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11 estudio, desde ol punio de vista qui
nico =bionlfzico, de mozelas complojas de aninofeidcs, ya ==
producto de hidrélisis de una protelng, ya ifguidos biold:i
cos ceoio orina, plasma ¥ sueros saungufncos, otce, nscosity
de nétodos de separacilin que pormitan idenbificar un gron -
nfirero do aninofcidos presentes. Siy adozfisy ese nbtodo ==
proveo de un medio de estimaclfn do las canbidades respecti
vas de osos conponentes, los resullados y conclusiones Q?ng
niblos pueden postrur mejor aun relaciches existentes en lo
que se refiere a composicibn, degradacibn, fonbmenos netabf
licos, otc. |

s rocién en los Gltinos aiios quo 108 -
intentos de soporacibn y cstimacida de estus mezelas complg
Jdas han llegado a un desarrollo que aungue ya ha dado resul
tados valiosos, poroce promoterlos afin mejores. los referi
nos a las puy variadas $éenicas cromatogrificas y olactrofg
réticas que, si bien erendas antes, recién desde 15 aiios a=
trfs han sido objeto de estudio y prictica intensivos.

Coupartiondo caracterfsticas de las dos
téenicas mencionadas recidn, la eleciroforesis en papel pug
de considerarse como wia gsiuplificacibdn de la llamada olece-
troforesis de 1fuito movil, con algunas ventajas (aunque tapg
bidn ticne dosventajas, cono veremos despuds) tales como. la
obtoneidn de zonas completomente separadas, ¢l poder traba-
Jar en una escala nmicrogquisica y con bajas concentraciones

¥ la sinplicidad y ccononfa del aparato nocesario.



Con respacto a la crouatografia eon pa-
pel, aparte do todas las sinilitudes formales, existe a nueg
tro juicio unn diferencia qua justifica nuestra buscas os -
que un cleetrograna presenta sobre un eronatozrama caractee
risticas de mayor nitidez y regulavidod de formas, las cua-
los lo hacen nfs apto para onsayos cuantitativos. Adens -
{(82) la cleetroforesis ea papel reposa fuwxlanentolnentc Sow.
tre la nisma tcorfa bisica qua ol ndtodo de 1inmite mévil y
puade interpretarse enbtonces nis fécilmente en comparaciGn
conn los métcdos cronatosrdficos, nds empfricos.

Un ndtodo do deterninneifn de aminofel-
dos que incluya una sonaracifin cocn esas cualidades tiene =
que resultor un intento intoresante an un laboratorio biold
gico.

Ta sinflitud quo hay cntre la eledtrofg
regis y la cromatograffa on papel nos ha hecho ponsar ea la
posibilidod de aplicar a aninofcidos separados pcr clectrofo
rosis una de las tdeanlcas enantitativas de cronmatograffa en
papel. Ustas no proporcionany o por lo monos hasta el nree-
sente no lo han dado, una estimacidn muy exacta, pero.si:seé
tiene. on cuenta la conplgjidad y el ticmpo que insume la gg
neralidad de los métodos de evaluacidn de aninofcidos do ow.
tro tipoy puede sdmitirse cilerca tolorancia en el errorcomg
tldo, a canbio de ventajas tales cono rapidez, renproductibi -
lidad, escasa cantidad de muestra necesaria. BDstas caractg
risticas hacen yuo este tino de téenicas sea de gran utili-
dad para la fiscalizacidn de procesos on ol roocnto ¥ N =

los distintos grodos do su realizacibn.



Bn el presonte trabajo honos intontado
1la valoracifn do un aminofeido, el fcido plutfnico, pir un
n8todo de electroforosis en papcl cuantitativaes

Aparte de que el meneionado aninodeido
nrecenta intords goneral, desde el momento gue se encueatra
constituyerde una busna proporelbn de una sorisude protei-
nas bien comunes, exlsten eausas particulares cono la impor
tancia que so lo ha dado como medicamento on la cura .ol ==
"patit nal", cono comlimonto (su sal monos8dica), otce

Pero tanto cono todo eso posa en muestro
Juicio el hecho de gque la apliczeiln al deido glutdmico pug
da considersrse solo cono un ojomplo de las posibilidodes &
del ndtodo, es doeir, o las coasideracicnes aslicodas a -
su separacibn y posterior ovaluacifn puedan oxtendorse a la
mayorfa de los aninofcidos couocidose

Do lo quo antecede podrd inferirse que
un onsayo como ol qua presentanos se vord atocado a dos pro
biemas de Indole distintas

L1 prinero, la scparacibn del a-
rinofcido a valorar del resto do los dends couponontos de =
ila nezelaj dste tendrd en nuostro caso un carfictor eleciroe
forético, por lo que estard emnarcentada con todas las téeni
eas quo se valen de la corricnto oledtrica como causa do mg
viaiento. Bl segundo, 1la cstimacibi del aminodcido scyarae
do; por las caruetorfsticas de nwestro ensayo, osita fase se
relacionard con los ndtudos cuantitatives do croautograifa
e papole

Con cso estd esbozudo el nlan a sezguirz



en primera instancia, una rovisién répida de los rdtodos de
soparacibn de aninofcidos nids comunas asf como los de evalug
cibn postecromatogrifica. Iuogo, imestros proplos intentos
da saparacién dol aninofcidos ologldo, los cuzles, conjuntg
meonte con los antecedontes bibliozrdficos, han de provoer -
las mejores coxliciones para asa separacién. VPespuds, los
ensayos e valorseidn, que nos han de coxiucir a la exposie
cifn dg los resultudos £inales, discusiln y conclusionas.

La designacién “"electroforesis on papel®
a la separacién de aminofcidos por ol ndtodo de cloctronies
gracibi que nos ocupa resosonde al eriterio exolicato por T3
soliys (187), aque consiste aa designar con ol nismo término
a eso téenica, sea cual sea el peso molecular de la sustane
cia scparadae

Otros €drninos rds o me:aos oguivalentes
nuzsto que han sido usados con diferents significado por vg
rios autoros, son “lonoforcsis en papel”, "e:i.eci;roforograf;q
on papal?, "ionozraifa®. Ll de "electroreoforesis caréct‘:g
riza la tdenica que ineluye evaperacién contfima de solventa.

liomos 1lamado "oloetrocromatozralfa™ al
proceso que combina corrionte eldetrica y flujo de solventys
Strain (154) prosone el nisno £Zrnino pero on un sontido .w=
nis goneral que comprende tanto la sigracién eldctrica do =
iones couo la do coloidoes, on cualquier medio poroso y que
serfa oquivalente alelectroforesis de zona' que henos uti-
1izados

Ea la eznosicién de métodos de fradcio-



naniento y valoracifn henos sacrificado a vecos olequilibrio
a:i su desarrollo a cosfa do lograr otros fincse o ojenplo,
ol ndtodo de olectroforoesis do 1fuite mévil, do euormo 4ify
sién on los dltimos alios, se trata casi con la nisma extone
sibn quo otros todavia no totalmente desarrollados. Se ha
buseado eon ollo dar noticia de métodos menos difundidos a
expensas de otro que poseo una bibliograffa abundunte y de
£8c11 ubicacidn,

Motivos narceldos explican ol mayor dg
sarrollo de la desérlpciﬁn do los rwftodes do cronmatozvafia
en papel cuantistativa frente a la do otras tdenicas do va-
loracida y ol del ecanfiulo que trata do eleetvroforosis on =
papel.

Las seecclonos se nureran coa un sistema
deeinal® inspirado ea ol quo ha sido 9xplicado por Davies
(42a). TLos nfmoros so leen como oxaresionas decinales. La
ventala del sistema es que pucden subdividirsc seccionos ya
oxistontes e insert: rso nuevas secciones en cualguier luzar
sin perburbar las sceciones oadyacontes y sin que haya 1f{ni-
te de cxtensifn a las subdivisiones o lnsercionese.

Las tablas, gréficos y figuras se NunQe
Tan siguiondo principnios sinmilares poro los sistemas'hm so
corresponien entre sf ni con la nuneracién dol taxto.

Las roforcencias bibliozrificas so indile

can entre paréntosis.
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En este capitulo trataremos de dar ung
noeidn general, aunquo sea csguenfslica, de los oétodos s
comuies de soparacifa de aninofcidos y dentro de &stos preg
taranos especial atoneifn a los gue recurrean a una difereg
cia do potencial para efoctuaria. Zanbién vorenos los ndtg
dos 46 valoraeifn de aplicacién comin a todos los aninofci-
dos co: egpaeclal referancia a 103 que so valen de la cronge
tozraffa on papol para sapavrarlos. Flnolmonig ecitsrenos al
gwios Ge los ndtolos elfisicos da evaluacién de fcido glutda-
m'ico.
2,1 la separacibn o alslamiento de los aminofeidos a partir
de una nezcla conmpleja puede lograrse niediante aliuno de los
sigulontes ndtodos, todos @llos de carfeter f£isico, como pug
de nolarse:

2,11 Dostilacidn fraccionada de dsteres de aninofeidosy
el principio do osta éécniea roside en 1la separceién de los
azinodeidos mediante %g dostilacidn fraccionada de sus éstg
ros, al vacfoe. Fischer prcpuso en 1901 oste método cualitg.
tivo, poro investigadores posteriores lo han modificado c_oii
ciorto éxito, para hacorlo cuantitativo (112, 14Ga).

2,12 Lxtraceidn con alechol butilico: doponde de 1a dig

»ibucibn de los aminofeidos cntre dos fases: agua saturada
de bubanol y butanol saturado de aguae. )

2,13 Cromatograffa de diforuntes tipos (9, 19y 234 37,
93, 164).

a) de adsorcidn: sobro carbda activado, sobre éxd-



do do titanio aetivado, etc.: la adsoreidn selectiva de 1os
anincfeidos al ser colados a través deo esas sustancilas ubi-
cadas en una columna, causa su separacién. Las fracciones
asf obtenidas pueden recogcerse medlante artificlos diversos. -

b) de recanbic iénico: el agente cs on ecste caso a)
guna rasina sintética intercanbladora de gniones o cationad.

e¢) do particidn: la disolucidn fraccionada de los
ominodcidos por diferentes solventces o mezelas de solventes
se logra, ya en una colwina que puede llenarse con materig-
les do soporte muy variados (gol de sfliice, aimidén, celulg
sa on polvo) ya on papol de filtro. Salvo casos particulae
res, el naterial do soporte uo parcce tener mfds accibn (ue
ésa: ser ol medio ri;ido en quo se ponen en contacto los sg
lutos y un sistema polifdsico en @l que catia una de las fa=
ses tione difcrente afinidad por aqudllos.

d) de Ysalting out": los anmincfcldos son mis fuer-
tomonto adsorbidos en papel de £iltro y otros adsorbontesy-
en presencia de sales en altas concoatrzciones. I adsor=
cidn puede insrenonturse dosde prfeticarzonte cero (en agua
pura) liasta un valor considerable y el fenfmeno utilizarse
en Sepawraciones cronabogrdficas. Con aninofcidos y pépti-
dos la adsorcidn es muy pequeria en auscncia de sales nero.=
@8 »osibla oblener buenos cronatogramas-;en panel usando, por
ejempio, fuertes soluciones roguladoras de fosfato COMI0 IS
dio (71).

2,14 ‘iransporte eléetrico: separac.fn de los aninofcidos
irdividualmente o en grusos mediante pasaje de una corriente

continug a travds de sus soluciones. UBste modo de efectuar



fo

la separuseifn da lu’ar a una serie de métodos diferentes:

2,141 Transporte cléctrico en solucidn: se basa en
ia influencia del pl sobre la disociacifn de los aminofcidos,
Colocando un hidrolizado protelco, mantenido a »ll 5,5, en el
compartinmento central de una célula de tres y pasande una cq
rriente coaxtfnua a travds de la solucién, los aminoficidos se
separan pronto en tres f{racciones bastante netas: una con =
los de tipo fdeido (asplirtico, glutémico,Ss-hidroxiglutémico)
que nigran hacla el 4nodoj otra con los aminoficidos bfsicos,
que van hacia el chtodoj en ol compartimento central quedan
los fcidos monoanmino monocarbox{licos, muy poco disociados
a ose pil. Ubste procodimiento ha 3166 usado ccno mftodo prg
parativo (146a) y como gseparacién cuantitativa (4). Preci
samente‘hay una patente que lo aplica para la separacidn del
fcido glutduico a pvartir de hidrolizados proteicos.

2,142 Gloctroforesis do limite névily o de Tisellus,
o del tubo en U, 0 en solucién libre: al establocerse una di
ferencia de potencial ent:e los extremos de un tubo capilar
en forna do U gue conticns la solucidn coloidal a Saparar,
se produce un desplazaniocnto de las partfeunlas coloidalesr~
cargadass Lste se observa como un cambio de .posicibn gon;gl
tiempo de un 1linite oxnistonto ontre esa solueibn coloiaa].;i
que contlene las partfculas migrantes y otra igual, poro --.
sin 8llas, tal como una protefna y el regulador frento ol @
cual fud diallzaoda. Lsa observacidn consiste en el registro
-sobre una nlaca fotozrifica, por ejemplo,- de los cumbios
en el.Indice do rofraccifn medianto un sistena Sptico‘ 51

la solucidén coantione ionas protsoicos de diferontec carga © «
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tanmaiio, por pasaje ée la corrionto eléetrica so obtendrd u-
na scrie de 1fnmites névlles resresentfiniclos (1, 2, G, 21).
Bsto tino de mdtodos 50 ha aplicado al
astudlo intensivo de protefnas puesto que peruite no solo &
su separacifn sico también su ovaluacibn, aparte de gue ha
aalarado ruchos aspectos de la complicada quinfca proteicae.
Za nitidez do los lfmites denende esencialmento <e la contri
bucilbn a la conduetividad total de la solucifn deblda g las
sustancilas migrantes estidiadase. Con protefnas, ol efecto
es usualmonte pequsiioy pero con aninofcidos puede ser tan -
grande que quita signifricedo a las oxporiencias (157).

2,143 tlcroelectroforesis: el principio es anflogo
al de la téenica del limite mbvil, sulvo quo trabaja con ==
particulas suficientomente grandes y de fndice de refraceién
bien diforente al del modio como para hacerlas visivles al
nicroscopio, medianto el cual es posible tomar cuenta de su
wovinientoe

Este téenlca ha sido utilizada para con
parar las yropiedades elecirocindticas de aleunos acinodcidos
en eristales ¥y en solucifn (2a).

2,144 Eloctroforesis de conveccién o de docimtadifns
un apzarato compuesto de una euba central, limitada por do?
membranas de celofdn verticules y donde se coloca una solue
eifn coloidal, se sumerge on una solucién salina dondad 5o =
encucniran dos electrodos dolocados a uno y oiro lado de la
cuba creando un c;mpo eldetrico horizontale kEn esas condicng
nos, sae. produce una misrce.én horizontal de las. parti)@ﬁiés

Y
coloidales cargadasy la que crea una diferencia de reparto
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de las micelas on la solucién. Ese fendmeno causa a su vesz
una diforencia de densidad y ésta provoca un movimlento de
conveceibn que tiomde a hacer descender la zona nfis ccnecen-
trada hacla la parte infcrior do la cubae 8i, vor otra pag
te, algunos lones ccloidales son arrastrados hacla arriba
por la corriento ascondentos- gon easeguida vueltos a atraer
por el camno cléetrico a ia zona dascendente y la narte ine
ferior se emrliquece antoncos on coloides.

tote fenfnono ce produce de la misma ma
nera si la cuba ticne un compartimonto inferior no sometido
al campo eldetrico quo sirve ea cicrto modo de "iraupa® de
los icnes coloildales. A la inversa, el compuartinento supe=
rlor do la cuba, ostd o no sometido al campo cldetrico, se
cripobreco progresivamcnie. Aplicando el ndtodo a protefnas
1a sedimentacifiy sord tanto nfs répida cuanto mayor soa la
rmovilidad del ioa proteico y dsta es funcifn de la diferdne
cla oxistente entre el pll de la solucifn y el pil iqoeléctr;
co de la protofna. Tebricancnte ontoncos, ia protefna no
80 noverd si se trabaja al pl de su punto igcoléetrico. Bi
se trata de una mezela de dos protofnas, haciendo el pif igual
al delpunto isooldctrico de una de ellas se la podrd puriﬂg
car hacle:xxdo desconder la otra a la narte infericr del apu—
rato (26, 27, 100, 121).

los nftodos clectroferdticos que tormi-
nazos de menclonar tionon un cardeter comin: os que la sepy
raeién de las Jarticulas cargadas se cfoctféa en soluciln 13
bro. iin esus comdiciones la soparacién no os gencralmente

conplota. #“ara que esc suceda se regulere alguna clase de
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nmedio inmévil a travds de: cual efectusr la nigracibn que
puedo ser vidrio an polvo, armlanteoy geles variados o papel
do filtro. Para oste tino de experiencias que proveen de y
na efectiva y -complota séparacidn en zonas de diforente mi-
gracifn so ha propuesto el término gendrico de glestroforge
gls do zona (154, 157).

