en el frente del solvente* Este hecho debe 
interpretarse en el sentido de que, siendo los migrantes - 
completamente solubles j en el solvente, no hay fenómenos de 
partición que retracen a algunos de éllos y siendo el papel 
inerte, tampoco hay separación por adsorción diferencial* 

Las conclusiones de interés para noso
tros están así esbozadas* Se ha confirmado que el papel no 
es más que un soporte inerte* Además, y quizá esto sea más 
importante, el flujo de electrolito en el papel (que debe
mos que existe en forma de flujo de reposiciÓn^de flujo e- 

leetroendosmótico) no tiene efecto partitivo sobre los mi
grantes. Sí, en cambio, tiene lugar el denominado efecto 
cromatográfico, que no es otra cosa que el arrastre de los 
solutos por el electrolito* 
3»4 Método ¿a sonarocl¿n adoptado.

No haremos aquí más que reunir las ob- 
servaciones anotadas en el estudio de variables que antece 
de, compaginando un método rápido y efectivo de separación 
de los ácidos glutámico y aspar tico entre sí y de los demás 
aminoácidos, eventuales componentes de una mezcla, por eleg, 
troforesis en papel de filtro*

El pH óptimo para esos fines debe estar 

en las inmediaciones de 4,50* En ese punto la separación 
entre glutámico y asíártico es buena, y entre aquél y el * 
resto de la mezcla, suficiente para proporcionar manchas - 
netas en un tiempo relativamente corto*

Igualmente se presenta, apto un valor - 
de fuerza iónica igual a 0,050 para un electrolito de ácido
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acético-acetato do sodio de pH 4,55. Si bien la separación 
lograda a ése valor de la fuerza iónica no es la mejor, en 
cambio las manchas resultantes presentan características de 
nitidez e intensidad do color que hacen preferirlo* La ia 
tensidad de corriente que pasa por la hoja en electrofore
sis llevadas a cabo con esa fuerza iónica no es suficiente 
mente alta como para causar una elevación de temperatura * 
que moleste. Un valor tipo sería, para una hoja de papel

¥ *
Whatman nQ 1 de 32 por 10 cm», un valor de intensidad de - 
0,27 ma/cm.

La duración de la electroforesis separa 
toria dependerá fundamentalmente de la diferencia de poteri 
cial aplicada y de la concentración de los solutos puesto 
que respecto a este último factor sabemos que de hecho la 
movilidad depende de la concentración» Habrá que fijar en 
toncos condiciones relativas: el tiempo será de dos horas 
para potenciales de 450 voltios o, mejor dicho,’ gradientes 
de unos 15 v/cm», y mezclas deglutámico y aspártico hasta 
0,15 M» La separación efectiva de soluciones hasta 0,45 M 
(es decir, siembra de tres micr debí tros de una solución 0,15 
M, lo que es lo mismo, según probamos en § 4,2) necesitará 
para el mismo potencial, una electroforesis de tres horas 
de duración»

El papel Whatman nfi 1, tan usado en cr& 
matografía, se ha mostrado también útil para las tareas e4 
lectroforóticas, aún cuantitativas, del tipo practicado por 
nosotros»

La temperatura tiene gran influencia - 
sobre las condiciones de sepraciÓn de una mezcla, sobre t^ 
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do en lo que se refiere a la evaporación de electrolito y 
sus efectos» Sin embargo, para los fines deseados es sufi 
cíente trabajar a temperatura ambiente, lo que se explica 
s&ise considera que la corta duración de nuestras experien 
cías reduce las perturbaciones»



4.- Valoración (método planimétrico).

Hemos dado ya una idea de los fúndame^ 
tos de los métodos de evaluación de aminoácidos en general 
y ácido glutámico en particular» Todos ellos presentan i& 
convenientes tales como pomplenidades técnicas y larga du
ración que hacen de la determinación una tarea difícil y - 
tediosa»

Las valoraciones post-cromatográficas 
en papel muestran, en relación den las demás, cierta sencX, 
lies, sobre todo en lo que se refiere a la posibilidad de

■/ 
efectuar muchas de éllas el mismo tiempo y en análogas co& 
diciones» Y aunque la aproximación de los resultados no - 
sea grande (se trata én realidad de tentativas de evalua
ción más que de métodos definitivos) son aplicables a la fi& 
calización de gran número de ensayos biológicos en los' que, 

más que una estimación muy exacta, interesa poder obtener 
resultados comparables que den idea de la manera como se es 
tá realizando un proceso, por ejemplo.

En cuanto a su aplicación a aminoácidos 
separados por electroforesis en papel, tenemos noticia sola y • 
mente del caso del análisis de retención, usado por Wieland 
tanto sobre electro^ como .sobre cr orna togr amas, con él resuX 
tado que mencionamos en otro lugar.

El ensayo de una estimación de aminoácjt 
dos mediante planimetría de sus manchas obtenidas |por ele¿

* 
troforesis en papel nos ha parecido de suficiente interés 
como para justificar la tentativa que a continuación se ve» 

Consideramos entonces en primer lugar 
y con detalle el método propuesto originalmente así como - 
los resultados obtenidos por otros autoresj al aplicarlo. 
Luego, sus fases técnicas desde nuestro propio punto de via 

ta. Después, los resultados que hemos logrado al aplicar 
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esa técnica y finalmente las modificaciones que ésta hubo 
de sufrir para dar resultados aceptables.

No es posible sacar de los resultados
de nuestra experiencia conclusiones sobre el método tal c& 
roo ha sido enunciado por sus autores* porque el sustrato 
sobre el que aplicamos la estimación planimétrica no pro
viene de una cromati* ografía sino de una electroforesis en 
papel» Y si bien en ambos casos se tiene al final de la - 
separación la hoja de papel de filtro llevando las manchas 
de los. aminoácidos* los fenómenos que han intervenido en & 
quélia son de naturaleza esencialmente diferente y eso pa
rece influir* ya lo hemos dicho* sobre las características 
de las manchas logradas por uno u otro medio* Es esa simi 
litud* sin embargo * la que ha hecho factible la aplicación 
de un método post-crornatogréfico a la electroforesis én p& 
peí* con los resultados que podrán verse más adelante»

El método de determinación de aminoáci
dos por estimación planimétrica del ¿rea de sus manchas en 
un cr orna togr ama fué dado a conocer por ^isher y colaborada 
res en 1943 (53), quienes anuncian haber observado que en 
un cromatograma unidimensional en pappl de una serie > de di 
luciones de una mezcla de aminoácidos, el tamafio de; la ma& 
cha disminuye regularmente con el aumento de la dilución. 
Citan un ejemplo consistente ta la siembra de 5 microlitroj

I i

de diluciones (factor 2/3) de una mezcla de ácido/glutámi
co* glicocola y alanina 0*062 M de cada uno de ellos. Re- 
velan Mde la manera común con úlnhidrinaH. Sobre la base 
de esa observación* ensayan tres maneras diferentes de es
timar la cantidad de aminoácido presente* en función del - 
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tamaño de la mancha correspondiente» 
La primera, aplicable solamente a man* 

chas elípticas regulares, es medir la longitud de la mancha 
dn la dirección del flujo del solvente» Hay «dicen los au
tores* una relación lineal entre la longitud de la mancha 
y el logaritmo del contenido de aminoácido»

La segunda, de aplicación más general, 
consiste en delinear de la mancha y medir su área con un - 
plañí me tro. Gráficamente demuestran que hay una relación 
lineal entre esa área y el logaritmo de la cantidad de. am¿ 
noácido presente» X agregan: "Los datos que se tienen ac
tualmente sugieren que es posible poner de manifiesto una 
diferencia de 2 % en la cantidad de aminoácido presente, & 
sando los resultados por cuadruplicado»"

A fin de compensar los efectos de varia 
clones en el papel, temperatura,solvente, etc», proponen - 
desarrollar ccomatográficamente las mezclas tipo de amino¿ 
cldos junto a las desconocidas» Bso elimina además la ne 
cesidad de detei'minar los parámetros de la línea relacio
nando el tamaño de la mancha con su contenido ( ver § 4,11).