Batin conprandidos en aso grupo los née
tedos que a continuacidn citamos:

.24145 Ionoforesis: el materlal do rellono ~quo tig
ng la nisibn do estabilizar los Llfnites de nigraclén ovitan
do corrientes de conveceidn en los elcetrolitos- usado en -
este caso varfa en tipo y disposicién. Sezfin 1la ¢iltina ca=-
racterfstica so pueden distinguir dos tipos de ionoforosis:

a) cn c&lumnas porosags: se ublcan los electrodos
en los extrenos de una columna de algodbén (153), o lana de
vidrio (36) o do f£ibra do anianto (25)«. Oe¢ hon separado a=
s? protefnas y sus hidrolizadose

b) en galess el material a través del cual se hace
pasar corriente es ya una plancha de gel de sflice (32), ya
una columna do agar-agor (127)e <Tumbién se han fraccionado
asf amincicidos y protefnas, afin de alto poso noleculars.

2,146 [loetroforosis on panel: la eloctroforesis en
panol es 1la mfs reclente téenica eloctrofarética. Consiste
ascncialnente on el uso de papel de £iltro humedecido aa una
solucién roguladora como soporte o suente de migracidn de
icnes o partfeulas eargadas, las que, por la aceidn-de una
diferencin de sotonelal, pusden ser sevaradas. Aprovechans

do el diferente sentido y velocidad de migraclén de cada ion
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o partfcula se ha conseguldo separar mezelas complejas do g
sag particulas.

Los trabajos sucesivos sobro oste tema
no han modificzdo sustancialmente la téenica original quo -
tileland y Fischer dieron a conceer en 1943 (174): ubicaban
una tira u hoja de panel de £iltro embebida on solucién re-
guladora y an la que se habfa uembrado una gota de una so-
lucién de la me,cla a separar, dentro de una cémara (dos pla
cas de vidrio o pldstico separadas por un nurco dol mismo mg
torinl) de manera que quééaran fuera sus oxtrenos. Estos -
pescaban en vasos couteniendo soluclén reguladora y en 1la -
quo aestaban tanbidn sumergidos los electrodos concetados a
una fuente do corriente contfnua.

Isztableclendo una diferencia de npotencial
entre los olectrodos y a travds deo la hoJa do papel, consé-
gufan la separaeifn de los componentes de la mezela 1uego_§e
un lapso adecusdo pura gue sus diferentes velocidades de mi
gracifn se pusicran de npanifiesto.

Con difcrenclas de notencial de 110 vol
tios y regulador do 4cido acdtico-acetato de sodio, conse;
gufan socuvarar mezelas artificiales de amino4eidosy por lo co
edn £ijondo uno de ollos al hacer el pid del regulador igual
al de su »uato isosléctricoe.

Iés couplojos cobre-amninodeido migraban
v podfan separsrse en la nisma forma que los anminodeidos 14
lres, salvo la histidina que aparentemente tenfa la prople-
dad de formar conplejos dobles, con otro aminofeido, fﬁénte

al cobro.
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Intentaban una valoracidn aplicando el
liomado “andlisis de roteacién® ideado por Wleland (171)y =
quo detallaros nfis adolante.

Josteriormente,. on 1959, Durrum y Bisep
te modificaron esa tdenica on difcereoates seatidos.

51 pricero (47) tratanlo de lograr la =
separaeiln de mezclas complojas de aminofcidos y 1o protefe
nas, coasegufa separar oa cinco fraccicnes una mezela de 19

wdnodeidos utilizando un aparato muy sinilsr al que neacig

nacos on$3,1 y con las sigulentes comdieicnes de trabajo: -

rogulador de ftalato de potasio (0,026)1) eLidrdxido de sodio
(0,0125'1) de pli 5,03 diferescia de potenclaly 6UD Ve3; tionpo
1230 minntos y papel thatnman n? 2.

LEn el mismo papel separacba tambida una
nozela de alanina, valing, prolina y triptefaino, con fcido
acético 5§ (pll 1,7) como olectrolito y un potencial de H500v.
en 120 nlnutos.

Tambidn lograba la soparac.fn de una nez
cla de glicocola, isoleucina, fenilalanina ¢ hidroxinrolina
asf cono la do glieil-glicocola de licil-l-louzina, en las
nisnas condiclones.

El estidio de algunas de las condlciones
auo rizen el desplazanicnto electrofordtico en ol papel nog
traba que la nigracién de la fenilalanina no es funcifn lia
neal del tionno.

Durrum realiz$ on este trabajo los pri-
reros intentos de fraccionaniento proteico del suero sangufs

neo por oloctvoforesils en papel, cozparando lcq%rBSultadOSa



obtonidos con los de @lectroforesis libre. Llez8 a comprobar
la gran similitud do los rosultades provistos por ambas tég’
nicas: con dietilbarbiturato de sodio (pll 8,6) cono elece~
frolito, un potencial do 350 v. ¥ papel Whatoan n? 2 consce
gufa separar en 180 minutos un suero humano on einco fraceig
nes equivalentes a las obtenidas en el clfisico nétolo de Tf
selius. Comparata tanbién corridas roealizadas eon un suero
humano ¥ su plasna.

Finalmcnte lograba soparar yoluro radig
activo inorsdaico de yodo contenido en protofnas, .

En ol curso do las eXsoriencias noncio-
nadas Durrun rocogfa las sisuiontes obsaervaciones:

L1 papel
parcee sey moeranente pasivw: no hay evide.clzas de una posie
ble accién adsorbente sobre aminofcidos o prostefnas. 13 mi
greeifn so aefcetfia come si fuera en sclucidén libtre. Ln la
oloctroforesis en papel parece haber un equilile o rolativg
mente complicude de procesos tales cozo a) niiracién de fo=-
nas debido al compo eldctrice; b) difusibng e) flujo elec=
troendosndtico; d) evaporacidn do azua de la tira de papel
debida a su calentanicnto nor el f£injo de corrientss o) ge
guililerio hidrodinfnico en el papel entre las fucrzas caple
lares y las de graveded; £) camblos de rosistencia elbcetrie-
ca a lo iurgo de la tira de papel debido prinelpalmente a g
fectos do couceontracidn junto con los factores d) ¥y @)e

£n secciones estrechas del papel por ea
¢ima del nivel de electrolito y en un instante dado, la ve=

locidad de nigracién os proporcionsal a la fuerza del campo,
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y 8sta X = ;(q.ks, donde I es la intonsidad de corrientej g,
ol 4rca de 1a sccelén transversal del papel y kgy la comdug
tividad de la solucibn sobre el papel y en la seccidn trang
versal considaradae S1 I es constante, la secciln transvep
sal también lo es y, por lo tanto debe coatenor, en cualguier
nival dado, despuls de establecido ¢} equililrio, una canti
dod dada de electrolito. Bsta cantidud verfa sin embargo -
con el fuctor e), po lo que la "seceidn transversal efectd
vardel papel dobe considerarse cono que se inerenenta al aw-
proximarse el nivel del oloetrolito, siendo mfnima en el cep
tro. ILuego la fuerza del camno serd mayor en el controy -
deerccerd con la proxinmidcd del nivel de electrolito. Enton
caesy 01 centre, nids "seco'y, tendrd mayor resistencia elbc=
trica y allf la hoja se calentord mfs que on las zonas infe
riores s "hunedass Lste factor scentuard el "gradients
de humedod® en la parfe inferior dol papel.

Todo coto explica la falta de relacidn
lineal de la nisracidn con ol tiempoj una confirpacidn exe
parinental puede sor la importancia gue tione sobre la roprg
duvetibilidad do los resultados la altwra del centro de 1a -
hojs con rospecte s la del nivel de electrolito.

Ia nigracién hacia el citodo de algunas
fracciones proteicas a pH mayor quo el isocléetrico, se cop
sidera debido a £lujo eloctroerdosndtico.

Bisorte (13) ided nvor su parte un dispg
sitivo desarrollado en el sentido de mejorar la soparaciln
ea plancias de gol.de sflice de Consden y coluborodores (32).

Consegufa separur unamozcla de los aninoficidos:aspirtico,
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giutémico, glicolola, treonlna, alanina, prolina, histidina
y argining ea un regulador de fosfato M/15 de pil 7,2 durane
to 3 horas y eon 360 voltios a través de bandas de papel do
38 cn. do anclioy en cineo zonas. &1 andlisis doe esas zonas-
pvedlante la cromatozraffa on panel nostraba quo dos de ollas
contenfan dnicanente los ficidos aspiriico ¥y glutfnico: las
del lodo del 4ncdoj oftra, la central, apenas trazus do esog
aninodcidos; otra, la inmedlata al centro pore del 1lado del
cftodo, agrupaba a la glicocola, trecnina, alanina, prolina
y histidina; la quinta, en plona zona catbdica, contonfa ap
ginina y rostos de histiding y glicocola. Za separacidn pg
dfa ceolorarso aunentando la duraceifn do la oxpericncias

Otro de 1os ensayos publicados consistfa
en sepurar los fcidos glutfmico y aspfrtico on un regulador
de acetato M/10 de pil 3, durunte 9 horas y bajo 400 vey de
una mezeln conteniondo 3 nge. de cada uno de elleos. Bl rosul
tado cra ol siguicnte: una zona anddiea de 7 cne de ancho
quo habfa migrado 5,5 cne ¥ contenfa solsmente fcido asPire
tico y una zona catédica do S em. do ancho que se habfa deg.
plazado 2,3 cne de glutinico.

I"inglmente ensayaba con &xito la separg
cifn, ¢n regulodor de pirofosfato M/30 de pil 9,5, durante
G horas a 400 ve, e una mazela de leucil-glicocola y glicQ
coln.

Una nueva publicacifn de Durrum (43) o=
218 a conocer una €4enicu que inspireda on la cronatogrgffa_
en papel bidimensional (31) aprovechaba o! difcronté i!}éispia
zanisnbo electroforético que tiene una misma. sustancia a di



forentss valorces do pil para lograrla sonaracién do mozelas
coanlojase

En osoncia aquélla consistla en separar
on una hoja cucdrada de papel-de £iltro y en una direceién
daday fracciones de una mozela a un pll dado; Iuego, girardo
1a hoja 209, soparar on osta nmueva direcciln y a otro ph, -
las fracciones obtenidas antes.

Bl uso de una hojla de mayoros dimensioe
naes iqavolucragba modificaclones en el aparato gue no- ilegaban
a ser esenclales. Bn cuanlo a las condicionus do trabajos
cran 1déntlcas.

Bl irconvenicnte -alteraciones del piH.y
de 1la fucrza ifaica~ quo significaba la prescnela de un ree
siduo do elecstrolito do la primera fase dol trabajo, en la
seguniay ora Solucionado per ol autor, ya usamio en aquélla
electrolitos volitiles (gencralnmante dcido acético) elimihg
bles al seear la hoja cntre coryidasy ya lleVaido a cabo @=
sa primeva fase en uas tira angosta do panel, que retenfa -
noco electrolito resicual y adhiridnidola luezo a una tojo -
mds gronde para realizar la segunilda fase de la expericncia.

En la tabla que reproducinos ¢l gutor -
daba a conocer el orden do migracidn do aninofeidos en papel
de filtro ( S S N2 413 ) en dos olestrolitos de pll dife-

rentage



LARLL 2,2
Erden polative de nlwaeidn do gninofeldos gu paned do £iltro.

Sogun Durrua (43)
liacla ol cftodo, cn fdce.acdtice  liaclia el 4nodo,en hidrdzido
de amonio 0,2iH. (pH 11,3)

0,1 H ~ f£pH 2,3)

Lisinn Acido aspirtico

jiistidina Acido giutinico

Argiaing Cistina

Glicocola

Alanina Glicocola
Serina

Valina Troonina

Isoleueing Hisroxiproling

Icueing Ziroxing
lationing

HSering Higtidina

Iraeonina Fanilalanina

Motionina Alanina

zriptofano Yalina
Isalencing

Fenllalaning Ieuclng

heildo glutéinlco Trintofano

{irosinag

Proling

Cistina Prolina

Acldo aspirtico Lisina

fidroxziproling

frgining
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“Tos grupos identifican gninofcides que
ticnon mevilidades tan corcanas a las de otros bajo las cop
diciones comunes de oper:cidn nialdinensional que no son S@=.
parablos, aunque dentro de los difoercntos grunos se pueden
separar fécilimente aninofeidos individuales de otros aninoj
eideos individuales, on otros grupos, mediante métodos unidi
nensionalesye

"Una revisifn de la tabla sugiore quo =
las goparaciones bidinensionales hayan de atenerse a csos -
valares de plly nor 1o monos en log casos on gue 1os aninofe
cidos caigan en difeorentos grupos deo novilidade or @S0y =
para Qlievar a cabo separacicnes bidimensionales, solamente
es nocusario desarrollar una téenica que permita ol manejo
convonionte de 14ninas anchas de papel do filtro de acucrdo
con los principlos arriba mencionados®.

Ia parte oxperinental del trabajo cone
sistia en separar, primero oa hiderdzido de amonio 0,2 I (-
Pl 1143) a 400 v, y durante 20 nimutos y lucgo en fcido a-
ebtico 1N (pH 2,3) a 1000 v. durante 3 minutos, vna mezela.
de 19 aninofcidos. Ln esas conliciones so obtenfa una sepy
raciba pareialy, que podfa hacerse casi total modiﬁ’icu:i‘lo*;’)g
tonelal y Gicmoo solanmentes la primera fase 120 ninutos o -
600 v. y nara la segunday 130 ninutos a 300 v,

in 1lgs nisoas condicicnds y eoa igual ra
sultado consegufa separar 'n hidrolizade pancraedtico do ¢oe-
sefna,

En uiz ensayo de ccabinar sucesivamente

la eroratorraffa on panel cono peimera fase de un ensayo bi
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dinmerisional, con la olectroforesis cono segunda fase, se 1g
graba una: buena separacifn de 17 uminoficidos. La cronoato=

gragfa era de %ino ascendente, en fenole=agua ¥ se hacfa en

una tira de paopel 8 8 H2 530 de un cm. de ancho durant? -
19 horas< Ia £aso oleetvofordtica contaba con fcido acdti-
eo /4 (pH 2,7) eono eleciroiito y duraba 240 minutos con }
na direrencia do potenclal de 1000 v.

También intentaba Durrum separar log anmi
nofcidos de un suero sanzufneo y analizaba la pusible intep
ferencia e las protefnas allf presentes. Los resultados o
tenidos eran que “por lo comdn un volunon de suero hunmano
del orden de 1los 0401 ml. no contiene cantidades de aninode
cidos suficlentes cono para detectsrlas coan ninhidrina. Es
evidente entonees que la deteriiinzeilln de aminofcidos on dg
rivados sangufneos requoriri de ordinario su concontracibn.