Como complemento de esta técnica y para 
obtener monchas con una nitidez de borde que no siemjxre es 
posible lograr en cromatografía, aconsejan realizar la pl¿ 
nimetría sobre copias fotográficas de los cromatogramas he, 
chas con un pppel comercial de co¿)ias por reflexión (tipo 
"Copycat")»

I>a tercera manera de estimar, aminoácid 
dos en un cromatograma que han ensayado les autores es re
gistrar con un fotomicrómetro Hilger una placa negativa —
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preparada a partir dol cromatograma original, trazar luego 
la curva da transmisión y comparar los valores de las áreas 
comprendidas entre la curva y ol eje de las abscisas con - 
el contenido de aminoácido, para cada mancha» Afirman que 
hay una relación lineal entre esa área y la cantidad de am¿ 
noácido presente, pero solo para un rango restringido de • 
cantidades de aminoácidos*

kEn un trabajo complementario del que - 
estamos considerando Fisher y colaboradores (52) comunican*
estar ensayando un método de evaluación planimétrica en el 
que solamente es necesario desarrollar cuatro manchas en * 
paralelo* Consiste en correr cantidades s^> Sg, u^ y Ug * 
del componente a determinar, donde las eses son conocidas

# si uiy las ues, desconocidas y donde «i « , A * K*
s2 • Ug *

Si las áreas correspondientes a las mar 
chas en el cromatograma son respectivamente 8^, Sg, y Ur 
la relación logarítmica das

Prometen dar posteriormente pruebas de
la aproximación de un 2 $ que permite un cálculo de este t 
tipo»

Block (16, 19a) comunica haber encon-
)

trado una relaaión lineal estricta realizando de 6 a 10 a
nálisis de réplica para cada valor del tipo y deí descono
cido» Y agrega que se obtienen fácilmente aproximaciones 
de ± 5 % cuando la mancha tiene bardes netos» El mótodo no 
puede usarse cuando hay superposición o distorsión dé las 
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manchas•
Fromageot y colaboradores han dado más 

detalles de una valoración según el método precedente, de 
varios aminoácidos componentes de una proteína (60) o exi£ 
tentes en un medio de cultivo (59)» En conjunto , aquéllos 
componen aproximadamente la siguiente técnica: sobre el p& 
peí (generalmente Whatman nQ 1) se depositan, frente a siea 
bras de 5 microlitros del desconocido, iguales volúmenes - 
de una escala testigo de concentraciones escalonadas como 
por ejemplo: 0,30| 0,455 0,60; 0,75; 0,905 1,055 1,205 1,35 
y 1,50 gamas/microl* (una alternativa es usar una pipeta 
capilar -la misma para todos- tal que de una mancha de 5 a 
6 mm« de diámetro)* Después de llevar a cabo el desarrollo 
cromatográfico, la hoja se seca a cerca de 100°C. y se ro
cía con ninhidrina de 0,2 g/100 mi. de butanol anhidro. - 
El color se consigue calentando a 90-100°C durante 5 minu
tos* La estimación de las áreas se efectúa en una cámara 
oscuaa e iluminada la hoja con luz amarilla, por transparen 
cia, ya delineando con lápiz y midiendo luego las superfi
cies con un planímetro, ya realizando directamente la pla
nimetría sobre el papel así iluminado*

Los autores han comparado el método de 
^isher con estimaciones realizadas mediante métodos parti
culares de cada aminoácido, obteniendo los resultados que 
reproducimos en la tabla 4,1, correspondientes a la compo
sición de la lisozima. Los números entre paréntesis de la 
tabla indican la cantidad de ensayos de réplica llevados a 
cabo con la técnica planimétrica y (T es la, desviación staji 
dard del término medio (42, 70).
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TABIA 4yl según Fronuageot y col& 
horadares (60)»

Aminoácido Glicocola Alanina Treonina Valina Isoleucina

Método de 
Fisher.- 
(mg de ani 
noacido x 
lOQmg de 11 
sozima.

5,3 (11)
(T=0,13

6,i cu) 
(T-0,70

5,2 (7)
(Ts0,31

7,0 (4)
(T=0,45

6,2 (4)
(TS0,12

Método pag, 
ticular.
(id)

5,8 5,2 7,0 ...

Los autores llegan a la conclusión de 
que la fidelidad y la precisión del método dependen, por un 

lado de factores inherentes al método mismo: precisión del
/ 

volumen de solución depositada y homogeneidad del desarrollo 
y del revelado, y por otro lado, de la naturaleza de los & 
minoácidos, algunos de los cuales dan manchas mejor dellmX 
tadas que otros. .

El método de Fisher ha sido -aplicado 
asimismo a la estimación de potasio en medios biológicos. 
Benrstecher (10) encuentra que la relación entre el área * 
de las manchas y la concentración es lineal en esto caso y 
propone un método gráfico tal como el que hemos visto pero

I 
con un tipo de siembra inspirado en el propuesto por Berry
y Caín (12)... Ensaya también el cálculo mediante‘una fór-

.<♦ 
muía que relaciona aquellas variables pero aclara* qué con 
ella es más fácil cometer grandes errares.
4,1 Estudio de las operaciones técnicas. El método plan¿ 
métrico para determinación de aminoácidos mediante la medX 
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da de sus manchas en el papel se compone de una serie de p¿ 
sos sucesivos cuyas condiciones es necesario precisar si se 
busca obtener un método rápido y efectivo y quo suministre 
resultados correctos.

Esos pasos componen en conjunto una tÓc 
nica cuyos detalles ya henos dado, aunque desde un punto - 
de vista cualitativo. Ho haremos ahora más que desarrollar 
su aspecto cuantitativo.

Ellos son a saber: siembra, revelado, 
delineado y estimación planimétrica del área de las manchas 

4,11 Siembra. Para una siembra cuantitativa son nece
sarios todos los requisitos mencionados en § 3,231 y que e 
configuran una técnica que habrá de proveer manchas apro
piadas.

Pero además de todo eso, es de importan 
cia capital para una buena evaluación que las manchas po
sean las siguientes características:
a) ^orma regular: toda irregularidad supone, según nuestra 
experiencia,una posibilidad de error; la mancha de aminoá
cido parece tener una zona central de mayor densidad de.» 
concentración, esto es, mayor concentración por unidad'de 
superficie y una faja, rodeándola, en la que la densidad - 
es mucho menor.

Las irregularidades en la forma hacen 
que esa faja no tenga un ancho uniforme y se haga más dif¿ 
cil su delimitación. Las manchas a obtener deben ser en
tonces sensiblemente circulares o elípticas. En ese sentid 
do juega un papel muy importante la fuerza iónica del oles, 
trolito en que se efectúa la separación; ya hemos dicho que 
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a una fueras iónica creciente corresponde una disminución 
del tamaño do la mancha (*)• Como es lógico, al disminuir 
su tamaño, la forma de aquélla se hace más regular» Habrá 
que utilizar en consecuencia una solución reguladora de — 
fuerza iónica relativamente alta» Su valor absoluto depeji 
derá del tipo a que pertenezca esa solución»

Otros factores que actúan modificando 
la forma de la mancha son: la aercanía de los bordes del - 
papel, la distancia recorrida y los aminoácidos acompañan» 
tes en la mezcla»

La mayor o menor cercanía de los bordes 
del papel: una mancha muy cercana al borde sufre por lo g¿ 
neral una deformación lateral» Eso puede evitarse ubican
do el punto de aplicación suficientemente alejado de'aquél: 
la magnitud de esa distancia dependerá como es natural del. 
tamaño de la mancha a obtener»

La distancia recorrida por el migrante: 
a medida que esa distancia va aumentando, la forma de la - 
mancha va pasando de circular a elíptica, con el eje mayor 
en la dirección del movimiento $ al mismo tiempo, el borde 
( *) Al anotar lo que antecede no hemos podido dejar de & 
sociar la existencia de las dos zonas mencionadas y su com 
portamiento frente a variaciones en la densidad iónica del 
medio circundante con la doble capa eléctrica que la teoría 
interpreta que existe en torno a toda partícula cargada en 
un medio tal como el que consideramos» Se nos antoja que 
aquéllas pueden considerarse como una visualización grosera 
pero ilustrativa, del comportamiento de la doble capa elég, 
trica ante condiciones variables» Las similitudes no son 
pocas: el carácter difuso de la zona externa y el más com
pacto de la interna; la diferente densidad de concentración 
apreciada en ambas zonas -baja en la externa, mayor en la 
interna- equivaldría a la diferente densidad descarga que 
se interpreta (21) que existe en la capa eléctrica externa 
y que va de un ¿pran valor cerca de la superficie de la pa& 
tícula hasta cero en un punto situado más externaménte; su 
modo de variar con un aumento de la fuerza iónica del medio; 
la zona externa se va reduciendo hasta confundirse finalmeix 
te con la interna» correspondería a la variación del espesor 
efectivo de la doble capa, el cual ”si se mantiene constante 
la densidad de carga en la partícula, decrecerá con un incrg, 
mentó de la fuerza iónica”»
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se va haciendo más y más difuso» Por eso, el tiempo de cq, 
rrida debe ser lo más corto posible y con él la distancia 
recorrida»

Los aminoácidos acompañantes en la me¿ 
cía: la existencia de aminoácidos de velocidades muy cerca 
ñas hace que por lo general se deforme una de las manchas 
vecinas» Asi, hemos observado que, efectuando la separa* 
ción durante un tiempo, relativamente corto, o sembrando e% 
cantidades grandes de aspártico y glutámico, las manchas * 
correspondientes a estos aminoácidos aparecen deformadas^ 
ya la "cola" del aspártico, más veloz, toma una forma cón
cava adaptándose a la convexidad de la mancha de glutámico, 

ya es ésta la que forma una especie de vaina de la otra» » 
Sin embargo, las manchas no se mezclan; salvo que los bordes 
sean muy difusos, queda siempre una banda de papel no coljo 
reada entre las dos» (

Un efecto análogo, pero en sentido la-i
teral, se produce si los puntbs de aplicación de las mezclas 
son muy cercanos» Lo mismo que la distancia a los bordes 
del papel, la distancia entre punto y punto de aplicación

i 
dependerá de la cantidad de aminoácido depositada»'
b) Bordes netos: esto se consigue haciendo qué. la, faja de 
baja concentración, difusa, se reduzca a un mínimo,y con £ 
lia los errores posibles, por las razones mencionadas»

Son varios los factores que,{ combinados 
permiten obtener manchas de borde neto en el papel: el au- 
mentó de la cantidad de aminoácido sembrada, el de lh fue& 
za iónica ^ie la solución reguladora, el de la concentración 
de la solución de ninhidrina y un tipo de siembra realizado 
sobre la hoja apoyada solamente en sus extremos»
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El primero de esos factores depende fun 
damentalmente de la solubilidad de la sustancia a valorar» 
La fuBBza* iónica, de la concentración y valencia de los ig 
nes componentes de la mezcla reguladora; a su vez dependen 
de ella, a igualdad de las demás condiciones, la intensidad 
de corriente que ha de pasar por la hoja y los factores m<g» 
los tos que se presentan si la intensidad se eleva demasiado* 
La concentración de la solución de ninhidrina depende de la 
solubilidad de la ninhidrina, que es alta o por lo menos, 
suficiente, en varios de los solventes más comunes» El • 
cuarto factor, combinado con una siembra sobre la hoja húme 
da, da manchas excelentes en lo que se refiere a sus bordes»
c) tamaño relativamente grande: es lógico pensar que al a- 
fectuar la medición del área de la mancha, habrá de cometes, 
Se un error relativamente mayor si la mancha es más chica» 
A ose error habrá que sumarle el proveniente de un delinea 
do no muy exacto debido a la difusión en los bordes, que - 
sabemos que aumenta al disminuir el área, si esa disminu
ción proviene de una menor concentración; en cambio, el bor 
de do la mancha no se hace más difuso si su tamaño se redil 
ce por otros medios: mayor fuerza iónica, siembra sin apo
yo, etc»

■El tamaño aumenta por supuesto con la 
concentración» Tambián, como decimos más arriba, al sembrar 
sobre una placa de vidrio» La prueba experimental se mue& 
tra en la tabla 3,1 en las que aparecen las áreas (medidas 
en unidades arbitrarias) correspondientes a cuatro concen
traciones de glutámico sembradas de a uno o dos microlitros 
en el papel ya apoyado sobre una placa de vidrio, ya sostg. 
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nos casos, la relación entre las áreas es de casi 1:2*

Sin embargo, para fines cuantitativos 
resulta mejor realizar la siembra sobre la hoja libre apoya 
da solamente en sus extremos.

Efectivamente, las manchas ‘obtenidas & 
sí tienen un borde más neto y el inconveniente de su menor 
área se puede salvar aumentando la cantidad de de soluto a 
depositar sobre el papel*

Como detallamos más adelante (§ 4,2) - 
creemos haber comprobado que efectuando la siembra sobre - 
papel húmedo no apoyado, pueden depositarse cantidades rep¿ 
tidas da solución en un mismo punto y obtener manchas equ¿ 
valentes a las logradas si so siembra sobre la hoja seca, 
repetidas veces, pero secando el papel en los intervalos. 
Esto es decisivio para la aplicación del método que damos 
a conocer*

También el tipo de papel que se usé cc> 
mo soporte en la corrida electroforétlca, tiene importancia 
sobre el tamaño de la mancha* Papeles más gruesos, dan maji 
chas que ocupan una superficie menor* Han sido especifica 
das otras características (grado de pureza, propiedades de 
flujo, fuerza de humectación, absor habilidad, textura) de 
importancia en la elección del papel a emplear en técnicas 
diversas (9a)*

En general, en lo que respecta al área 
de las manchas, es difícil obtener reproductibilidad de sus i 
valores en corridas diferentes* Eso se explica teniendo en 
cuenta lo numeroso de los factores que intervienen en una 
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separación, electro! orática en papel y lo difícil de su fi> 
calización.

Por eso conviene dejar de lado cualquier 
intento de comparar ¿reas obtenidas en diferentes hojas de 
papel» fin cambio, se hace necesario correr paralelamente, 
ésto es, en la misma hoja de papel y por ende en las mis
mas restantes condiciones, una solución testigo de concen
tración conocida»

Pero aquel aparente inconveniente trae 
consigo una ventaja quizá mayor: es la de eliminar la nec& 
sidad de una fiscalización rigurosa del volumen depositado 
de solución, en el sentido de que solo es imprescindible - 
sembrar el mismo volumen -o un múltiplo entero del volumen- 
do soluciones testigo y problema, aunque se desconozca suI 
valor absoluto*

Pueden entonces depositarse la ssolucio 
nes de aminoácidos sobre el papel de filtro mediante no más 
4ue una pipeta capilar de aforo simple que el mismo opera* 
dor puede realizar dándole la capacidad requerida (97)* -
La pipeta se enjuaga cada vez con agua y con la solución a 
cargar* Se ha comprobado que al tercer lavado con agua no 
quedan en el capilar restos de aminoácidos detectables por 
la ninhidrina» /

Una variación del volumen de solución 
depositado sobre la hoja no parece modificar sensiblemente 
el área de la mancha resultante, si la cantidad, absoluta « 
sembrada es la misma* La serie de experiencias cuyos re
sultados damos en la tabla 4,21 lo confirma/

¡

Analizando y sopesando todos los dota» 
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lies mencionados hemos, encontrado como la más adecuada a - 
nuestros fines la técnica de siembra que describimos a coq. 
tlnuación: una hoja de papel de filtro Whatman na 1, de 32 
cm» de longitud por 14 cm. de ancho se marcha con lápiz, en 
su línea media transversal, en cinco puntos equidistantes 
entre si y de los bordes del papel* Se trazan además las 
líneas de costumbre que sirven para ubicar los solutos en 
la hoja y esta en el aparato»

Conviene anotar en cada punto la canti 
dad y tipo de solución sembrada: todo lo que favorezca la 
ubicación de los migrantes y sus características, es útil, 
sobre todo si se tiene en cuenta el complicado manipuleo 
a que hay que someter la hoja de papel»

Una vez marcada, la hoja se sumerge.en 
la solución reguladora que hará de electrolito y luego se 
seca parcialmente, o mejor dicho, se priva de un exceso de

,, I ... , /

humedad colocándola entre dos hojas de papel de filtro co
mún, durante un momento» Después se la ubica colgando 11-

1 i

bre en el aire, entre dos soportes y se depositan en ella 
los tipos $ cantidades de soluciones necesarios» Se lleva 
luego al aparato electrof oré tico donde se la deja, Con sus 
extremos sumergidos en el electrolito, unos 15 minutos an
tes de hacer pasar la corriente»

4,12 h ove lado. Son varios los factores importantes en 
ol revelado de manchas que sirvan para una determinación - 
planimétrica* secadd previo de la hoja de papel de filtro 
(electr ograma); concentración de aminoácidos, y de Jiinhidri 
na* maqera de poner ambos en contacto, secado final de la 
hoja de papal de filtro»

Secado previo: finalizada la separación 
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el método más sencillo para dejar secar la hoja es dejarla 
al aire el tiempo suficiente que por lo general es de va
rias horas, Ese tiempo puede reducirse, ya haciendo circjj 
lar aire fresco mediante un ventilador, ya aumentando la - 
temperatura, ya combinando ambos factores. Fowdon y Penney 
(57) trabajando con cromatografías en papel obtuvieron a 75 
y 100°C recuperaciones de 86 y 74 $ de los aminoácidos de 
positados. En cambio las pérdidas fueron despreciables se 
cando a temperaturas menores de 50°C, hecho comprobado taja, 

bión por Wovellie (122) y Brush y colaboradores (22). Es
tos últimos encontraron que hay pérdidas a 60, 85 y H0°C 
y que la temperatura óptima para el secado de cromatogra
fías con fenol como solvente es de 27°C.

En consecuencia, es conveniente no au- 
mentar la temperatura mientras se tema causar una descompg 
sición estimable de los áulutos. Por eso, y en primera ins 
tanda, nos limitaremos a acelerar el secado mediante un - 
ventilador, con lo que la operación dura de 15 a 30 minutos 
aproximadamente, según la temperatura ambiente. j

- i».

Respecto a la concentración de aminoá-
\

cidos necesaria pora evaluarlos en el papel, repetiremos - 
que dan color neto con la ninhidrina, después, de separadas 
electroforóticamente, hastaágamas de aminoácido.