Lzporiencias realizadas corriendo paralg
lamente soluciones testigo do aninofcidos y muestra de suero
o plasna con el agregado de a:udlias mostraban que la dispo
sicifn obtenida on ambos casos era scnsiblemente andloga.

En una serie de cnsayos dedicada a carag
terizar la nmovilidad electroforética en papel,. Durrun iiégg
ba a la conciusidn de que cada soluto (en particular, cada
aninofcidod ticno un ifuite ea su movillded pasado el cual
las fuorzas que lo impelen a moverse se oquilliran:coa las
;que lo deticnen. &Lra asf que, inielando slmUlténsaﬁentez;a
corriia on varias tiras de papel sembiradas en igual;forma Yy
sacdirlolas a intorvalos, se obscrvaba que pasado un tlempo

dedo, los aninofecidos ya no avanzaban nés. Asi@lsmo, S0
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brando la nisrma nezela en trez puntos situadeos a alturas di,
forentes de uua nisma hojas resultaba, pasado un lanss agdew.
cnado, 1s misma distribucién de las manchas en los tres ca-
SOSe

Durrun coasidergba entoaces que los and
nofeidos habfan 1llezado a sus posicleones de Bequililbric de
movilldedy o interprotaba asf los resultados obtenidos: en
las sepuraciones por cleetroforesis on papel, so desarrolla
calor ea la tira dobido nl pasaje de corriente cléetricaes =
Genoralmonte es suficicrile para causuzr destilacifn de oleetrg
1ito del papel. Lsto cntoneces so soea y disninuye su estae
do de satu;acién cupilar por 1o que fucrzas capllures sifongn
contimianmenite clectrolito frosco de 1los vasos al papele CQ
mo cada incramento de papel que se sucede m8s alll de 1o0s =
vasos reglbe un volumen do oleetrollto meunor en la cantidad
que se ha ovaporade en el ineremento procedento, habr§ una
disninueién suecsiva de volunen de fiunjo a nedlda quo 6l ww
contro se aproxinma. Comd 1o seccifn transyersul cfectiva -
del papol os constanba, rasulta un gradlente on el grado de-
flujo del ifquido a lo largo de la tira de papol, desde cada
vaso olectrolftico, decrecicndo a medida gue el centro se g
proxima. (La elcetroenibsmosis aumenta eso grodo de {finjo.cen
el lado anddico y lo disminuyo on el catfdico)s Iawzo, los
fonos anlicados oa el centro del papsi qncuenzran en su_dég;
slazaniento g contracorvicnde cuya velocidad se iﬁggemeﬂba
constantenente a modida gue los vasos elactroliticos. so a'g}rg
Rinane Por lo tanto, si 1n novilidad de wa lcn dado cae den

wro do los valoras expremos de la volocldad de-ose flujo, =
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Nogars un monento en que su tendeneia a desplazarse contra
1z corricnte doblda a su carga en el campo eléctrico, serd
equililbrada nor el f£3ujo de olectrolito hacia el cenlro del
papal. ILuezo, la posicidn final de nigraciln serd indepene
dicente del punto de aplicacidbn.

Canbios de pi en el clecirolito no puc~
den ser ung oxplicacidn de los hechos gue resnnlace a la ag
toricr.

Cuando el electrolito cs ao-volitil, al
ofecto noencionsdo se suma el siguicnte: la concentraciln de
clectrolito se incrcranta constantensnte sobre el papel a mg-
dida gue el apgua se cvapora. Laego, el migrante, en su dez.
plazanionto en el papel encantrari zcnas de fuorza idnica -
crocionte a nmedida quo disminuvye la distancia g los vasos =
de elecetrolito.

E1l punto de equililrlo de rovilidad de
un icn dado se werd afectado as? por osc grodionto de fuere
za idnica.

Eso a:plica que la posicién de equill-
brio do algunas srotefnas se desplace y hasta llsgue a do=
saparceer la condicién de egquilibrio, quizi debido a proci-
pitacidén do los constituyenies del regulador y cansigulenw
tos camblos en el valor del pil,

En la posicidn de equilibrio, la tdea
fuorza que tenderf a movor un ion serd la difusifn. Lsta =
serd inposible en el sentlido ds avance, puesio que la daeton
dr§ el flujo de olectrolitos tampoco podrd efoctuarse-en el

de rotroceso, impedida por lu atraccién del campo elfctrico,
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luego, la difusidn podrs reallzarse falecnente on sentido 1g
teraly, lo que ha sldo confirmado oXporinentalmento.

La dotorninacidn de movilidades ifnlcas
nor el ndtodo proesente parece nocesitar de nmoldificacionos .-
experinentales para evitar el equilitwio descripto, asf co-
no una fiscalizscifn adocuada delos zfectos de adsoreién y
alecitroondosndttico.

En rigor, la consideraciln del equilibrio

e wovilidad, que parece sor inesvitable en ouperioneias de

o)

ra duraeifn, puede sosloyarse en sovaracionss de iones -

e
g
63

dpidos, tanto uni couo bidimensionales.

=
G

fungue anterlor a la publicacida citada,
puade considerarse como complementario un artfeulo publicge
do por ol misio autor (49), en que discute las posibilidades
de exactitnd deo laus determinacionss da ilc Donald y colaborg
dores (106) y 1a influencia de 1la adsorcibn, fiujo electro=
erdosndtico y wifornidad de condiciones del ™uento de pa-
pel! en las téenicas dol tino do la gue nos ocupae

Sobre la base de un trabajo anterior =
(38) Kuakzel y fiseliuspublicaron en 1951 {39) log resultados
de wna investigaclln que si bien no se reflerc a la soparoe
cifn de aninofeidos sing de protelnas, ticne detalles téeni
cos y considerueiones tefrieas que le dan importancia para’:.
muestro trabajos .

Utllizando un aparato senclllo y do £8<
eil realizacibu on el que quedaban reducldos a un mfnimo los
fsetores disturbantes tales como evaporacién, calentamieonto

¥y gradientes de concentracifn del regulader, osos’ autores -
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llovaban a cabo un estudio sobre separzeifn y evaluacidn do
los componentes preteicos del suero sanzufneo y otras protef
nas, asf como daterninacién de movilidedes de algunas de é=-
1llase.

En detalle, los temas tratados eron los
sigulontaos:

a) Separacifn de mezelas de protefnas purificadass
val estudio do wn gran nimoro de protefnas altamento purifi
cadas, solas o en nezelas artificiales mostruba que las prg
tefnas qua son solubles en roguladores alealinos mizraban ca. .
nmo npanchas netas en papel de filtro y podfan ser soparadas". ™

b) Separacién de suworos normales y patoldgicos: -
la electroforesis en papel resulbaba particularmento apta
para-el estudio comparative 'simulifneo de las protefnas de
sueros normales y patolSsicos. Sepavaban cn la ndsca hoja
de papel hasta. einco sueros diferontes, cuatro de 6llos pa=-
toldzicos, logrando do cse nodo tener una comparacifn visual
(sin perjuicio d¢e una nosterior evaluaseidn) de cada una deo
las cinco fraccicnes obtenldas. Lstas resultaban sery de g
cuerdo a ensayos paralelos de clectroforosis libray de 4no=-
do a cftodos albinina, X, Xy, -,y ¥-globuling,, dstd ouy
coreca del punto de aplicacién.

Los autor?,s zostraban diasramas corraege
poxlientes a sueros de pucier;tes de nefrosis y cirrosis bi-;f'
liar y hepdtica, con algwos de los componentes visiblemen-a
te aumentados. También de suercs de miolomas, para cuyo.eg
tudio y caracterizacidn aseguraban que la electrofopasis en’

papel resulta de particular conveniencia.
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c¢) andlisis cunntitativo do los componcntus del -
suero: anlicando los proccdimicntos esbozados nfs arviba dg:
do que era factible la separacidén de segmentos definidos de
los diferentes eomponentes dol sucro, Kwkel y Tisclius one
sayaron la valoracidn de las fracciones soparcdas. las tdg
nicas do estimacién congistian, una en colovear la protefna
sobre el papel, recartarlo en tires, cluir el colorante 1i.
gado a aquélla y medir la densidad 8ptica del elufdo mediap
te un espoctrofotlmotro; la otra, en cluir previamente a-la
coloracifn. Una ventaja do la téenica de coloracidn soire
ol papel resultaba 13 posibilidad de comparar estrechamente
ambos ndtodos al aplicorlos a corridas de réilica ofcctua-
das o2 tiras superpuestuSe

Los resultados gque obhtonfan usardo el =
ndtodo do elucidn del colerante estaban en estrecho acuordo
con los do electroforesis libre si se corregfan alzo los vg
lores do albfning y ¥ -globuiings

Aungue Ysimple y sornrendentenente ezag
to"y este mftodo tenla su prineipal defecto en la variada -
capacidad de ligar colorante de las difercntes protefnas. =
Ia ostimacilén resultaba nds aproximada usando ol sopumdo nd
todoy pero 8ste carecefa do la sensibilidad, simplicidad y -
precisibn dol entorior.

Si se trababa de obtenor el valor absoe
luto de 1la concentracién de los componontos del sucro como
para poder oxprosarlo en gramos por 100 ec. habfa que evitar
en 10 posible la pdrdida de vprotoﬁmf:, yu haciendo antilumeg

tablos las placas de vidrio mediante su inmersisn’ en una sg
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lucifn de silicona y posteriar secado, ya colocando varias
hojas do papel entre las placas y sometiondo luezo los re-
ecrtos del papel a wna elucidn prolongada. Ye ose modo 1ig
gaban a obtenor reeuperaciones de D3 F.

d) electroforesis bidimensionnl: con esta tdeniea
cuyos aspecbos nfs generales henmos pencionado ya, ¥ usando
la nisna solueiln regulsdora para las dos dircccionss, los
auborces llogaban a la conecluaidn do que "ol mayoer valor de
asta tdenica astaba en demostrar guo las freas oscuras ontro
las diferentes panchas represcentan a unag nultitud de conno-
nentes menores coa dilierentos movilidades. De un diograma
unidimensicnal podfa inferirse que aguellas rapresontan “eo
las® o exbeasiones de los comvoinentics nayoras. Lin eabargo
el heeho do gue csas firecas devenzen coloeadas en wna 1inea
diagonal despuds del giro indica que ticnen ia nisma y dofi
nida novilidad on ambas diveccionesde

e) eleciveenddomosis y dotorminascicnss de movilie
dad: unkeld y Yiseliuns pudicron nedir ol srodo de alectyoon
désmosis on varios papolies de £iltro mediante el uso de 'wna
sustancla sin carga significativa que no tuvicra novilidad
por of micne en gl campo eléetirico poro que se moviera con
cl fInjo eloctroendosmdtico y adends fuera coloreablo: hae
llaron quo ol dextrano se zdoaomaba a ¢soes requisitos. Sote
tranio on el nmisno punto que la solucidn proteica =sucro qén
gulneo, por ojemplo- una solucidn do dextrano so observaba
que &sto se desplazaba -en el regulador de burbital usado =
gencrglnente- hacla el cdtodo, nmieniras que los ccmponenteé

del suoro saberos ue 1o humeen hacla el Snodoe. Un gran mie
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rero de cxperiencias porcce indicor que ol novimiento del
dextrano da una estrecha aproxinuacifn de la extensiéna del
fiujo alectroondosndilcoe ©Su conociniento resultaba partd
cularrente importante en la deborminacifa do punios isoelés
tricos: las cwrvas de movilldad en funcida del pH distaban
de sar rectas cuando aquel punto so descuidaba (sobre todo
para protefnas de puato isosldetrico alto).

Relacionando eloctroendbsmosis y movili
dady los autores encuentran analfticanente que hay una relp
cién ontro la distancia de £iujo electroondosmdtlco lndicg
da por el dextrano y la distancla de nlgraclén de una srotef

na especi{fica, albfinina por ejenmplo, solwe ol papcls

Qg0 -cte y .Jdox.cte jdandod _ es
a + d - a - alb
alb dex alb

1a distancia que recorre la albdnina sobrc el papel ¥ Qiex
es 1la que recorre @l dextrano en segxtido opuesto. la oxpg
riencia sobre varios papelos de filtro confirnd esgas previ
sionos.

Considerando gque el valow Q0% d 1p
ara la distancia afcetivancnte vecorrida por la alblfning -
en su nigracifn clectrofordiica, los autoros intentaron -~
calcular la novilidad de esa proteing en papel de £iltro.
Para allo y rddiante coasidoracionas de cardeter natemftie
co, introdujaron el uso de un factor do correcclfn quo to-
na en cuenta el hecho de que la protefna nigra on ol papel
a travds de una intrincada red de canalese. Consiste en ol
cociante 1/1', cdonde “1i" es 1a lonzitud .do la tira de -papel

y "in, 1g de un cancl tortuoso en agquella ilsnma, HMidleron
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up e podionte la £éromla 1' = 1R qg ¥y doada "BY o¢ 1o reosig
toneia do la tira do papels quy el &vea Ge 1la sceciln trong
varsal y kY, 1o conducielviduad.

E1 factor /1Y roprescaia una caracterig
tica de cuda tipo de papel de Liitro y es Inlepandicnte dal
redio lfguido.

Dateralnselones de novilidad do albfini-
na afslada y de los cosponentas del suero dimron resultados
confirnatorios.

Tambidn off o1 a‘lo 1851, MeDonald y colg
boradores (107) pubiicaban un trabajo on el que caracteriza
ban la_m:’.graeién olectrofordtica esiudicndo por separado al
gunos do los factores guae afectan tal fondronos t'iem)o,. pPo=~
toneinl, pil y fuorza ibnlca.

Licgaban & lag slguleantos conclusionss:
a) coalrariamente a lo afirmado por Durrom (47), el movinicp
to parcefa ser wna funcifn lineal dsl tiompo, roglitando in
portante a osie reapecto ol grado en que se huncdocia ol pg
pel, el modo eduo se humedsefa y hasta que pmbo se mantenfa
en equilibrio aso gralo de hunsctecidng b) la voelooidad da
nizracifn cra directamonte progorzional a 1s difcrencia de
potencial aplicodas ¢) variando suficlentonente el pi, noidfag
invertirse ol sontido do la nigraciln de un solufo dsdog Py
sando por un punto on guo &lla era mula o punto isocllctri-
co. los valores de puntos iscolfetricos obtenidos concordg
ban hasta ciorto punte con los suninistrados por otvag fuop
tess @) la movilidod aumentaba al disnimalr la fuerza i6ni-
ea del rogulndore Sin embargo ‘hay wn 1fmite inforior mis
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allf del cual no conviene diluir el rogulador. Cuando la cg
pacidad reguladoroa de la solucién cae por debajo de cicrto
valor es diffcil mantener niveles uadformes de pll a 1o lave
gb de la tira de papel duranto una experionclaats

| La rolacidn oentrs la movilidad ¥y 1la rew
clproea do la rafz cuadrada do la fuorza iSnica cra de carde
tor lineal, por 1o menos para cierto rargo de valores.

AL giio sipuiento, wiw de los gutoroes nep
cionudosg, lle Donald, daba a conceer una resoiia sobre ol te=-
pa que nos ocupa (L04) y detalRes do un aparato nis evolucig
nado que llamaba londzrafc.

Caizo reogultado de una sarie do experien
cias con ese %ipo do aparato, licDonald llegaba a las sigulepn
tes conclusiones: Ios foetores quoe influyen sowre la novie
lidad clecirofordtica en papsl son: tiempo, gradicnte de po
toncial, pil y fuerza ifnica del regulador, tomperatura, ade
sorcifn ¥y eleatroonidsiosis.