Las manchas así obtenidas padecen del
. i

defecto, grave para fines cuantitativos, de su escaso tama 
ño y de la difusión de sus bordes. Resulta pues necesario 
trabajar con concentraciones más altas. Un tipo de escala 
de concentraciones útil para una determinación'planimétri
ca nos parece la que sigue: 0,05; 0,075; 0,10 y 0,15 molar, 
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que corresponden a las siguientes concentraciones expresad 
das en gramos de ácido glutámico por litro: 7,36; 11,04; » 
14,71 y 22,07, respectivamente» Esta serie tiene la venta, 
ja de presentar relaciones simples entre sus molaridades, 
permitiendo por ello la aplicación de la fórmula propugna
da por Fisher y colaboradores (52) si consideramos dos de 
esos valores como testigos y dos como desconocidos»

Sin embargo, la siembra de un miaroli
tro de esas soluciones en cada punto de una hoja apoyada 
sobre una placa de vidrio, no suministra manchas suficiente 
mente netas y grandes para una planimetría» Por los moti
vos mencionados en § 4,11 nos parece más conveniente sem
brar una mayor cantidad sobre la hoja sin apoyar» Se con- 
sigue de ese modo aumentar el tamaño de la mancha y la niti i i» 
des de sus bordes» Así, en una de las series de experion- 
cías realizadas para poner a punto el mótodo utilizamos la 
siguiente escala de diluciones de ácido glutámico: 12,21; 
14,‘43; 16,65; 18,87; 21,09 y 22,20 g/l©6©ml» Sembrábamos 
por lo menos tres microlitros de esas soluciones sobre una 
hoja no apoyada*

La concentración da la solución de ni& 
hidrina debe ser suficiente pata la obtención de manchas - 
netas» A pesar de que en ía literatura se propugna, para 
ensayos cuantitativos, el uso de concentraciones, mayores, 
hemos encontrado como valor adecuado para nuestros fines - 
el de 0,1 g» de ninhidrina en 100 mi» de acetona» Tentati 
vas realizadas con mayores concentraciones no- han mostrado 
mayor utilidad que justifique el reemplazo» Es que el co
lor más o menos intensó, dentro de ciertos límites, que — 
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pueda dar una diferente cantidad de ninhidrina al ser pue& 
ta en contacto con el aminoácido tiene que causar una dife 
rancia en el resultado final bastante menor que los errores 
que en escala más amplia se cometen forzosamente en otras 
etapas de la tácnica, como por ejemplo, el delineado*

Sin embargo, por' debajo del valor men
cionado se notan en mayor grado efectos disturbantes, por 
lo que lo consideramos el limite inferior para la obtención 
de resultados satisfactorios*

No nos parece necesario purificar pre
viamente la ninhidrina por las razones que dimos más arri
ba.

Por otra parte, ho hay que olvidar que, 

de acuerdo a lo dicho en § 4,11 nomos a correr paralélame^ 
te, esto es, en la misma hoja, testigos y desconocidos y - 
que las condiciones del revelado han de ser entonces pare
jas para todos*

i

No hay mayor discusión en cuanto a la 
ventaja de bañar los electrogramas con la solución Revela
dora y no rociarlos con ella* Es evidente que se ganaasí 
en homogeneidad y esto es importante puesto que el resul
tado saldrá de la comparación de las manchas obtenidas* - 
Aunque a primera vista parezca lo contrario, el consumo de 
reactivos no es mayor* Para bañar una hoja de papel de 
200 cm2* se necesitan no más de 4 mi* de solución de ninh¿ 

drina*
La reacción entre ésta y los aminoácid 

dos en el papel se produce en frío, de modo que la técnica 
más sencilla y de menor riesgo para un mótodo cuantitativo 
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ha de ser dejar la hoja en la oscuridad durante el tiempo 
necesario para que las manchas adquieran la máxima intensl 
dad de color* Aquel, según dijimos ya» depende de la temp¿ 
rotura. Dejando la hoja de papel bañada con hinhidrina a 
una temperatura ambiente de 10 a 15°C el punto de máxima 
intensidad se produce a las 18 horas aproximadamente» A - 
25°C el lapso se reduce a unas 10 horas más o menos» A 37° 
se consiguen manchas muy intensas al cabo de 4 6 5 horas» 
A 90°C hay pleno color después de 5 minutos. Pero ya diji
mos que se ha comprobado que el calentamiento ocasiona una 
destrucción parcial del aminoácido» Limitémonos entonces 
al uso de la operación que engendra menos peligros: el reve 
lado a temperatura ambiente» Con élla hemos obtenido los 
resultados satisfactorios que más adelante damos a conocer»

Resumiendo, la técnica que hornos adop
tado en lo que se refiere al revelado comprende el uso de 
una solución de ninhidrina al 0,1 g/100 mi» en acetona; —
con esa solución se baria el electrograma, el cual luego se 
deja durante 18 horas en la oscuridad. Al cabo de dicho - 
lapso se procede al delineado de las manchas resultantes» 
Esa operación se describe a continuación»

4,13 Delineado» Ya hemos anotado que no consiste más 
que en marcar con lápiz el borde las manchas puestas^de m& 
nifiesto mediante el revelado. Sin embargo, en lo que se 
refiere a fines cuantitativos es una fase delicada de la - 
detor¡ninación y es en élla donde a nuestro juicio se come
ten los errores de mayor magnitud. Estos pueden aminorar
se en mucho aplicando una técnica convencional de delineado 
aconsejada por la práctica y que se .logra fácilmente con al 

guna experiencia»
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Como es 1061009 el aminoácido ocupa de¿ 
pués do la separación en el papel un área bastante mayor q 
que la que abarcaba al ser Sembrad o »„'A1 difundirse, los b 
bordes de la mancha, bien netos al principio, van perdien
do gradualmente esa cualidad». La mancha revelada de un a- 
minoácido presenta, ya lo hemos dicho, una zona central de 
gran intensidad de color y una faja qus la rodea en que el 
color es más tenue» Nuestra experiencia indica que en la 
mayoría de los casos la zona interna adopta formas subho - 
más regulares que la faja adyacente» Es en ésta, en cambio 
donde aparecen irregularidades debidas a arrastre, difusión, 
ote. Parece correcto pensar entonces que una estimación - 
del área de la mancha deba dejar de lado todas esas varían 
tes eventuales y considerar en cambio como área efectiva - 
de la mancha la ocupada por la zona central más Intensa» •* 
La experiencia no ha hecho más que confirmar esa suposición. 
También la experiencia nos indica que es en la zona de co-

• lor intenso donde está ubicada la mayor parte de la masa - 
del migrante» En la faja externa en cambio, la cantidad * 
de aminoácido parece ser muy baja, ocupando a pesar de ello 
una gran superficie, otra razón más para no tenerla en cuen 
ta al hacer la planimetría»

Para conseguir una mejor visualización 
de las dos zonas mencionadas es conveniente colocar la ho*

■¡

ja a delinear sobre una placa’de vidrio despulido tras de 
la cual se ubica una fuente luminosa intensa y trabajar en 
un cuarto oscuro» Observando cuidadosamente, la mancha se 

llega a distinguir una línea imaginaria de separación que 
se marcha con un lápiz de punta fina» La figura resultante 
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debe adoptar una forma circular o elíptica, lo más regular 
posible: adaptarse a las aparentes irregularidades de la * 
mancha es fuente de graves errores. Es fácil, entonces, - 
con alguna experiencia, lograr delineados reproducibles»

4,14 Medición planimétrica» La última etapa de la téc, 
nica de evaluación que consideramos consiste en la estima* 
ción de las áreas de las manchas producto de la electrofo- 
resis en papel, mediante el planímetro.

Son conocidos el mecanismo y las bases 
teóricas del funcionamiento de ese aparato* La fase técni 
ca no consiste en otra cosa que fijar la parte correspon
diente del aparato en un punto externo a las manchas, lue
go marcar con lápiz en el borde ya delineado, el punto de 
partida y llegada del extremo móvil del planímetro y final 
mente recorrer, en el sentido de las agujas del reloj, la 
circunferencia que rodea a la mancha,. el número de veces - 
que sea necesario para obtener valores similares (planime
tría indirecta)* No es necesario ajustar el planímetro p& 
ra que dé valores en centímetros cuadrados: como solamen
te hemos do comparar las áreas obtenidas, sus magnitudes - 
pueden expresarse en unidades arbitrarias»

Un sistema que da resultados aceptables 
a nuestro juicio es dar cinco vueltas a la mancha con el - 
planímetro para cada estimación; sacando el promedio, repl 
tiendo tres veces la operación y promediando nuevamente es 
como hemos logrado, salvo indicación en contrarió, los da
tos que aparecen en las tablas»

Una de las variantes que henos intenta 
do sobre la técnica tal como se acaba de describir, es lie 
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var a cabo la planimetría sobro la mancha sin delinear (pl¿ 
nimetría directa) » Pensábamos con ello eliminar ese emor 
fijo y definitivo que puede cometerse al medir el área de 
una manchas delineada imperfectamente» Sin embargo, los - 
resultados muestran que la planimetría directa da, para una 
misma superficie, valores muy desparejos, Jor lo que no re 
sulta conveniente» Ante el problema de no podei* repetir - 
al cabo de un tiempo esas determinaciones directas (puesto 
que el color provisto por la reacción con la ninhidrina es 
efímero) se sacaron copias fotográficas de algunos electro 
gramas o También buscábamos con eso corroborar lo afirmado

Iz
por Fisher y colaboradores (53) de qué los bordes de las - 
manchas pueden hacerse más netos sacando copia fotográfica 
en un papel adecuado» A pesar de que se obtuvieron de mane» 
ra bastante diferente, nuestros resultados confirmaron que 
hay cierta ventaja en su uso, aparte.de que es posible con 
servar así las manchas sin delinear para la estimación re
petida de sus áreas»
4,2 Parte experimental»

Veamos ahora la parte experimental de 
la que son fruto muchas de las consideraciones que antece
den» Si bien algunas de las esperiencias mencionadas han 
suministrado resultados dispares, presentan interés en cuan 
to al aporte que significan para lá caracterización y afin& 
do de la técnica definitiva»