L1 novinlento de un nigronto dodo €8 we
funeidn lineal del ticupo, siempre quo la onorgla oldetrica
dasarrcllada por la tira de pavel no exceda do cierto valor
(0,25 wwatios) para tirg do un cms. do ancho a %Dc.), G5Q =
ifmito puede variarse, bicn reemplazaivlo el aire de la cfng
ra por helio o hidrlgeno saturados de vapor de agua, ya dig
niouyendo la torperatura. Tambidn os condieidn advorsa ag
na relacidn lineal wna fuorza ibaieca muy alta (nayor de o.éi)
on esta caso la cwrva noviniento-tionno pucde roepresentorsa
por una ccuacidn eza\piri.ca' 81 se extrapola analfticamento

esa curva hasta el tienpo cero, se cacuentran para el mipgran
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te valores de nmovilidad anflogos a log provistos por el métg
do dol lImite névily, an igunies condicionss. bn gencraly -
para obtener un novinicnto lineal con el vicmno es importan
ves el conleo do nuentes salinos o "alimentadores", pequeiios
puentaes de papol quo svminigtran elecirolito a las partes -
intorredias de la hoja ¥ e una atnbsfera de holioj que haya
uniforridad ont la zona de nizracifn con lo que sa refiero a
1a valna acuesa que rodea al papel (licbonald considera que
la nigreeidn de las partfeulss o fones o se efcetda por 1a
luz de los capilares del papel de filtro, sino nfs blen en
la capa do £luido. retenida superiiclalmontes Cree que as
una prueba do 6110 ol hecho de gque las rolacionus do fuerza
ifnfca ¥y movilidad sean anfilogas en ionnzraffa y en solucidén
hro y de que la movilidad se reduzea al disnimuir la cane
vidad do eloctrolito que humodece al 1Jape:l.5= igualdad do e
comnosicibn idnica, gradicate de potencial y temporaturay, =
ovidoneizdos per lecturas constantes en ol nilisnperfnetro,
herizontalldad del papel e igualdad de nivel en 10s vasos =
para evitar f£injo do electrolito y con 61, el llanado ofcce
to ¥eromatogréfico’, es deeir, arrastro del soluto antes do
aplicar cl campo elfeirico. on demostrado moverso lincole
mente con ol tiemmo diverses aninofcidos y protefnas (107,
103), compuestos colorcados tales como el azul de bro:ofenol,
H=(345-dinitrofonil)-zlicocola ¥ protofnas colorsadas.

&) gyrado de migracifa elfeirica cs direc
tamonte nroporeional al potoncial aplicado (107). EL tomatio
¥y 1a ferna del aparato no son foctovos importantes, por lo

gue pucda usarse cualguicr longitud de popel y groadlente de
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potonsiale

E1 pll ticne uwna influcnela gronde .sobre
ia movilidad de anfolites tales como anincfeidos y protefnas.

La movilidad auvmonta al decracer la fuen.
za 16aica del reguledor, de tul modo que ol grado de increa
nento de la velocided de migracidn so hace moyor a modida «
que 1la fuorza i6nica es nfs bajas E1 tieopo requerido para
1a geparcceifia de uno mezela en sus componentes serd menor a
fuorzas i6nicas nfs bajas. Ia nmovilided cs dircctamente prg.
poreional a la invorsa de 2a raiz cuadrada do la fuerza-i8ni
ca en wia zenz grande do loe valores de la fucrza ibnicay -
sepfin las exporiecncies lonogrificas. Puode Snterprotarse -
eaxtoneoes que el nisrante ce muevo como si esiuvicra sunorgl
do en el seno del 1%quido, que en este caso serfa la vaina
ecuose que rodea la tira de papel. bn efceto, la movilidad
de albfming do sucro bovino y otras sustancias se red@uee =-
cunndo el papel se humedoce menes de 1o habituala

tn ifonozraffa, cl efecto electroondosnd
tico so presentard como un flunjo de elscirolito do énodo a
£8todo, motlvado por ia adguisicidn por el papel do una cap
ga nogativa con rolacifn g una positiva que tomarfa ol 1fe
quldo. Aumentari entonces la voloeidud de los fones positi -
vos ¥y disninufrd la deo log negativos y los puntos iscellce
tricos deterninados por este medio serén mayores que los ob
tenidos medisnte otros mdtodos, sienlo 1a difcrencia una mg
dida de la electroenddsmosis. Sin embargo, los puntos iscg
lSctricos y novilldades estimados por ionozraffa son muy ==
corcanos a los do otro otizen por 1o que el efectO'eIBCtro-

enﬂosm&tico parecgo ser despreciable en las condicionas téc-



nicas peppugnadase o debilcra esperarse esa identidad de rg
sultados, dice MeDonald, sl el nigranto no se moviera a trg
vés de ua canino rolativanonte lilre. Debido a 1a diferencia
de cuargas superficiglos en las Interfases vidrio~-regulador
¥ celulosa=-regulador, 1a rovilidad ha de ser diferonte si el
nigrante se rmove ontoramente dentro de unos pocasﬁhiémctros
nmoleculares do esas interfasess. sgo puede intorprotarse asfid
on condiclones Sptimas, el nmigrante puede moverse a una dig
taneia tal de 1a interfase celulosa-regulsdor quoe la transfg
roneia eloctroandosmStica do agua a travds del papel no afeg
ta aproclablemente la wovllidad del nigrente. Guizf las tég
nicas que elininan la vaina ascuosa (por coupresién entro =
placas de vidrio, por ejchplo) den rosultados en que el ofeg
%0 olectroardosubiico ostd magnificado.

Ia movilidad awmenta con 1la tenporaturae
Ia reloclén existente entro dsta y la movilided do la alble
cina de suero bovino es lineal, sezfn lo nuesira una de las
figuras de la publicaclfn que nos ocupaes Uno de los puntos
da la recta fud deteruminado por el método del 1fmite nbvil.

dnsayos comparativos con seis tipos do
papeles de dlferonto cspesor, veloeidad de £iltraciln, ter-
sura superficial y fuerza de humccetacidn (wet strongth) nueg
tran anfiloga wovilidad de la albfinina de suoro bovino. E1
tino de papel usado pavcece ser importania, on canbloy en las
téenicas que lo comprimen entre placase

1a adsoreifin por el papely debido a'la
Ugora earga negativa quo adquiere su superficio, decrecars

la velocidaG de los fones positivos nientras que no afectas



r4 volativamento 1n do los nugativos. * Bse ofecto serd nulo
en el punso isocidetyico del migronto. Serd preforible eaton
cos roailzar doberninacionos de povliidad en reguladoras ey
yo pll son superlor al dal punto isocldetrico del nigranbte.
Los aninofcidos y protofnas ostuiledas so oliuinan fhciinep
te dol papel, per 1o quo osto faetor no paroce cor causa de
Intorfereneias scrias.

En ionogramas rcalizadogs en tirvas angos
tas de papel, la coucenirucifn dol soluto no pareco tener g
fecto sobre 1a novilidad, tampoco solire ol ancio <o las bap
dase

Sop £ing lU'eBonald da wia serile de aplle
caciones del métodoy quo clitamos en otro lugare

Bn 1953, liachiobocul y colaboragdores (-
103) en wa caubio do puato do visty qua parece ﬁ'tzct:’.g‘&ro,
propusieron teatar de rogular la evarcracidn dol electyroli-
to, nfs bien que rostringirla. Cousiderabon gue €sa OVAPO-
racifn tione una Importancla capltal on el desplazanionto =
de proteinas.

&Zn dispositivos del £ino eroado por Nue
rrun (47), un no-olcciwolito terming -provisto del tiemwo -
necesario- por ocupar la misma posicifnyuna vez anlicado el
carno cifetrico, cualquieva sea ol punto do 1ia hoja do papel
en que haya sido desesitodoe Loz finjos que lo nueven son
el ds cloctrelite que repono al ovanorado ¥ el alecivoendog
nbtico. Ahora bien, ol getuara solamento el £lujo de repo=

sicifn, ol no-cloetrolito quedarfa on el centro do la- hoja,
habidndose scnbrado allf o no, paro coco también exista wn
f£iujo olectrocniosndtico, dste lo desplazar§ hacia el lodo
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dal cftodo. -iis deciv, qe ol migrante soguird ol desplazae
nionto del 1fgquido en elpapels

Bxperincntalnonte, los autores eomproby
ban que 1a glucosa ocuna, despuds dol tiempo du electroforg
s8is neeesuario, ol nlsno Ingar cualquicra sea ol punto de apll
cacibn.

Cuando sc trate de purticulas curgudas
o iones, ol desplazaaiento en un sistema tal sord la swma -
alpelraica dol desplazasiento elecirofordtico y del despla=
zoalento del ifqnido on el papely es deciry, VE€+e+E 4 dopg
de ¥V es 1z wolosidad ¢e una protefna en el papel (los autoe
ros strabajan coa protefnas, pero coensiderauos de. interés pg
neral las conclusiones a que llegan)s £, 1o velecidad dol -
desnlazanionto cleetrofordiico del ién protcico con roforen
cila al ogua quo lo coatlens: e, la volocldud del roviniento
del agus debido a la electrcendSsmoslss E, la velocidad del
noviniente de agua ccasionado por la evanoracidn en un punto
del nanels.

& y e son independientes del luzar del
papel que se considere, nicntras quo E crece o medida que
nos alejoros dol eccntro de la hoja, hacla 205 polos.

84 el pll del 1fguido es superior al isa
eldetrico de la proteins, dsta nizrard como si so trvatara -
de un auilne Habrd, sezfn la ccuaeidn dada, un punto en que
V sord nule: cuando \Elsvlels (&) 4 que se puede productir
pucsto gue £ varfa pero e y &€ no. &n 61, 1a corriente de
1fquido equilibra exactznente el dospluazamiento elec@edfoz'é
tico.
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Tmezo, cada tipe electrofnpdtico de pro
tofna serd transporiado a ut punto diferente caructerfstico
y allf sa detealrf. En consecuencia, ia nosiclfn definitie
va da wa protefna es indoscilianie de su posicién Indeial
¥ da la duraeién de la oxneriencla, siemre quo esa duracidéa
haya sido suficionte para lograr el cguillilbric. (Esto no es
nis que el punte do vequlilibrio de movilidad" gue DIFPUR -
(43, 49) encontrd naru azinofeidos).

i3 caballete gue sostiene la heja y que
la divide en dos partes do inclinacidn inversa, no tione in
£luencio sobre los fenbzonos rencionclos.

Una cousceuoncela de un comportanionto
tal os que si por difusién u obra cousa alpunos de los iones
del nizronty a0 réfrasan, tisnea nue venser ung coniz'ueorrieg
To cenos indtonsa quo los que los gntceden por 1o que pronto
pdird: alcanzaricga. Eso explica 1a notable nitidez de las
nanchas que la difusifn no puede twrbkore So pucdon cfectuar
antonces largas olectroforoesia do ionoes pequatios, muy dlifue
aiblag, gin aque las manehas so agrandon demasicdos o puede
hobar &ifusifn en sentide longitudinal: solanents persiste
la difusibn trensversal, perpendienlor 2 la direceiln do la
gorriontcs

tra consocuensia es que la posieiln £
nal de w1 ien os indepordionte de su punto de partida..

Semirandeo volifmenes diferentes poro Coe,
rrespondicntos a candidades iznales de una misma solueién de
protefna se logran, dospuds de 1la olcctrofcresis, nanchas 3

. ) *
guales y situados al ndsoo nivel.( )

(%) hiespeeto al tamaiio de 1o manchay lo dicho pavcce ser una
cenfirnocidn. de lo que henos oncontrado con respecto al fcido
glutfnice, que, cn eiortas condicionws y donuro de cierlos
Unitos, aquél dopende de la cantidad absoluba y no dol volp
nen dapositado.
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De aeusirdo coil 10 establecido, wia misma
protalna podrd nisrar en wn soatido o eu olro, dadas las mig_
nas coandielones, seziin se ancuontre de vn lado u oiro de su
punto de oyuiillric. & consocucneds, se podel hacor encop
tmar, nigrando en el papel en sontidos inversos, dos protef
nas cualesquicra, awnque tenzan el nismo slgno. 480 68 a=
slicablo al estwllo do las reacclilones entre csas sustanelas
7y oa orticular a la inmwiologfa; tanbidn a la realizecién
de roaceiones oentre iones nfs pequaiiosy 10 quo da lugar a ny
rorosas apliceciones microanalfticas cuullitativas y afin cuag
titativase. (Bepositando proporceiones diversas de des iones
en verios causinos poralelds se pucdea deterninar las -propog
ciones equivaleatos para quo uingwno de ollos ostd on oxeg .
980 @i relgeifn al otro) Una de lag sustunCias reaccionane
tes pucde ser tombifn wa no-ulectrolito: esto aire posibill
dades pava el estudio de onzimas,

los autores llanan electraroofcresis g
esio tipo do oloctroforosis en papol con ovaporacifn coatd
na considerande que los £attores sebaantes son dos opuostos
on su aceifn: el campo eldetrico y la corrisnte 1fguida.

Un inecaveniente quizd serilo de la tde-
nica de evanoraciln coatfnua parece sor la concenbracﬁn; de
sales dajadns con ol panel por el clectrolito al evaporarse::
ia fucrza iénica so nmodifica progresivanente on esas Vz;":anas’f
duwranto la expericiclia y en an grado nuclio nayor cuanﬁb‘més
lojos osté la zona considerada do los vasos.de eleetrolito
(43), influyendo naturclmente solre la novilided del migrap

%0s [OS autores han deterainedo variocionos bastante gran-
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des en la concentruaeifn saling solre el papel, uspocianlnente
on exporicscias de larga duracidne

In wa trabaleo coasplenmentario del anterior
HMacheboenf y colaboradores (92) dieron una interpretocién -
todrica a los hechos mencionadoa: sgtablecieron las ecuacig
nos de moviniento de susbanclas cargades o e en el curso de
la electrorsoforesis. "La velocidad de oss de:-:plazatni@n% es’
1a resultante de tres componentes elementales: 12) la velo-
cidad ¢e 1la corricnte ifquida electrocrdozibtica, indepernxiieg
te de la posiciln en el papol; 22) la velocidad <de nijsracidn.
proplia de la sustancia en el campo olbeirico, independiconte
de 1a posicién en el pupel; 32) la veloeldad de la corricnte
1fquida debida a la evaporacifn,que ¢s una furiclén lineal -
do la distancia a la lincs de £iujo ifgquido nulo"

14 slectroreoforesis pornise doterninar -
para cada protefns una posicién de equilivric que correspon
de al puanto donde su volocidad de mirracifn eloctrofordtica
es igual y do sontido contrario a la de la corricnto 1fqui-
das Lupgo, osta ltina velocided es proporcional a la dise
tancia u la ilneu de finjo 1lfguido ' nulo. I movilidad eleg
trofcrdtica s pues wna funcidn 1lfncal de 1la distaneia desde
la posilcida de oquilitrio a dicha 1fnea y eso pernite deteg
ninar movilidades olectrofordticas por una tdcenica simplel.

"33 se denositan las sustoneias a ensas
yar sotre una linoa oblfcua, cada sustancia se disuone sogén
una lfnea recta que gira con el ticmpo alrodedor de un pune.
to de la 1fnea oblicua inicial. Ese punto £ijo pernite dow
terninar rdpldanente la woslicién de equilibrio. iﬁ’s_ posible



sokre cadaclectrofoveo yara® asf obtonido, determinar no-
disnto wvna £6rmula simple ol valor dol coeficientc do propor
cionalidad k cntre la volocidad de la covriente lfquida y =
1a distaneia a la 1fnea de £injo nulov.

L1 papel parcco no retencr protefnas no
desnaturalizadas, pero sf, on canblo, protofnas doshaturald
zadas y algunas nmaterius colarantes (Lso se comprobaba ofeg
tuando la eromatograffa en papel de esas sustancias, con la
solunién regulsdera eono solvonte: nigraban ecn el fronto =
do &ste). Zenlendo on euenba oseefceto, los autores han gg
neralizado la ecuaciln guo caractoriza ol dosplazaniento do
mg sustancila on elootroreoforosis propoaiondo un coeficlen
te do roturdoy carprondido entro 0y le DBl valor 1 Corrose
pemvle o laz sustanclas que an sufroen aceidn retardedora del
sanel. La clectroforesis ou papel cen evasorucién eoitimin
do eoivontc_ puode pernitiz cntonces d:?.stinguir dos sustane
eiae do diferento cooficionte aunque tongan igual movilidad
ologtrofordticas

Anijcacionas: aunquo todavia parece no
habor £inalizodo ol perfodo de carncterizacién do las cone
diclones tdenicas do la eleetroferesis ea papel, ol m'étodo
Ba domostrado ou aptitud para el estudio do nreblouas do Iy
dole Bastanto varieda.

Aeontimiacifn dovonos noticiay quo serd
solo parelal por 1l naturaloza wisna del temn, dol cap:’.tulg-
de las aplicacionos, que ostd on intonso desarrolis cn la ag,
tualidoed:

a) Separacifn v ovaluaeifn de urotoinas del sucro



sangufneos es, sin luger a dudas, el toma que ha merceido -
ia atencifn mis sostenida de los invesiizedores, con ol de-
sao de reennlazar una tdonica ¥y aparato tan connlojo CoORMC -
el quo requiere la cloctroforasis de 1fnite ndvil,

Tales protefnes han sido objloto de nuchoes
intontos de senaracidén cualitativa (47, 64, Gi, G2, 101) 6
cuzntitativa (33, 54, 65, G3, 5%, 95, 89, 159, 176); los rg
sultpdog provistos por esta filtina no paroccen coincidir g-
sactanente con los suninistrados por la cleeiroforosis dal
tubo on G.

Algunos do los factores gue afeetan los
fraccicnanieontos por la tdenica en yapel -han sido estudig-
dog por Durrum (47 a 50), Kunlol y Tisolius (89), Machoboouf
v colaberadores (08, 102), HeDonald (164, 108) y Uecber (167).

b) Detarninseifn de pmbos isocléctricos de proe
tefnas (107, 143).

¢) Separaeiln do pdptidos: se ha consceguldo aislaw
los; ya de mezelas sencillas con aninodeldos (13, 47) ya, -
cono el poliglutaniladptido, do otros productos de crecinlog
to de va bacilo (152).

4) Separacifn de mozelas cormilejas de aninofcidoss
el tepa ya ha sido trabtado antes. Alladivenos solanentc que
intentos do evaluaclidn de los aninodeidos asf saparados han
sido llevados a cabo por Uiecland y Fischor (172) y Wiclund
¥y Wirdthk (177) ocdionto ol andiisis de retencidn (ver ufs ae
delantec) y por lioland y colaboradorcs (175) nmedionto el rg.
gistro da la radloanetividad do elescirogramas con cﬁ%

Ve gran interds @s la aplicccifn do. la



tfenica que nos ocupa, conjuatanente con la cromatografia én
papel, al estidio eindtico de 1la intoraccifn de aninoficidos
¥ acetaldehido (133).

e) Sevaraseidn do aninas: ebor (1G67) ha separado
aninas orgdnicas, encontrando gue la orina hwmana conbtice
no motilaning y dimetilemina asfcomo otra anina alin no iden

tificadn.

La elactroforesis on pancl ha serv.;ldo
tumbién como segundo paso de una sepavaciln bidimensional J
nlciada con una cromatograffa on papely para lo identifica-
elbn da aninas biolfigicas prosontes junto a snincficidos en
hidrollszdos do origen bioldzico (1{;)_.

£) Senavacifn de glieidos: Coasdon y Stanier (34)
han hallzdo quo os posibie fraccionar mezelas de glfeidos
naturales por oleceiroforosis on p:.;pel, si el olectrolito es
un regalador de borabos. 0o conplejos Ge borate formados =
con los glficidos migran on el canpo eléetrico, lHasiimoto ¥
colaborasderos (72) han aplicado altos potenciales a la sepp
racifn de las wismas sustancilas asf cezo de £lavenoides.

g) Soparacifn de onzimas: calienfels y Pechmain -
(166) han fraceionado uezclas do amilosay lipasa, fosfatasa
7 proteinasa nediante la téenica que Nos 0CUDGe 'l‘ambiél; sa
ian deseripto soparselonos do glucwronidasa, fosfatasa y es
tearasa (211).

h) Senaracifn do materiales variados: la eloctrow
foresis on papel so ha aplicado a 1a soparaci&g do sustaneias
tales cono purfnas y pirinidinas (17:2); ribosa=nononucledty
dos (41); derivados del Scido adenosinteifocférico (160)3 =



A3

colorantos bLlollgicos (51)3 dorivudos del indol (44); vonde
nos anizalos (120)5 un hemolizado do crilrocitos humanos con
icnos fosfato rediasctivos; do oxidaidos (i73); del couplejo
horifn tiroide-~protefna prasuitica (66)3 de virus vegotales
862).

Separacidn do lonos inorgfnicos: ha sido
deserlipta 1a separacifa Individual o on grupos do varios de
asos loncs{%4)e

1) Asinigmo sa han ostwdlado sus nmoviiidae
des y calenlado nimaros de traunsfarencisa que parcecen cstal
en coincidercin seepbable con los prosorcicnados por otro &
rdtodo (108)e L1 éigm de 1z curga de iones coumplejos inop.
glndcos y las consiaates de cstabilided do tales cooplgjos
hian sido tumbidn notivo Jde andiisis (806).

La electrofaresls en papel en solventes
no-geuosos ha sido ensayada por Pasl y Dwrrun (126)e

sor su parte, Wober (163) ha intentado
una interprotzeifa tefrica de la olectrodigracidn en sopore
tas Norosose

2,147 Blecltrocromatograffa oa papels osta tdenicay
ouy veclna a la clocltyoiorosis en papely combina ung scparg
cidn a@eblda al canpo eldoirico con otra causada por finjo =
do solvente o través del pepele

Ja oplicacifn sinultdnea ¥ on 4ngulo reg,
to Qe catas dos fuerzas perniie wn $ipo de soparucibn quaii
recuerda al do la eromatograrin bidimensionale

43 sistema consiste osencialuonto en ag

tablecer on direecidn vertical a twavés Jde una hoja .Ge-papel
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de £iltro un fiujo coatinuo de m solvente eloctrolitico de
tipo cromatozrsfico {con faso orgdnica) o simplomenbe una =
solucién reguladora; ol 1fquido £iuye a travds de™un campo
aldetrico ostablecide ya mediante eloctrodos de niquel, algf
ninio o platino (9b) convaniontenento anlicados a los lados,
de 1a hoja, ya medionte inmorsidn do log puntas infericres
de 1a oja en scndos vasos de elsctrollto en ol qua pescen
los olectrodos. as fracclones sonaradns so onen de nanle
ficsto coa roactives colorades aproplados, Iuz ultravioleta,
atc.

Sato y colavoradores (143) dicen respag
to'a osta téenica: "La oloetrocronatogrnffn deponde de 1a =
nicracibén eoldctrica diforencinl do iones desdo una angosta
zona do la mozela en un solvento cloetrolftico inmovilizado
en un soports poroso tal como wia ¢olwma riszida o una tira
u hoja ¢o papel do filtro. Es una nedificacilén del bicen ep
necido nditcdo del 1imito mévil, en la ecual 1a zona do Lones
nigrantes se hace muy poqueiiseon respecto a la distancia 'de
nigroeién y la rozela de las solucienes en el 1linite cafa -
retardada por el soperto peroso (153). Depandicrdo de la sg
Iucibn elactrolitica y del soporte ifmmovilizador, la nigrae
cifn de los ionos puede ocurriyr en 1la solueién ¥y solre o en
el sonoric misnovt,

“pPor analogfa con la cromatograffa cone
vencional, la que se basa aa lz misrscién diforencial prody
ecida por flujo dc solvonte a travds de un modio adsorbente,
1 electrocromatograffa ha de ostar sujota a grandes varige
clones, particularnente en lo que respecta al aparatoy, el =
solvente electrolftico ¥ el material poroso de soportefs
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Hguganrd ¥y Keonoy (73, 74) han consegul
‘g separar da 1la nanora deseripba mozelas de 8§ aminofeidos-
gn 16 a 18 horas, con fenol coio solvente y wna difercneia
de poteucial de 190 voltlose Morris (117) La nodificodo al
gunos detalles de ia tfcnilea propucstn por leos autares men;
cionndos.

na varlanbe interesante de la tdeniea
$al cono se ha viste es su adaptacifin a procesca. de sepoarge
eiba contfuuose S1 la nezela se aviics continuanconte sobre
la hoja ¥ la oporacidn se ontionde mfa allf cdol tiompo sufl
cicnte para que los solutes, arrastredos per cl clectrolito
lloguen al borde inferiler del papel, poirin 1egozorse. Sopaw
radazente diforentes fraccloucs con selo recortar ese borde
en forna de puntus y tomsr los extractos en semlos tubos de
QnsSaysce

122 antecodonte de esto ttipo de téenicas
parece sor ls gsenorocifn contfuva do ecloruintes quo Svonsson
vy Bratisten (186) realizaron con va sonorte de vidrie pulve
rizacdoe

Ia separacida en papol ha sido aplicada
wor Dusrun a mezelas de gnincfeidos {60).

Strein y Sullivan (I55) esl como Uato y
colabowedores (343) han lleovade a cabo wn anflisis de 1log =
Cactores que poblernan el proceso: dimensiones y construccelén
de 1o ¢flula, el potencial y la inbensidad elletricos, las
propiedados dol solventa o del liguido de arrastre, inclus
yoendo sus reacelones en los eloctrodosy la concontracidn y
las proplodades oldetricas do los lonos y la natuwraloza de

los complojos formodos nor las mezelas idailecas con ol 1fqul
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do da arrastre.

Una vontaja de los nétolos contfnuecs es
la posibilided de alslar efectivamente solutos o grupos de
solutos on cantidades grandes en relacién a las utilizadas
on sistomas_cromaﬁogrﬁficos o olectroforéticos en papels

Por su parte, la eleetrocronatografia -
discontfnua provee de un medic eonveniente para la resolu=
¢i6n répida do neselas y para la identificocién de componon
tosd

Los inconvenicntes que so presentan cn
la reallizacidn do los ndtodos elecirocronatogrfficos parecen
sor cnflogos a los de la olsctroforesis en papel: calenbamicn
to de la hoja que pucde cousar modificaciones en solutos sey.
gsibles al ealor; fenfimenos eloctrolfticos en las vecindedes
do los glectrados cou el consizulente canbio de pll y varia=
ciones on la movlidad..y resolucildn de los nizrantos -(50).

} La tSenica que cousiderameos ha sido aplf
cada a la separacifn de anminofeidos, (50, 73y 117)3 de pro=
tefnag (50, G7); de colorantos (50); do iones inorzénicos =

(155), a veeces parcados (143); do tierras raram (142)e
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2,2 Valoracidn (H6todos goneralcs)e

Existen ndtodos pencrales de evaluacidn
de aninofeidos quo por supucsto ineluyen al deido glutduico
y métodos particula'l‘es_ do osic aninodeidos. Ios nfs conuncs
sonsi

2,21 Dostilacidn frocclonada de dsieres dc aminofcidos:
ya honog dado el funianento de aste proccdinionto. Ligoras
nodificacionos lo han hecho, sepfn llitcholl y ilanilton (5.12)
nfs satisfactorio para trabajos cuantitativos, pero nurcros
sas fucates do error hacen no aconsgjablo su uso on detormd
naciones oxactags

2,82 Lstinaeidn do los productos de solubilidad de sus
sales: el produeto de soluhllidad de una sal de aminofcido
as congbantes 81 se coaoce ol producto do solubilidad do la
sal y la coneenteocién del i8n que no es aninodcido, so pug
de calcular la concentracila do’'dsto. L roquorimiento asep
eial del ndtodo oz gue ol hidrolizado proteicc, nor ejemnlo,
7 ol reactivo precipitonte soun ngzitoedos y flltrados en con
dicionos de tomperatura ccnstantes

La ventaja ostd on gue no os necosaria
una completa separacidn {11, 4G, 75, 151).

\2,23 Provia soparacifn por cromato rafia do PacantiolSe
nico: los aninodcidos se scparan en grupos nediante i‘iltradd‘
a travds de columnas da aldnina g diforontos valores do pi,
se oxtroen con olucntes apropiados para cada uno de dllos ¥
8@ valoran luego nor separado (170).

La resolucifn de la nezela pusdo tombién
lograrse por pasaje a través de uwna columna do yesina sintd

tica talcomo la Dowex 60 ( u otra apropiada) soguido do cly
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¢idn a diforentes valores de pile Ia cantidad de mozela necg
saria pora una t8enlca tal os de 3 o G uge de aninofeidos.
log valoros de recuperceicnos alcanzados son do 100%=3 # (116).

2,3 Previa soparacifn por cromatogratfa de ;articidn en
colwrmag los gninodeidos aislados se obtiencn por disolueién
fraccionada (particifn) en un solvento adecuado y udsorcifn,
al nasar a travds de wa colunna de alnidéne bl £iltrodo so
rOCOZ0 en porciones de un nl. mediante vn colector gutonidsy
co do fracelones. “olwo 41 so reallza la determinazeién por
modio do mn ndtodo fotonbirice con ninhidrina, especialuept'é
adantado (113, 114, 150).

Usanddo diferentes mezelas cono solvento
go han podido detorninar chantitativanente 13 componontos de
lag orotefnas con datos de recuperaciln promadio, an detera
ninaciones par duplicado y triplicado de 10013 § (115).

2,25 Previa separacién por cromatograffa en papel: la -
que sigue es wia clasifigacién do los ndtodos do cromatoseg
£fa on papel cuantitativa inspireda en una criginal do Bloek
(193):

2,251 Por comparaciln visnal: Coacisto on la comparg
cifn a simple vista de la supevficle e intengidod de 1o ==
manchas cobfenldas de una scrio de dilucioncs del dosconocie
do con unu escala tostico obtoniia con ol misno aninofcido.
In esta tdculca os imporbonte deosibar volfenes iguales de
soluciln testigo y doseonocida. Voldmones ecmproniidos ene
tra 0,0001 y O,0% ni. dan resultados satisfactorlose.

Bl oétodo perndte tros variontes, a sa=
ber: a) wna conparacidn greosera tal cono se ha descri.ptp.wé

P

So0lo da estimpciones seul-cuantitativas (130); b) roferir -
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las intensidades de las ponchas obtenidas en ol revalado con
ninhidring a los valores. de una ascals arbitraria de color,
pintaoda a la acuarela y oa relacidn con ios coloros que sSe
obiienon con cantidades rconocidas crecientes de aninodeidos.
Ia escala va dividida de 1 § 10. Cuanlo ol color o3 tan d§
bil que no pusde verso dlroctanento scd obsorva pOr Wanspaw
roncla se indica como < 1. los colores de intonsidad supce
rior a 10 (quo so imdicen ecmo > 19) o puy suderior (¥ 10)
corresponden a una zona de concentrgeiones en guo la reac-
eifn colorcada es nucho meuos seasibles Lo proeisida do eg
ta comparacifn no suporc wa nivel de:S8 § (43, 164); ¢) eg
locur sobre 1o hioja do pancel una scrie de gotas coatonlendo.
concautracionas counocidas do las sustanclase Inego aplicar
eneina de las mismas nanchas asf como en 1los espaclos G e~
blaneo una serie de diiueionos dol desconocido. ios Volﬁﬁa
nes de solueifnn anlicados deben ser iguales en toda la expg
ricnciae Dospuds de lo corrida, las wanchas del desconocle
do so comparan cun las de desconceido mfs la cantidad agroe’
sada deX tine (12)3 4) estinur la ninima eantidad detzeta~
ble ea ol doscouocido, comparada coen la ecantided ofnina que
puedo verse cuando se apliica o) tipo.