Las iremos tratando en el orden en que 
aparecen sus representaciones en los gráficos 4,1 a 4,9 y 
tomando en cuenta al midmo tiempo sus resultados que pueden 
verse en la tabla 4,2»

aparte.de


165

TA
BL

A 
4.
2

Ar
ea

 d
e 

un
a 

es
ca

la
 d

e 
co

nc
en

tr
ac

io
ne

s 
de
 a

ci
do
 g

lu
ta
ml
co
 s

eg
ún

 d
if
er
en
te
s 

ti
po
s 

de
 p

la
ni
me
tr
ía
»

0,
15
 M

22
,0
0

19
,0

0
30
,2
5

28
,3
8

30
.6
3

26
.6

3
18

,1
3

19
,9

0
24

,1
0

27
,4

0
34

.2
7

21
,9
6

35
,7

3
24

,7
2

30
.9
3

26
,4
4

21
,0

0
26

.2
7

15
.9

3

LA
 M

AN
CH

A
0,

01
0 

M

13
63

15
.6
3

26
,3

8
28

,2
5

26
.6
3

23
,1
3

17
,7
5

16
,7

0
23

,1
0

23
,0

0
26

,7
3

17
,9
2

31
,3
3

21
,5
2

23
.6

7

21
,4
8

17
,8

7
21

.6
7

15
,0

0

AR
EA

 B
E

0,
07
5 

M

18
.1
3

15
,2

5
27

,6
4

26
.1
3

24
,6
3

24
.1
3

16
,8
8

13
,8
0

22
,1
0

21
j9
O

24
,7
3

14
,8
8

27
,4
0

18
,1
6

22
,9
3

18
,7
6

15
.6
0

18
.6
0

10
,2
0

0,
05
 M

13
,0

0
12

,3
8

23
.1
3

19
,8
8

20
,5

0
18

.1
3

11
,6
3

10
,4
0

17
,6
0

19
,8
0

20
,3
3

10
,9
2

23
,2
0

13
,0
0

19
,2
7

15
,6
8

-1
2;
73

16
,7
3

10
,0
0

Ti
po
 d

e
pl
an

im
et
rí

a

I.
E. H

 u w w £ ii w
 n ii »t

B.
E.

I.
E.

B.
E.

I.
E.
 

B.
E.
 

B.
E.

I.
E.

I.
I.

Ex
pe
ri
en
ci
a

n° 98 99 10
0

10
1

10
2

10
3

10
4

10
5

10
6

10
7

10
8

10
8 

(F
.C
.)

10
9

10
9 

(F
.C
.)

11
0

11
0 

(F
.C
.)

2 
ee
g.

11
0 

(F
.C

.)
^

3 
se
g.

11
1

11
1



464

I.
E.
 =

 P
la

ni
me

tr
ía

 i
nd
ir

ec
ta
 e

xt
er

na
 (

ve
r 
te
xt
o)
.

I.
I.
 =

 P
la

ni
me

tr
ía

 i
nd

ir
ec

ta
 i

nt
er
na
. 

'

D.
E.
 =

 P
la

ni
me

tr
ía
 d

ir
ec
ta

 e
xt
er
na
.

D.
I.
 =
' 
Pl

an
im

et
rí

a 
di
re

ct
a 
in
te
rn
a.

F.
C;
 -

 F
ot
oc
op
ia
.

2 
se
g.
 =

 t
ie
mp

o 
de
 e

xp
os
ic
ió
n.

0,
15

 M

42
,9
3

29
.4

7
44
,0

0
25

.2
7

58
.6
0

36
.4
7

55
.2
8

32
,9
2

43
,0

7
18

.0
7

12
,0

0
26

.7
3

17
.7

3
43

,0
0

28
.2

7
38

,6
7

51
,8
7

LA
 M

AN
CH

A
0,
10

 M

34
.7
3

23
.1

3
33

,5
3

21
,0

0
43

.1
0

28
.1

0
38

,8
0

25
,4
8

39
.6

7
16

.7
3

11
.2

7
22

,6
0

15
,6

0
34
.1
3

23
,6

0
33

,9
3

41
.2

7

AR
EA

 D
E

0,
07

5 
M

31
,0
0

21
,2

0
32

,0
0

20
,1
3

37
,8
0

24
,2

0
34
.7
2

19
,3
2

33
,2
0

12
,4

7
7,

67
21
.7
3

12
,4
0

26
,2
7

17
,8

7
30
,0

7
36
,7
1

0,
05

 M

28
,6
7

15
,9
3

26
.1
3

13
.4

7
32
.1
3

20
.2
7

28
,8
8

17
.4
8

24
,4
3

11
.2

7
6.
27

16
,0
7

8,
07

19
,2
0

10
.2
7

25
,8

0
34
,4
0

Ti
po
 d

e
pl

an
im

et
rí

a

I.
E.

I.
I.

D.
E.

D.
I.
 

I.
E.

I.
I.

D.
E.

D.
I.
 

I.
E.

I.
E.

I.
I.

I.
E.

I.
I.

I.
E.

I.
I.

I.
E.

I.
I.

Ex
pe

ri
en

ci
a

n® 11
2

11
2

11
2

11
2

11
3

11
3

11
3

11
3

11
4

11
5

11
5

11
6

11
6

11
7

11
7

11
8

11
8



165

Las experiencias se realizaron en la si 
guíente formas en una faja de 32 por 10 cm* de papel de fil 
tro Whatnan n® 1 apoyada sobre una placa de vidrio se depg, 
sitó,en cada uno de cuatro puntos marcados, un microütro 
de una mezcla de ácidos glutámico y aspártico de cada una 
de las siguientes molar idades: 0,05; 0,075; 0,10 y 0,15»

La separación se efectuó en un electro 
lito de ácido acático*acetato de sodio de pH 4,55 y fuerza 
iónica 0,050; la diferencia de potencial aplicada fuá de - 
450 voltios de promedio (experiencias 100 a 103 y 106 a 110)

Algunos ensayos difirieron levemente: 
uno se efectuó a pH 4,35 (experiencia 98); otro, a 700 vol 
tios (exp« 99) y dos, con agregado de cloruro de sodio al 
electrolito (exp. 104 y 105)« Las corridas duraron dos h& 
ras, al cabo de las cuales se batió la hoja con una/solución 
de 0,1 g« de ninhidrina en 100 mi» de etanol de 95 Lúe, 
go de la dejó a temperatura ambiente durante 13 horas, al 
cabo de las cuales so delinearon las manchas con^lápiz so
bre una fuente luminosa. Una vez realizada la olanimetría

i las manchas resultaron tener las áreas que, expresadas en 
unidades arbitrarias, se ven en la tabla

Las representaciones gráficas de esos 
valores en un sistema do coordenadas en que las abscisas son 
el logaritmo de las concentraciones expresadas en molarid^d 
y las ordenadas las áreas, en unidades arbitrarias, dan cur 
vas de formas variables que se apartan de la recta que e- 
ra lo esperado de acuerdo con la literatura citada. Kn a- 
fecto, del total de trece experiencias (gráfico 4,1; 4,2 y

-
4,3) y salvo dos o tres que dieron relación lineal entre •
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las variables, las demás difieren más o menos de esa rela
ción: algunas con tres puntos en línea y el cuarto más o - 
menos alejado y otras con sus puntos alineados en forma de 
3 de mayor o menor curvatura.

La aplicación de la fórmula propugnada 
por ¡Pisher y colaboradores (52) a los mismos resultados no 
proporciona mejores aproximaciones que el método gráfico»

Por si estas diferencias fueran debidas 
a poca nitidez del borde o escasa área; de las manchasse - 
ensayó, en primer lugar, revelar con ninhidrina en solución 

más concentrada un electrograma obtenido en condiciones», a- 
nálogas (exp* 111, cuya curva se incluye también en el/gr¿ 
fleo 4,3) • La tentativa no dió resultados más satisfacto
rios que los precedentes*

En las experiencias 112, y 113 se tra
tó de lograr manchas más grandés depositando el dóble de - 
la cantidad de solución de aminoácidos usada hasta entonces. 
La siembra consistió en depositar dos veces en cada punto 
un mlcrolitro de las soluciones mencionadas* Lajmayor can

A 
tidad de solutos aplicada hizo necesario extender, el tiein 
po de corrida a tres horas para conseguir una buena'resolu 
ción» Las demás condiciones fueron idénticas» Análoga - 
fuá la experiencia 114, salvo que el reactivo revelador te, 
nía una concentración de 0,2 g* de ninhidrina en 100 mi* de 
e tanol»

Como también los resultados de estos en 
sayos (gráfico 4,4) se alejan de la recta esperada y con el 
objeto de descartar errores de estimación del área ocasio- 
nados por la manera de delinear la manchas, se procedió a
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estudiar otros tipos de planimetría aplicados a estos mis
mos ensayos»