Zstos ndtodos cotin sujobos a srandes <3
rrores y remicron muchos anflisis a dilmciouss variadas P43
ra dar vesultudos satisfactorics, vsto osy, © 10 9,

2,252 Hlucibn. s ol ndtode nids usedo y probablee
naite el nfs exacto. “o basa en cortoar 1a secciba que cone.
tiond wia sustanci;_i individual, cubtvcer 8sta del papel y dg
torpinay su canbtidoud. A vbces, cuando las sustancias es(}én:_
elaraneate soparadas, la oxactitud os mayor do * 85 J. La:-v
desventaja de esta téenica reside aa quo regquiore soparaci&i

absoluta, en el tiempo grande que insune y on la necosidad
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de gquo 210 haya contaninantes.

dutiaz (73) considera tres tipos de
todos do elucidng a sabor: a) olucifn, reaceifin con ninhi-
drina y colerinotrfa: oi aniuofcido a estimar so loealiza
en el cromatozrara ya sea mediante Inz wltravioleta (56, -
123), ya soa ubtilizando ninhidering on solucidn dilufidp wee
(0,05 ) (91, 13D)s &1 papol se coria en trozos conteniep
do uwn aninofeido cada uno, los cuales se tratan coa una sg
lueifn de ninhidrina on presencia de piriding (91) o de una
solucidn roguladora (188) o de una mezela cspecial segin -
Btein 7 Heora (58) ¥y se calienta al boiio marfs. Bl color
nue apereee nucde exirzarse totalmente con acotonae. Ia dep
‘gldad 8ptica de 1la solucién se nide en un fotlnetro (7, 119,
128, 133)e Ia podido realizavrse asf un andlisiz cuantitoe
tivo completo de wn hidrolizado con 0,2 o 0,3 n3. de una -
mezela de-18 aninoficidos conunes con evrores relativos ine
forioros o + 5 ¢ (86, 123). Polonowsky y colaborsdores
(129) han realizado el estudio crftico de uno de los nbto-
dog do oste tinog b) elucidn y roaccifia de “ope y Stovens:
los aninodeidos so ublcan con luzzultraviolatu, co recorta
el luzar que ocupan ¥ se cluyene OI¢ hacen resccelomar lute
go con una suapensidn de foofato do cobre de nil 9,3 (reacw
tivo de Pof;’e v Stevens (132) y, dessuds de filtrar ol oxeg
so do reactivo, el complejo soluble aninoficido-cobre se dg.
sa fcdométricaucnte o colorindiricanente con dietllditiocar.
bamabo (17, 92, 147, 1381).

Bl ccuplojo aninodeldo-cobre puedo doe
terningrae igualmente por polarograffa, lo gue ovita la sg

paracifn del exeeso de reactive insoluble y hacoe mis sensi



ble el nbtodo (103)5 e¢) olucidn y valoracidn de nitrdgonos
osta téenica necesisa como nfairo 56 nicresranos do aninod
cidoc. ILa valoraeién do nitrdézeno so efectda an un nicroa-
parato de destilacifn. Para obtaner csa cantilod do auing
deido so depositan nuncrosas gotigas de 1a nezcla a enalle
zar lado a lodo sobre una linea horizontol trazada sobre N
na gean lioda do papel deo £iltro. En el cromeb:ograma obtg
nido en é1lla so Zdentificon las zonas correspoadicntes a A
los aninofcidos revolando con ninhidring dos pegueiins bane
das recortudas de los dos ladose ILas zonas asf identifilcg
das se narcan con 18piz ¥ corton on sentido herigontal. So
oluye el aninofcido de ia bunda de papol, cvapora o) oluen
%6 al vacfo y se valora nltedzono en ol rosiduc. Ias plre
dlcas de sustancia analizads cue sucsden llegar al 65  se
daben 3 descomposicifn en ol curso do 1a crocatozraffa (83).

2,253 fArea de la nonchas En un cronatograna en pg
pel, la swperficie de las manches de aninodeidos dadas por
1a reaceidn de 1a ninhidring es proporcional, dentro do we
ciertos Unites, al logopitso do 1a concentracifne Elfrea
se dotoriina ya medisnte un planfmetro (4, 19a, 52, 53, 50
y 60), ya copiando ccit papel carbiileo solwre napel nilinmce
trado o1 boxde delineado y coutando el nfiofo de cuadrados
Ia aprozimacién de esta fltima €éenica es de t 57 (93b).
tna oxeetitud semojante se obtienc recortando y pesando el
trozo de papel ocupado por la moncha {93h).

En genoral, la coneentracién dol deseg
nocide so establece por referoncia a curvas establecidos -
con pezelas Yestizo de concentracidn crecionte.

Ia detorninacifn planindtrica se trata
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con dotolle on el eanftulo dedleado a aucestros ensayos do

*

ostimseibn.
g téenlea que tione on cuonta ol tamg
fioc de 1z manchs sungke no cxactanants su drea es la que cop
sists en doterminar su longitud si se trata do manchas elfp
tieas regrlares. longitud y logariico 4o ia coacentraelfn
sen directancnbe propercionales (53).

2,254 Color total de la nmanchae %a ostinmacién del
color total de la mancha puede provear de wn nétolo do vae
loraciba reladlivomente simple, dado ‘que la reacciba enplep
da 22 ol rovelado de las nanchas de anincfeidos parcce So=
guiyr iz ley do Fecrs Tdcnicas que apllean ese criterilo son
las quo sigusns u) Densidad de color Sotal segin Riock (1S)
¥ Bull ¥ eolaboradoras (23): cromabosraras wnidinensionales
naralelds, obtonidos sembrando uns hoja ancha con 5 8 10 -
nicrolitros da t2stigo ¥ desconoeldo alternados, se cortan
en tiras ¥ cada uns de dstas so exshing o intervalos de 5
ome @n toda su longitud con un deaditdmetro (16, 12a, 55).
Tanbidn so cxoeninan 5 a 16 tiras de papel én blanco para tg,
nor lecturas de 100 & dg transsisifu a lo largo do todo 8l
eronatorrana. Ias Cenpldades medias de color obtonidas de

1% o nfs tiras cclorcadas, asf cono ol proasdio @o absore

1]

cifn del papol on blznce se liovan a un papel nilinetrado
(scnilogarftaico cuardo las lecturas se hazen en por ciento
de tronszisifn) y se detersing ol frea cortospondionte a e
ceda anfnofcido (153)5 ) Veusidad de color LHobal sezfin =
locklend y eolaboradores (139). Ls fundanentalremte sinie
lar 2l anterlor salve quo ¢s la mancha conp lota 1o que se

rogistra con un densiténotro o un colorfmetro edaptodos =



Puntos iuportantes de este mbtodo son aue las nanechas deben
astar claramente soparadas y ser muy poguefins. Esto §itie
no sq logra saobrando cantldades muy pequetias (0,1 nicroll
to) y corrionio dlstanclas cortas ( 5 a 10 cne)e 51 cromg
tozrara torninado se coloca an un soparto adecunado gue de=
tione toda 1la luz Yranssitida guo no nasa npor la nancha e
loréoia. §so raquiere una sogia da diefrazmas quo debe ae-
decuarse a las manchas oa el rango de concentracidn esperg
do (231)(120). Iu donsidod de color asf determinada indie
ca la concentracifn de sustancia en 1as manchas ol 5o la e
compara con curvas patrén. EBn lus nejores condiclones ese
L& nbioio provee una exactitud do t 5 %, Bs tedioso sl -
se efeetfia a mano, pers si las raspusstas do la fobtocdlula
s¢ tomaa con vn galvanfasiro aubtonitico roglstrador, 6s PR
sible uair muchas tiras en serie y pasarlas por el densitd
motro fotoaldetrico registrador.

£1 procedimionto descripto parcco ser
ol ofs simple do los mencionades, puesto que puede adapbeg
se a los tipos <o colorfmetro fotoelfetrico conmess Sin
embargo, tieng la desvenbaja de que puedo usarse solamonte
cuando las wanchas no se superponon mucho y sca eirculares
o rogularonte elfptlcuse Ligeras distorsiones de 1a map
ciia causan grandos arrores.

2,855 Donsidad de color miximo. &n 1a investigae.
cién sobre aninofcidos y aminas medionte el mdtodo anterior
se ha observado yue, dedido a la naturaleza simétrica de.l
las curvas de deasidsd y color, pueden ‘obtonerse resultados
exachus 1e§rcando la concentraeiin del desconocido direci:gmjéh

te de éurvas da callbracidn preparadas con las densidades
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de color ndxizo do las solucicnes $ipo. Sa adapta blen a
1n ercaabografia bldimeasional, a 1a quo todavia mo pucden
aplicarse sistonas noednicos do oxasen. 3lock {(19a) ha ey
coalrado quo so sueden ostinar asf wninofcidos con uma exzag
titwd de * 1C ¢, madiante 15 andllisis do »dplica; el error
puede deducirge mmantando ol afmoro de experisinciag.

Cromat: ogiranas unidismcensicanles coreld
dos e una sola hoja o cortan en Liras paralelas o ranse
versales a la diveceldna de fiujo y &stas se expalian ot un
dansitbnoltro o wn cspactrofotduetvre aduptado (10a), anotan
do 1a densidad de color mfximo. Ia ccocentracia del dese
conocldo se leo lusgzo 4n cuwrvas tipo preparadas provianente
o apdeardo un alero suficicnte do soluclones Hise en la’
misma hoja que ol desconocido, haclondo asi nucvas eurvas
do calibracidn pora cado seple de deterninaciones. Ios g
gilstros densitondtrlcos paralelos a la direccifa de £lujo
son alzo ofs exactos que los transversales. Sin eabargo -
dstos son mis simples puesio que ea 2 4 3 alimtos. puedon -
observorse manchas Jda 22 pasiclones si la tira de hoce Mo~
ver por un motore +<odo 1o que hay que rosiatrar os la dew
flexibn ndxing dol galvanbmetro pora cada mancha (16, 100,
125). iiinsiow y colaborsdores {179) han deostrado gue la
densitonatrfa de trausnlsién es superior a la de reflexién
cuardo 56 aplican g mabeorlales coloreados sobve papol de -
Liltro.

Los rosultodos mis exactos so obtienem
cuaxdo las nanchas colorecadas son pequeias ¥ redondeadas o
ligoramoate olfpticas. Para logrur esc es importanto que.,
ia solneién so apliyue como una mancha eircular do aproxing
danente 5 mm. do didmotro © menos.
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2,256 Anflisis de rotencifn. Lste métado constity
ye uno de los escusos antecedentes de nuesixro trabajo, puog
to que ha sido aplicado indistintamente a cromatogranzs eg
no elscirozramas en papel. Consistsz en 1o siguicnte: wma
vez separads la sustancia problema en un crongto- 0 electry
grama, se dosarrollan eromatozrificamente &stos eon ucetato
de cobre eon tetrghidrofurano en una direccida normal a la
anteriore. Ias moldculas del roactlivo que encvontran en su
canine ascendente 1z maucha del aninodeido, son "retenidast
a medida que ello ccurre, do nodo cue 1z 1insa del frente
vresenta ante cada mancha una depresifn o creavadurae Bg
ta linita uae superiicie que se completa con la prolonige
cién do 3a hipotética 1fnca normal del fronte. Eaa Area es
nrojorcicnal a la concentraeién de in sustaucla problems =
en la manchaa..

Las frcas se visvalizan por rociade con
wa soluelidn de feido rubednico (diticxanlda) on acetona.
Sg niden con i planfmetro o colozando aneima wn panel nie
Yimetrado transparente (171, 174, 176).

E1 ndtodo no es econveniento en preacne
cia de ionas\fosi‘ato, sulfato, cloruro (en nfs do 1 &), ng
lonato, tovtrate, ciltrako y ctros (1%a).

Nediante csta téenicay, Wioland (171) -
renllz8 ensayos do deteruinaclén de amincfeldos y grunos -
do aminodeidose De entro 6llos mercee nuestra atencidn el
2ndlisls de refenclén efociuzdo sobre uma mezcla de partos
iguales de glutdniceo y aspfriico al 5 ¥ sceparados por eleg
troforesis ea papel a pl 3,7, Una separaciéa de dos horad’

de duracibn proveyd una curva eocn dos cfispides apenas osbg
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zadlas (en ponturn) ¥y do extrapolaciln hacia la base bastap
to.azarosa, la que sin cibarge dejaba entrever la relacidn
de anino-nitrégeno inicial.

tUna variante de la tdenica descripita se
consisguo nedianto las siguicentes considercclonoa: sean, por
cjanplo, ilones Cu** ascondiendo a travds de manchas de amd
nofcidos; sea « 1a adsorcién de Cu*’ en ol papel ¥ p la
adsorcifin de Cu** por ol aminodeidos; la distancla recorrd
da por ol Cu'" ean el papol libre es luego %c_: hy ¥ 1a disw~

taacia recorrida on la nancha do amgnofcido __ L . CGe
3 & + P -

Ta volzeidn entve las dos sorf: X+p _ 4, gﬂh (1),
x c

=

La ecncentracifn del aninofcido en cada
punto de la depresifa cn forn: de V os proporciconal a B s
1o quey do aeuerdo con la ecuacidén (I) es L . 3.

Llpvando a un sistena aaccoordonadas -
D . 1 frento a la aistancia en la tira de papel, se obtlg'
ngn cwrvas euya frea es dircctamenie sroporcicmal a la con
ceatracifn de la manchae

Esie ndtoio ha dado ruy buenos resultg
dos en rmchos ¢ascs, pero su puabo débil osfs en que el pg
pel es por lo comxfin no suficientomonte unifoirme, dando ctm
vags con bordes aserrados. ‘Lsto reduce la oxactibud asf cp
no disninuye la nosibilidad de distinguir entre bandas muy
cercanas (%93a)e

2,257 18todo de los derivados isotdpicos (26). U

na nozela do ecmpusstos corginicos se trata por un reactivo
isobtdnico cen el £fin de formar cuantitativamonte wn derivy

do isotdpico de los compuesios que la fornan. Cono Y&razg
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dor® so agoyrega un gran esceso do dorivados no nareados ¥ pu
rificados hastu concentracifn isotépica constante. Conocien
do 1 rodisctividad cospeeifica del “trazadcr® purificado,
de un Gino preparcdo coaveaidntosente y tonbidn de la frag
eifn de "grazedor? restanto despuls de la pwrificacidn, se
puade caleulor la cantidad del eccompucsto presenie on 1o we
megela luielal (80, 381).

Ed.prineipio e side aplicatio a aninod
cidos utilizamdo cono regetivo el claruro de p-l'lslafwﬁl-'

slfonilo (clovure do pipclilo) y perfeccicnanio con la fne

ciusidn do lus uwdenicus croaatoywlificas: oi wio de los dow
rivados isobdpicos pucio ser sepmrado cuanbitabivanenise de
los otros derivades mrosontes, puedo sor valorado sin ggrg
pado do “iraszador?. L1 wmétcdo e3 on este caso cemplotanmep
teo Lrddpeniionte de las wlenlcas du dllueidn isotdpica, 1o
gque es una ventaja, puesto que ellas son largas y diffciles.

ta cromatograffa en panel noruite sepg
ravy porfectanente ios pipsiilederivedos de los aainofeidos.
Las boxdas radlaetivas so lozallzan por radloautogeafia y-
su reacdividad go doteraiua yeccrifindolas y nidlendo en un
dontudor do Gelger (76, 241). 81 Te es el anlwero total de
inpulsos on una banda y G la concontrocifin polscular isow
tdpica dol derivado isotSpico pure, ¥e/Cr e3 izual al ming
ro de roifeulas de sustascia proesentes (30, 31, 163, 130).

pste subenilcprondtods cuantitative es ol
tnico do los monclonados cuyos vesuliados pucden considoe
rarse al abrige do ia exifsica (123).

A& la misma fanilla de ndtodos partengs
ce ol intontado per ieland y colabeoradores (175) foemando
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conplojos de anincdcelides con colbre radiactive, sopurdndolos
por e¢lectroforesia ¢n papaly cortando las $ivas on bandas
angostas y deterninando su radiactividade

2,26 !8todo de dilueldn por isdtopos. Se acaban de dog
erlbir los fundunentos de osta iéenica. Iancantidad de un
eminofcido oxistente en un hiiroiizado, por ejemplo, podre‘i'

atoncog conoeerse sabilondo: la cantided do aninofcildo a-
gregada ¥ su eontenido do isétono ¥ el contonido do isbHtoe
po dei aninofcido alsiado {137, 162)e

2,27 Detorninueiln nicrobicldiica: la propiodad que tig
nen clcrtos nmlercorzanicnos de erecer en redlios sintdticos
porcibe la aplicaciln de métodos cunanbibtativos do det wning
cién de cada ccmponente del nedio por sepavados En un ne-
dio sintdtico on enya coxnosicifn entran varios a;;zinoéémos'
(15, por ejemplo) .ero al que no se ha azrezsdo ol aninode-
cido a valorur, que os esenecial para ¢l crecinlento del mi
eroorpanisto, se haoce desarrollar a dste. Ia cantided de
an producto dedo (fcido 1detico, por ejemploy si so usa ol
Laoctobaeillus arablnosus, que sivve para deterninar deido
glutfnico, iriptdfanc, lreouinu, valina, loucinay isoleuc)
naue clsting, iisinag o feailalaning) formado on los ansgs
yos testizo, indica lu cantidad de aninofcido presente en
el desconocido (97).

2,31 istinacidn -paralala eon el feido aspdztico.

24311 Srocipitacidn do las galas do calclo por alcg

hol aeuoso, original de Litthousen, modificanda pov ¥egreman
so procipitan las sales de calclo -do glutdmico y aspirtico

on medio acuoso, provia rodisoluciln, so ropreciyitan por
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alcohol, so transforman, wcdiante ol fcido fosfo-tingstico,
on fcido pirrolidba-carboxfiico y dcto se extrae con fcido
acético gluciale Evaporado el fcido sedtico, ol residuo
nermite caleular al ser pescdo las cantidades de gluténico
vy aspirtico presentes (13).

2,312 Iiocdificaclfn del nisuo ndtodo por Jones ¥ -
Hoell:r: precipita las salas do barlo ea Iujar de las do -
caicio (77).

2,313 Modificacidn del nismo nmétodo por Chibnall:
nrecipita las sales de caleio en medio aleohiiiico, disuel-
ve y roprocinita eun alechol absolubo. L1 glutdnico so =
afsla disolviendo en agua y dejando cristalizar ea nedlo -
clorhidrico concentrado. Se purifica por rectistalizacién
en el nmismo medio. B deido aspdrtico ae separa evaporando
e fquido nxdre anterior y precinitando de la solucidn ae
cuosa dol residuo, su sal do cobre (S, 15, 39, 40).

2,314 Modificacifin del mismo nétodo por lafage: =
los aninofcidos precipitados cono sales cficicns se deter-
ninan 6a cenjunto transforndndolas on fosfato de ealcio y
deterninando colorimétricanento el £8sforc. L1 giutdnico
so sapara luego como sal de zine y &ste se ostima fodomé-
tricanente (30), )

2,315 Previa separceldn por cromatografia de rocag
bioc 1énico: no es ulds que la aplleacidn a los Jeildos glutd
rmico y aspirtico, o glutdnico solo, del método goneral €S-
bozado antos (162)s ILa separaciln se efectla en colunna -
de alfnina "fcidav. los amincfcides dicarbozfliccs so elyn
yen juntos © por separcde y debterninan por adtodos diversos
(53, 83, 134, 169)a

2,32 Ustinmaciln de fcido gluténico por separado (uétoe



dos copecificos).

2,321 Conversifn a fcido pirrolidén-carboxflicos en
solucionss meucsas ¢asi noutras el equilibrio entre deido
gintlinico y deido pirrolidén-caorbonflico tiende o favorccer
una camleta deshidratseifng nientras que o solucionos -
frovtenonte Scides o alenlinas, la conversién del pirroli-
déne-corboxfiice on giutialeo cs vinida v prdeticancnte cog
plota (172). U2 feide pirroliddén-carboxflico puode oxtraer,
se cuantitativamenta de una solucibn fcida dilufca (pil 2,4

£0,2) nediante exbtraeciln continun con ascetato do etilo,
(123, 135).

2,328 Oxidacifn a fcido suecinico: conprenie varios
parecidos, & sabar: g) Procediniento de nicromcizidaocién -
de Cohen y Krehs: ol fzico gintfuico, por aceifn de la elp
ronina T, se oxida e Scido ?-cianopropic'snico. Bote 56 ww
1lova por hideflisic g dcido succinico, €l cual se doterni
na, nanonétricanentoy nidicndo ol oxfoeno quo nocesita la
dehidregenasa succeiniea nara transfornario on feido funfri
co {£3, 37)3 b) Ll nismo, nodificado por Goodhart y colabg
radores: dificre del anfericr en ln monera do ohtener el 4
eido ¢ -clanofiropifnico (13233 ) 18%odo de anidacifn de AP,
hire y Laine: el fdecido gluténico se desa:ina, dando feido .
hidrexiglusdrico, quo se oxida e-n permonganato de potasio
a dcido succinico. IDste co detoroing cuantitobivazonto -
(18).



3. Senaragibn do eido glutfnico nor elecimoforesis
SR RAROL.

391 Apavatos ensayadoss Al comienzo do nussiro trabajo ey
sayanmos disponer las tiras de papel de un nodo oy norocie
do al adoptodo por Durrim en su primera publicacidn sobre
ocste tema (47). *“1 sistems (fige 3,1) consistia en una e
plancha de nudera alsliada de la mesa nediante tacos de gow
niny, coire 1a que descunsaban dos vasos (vasos electr&licos)y
ontre y a uaa cisria altwraevarluble- por encime de ellos,
eoloclbancs ianvertideo un tubo de vidrio con fortuz de U en
cuyas rauas so insortaban sendos (rozos de alazize duro £
jos an 1a base du naderas. Sbhicdbazos la tira de papel de
maners que, apsyando su parte nedia en la darra horlzonbtal
de 1z U invertida, sus extremos poscaran e ol electrollito
contanl 0 a2 1loo vasos. uvitibauos cue la vira tocara las
paredes de &stos, ¢olocando en su boea un tubito de vidrio
ajustadc a 2as paredes c¢on dos paquetios trozos de corehcs
Tabidn poscaban en el clactrolito da los vasos sendos ee
leetrodos de carvbén (quo tomanos de pilas de carbén comie
noes) coneetudos raspectivanenie al polo positive y negativo
de una fuente do carriente contlnua. Hsta fuents nos la
rovefa con diforeucias de potenclal qua llegaban hasta <
830 voltios coa una inteasidad nfxina de 30 ma. “uirfaa
205 ¢l sistena do vasosy soporte en U ¥ electiredos con una
Substa do vidrlo de tanmalio adeouaio para jue descansara on
ia bagse do nadurds Ho convenfa dejar los elecirodos suole
tos deatyro de 1os vasosy puesto que légicamento no adoptaban
por 1o comfin posiciouss simdtricas con respecto a la 6 lag

tiras de papel. & pesar de las observaciones aparentomente
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Figura32. Esquemadela deformacisndelas

manchas por excentricidad del electroda.
A)anodo enel centro ; B)anodo a wn lado,
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en eontrgrio de algunes autoras (48) y colucidicnldo en can
bic con otres (102), cuando no coloclbamos las tiras 10 we

afls equidistantes posiblo de los electrodesy notfvanos deg
plazanientos latorales de los sclubos, doniro de Xa nisna
tira, hacia el clectrodo (£igs 332)e Pora ovitar tal ofsg
to aseguwrédhanos los electrodos a sonortes £ijos on la base
de nadera sonquo al mismo tiompo alislados do 8ztae

Ua aispositivo asf adoclocts do tpes dg
fectos: noca canagidad (no nds de tres tirus de 1 cn. de =

ancho)s pran varincldin del pil dol electrelibo a causa de =
prozesos electrolfticos en la wvoaindad de los electrodoss;.
gron. voluten en la cdmara de evaroraciln, lo que, relacio-
nsdo eon la escesa superficie del elcetrolito usado hacfa
diffeil 1la sabuwracifin del asblente, wn factor importante
en la roproductibllidcd y hemegeneidad de las corridas.

Ta prinera de gsas 4ificulbades se Soe
Iueiond reeunlazonlo los vasos uscdos antes pow cubedtas dol
tipo usado aa fobografla, de vidrio Pyrez, do 13 ch. do =
largo por l§ ene de anchos Para dislarlas, las ap‘o:{dbanos&
sobra irozos do tiubos do pifsitico de lonzitud couvenlento
clavados a 1a bass de nadera.

Uon esto gistena podfan realizarsa co-
rridas co: hasta 9 tiras do 1 cme sinultdnesmente o tna £
ja de 4 en. de gichio.

La gran superficia de evoporacidn que
iaz cubatas pro*:efan hagfa pencr 1a tercera diffculi.d qua
citauos nds arriva.

Ubicdbanos los electrodos horlzoatuduey

te en ol fomdo de las cubotag y en todo su ancho.
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Una de nuestras exporioncias preparalp
»igs consistid en covrer 3ir:zuli:5nezmm:me 5 tiras de 1 cne
de ancho con 1a variante de uviear wno de 1os olectrodos =
dlagonalmenta en la cubebta do nanara iiua la distancia de -
&ste a la uira afmero wio fuera nsnor que a la tira dos, =
dsta moner guoe a la tros, y asl sijuisndo. D1 rosuitsdo =
fud que el soluto en 13 tira misero wio se novid una distan
cia mayo: que on cualquicra de las danfis tivas, ol do la_
dos avanzd nenos quo el de la uno pero mis que los de las
rostandes, ebc. Ls dociy, nus la dista.cla recorrida dis-
ninuye al awmentar in distanela de la tira de papel al e-
Jectirodos

Parg ovilar gramies canbios depll en -
el glectrolito arbitrdbanos ol nedio sugerido por lcDonald
y colaboradores (107) consistente en hacer pescar on difee
Tants cuba que al electrodo ¥ uniy anbas nediante un. suehe
te de asgar-cloruro de pobasio contunido en un tubo en U de
rasas e distinba longitud. Segln esos aubores, las pro-
norcicies de 1o mezels mencionada eran: agor-asar estarlll
zado 2t 1 9 en solueldn en cloruro do pobasio U, MeDonald
{104) da en cavhio la siguiente fofmula: agar estorilizado
al 3 §§ on eloruro de potasio 1,5 He

&n cada cubeta 0 vaso do olegirolito -
(£ig. 3,3) pescaba la raun corta de wio Ge csos tubosy 1la
larga, atravesando la base de nadera por un agrjoro ublcas
4o a {al ofecto, se sumergfao en ol elscirolito contenido -
en un vaso de precipitsdos de 100 nl. de canzcidad {vaso -
aolectrSiiceo), o nlsmo que el electrodo correspondiente.

Para preducir el tamaiio de i3 cdmava de
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evaporacifn v ovitar canblos an el nivel de los 1fquidos,
ensaysnos coloesr la hoja dentro de una edmara constitufda
por dos plucas de vidrio de 24 por 16 cne, tonicnldo adheri
do una de ellas un nerco do parafina de unos 3 cne de altoe
iz oftra placa de vidrio hacfa las veces de tasa de tal cfe
mara ¥ al ulsao tlampo servia para asogurar las tiras de pa
pale 1 conjunto descansaba sobre 10s bordes de las cubce
tase

Bse dispositivo no era en ol foxdo nds
que el utllizsdo por Wislando y Flschor {174),

Una ulter o codificacién tendiente a
evit:r la tediosa proparacidn del ianéo de parafinag y dar
uayor capsacidad a la cfimura, es 1la que mencionanos al dose
cribir ol sistesa definldivo ubilizado en nuestras exserilep
clas.

Un intento do reesplazar el agar-clory
ro de nolasio como rellons de los tubos én U consistil en
2l easays que reallzanos, inspirado oo el trabajo de Tise<
Zius (89) de llenarios con lana de vidrioe. Ua pucnte do =
tal nalwraleaza resulicba incomve:dente por su gran resisten
ciz al paso de corriente: asfy un tubo que cun la mozela
agar 3 % - cloruro de pobasio 151 teafa de extreno a extrg
o una Jiferencia de potencial da aproxinmadancnte 10 vole
tios, al ssr llonazdo coa lana de vidrio presentaba una die
ferancia alrededor de lfj vaces maycite

A pesar de lo afirmado por slgunos Que
tores, ta:difn rosultarca fallildos los intentos que reali-
zanes Gg llavar a cabo corridas entro placas do vlidrio con

papeles de £iltro delyados, tiso ‘hataan, nlizeros L y 2. =


sistc.ua

€7

Bl interés de unz tdenica asf, que reduce al minimo la cém
uara de evaporacifn y la ovaaorzeién nisma, nos hizo ensa=
yar velteradamento su aplicacidn. En apariencia el incone
venleate consiste en quz 1las pladas de vidrio se mojan y -
entre &llas y ol papel se forman "lazwmas®, 10 guo resulta
en dlscontlinuldades de flujo y en 1z cbtencida de ‘manchas
deformes ¢ irresulsres al rovelar los sclutos despued de 1a
corrila. Por 61lo, untamos las placas, a voces de vidrio
despuiido, con vma fina capa 4o grasg o de vaseling de ace
cién entihumectante siniler a 1a de la ;rasa de silicona y
tilizada por “iseiius (30). ¥inzuno de escs onsayos d1d -
resultados, repetimos, con papeles lhatman 9ﬁnaros ly 3,
electroiitos consistentes en mezclus rezuladores de acetae
to y aninodcidos ¢ciio SolutoSe

3,2 Znarato ¥ Hfcnica empleodes.

3,;.3. Parte cifetrica. L2 equino empleado nara tr:ibaujar
con tensiones de 1fncu de 2206 voltios de corricnte alterng
da es wn reetificador de onda completa con darivacién cene
tral ¥ consta de: un transfornader elevador do tensiéng un
sransfornador de Tilane:nto, dos vAlvulas reetificadoras; un
£iltro compuosto de dos inductanciag, un condensador de ae
ceite y cuatro coudensaderes electrolfticos; una resisten
eia tipo vitrilicada.

E1l transformador ds altn tonsidn nosee
cinco derlvaclonzs gque mediante sma llave do cinco puntos
perziton varian la fensién én asroximadamente S0 voltios.
El punto medlo se conecta a chasis (negativo goneral)e.

“1 transformsdor nara encaexdide de los

rilanentes de las vAlwvulas posee derivacifn central que se
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ubiliza cowo positivo gencral.

£l sistanma de £iltro estd counstitufdo
par dos seccleones cont entrada a coudensudor y dos inductan
cius glierngtivanente unidas o cuatro condonsudores eloc-
trolfiicos, cutawdo pstos an seric de dos en dos a £in de
amenter su ailslseidn toial.

Finalmente, una Tesistenela variable -
que cumple la finallded de descargur los condensadoresSy 6=
vita la poslblidad de que la fuenis funcicne en vacfo y o=
dends oficla de reguisdor.