Llamaremos indirecta a la planimetría 
que hemos venido mencionando y que, como henos dicho inclji 
ye el delineado previo de las manchas realizado colocando 
la hoja que las lleva sobre una placa de vidrio tras la - 
cual se ubica una fuente luminosa» este caso la plani
metría no consiste en otra cosa que seguir la línea marca
da previamente con lápiz, Esta línea puede denotar el bor 
de de la zona de mayor intensidad de color y entonces da - 
lugar a lo que llamamos planimetría indirecta interna o - 
bien el de la faja menos color o ada, es decir, el bordo ex
terno de la manchas y festonees la planimetría es indirecta 
externa»

El otro procedimiento empleado os el - 
que llamaremos planimetría directa, que consiste en reco-/ 
rrer el borde la mancha sin delinear con la punto móvil del 
planímetro. Eso puede hacerse sobre el papel iluminado por 
transparencia y on ese caso existe la posibilidad de llevar 
a cabo también una planimetría interna o externa según se 
considera el borde de la zona más densa o el de ía faja que 
la rodea»

Una variante de esta planimetría direc 
ta consisté en realizarla sobre coalas en papel fotográfl--
co del electr ograma» Para obtenerlas hemos impresionado - 
el papel colocándolo sobre la hoja de papel de filtro ubi
cada como en los casos anteriores; el tiempo de exposición 
y las condiciones del revelado fotográfico se determinan - 
empíricamente con unos pocos ensayos» El papel impresión^
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do presonta a los solutos como manchas blancas sobre fondo 
negro# En esto caso resulta un poco difícil determinar la 
línea imaginaria entre las dos zonas por lo que nuestras 
estimaciones se reducen al área externa de la manchas# Los 
requisitos más importantes que debe reunir una fotocopia 
del tipo mencionado son que el área de las manchas no sea 
demasiado chica y que el borde sea neto# Ambos factores - 
se fiscalizan en parte variando el ennegrccimiento del fon 
do, esto es, el tiempo de exposición y la intensidad de la 
fuente luminosa#

El análisis dé las manchas provistas - 
por los ensayos 112, y 113 en diferentes formas de •plañi
rá© tría (gráficos 4,5 y 4,6) no permite decidir por el mo
mento cual de éstas es la más ventajosa, ya que con todas 
ellas se obtienen curvas que aparentemente pertenecen a la

* . /

misma familia pero cuyos puntos no están en línea rodta# - 
din embargo, una ventaja manifiesta de la planimetría indi 
recta que nos indujo a adoptarla es que permite fijar el bor 
de de las áreas en forma permanente, yq que la coloración 
obtenida con la ninhidrina desaparece muy pronto#

En cuanto a las medidas planimétricas 
sobre fotocopias, comparadas en el gráfico 4,7 con las e-

X

factuadas sin ese artificio, muestran una mayor aproxima
ción a una función lineal# Esta observación coincide con 
la ya mencionada afirmación de Fisher y colaboradores de - 
que el borde de las manchas aparece más neto, lo que perol 
te efectuar estimaciones más exactas#

Sin embargo, esta ventaja no nos pare
ce de suficiente magnitud como para compensar la complica-
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ción técnica que significa, por lo cual no la hemos conti
nuado aplican! o»

Hemos ensayado en cambio otras modifi
caciones en la técnica que se detallan a continuación.

Un ensayo fue modificar la técnica de 
siembra, no depositando la mésela a separar sobre la hoja 
de papel de filtro apoyada sobre una placa de vidrio sino 
manteniéndola suspendida en el aire mediante el ajuste de 
sus extremos a un soporte.

Ese artificio permite, como hemos di
cho ya, depositar una cantidad mucho mayor de aminoácidos 
sin que éste ocupe por eso una superficie más amplia. La 
alta concentración haqe que el delineado sea más fácil de 
efectuar debido a una mayor densidad de color y nitidez - 
de los bordes, porque al sembrar sobre el papel sin apoyar 
y a pesar de la difusión natural en toda corrida olectrofo 
rética, que está estrechamente ligada a la fuerza iónica - 
del electrolito, se evita la difusión nin si tu”, en el mo
mento de positar la mezcla*

Con esta variante en la técnica se efec 
tuaron las experiencias posteriores*

‘-*x \

La primera de ellas (exp* 115) es análo 
ga a todas las anteriores salvo que se sembró de la manera

l 
citada* El área de las manchas que se obtienen así es muy

f 

pequeda*
Ensayos efectuados con mayores cantid£ 

des, algunos de cuyos resultados representamos en los grá
ficos 4,8 y 4,9, fueron efectuados sembrando dos y tres mi 
crolitros en cada punto y sus áreas delineadas fueron medi
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das por sus bordes externo e Interno» De estás curvas po
demos deducir que por el aumento de la cantidad de aminoá
cido depositada se consigue una gradual aproximación a la 
relación lineal, hecho atribuible a que la técnica de sie¡n 
hra ha permitido hacer mayor el área de la mancha conser
vando los bardes nítidos»

Con los dos gráficos precedentes pode 
mos apreciar también que el tipo de delineado interno pro
vee de una mayor uniformidad en losresultados que el exter 
no» En éste, además de la posibilidad de cometer un error 
de lectura ocasionado por la irregularidad de los bordes, 
es fácil otorgar a la mancha un área superior a la que real 
mente tiene, dado que es el borde dé la faja extorna el que 
presenta los conocidos efectos de arrastre (,ltrailing,,) y

t 
difusión» El arrastre es más intenso a las mayores concen 
traciones como puede comprobarse empíricamente» Es enton
ces en la mancha más grande donde es fácil cometer un error 
por exceso atribuyendo a la mancha un área que no tiene»

Habiendo llegado a este punto de nues
tra búsqueda es necesario hacer algunas consideraciones sg 
bre el método ensayado»

La cantidad de ensayos realizada, va
riando condiciones do corrida y formas de interpretación, 
sin lograr más que en limitadas ocasionad un resultado más

í
o menos efectivo y mediante sistemas diferentes hace que 
nos parezca muy difícil encontrar un artificio que permita 
mayor constancia en los resultados por lo que consideramos 
este punto como el límite técnico alcanzado, el que, sin - 
embargo, dista de ser Satisfactorio»
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Tampoco tuvieron éxito los ensayos lio 
vados a cabo en el sentido de encontrar una fórmula común 
que diera la ubicación de cualquier punto de una escala de 
concentraciones de un electrograma en función de otros dos, 
cualquiera fuera la relación existente entre área y concern 
traclón* Aceptamos por ello la vigencia de una relación * 
logarítmica entre esas dos variables, similor a la que se 
ha encontrado que existe en cromatografía en papel*

Los inconvenientes, ya anotados, de una 
estimación gráfica del tipo ensayado, nos llevaron a buscar 
una solución de tipo analítico»'

En efecto, si aceptamos la relación Ig, 
garítmica mencionada y consideramos la curva representativa

/ 
de esa relación, podemos llegar a reemplazar, siquiera a- 
pr exiladamente, un trozo de esa curva por una recta, si los 
puntos que la determinan están suficientemente cercanos» « 
Si experimentalmente determinamos esos dos puntos y el va* 
lor en una de las coordenadas (área) de un tercero intermg,

} 
dio a las de los ¿tros dos, podremos conocer, gracias a la 
suposición mencionada, el valor correspondiente a esto últi 
mo punto sobre la segunda coordenada (concentración)»

Esto que parece de una escasa aproxima 
ción, puede valer si tomamos puntos de referencia lo más - 
cercanos posible, si tenemos en cuenta la escasa curvatura 
de la línea que representa la relación exáltente entre á* 
rea y concentración y los errores comparativamente más gran 
des que se cometen ineludiblemente en el proceso prepárate 
vo de la hoja de papel ya planimetrada»

Los que hicimos en la práctica fuá có£i
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probar la validez de ese razonamiento en una disposición en 
cierto modo inversa , de las cosas 5 parque temamos como man 
cha testigo, proveniente de una solución de aminoácido de 
concentración conocida, a la intermedia. Las otras dos, de 
áreas lo más cercanas posible a la de la anterior pero una 
más grande y otra más chica, debían provenir de la solución 
de concentración desconocida*

En resumen, la siembra se circunscribía
así a tres puntos: ax, a2 y bj en solo uno de ellos conocía 
nos la cantidad de aminoácido depositada: C^, pero la rel¿
clon que ligaba sus concentraciones era Ca. < < Ca2*

Una disposición tal exigía la prepara-
ciÓn de dos soluciones del desconocido, se se quería depo
sitar el mismo volumen de líquida en cada punto del papel* 
Para evitar eso, parecía útil llegar a comprobar si la sígiij, 
tara de volúmenes diferentes podía modificar de por sí el t& 
maño de la mancha resultante, aparte de la variación caus& 
da por la diferente concentración. En cromatografía en pa- 
pel y en general en las técnicas do sembrado sobre el papel 
secó, está comprobado que el volumen de solución depositada 
no tiene acción sotare el área de la mancha final sí se tíe 
ne la precaución de sembrar en pequeñas prociones y secan
do el papel en los intervalos* Pero la técnica adoptada - 
par nosotros trabaja con ol papel húmedo y no podemos va
lernos del artificio mencionado*

Había entonces que ensayar oxperimen
talmente aquella influencia* Eso se efectuó en los ensa
yos 119 a 124 y 129 a 134.

Las condiciones experimentales fueron 
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análogas a las de ensayos anteriores, lo mismo que el papel 
y el método de trabajo» Xa siembra se hizo en tres puntos, 
depositando en ellos con una pipote de capacidad aproximad^ 
mente igual a 3 micro litros: 9 mlcrolitros de solución de á- 
cido glutámico 0,05 M; 6 mlcrolitros de 0,075 M y 3 micro li
tros de 0,15 M» Es decir, estimábamos la influencia del vo
lumen de solución depositado, colocando cantidades diferen
tes de soluciones de concentraciones también diferentes pero 
equivalentes a la ms&ma cantidad absoluta de aminoácido: — 
22,07 gamas»

TABLA 4» 21
Areas correspondientes a 22,07 ganas de ácido glutámico dep& 
sitadas: A) en tros concentraciones diferentes y B) en tres 
concentraciones Iguales, separadas en iguales condiciones»

BA

AREA (u arbitrarias)
Exp» 9 mic» 6 mic. 3 micT" Exp» 

ne 0,05 M 0,07514 0,15 M n«

AREA (u arbitrarlas)

3 mlcrolitros de 0,1514

119 30,87 29,80 31,07 129 38,33 38»87 41,00
120 29,80 32,00 30,40 130 35,13 35,60 31,53
121 28,47 28,73 28,87 131 28,80 28,93 29,53
122 26,27 25,OS 28,13 132 32,53 30,60 31,80
123 31,27 31,47 32,07 133 34,13 33,87 35,80
124 29,27 29,87 30,80 134 36,33 34,07 35,13

&
La tabla 4,21 con los valores obtenidos 

expresados en unidades arbitrarias de superficie^ demuestra 
que las diferencias entreolios (A), son del mismo orden que 
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las que existen entre los obtenidos sembrando por igual 3 
microlitros de glutámico 0,15 M (22,07 gamas/microl.) en - 
cada punto. En consecuencia, el área de las manchas resu¿ 
tantos no depende en la técnica húmeda de siembra y dentro 
de los límites ensayados, del volumen de solución sino de 
la cantidad absoluta de aminoácido depositada*

Mediante esta comprobación fuá posible 
llegar a efectuar las primeras evaluaciones de ácido glut¿ 
mico que, partiendo de una siembra sencilla, dieron resul
tados bastante aproximados*

La serie de experiencias 122 a 123 con£ 
tituyen el ensayo experiemental de ese criterio* En élla 
se separó el glutámico por electroforesis en las condiciones 
de costumbre* La hoja de papel de filtro de marcó en 5 pun 
tos separados de los bordes y entre sí por una distancia de 
2,3 cm* En ellos se depositaron diferentes soluciones de 
clorhidrato de ácido glutámico ( * ) en la cantidad y concen 
tración que se indica a continuación: punto 1, (a): 9 mi
cro litros de solución 0,05 M (7,33 g/l); punto 2, (b): 6 m 
microlitros de 0,075 M (11,04 g/l) 5 punto 3 (c): 3 mieroli 
tros 0,15 M (22,07 g/l); estas tres hacen de testigo; pun
to 4: 3 microlitros de solución de glutámico 0,10 M (14,71 
g/l); punto 5: 6 microlitros de la misma solución que supa 
nemos desconocida y cuya concentración (14,71 g/l) intenta 

nos confirmar*
La siembra se realizó con una única pi 

peta capilar aforada a 3 microlitros y por la técnica húne 
(*) Honoclor hidrato de ácido glutámico Pfanstiehl, P*F.
202 - 2040C.; Amiiio-nitrógeno 7,36 Humedad 0,15 Geni 
zas 0,2 ^*
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da, sin apoyo» Las manchas puestas de manifiesto mediante 
una solución ace tónica de ninhidrina de 0,1 g/100 mi», se 
delinearon en la forma indirecta-interna descrita antes» - 
La planimetría consistió en dar por 3 veces 5 vueltas al 
perímetro de cada ¿anchar; y promediar»

El cálculo de la concentración de la sg 
lución supuesta desconocida se realizó mediante la fórmula: 

donde: f = masa de aminoácido testigo sembrada (gamas)
A = área de la manchas testigo de aminoácido (unid^ 

des arbitrarias)»
- área de la mancha menor del desconocido (unida 

des arbitrarias)»
Ag = Area de la mancha mayar del desconocido (unida 

des arbitrarías),

= Volumen de solución sembrada para obtener A^ 
(micro 11 tros).

Ug = Volumen de solución sembra para obtener Ag (mi 
crolitros)»

Los resultados se obtienen en ganas/microlitros o, lo que 
es lo mismo, g/1 de élutámico y son los que se ven en la tg 
bla 4,22»-
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Los datos finales de la concentración 

supuesta desconocida (C^) están calculados aplicando en la 
fórmula el promedio de las áreas de los testigos (A^)» ^2.
de verse que, para un teórico de 14,71 g/1, el término me
dio obtenido es bastante cercano y la desviación standard 
suficientemente pequeña. Sin embargo, haciendo el análisis 
estadístico de los datos de las columnas Ca, C^y Cc vemos 
que los de esta última (T.M. - 15,32; o~s 1,29; V - 8,4 
R - 15,32 - 1,29) tienen un término medio apenas más apro
ximado que el otro pero una desviación stadard bastante m¿ 
ñor. Üso puede interpretarse como que si bien las áreas - 
testigo obtenidas mediante siembra de diferentes volúmenes 
son aproximadamente iguales, la siembra más conveniente con 
siste en depositar el menor volumen de la solución testigo 
más concentrada (Cc)«

Kn atención a eso se realizó una según 
da serie de ensayos cuantitativos respetando en líneas ge

nerales la técnica y disposición de la anterior pero con - 
algunas variantes: el testigo se sembró en forma de 3 micro 
litros de solución 0,15 M en 3 puntos de la hoja; se usó - 
como desconocido una fracción de la solución 0,10 M anterior 
que se había conservado (en heladera y bajo capa de toluol) 
mientras se efectuaba la primera serie» La tabla 4,23 mue¿ 
tra que el término medio es sensiblemente análogo al ante
rior pero que la desviación staüdard ha disminuido mucho»
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Se imponía, en vista de los buenos res 
saltados obtenidos efectuar un ensayo más amplio, con va
lores del desconocido que en lugar de ser de 14,71 g/1 co
mo el del anterior, abarcaranun rango relativamente grande 
de concentraciones (de 12,21 a 21,09 g/1)»

Tal fuá el objeto de la serie do expe
riencias 135 a 155, en la que se ensayó una escala dé 5 co& 
centraciones de ácido glutámico frente a un mismo testigo. 
Este tenía una concentración de 22,2 g/1 y las soluciones 
de la escala, que numeramos del 1 al 5: solución nQ 1: — 
12,21$ no 2: 14,43$ 3: 16,65$ na 4: 18$i37$ nQ 5t 21,09
g/1» La escala presenta la característica requerida! que 
la mancha de 3 mlcrolitros del testigo sea de área inter
media entro la do 3 y 6 mlcrolitros de desconocido»

Se realisaron 4 ó 5 ensayos, según los 
casos, con cada uno de esos valores.

Las experiencias 135 a 148 son simila
res a las de la serie anterior: tres siembras de 3 mlcrolj. 
tros de testigo, una de 3 mlcrolitros y otras de 6 microli 
tros del desconocido» Los cálculos se efectúan tomando en 
cuenta el área Individual de cada testigo y además el área 
promedio (tabla 4,24)»

Las experiencias 149 a 154, en cambio 
muestran una variante: las siembras del testigo son solo - 
dos pero se efectúan dos . siembras de 3 mlcrolitros del do¿ 
conocido, además de la acostumbrada de6 microl. (tab«4,25)»

La excepción de este grupo es la expe
riencia 155, con dos siembras testigo, una de 3 mlcrolitros 



del desconocido y dos de 6 mlcrolitros del mismo (tabla - 
4,26). En estas dos * Itimas serles de experiencias, al a- 
pile r la fórmula para calcular concentraciones obtendre
mos cuatro datos provenientes de la combinación de dos va
lores de área testigo y dos de desconocido menor*
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2ABU 4.27
Análisis oatadístioo do los resultados individuales do las tablas

o «as
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n«

•StKttatttG

135
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137
138 
M?

Valores Individuales

»«a»asflaui»Ks»aMaauBttaaaa*iagiiiBB

11,87) 12,00) 12,04
12,08) 12,54; 14,03
12,53) 12,64
14,04) 12,81) 14,37
12,03) 13,00) 14,07

0 B 
♦

a 5 11

• Resultado 
experimental 

amstotaaMSioanaaii

Kesult» 
teórico

■nsaataaatta

V .
(£)
SMBIMiM ibbbbb

n»14| T*M» «* 12,86 0,90 12,86^0,90 12,21 7,2 0,25

2

ú

140
141
142
149

14,71) 14,90) 14,74
15,21) 14,53) 14,53
13,34) 14,30) 14,40
14,89) 15,33) 15,82) 16,30 6
a • 13) T.M. - 14,85 .0,73 14,85^0,73 14,43 4,9 0,21

3 143
144
155
150

16)13) 16,21; 17,34
17,11) 15,75) 15,57
16,39) 16,6?) 16,39) 16,69
15,67) 15,98) 16,87) 17,21

n e* 14| T»K» « 16,43 0,56 16,43*0,96 16,65 3,4 0,16

4 145
146
151
152

17,73) 16,35) 17,67
18,28) 18,62) 17,99
17,63) 17,92) 18,23
18,66) 17,34) 18,88) 17,55

5

n « 14) T.IS. - 17,91 0,65 17,91-0,65 18,87 3,6 0,18

147
148
153
154

18,01) 19,00) 18,47
19,69) 19,43; 18,40
17,98) 18,46) 19,44) 19,95
18,02) 20,25) 17,84) 20,04

I

n <• 14? T.Ií» <* 18,93 0,86 18»93-0,86 21,09 4,5 0,24

(T • desviaoión standard • y^Vn-l , donde ”dn es la diferencia entro los 
valoras individuales y el termino medio (T<M«) y MnH es el numero do — 
valeros individúalos»

V • Coefioicnto do variación » - JE - - * 100 &

Dos vino ion standard del termino medio *
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TABLA 4*28

Análisis estadístico de los promedios do las tablas

Bxp, Prora, 
n° indive F Resaltado 

experimental
Resultado 
toorioo

V
&)

1 135 11,97
136 12,88
137 12,59
138 13,74
139 13,03

SBQanaasnnaae C3cu»tm*m:ntt3iadManoManneiM «*« n»ca0Sa»Mi«ia>a

n o 7.5} T.M.»12,84 0,65 12,84*0,65 12, a 5,1 0,33

2 140 14,78
141 14,76
142 14,01
149 15,59

n»4; T.M.014,79 0,57 14,79 í 0,57 14,43 3,9 0,33 ■

3 143 16,56
144 16,14
155 16,54
150 16,43

n»4| T»1L«16,42 0,20 16,42 X 0,20 16,65 1,2 0,12

4 145 17,25
146 18,30
151 17,93
152 18,11

nc4| Te «17,90 0,46 17,90 4 0,46 18,87 2,6 0,26

5 147 18,49
148 19,17
153 18,96
154 19,04

n*4$ Te «18,92 0,29 18,92 7 0,29 21,09 1,5 0,17
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Comparando los datos provistos por am
bas tablas entre si se deduces a) que el cálculo basado en

qué
los promedios es más aproximado el de los valores individua 
les|
b) estimaciones tienen un punto de mayor aproximación 
ol valor real cuando el desconocido presenta una concentra 
ción vecina a 16,65 g/l* Por debajo de eso valor, los datos 
experimentales van aumentando levemente por sobre el real, 
el límite inferior de concentración a estimar será aquel - 
que provea de una manchasdel desconocido que no sea demasía 
do pequeña y por ende de bordes tan difusos que la estima
ción de su área se haga incierta» Por encima del valor me¡¡ 
clonado de 16,65 g/l, el apartamiento del valor real es
yor y ya para concentraciones de 21,09 g/l. es tan grande 
que hay que considerar que el límite está por debajo de ese 
valor y aproximadamente en 19 g/l$
c) Los valores de la desviación standard son también más b¿ 
jos a la concentración Óptima mencionada» En este sentido 
quizá convenga aclarar que las desviaciones standard calen 
ladas dan idea del apartamiento de los valores individuales 
del término medio experimental, pero no del valor real de 
concentración»

Mejor idea de la dispersión de los re
sultados dan los valores del coeficiente de variación V, se 
gón los cuales vemos que aquella es mayor a concentraciones 

de la escala menores de 16,65 g/l»,
d) La dispersión de los valores del término medio (desvia
ción standard media) es escasa y muy similar en todos los 

casos$
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o) El sistema consistente en sembrar dos manchas de testi
go, dos del desconocido a menor concentración y una del de¿ 
conocido a mayor concentración parece proporcionar una ma
yor aproximación a la que provee de tres de testigo y una 
de cada desconocido (comparar experiencias 145 y 146 con - 
151 y 152; y experiencias 147 y 143 con 153 y 154)» Pare
ce lógico que así sea, pues es en la mancha menor del des
conocido donde se cometen los mayores errares de delineado 
y estos se subsanan en parte con el duplicado» En cambio, 
no parece ser necesario duplicar la gran mancha de 6 micrg 
litros de desconocido, puesto que los valores obtenidos - 
con dos manchas de esa concentración (experiencia 155) re
sultaron iguales»

El análisis precedente lleva a las si
guientes conclusiones:

El conjunto de técnicas adoptado de
muestra ser suficiente para dar estimaciones bastante aprg 
ximadas sin necesidad de corridas de réplica y aún en una 
sola corrida con solamente cinco manchas de aminoácido, in 
cluyendo testigo y desconocido»

La disposición será la siguiente: dos 
manchas de testigo, dos manchas menores del desconocido y 

una mancha mayor del mismo»
Los volúmenes sembrados de solución - 

testigo y desconocidos menor y mayor han de estar respec
tivamente en la relación 1:1:2» Para una concentración de 
testigo de 22,2 g/l¿ el desconocido conviene que tenga una 
lo más cercana posible a 16,65 g/1» y que no sea menor de
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12 ni mayor de 19 g/l» Esa concentración de tes&igo parece 
ser el límite máximo admisible en las condiciones en que se 
efectúa la electrbforeáis. Mayores concentraciones y por 
ende áreas mayares implicarían el uso de hojas de papel más 
anchas así como modificaciones en las dimensiones del apa
rato. En este sentido, nos limitamos a dar condiciones de 
utilidad comprobada»

Consideramos aceptables las restricci& 
nes impuestas si se piensa que con ellas se evita una ta
rea tan tediosa como es efectuar 10 a 20 experiencias de r£ 
plica»

Ensayos realizados aplicando la técnica 
propuesta a hidrolizados clorhídricos de gluten han mostrea 
do su viabilidad» No hay diferencias notables entre, las *. 
manchas obtenidas de soluciones puras y las de esos hidro
lizados, aunque parece importante que el pTI de la solución 
a valorar pea preferentemente. ácido» En este sentido dado 
el medio regulador en que se efectúa la experiencia y la - 
máxima cantidad de hidrolizado depositado, no parece neces& 
ria su neutralización previa, lo que significa una pequera 
ventaja sobre las técnicas cromatográficas en papel»
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6.- Concluslonea

áa determlnacíCn adoptado

De acuerdo a lo que antecedo , podremos 
establecer las condiciones de una determinación de ácido - 
glutámlco separado previamente por electroforesis on papel.

Das características de esa separación 
se dan en § 3,45 falta completar el aspecto cuantitativo - 
de la técnica.

Una hoja de papel de filtro Whatman nQ 
1 ó equivalente de 32 x 14 cm. se marca con lápiz asís en 
su línea media transversal, en 5 puntos distantes 2,3 cm.- 
entre sí y de los bordes del papel} también en líneas tran¿ 
versales ubicadas a 4 y 1 cm. de cada uno de los extremos} 
en uno de éstos, con un slggo indicando la polaridad. La 
hoja se baila luego en solución reguladora y se seca parcial 
mente poniéndola entre dos hojas de papel da filtro grueso

i

durante un momento. Después, sostenida únicamente por sus 
extremos, se depositan en ella: en los puntos ly3» 3 mi
cro 11 tros de solución testigo de ácido glutámlco (22,2 g/1) 
en los puntos 2 y 5: 3 microlitros de solución desconocida 
de concentración 12 16f6 19.g/1 y en él punto 4: 6 mi-
crolitro3 de esta misma solución. La hoja se ubica luego* 
en el aparato y allí se la deja, tapada y con sus extremos 
sumergidos en ol electrolito de los vasos, durante unos 15 
minutos antes de hacer pasar la corriente. Pasado ese. laa 
so se lleva a cabo la separación durante 180 minutos con a 
na fuerza del campo de 15,3 v/cm», para un regulador de acg, 
tato de pH 4,5 y fuerza iónica 0,05.
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Finalizada esa operación, el electrogra
ma se seca a temperatura ambiente, acelerando el proceso - 
con un ventilador* Una vez seco, se lo sumerge en una sol& 
ción ace tónica de ninhidrina de 0,1 g/100 mi* y se lo deja 
a temperatura ambiente y en la oscuridad durante unas 18h& 
ras* LLegado ese momento, se coloca la hoja sobre un vi-

4 41 *

drio despulido iluminado intensamente por debajo y en cámg, 
ra oscura y por transparencia, se delinea con un lápiz de 
punta fina el borde de la zona de más intenso color de ca
da mancha* El área así delimitada se estima mediante un 
planímatro dando varias vueltas al perímetro y promediando* 

La concentración del desconocido se o& 
tiene aplicando la fórmula: /A * s

P es la cantidad de testigo sembrada (expresada en gamas); 
A, el área de la mancha testigo (en unidades arbitrarias); 
A-p el área de la mancha menor del desconocido (unidades a£ 
bltrarias); Ao, al área de la mancha mayor del desconocido 
(unidades arbitrarias); Up el volumen de solución aplicado 
para obtener la mancha menor del desconocido (en micro li

tros)} Ug, el volumen de solución aplicado para obtener la 
mancha mayor del desconocido (microlitros)*
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