Con esie equlse pueden sclecclonddrse =
tensiones desde Wl mixive de 838 ywltios de corrioente cone
tEnge (*2

3422 Avarato. Bl aparato definitivamente adoptodo por
nosotros p:ra la reallzaeidn de corridas electrofordticas
on papel, ccuasiste esencialmonte {Lig. 3,4) en uwna cuba del
tipo usado cn fotograffz, de vidrio Pyrex, de 19 nor 14 oms
que hace da clmara, com wna tapa de vidrio adapteda para =
der wn cl=rre casi heradiico mediznte un reborde de parafl
ng. Lateraloento,con sus lados de rmayor longitud adoscdos
a los isdos mds cortos de la cuba grande, van dos cubotas
rmenores © vasos de electrolito {de vidrio o porcelanas 15
por 11 cm.}e 4 contimuaciln se ublcan dos vasos de precipd
todos do 100 nl, de canacidad {vasos eleetrfdicos)e las =
tres cubas descansan soig'g wna plancha de madera de 50 por
15 cmey Qo 1z que luos separa wna plencha de gona delgedas
En coda upo e los vasos de electrolito se colocs una canth
(*) Se debe gl Dr. Enrigre Inmerito ia concepcién, construg

c¢ifn y rantonimionto d¢l aparato deseripto. Hucho agradce
cemos su valioss colaboracifne )
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dsd de zeguladortal gue su plh no varfe afdn despuds de un -
tienns do pasale de corrionte mucho royor gquo el que va a
durar la exporiencla o realizar (39). En nucstyros ensayos
de paréci;er cualltativo usamos wn volumen de glectrolito
de 302 pi. en cala vasoe Para los cuantitativos, en que n
na veriacifn pequeila del pH no hublera molostado, 250 ml,
Los vasos olectrdiicos se cargan con la cantidad de electyrg
dzs en las quo ha de doterninarse wia distancia o velocidad
de nigraeidn, es neccesuric ovityr que haya ea el papel £luy
jo ée electrolito dobido a diferoncins de mivels En los g
parabos construldos con nlisticos rogulta sanclllo porfee
rar y ccnacltzy lcs vasos da eloctirolito medianto un tubo de
goma, 1o que neraibe izuglar nivelss ea-axbos. Una llave
on el tubo de gooa perite interruvmpir la comunicacidén ane
tos Jdo hager pasar lo corrzicente. En huestro caso y do a-
cuerdo a lo superido poe Papastanatis ¥y Fench (124) icunly
mos nivelss medlonte un sifdn doble tal como ol que nuestra
ila fizuraide I tira u hozd de pancly de 32 cn. de longi-
-tudy 09 coloea solra los bordes de 1z qubeta centraly sujg
ta por la tapa, d¢ nanera que sus oxiPemos posguan en el
ii_quido contenido en 1os vacos de ¢leetrolito. fara evitar
gque ol sapel se adhiera a ias poredes de 8stos, se colocan
aoyados solze sus bordes latorales, sendas placas de vidrio
dalgado de 15 por 1 ¢r. istas places permitea también re-
tirv:ze efmoismonte la Loja'de la efmare »nn voz finallzeda
ia cxpotienclas Dn el ecnivo do la pared opuecsta a los ej
trexos de la tira deo napely va sunergidag cn los vasos do g

leetrolito la rana rfs coarta de un tubo én U invertido que
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coaticne wia mozela de agar { 3 % ) y cloruro de potasio -
{1,5 i) gue hace de pusnte conductor evitando al mismo tiep
po que tengan luzar fendmenos de electrélisis cn el Mfqui-
do que baila ¢l papel. ILa rana nfs lorga do este tubo so e
sumerge a su voz e al electrolito qire contiene gl vaso e
leetr&lico correspondiente, an el gue tumbidén pesca el eleg
trodo respoctivo, que congiste en wis w:rilla de carbdén ey
trafda do pilas llanadas secase Yste conjunto ginétrico -
va conaesnde desde los electrodos a los polos nositivo: y
negativo de la fuente eldefrica. Se intsrcala en ol cireul
to, en serie y entre el cdiodo y el volo negativo do la e~
fuents wn Rilismporinetre anroplados Las difarancias de ng
tenelal se ostiman introduciondo en los wasos de electroli
to los terninales, que coaviene sean de carbdn o »latino,
de un voltfmetro o testor (£ig. 3,5)e

BE1 pparato descripto cs, on caracteres
generales, muy parecldo a los que han dado a conocer Grasg
nann ¥ ¢olabe (83) y MeDonald y colgboraderes (10G).

3,23 Técnica.

8,231 Sisubra. La tealea parua desesitar la soluw
cifn poricdora del sclubto o me.ela de solubos g soparary -
sobre el papol, pucde considerorse dividida en dos £z563 =
estrechazente rolucionadass la primera, el Lrataniento prg
vio dol napel y la sojunda, el dendeito de uwna cantidad dg

da 4

LH

solucidn en ol pancl, o slembra propslumente dichae =
Abas son imsortantos para obdener manchas do formas raogulg
ras y reproduclbles al ponar luego de nanificsto los solue
tos medliante el revelados

Comencaonos por cortar 1a tira u hoja -
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do papol de fiitro dfindole las dimensiones que mojor so adg
caon al aparato en usc y $ipo de trabajo a realizore Sale
vo circunstancias especiales, usauos fulas de papael da 22
cns do longitud y ontre 10 y 15 cue do ancho, Segin los cp
508. {Algunas veees sa hizo nocesavio el uso de Liras angog
tas (1 eme do aueho) do ia nisma loagitude

Tracenos Iuego con Lipiz por ol mmbo
mxdio de 1s hoja, una 1Znoa transversal en 1la quo sarcanos
puntos donde se aplicarda ias microjotas do soluciln, so-
parados nfs o menos 2 ene de los bovdes y entre sf. Estas
distancias se adecdan por suouosto al tasaiio de las nanchas
a obtenar, pora ovitor superposicicnes. 1‘:2&0::35.3 LPaconos =
tanbidn con 18»piz dos iTneas transversales a cada lado de
1o antericrr vy a € 7 1 ci. de cada exirano de la hoja. Ias
situedcs a 4 ome de los exbremos han de scervir de gufa pa-
ra contrar 1a hoja an la cdmara. 7us que estldn o I Cle =
paveon ol nivel al enal ticne gue lesar ol elecivolito do
103 vazos.

vonviente tunbidn marcer uno do l0s ex
tremos coa un signo (+) & (=), sezfn ol polo qua lo correg
porda al ubicar luego 1la -oja en lu cdiara. Ceonviene pore
que en cliertos casos no es necosurio rovelar mis uo pare
elalmento 1a hoja y ol gigno sivve de referencie, ovitondo
w conswso InGiil do reactive reveiudor.

La gientra puede hgeerco sobvre ol papol
soco y eantonces sa ticne la venljado poder dopesitar cane
tidados grandes de solucifn en uaa poqueiia droa, nedlante
aplicaciocnes y secados suceslvos de nicrogotas de aqudlia.
Bato ticns valor cspecialemente on irabajos do cardcter w=

cuciiditativo, ccoo vorenos nfs adelantes.
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Una vaz depoaltada y sceea la cantidod =
desezda de soluclln, s2 coloca 1a hoj: en un soporte adecug
do 7 se rieza con electrollito hasta wna distancia dada (3
a 5 cmey 043 0 nenog) de la 1inea que contiene los puntos
de aniicacilne Inezo, ublcamdo la l:oja de papel de £iltro
ea 1la cfrmara ya descerinsta ds nodo que sus extromos pesquen
en ¢l clecivolito de los vasos, s¢ deja hasta quo, ascone
diendo por eapilaridad, 1as dos capas de 1fquido so rounan,
1o que deba trafarse que sucada a lo lar:ic de la lnen ne-
dias menclonzdae N6 queda entonces nfs quo dar paso a la =
eorricnte clictrica.

Ios ensayos gque heuos reallzado con ey
ta tdenica no nos han domestrado la noceslidad do wn lavado
previo do la .oja con azua dostiladae

Para scaknpar solre papol hitedoy Sste
so marea prevignonte cen 1Apiz tal como se lndied ontes. =
De inmodiato se swmerge ea una solucléa dol eleetrolite a
usgr ¥ SO sesa parcelalzanto enlvre dos wvjas gruesas de pa=
P21 do £iltro coinfln, dwranto un momento, de man.ra que qug
da hinsdo paro no Holes. IEn seguida so sisnbra en los pup
tos marcados, se 1leva el papel a la clmara y sumergiondo
sus exirenos en ol contenido de lus vasos de electrolito,
sa deja unos 15 nlamtos para que ia humectacifn so haga hg
nogdnea.

nego go doja pasur lu corrionte, BEge
ta técnica que Tisolius usa, salVo variunies levesy para -
1a siembra de proteinas solre papel (8'3) al sor ensayadn =
con anincfeidos did excelentos resiltados y es 1a quo hemos
adonbado naro lo mayorfz do nuestras experienciose

Pava lozrar un modio de migraciln pis
hooozfneo, lcbonald (104) sionbra recién despuds de hacer

pasar corrionto durante una nedia hora, sin dosglesar el -
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cigtonag a travds de peouelios agujerocs que posae la tapa =
e la clirarae

llenclonsnos chora qua 63 isportanto pg
za 1z outencldn en el revelado, de nanchas reproineibles y
a8 foraa vogular, sembmar pegustios volfmenes de solucibn -
{en muvstvas ciparienclas 8stos osellaron entre anroximadg
neats 1y 10 nlerelites) ¥ qua adesds inprognon un froa do
paped 1o menor posiblo, si ge sianlra sobre papel de filtro
36cc. Lo inconvanlentas do dapositor volfones rolativa=
panto mrondas en &rsas Saabidn grandea parecon roducirsg =
al sombmer sours panel hfiedo.

in ol nonento de 1a sienmdbra el papol =
puedo aestur, bilon duspendilo horlzontalmonte an el airg -
ace cunlguicr artificio adecuado, blen anoyado an teoda sve
superiicle sobre wna placa de videlo. Trabajando con hoja
himeda, henos obtealde difarencilas notobles en el frea do

e

la mencha resultanbs utilizando ambas tdenicas menclonadas
(tabla 2,1)e Ias manchuas oran nayores cusndo ia Hoja so -
colocaba soirs ki placa de vidrloe

ZARTA 3.1

pnan ﬁ’h '{ ] }ﬁﬂﬁ"v\l vs:ﬂlm To 5] ]'_'t"'ﬁ“"": Q§ A) n uns 1103:3 apoyaﬁa
en unn placa de videios f’ﬁ on una hoja s JGG;‘lida solancnta
NP Sus exircnioss (%)
SLiliAs 1 aicrolitro SIShiEiAT 2 nleroclltros | \f
Irealunidearbits ) irea(unidearPite)
Lkpebux
1;1&4 g}lu.,m %1% Giup 40 g}#‘_ M g Glum
I 76 gL VEL.- (U 1 Elb

15,5 (21,6 ?.333 2?,?;.;:2' 1B0| A (16,3 2295(8541 (32,0

1243(22,5(16,7] 13,1126(|130| B| 5,1|12,4|35,6|17,7

Llcetrolito: fcido acdticoeacotato do sodlo de pll 4,58 y facy
za i:ﬁm.ca 0,085 notenclaly aproxinadamento 445 vol tg.o
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Para poder trabajar con nayores voldne
nas de solucibn, bemos adoptudo en nuestro trabajo la tdce
nica de slenbra en el airc, lo gque ce realiza ficilmonto =
ajustanxie la hoja dou pspel a los bordes de la cubota que -
hace do cfmora electrofordtica mediante Iwoches deo madera
o pldstico.

La solucidn go daposita en el papol mg
diante una plpeia capllar o nitranierobursta. o henos tg
nido oportu.idad de ftrapalar e¢m alguna de 23te . fitimo tiw-
po. Ba su reeiplazo, resultan ftiles las pipodas capilares
del tipo menecicnado por Machebosuf y Blass (93) que consig
ten en uh tubo capilar de vldrioc Pyrex estirado y pulldo =
en wic {de sus extrenos. Una pipeta asf construfda se eall
ra pesando la cantidead du agua contenlda gue tenga un Vo
Junen igual al doseada y marcardo el punto en gug se ancuepn
tra al nenisco ya recubrionde la piputa ecn una fina capa
de pavalina, haciaudo un Urazo en élla ¥y luege atacando el
vidrio con vopores de 4cido flucrhfdrico, ya amlando un -
eabello fino alrcdedor dg la misma y £134710lo en un punto
con una gota du puralina. Una plpeba asf so carga por eg
pilaridad intreduciéndola simplémente en el 1lfguido a tomar
¥ se desearga per simple boqui: del papel. Exdston $ipos =
nfs elaborados de miciopinotas. (64, 161, 133) nero, afin pg
ra fines cuantitativos, se pucden usar las ninetas pés aip
nlas si uo es impresceindible mfs que ecmparar los volfmenes
depositados.

En la sienhra soire hoja seca debe dee
Jarse gecour la nlcrogota depositzda antes de sembwar nuovyg
mente © wojar ol papel con ol elecirolito. £l secado pue-
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de acolosgrsa con wn veatilador o bien scercando ol papel
mfacde a una 1&upara de rayos iafrarrojos o una lagaparillia
eidetrica confn.

Ho existen estos problemas si se usa
Ia tdcaica hfnoda. n s parte cuznbltativa do nuestyo ==
trabajo conprobanos, gedlante una sorle do cxvericneingy =
que ¢l frea de la mancha {lnol no depende, dentro do clove
tos 1fnites, del voluuen de solucidn sembrade en 1a hoja -
finedaa

Ia eoneontracida adecuada do 1a solue-
cida quo se siaubra depende de la solubllidad del soluto
¥ do la sanslbilidud del reagetivo revelador. Dontro 0 =
los 1fuftes {1jados por esay caractorfsticas, ol uso de sg
luciones uds ¢ monos concentradus densenle del £in porsoe
gulde: pava detorainacicnes de tipe cualitativeo, Liomeos ati
U.zado soluciones de anincdeidos 0,05 molaras, bien dotoce
tables por la ainiidrino al 9,05 g./100 nl. gl go sientwg
2o peaos de medico mieroliiro. “n canblo ge uszren concon-
{raciones nayoros ~hasta 3 nlsrelitros de solucifn 0,15
cuaudose tratd de valornr aninofcidos.

3,232 Reveludoe B1 revelado consiste an poner do -
nanifiesto el o 1oz sclulos separados pedlantc un roactivo
quo por lo comfn da un produnto cclercado con agudlios.

e le posiblllud 4o reulizar corridas
estlgo en las mismas condicicnes que un desconoeido dado,
desuparece la necssidad de espocificided de wn regetivo o
tale &5y el resctive casiuniversalmeite utilizado o3 Ose
zo tipo de tdenlea para poner de manifiesto oninoficidos e

(salvo prolina), os la ninhidvina, que da con 61105 colores
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nuy pareeidos. Yonvione quo ol solvante .do o6sie yeactivo
no disuwelva o casi no disuelva los aninofcidos a rovelary
puasto que se evita asf difusidn de las manchos on el paw
pol (92a).

fntes do seguir, nos parece intarosale
to hocer notay quo desdo ol monmento en que se tiene la hoja
de panel de filtro scca y ligta para revelar, 1o hay difo-
roncla notable entwe ésta, producto de wna sepsracién oleg
tooferética ¥ un cronatorrana comfine Es por ¢llo quo obe
viamos la deseripeifa de las numercsas tdenicas Ge rovelas
do y Ginos de reactivo, temas desurroilades extensasonte w
er. 1o lltoratura sobre cponatograffa (9, 19, 23, 37, 93, =
164}

Direnos tanbidén cue os esa anplia sinmd

lited entre un clectrosyrana ¥ ufl eropnatrozyana lo gue nos

i

ie indueido y pernitido aplicar uno de los nétodos de valg
racifin erocdos para la cromatografln o la ecloctrofarosis
en papal.

Para el rovelado de anlzwofcidos ubili~
zenos, pura trabajos cualltativos, wia solueifn de ninhidrg
na al 0,05 go/100 nl. en acetena, suficiente psra soner ng
tarente de menifiesto concentraciones do aninofeldos tales
cono las mencionedas nfs arribas. Pere las experiencias e
cuantitativas usamos sclucicnes ya en aleochol ebflféo do -
05 9, ya e acotona, pero ol 0,1 3./100 nl, lo heonos ene
contrado gran ventaja en awmentmy la coneentwseiln dol reag
tivo par sobro ege valor. En cumnbo a sus solventes, 1lo-
nan la condicidn reguerida de no dizolvor cusi los aninod-
e¢idos; en ofecto, la solubilided del Scldo giutinico, por
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ejernlio, s, a 25%., da 0,0000025 g.l/10002. en acobona -
(329) ¥ 0.0000135 M/ an atanol {30a).

La ninhidring ea solucifn tions wia dy
raeldn iimitada. Consarvalas en la ozewridad, sus solucip
nes zecténicas dan la reaceifn eon aninodcidos hasta nds o
1menog va nes despuls de praparadase

Aplicanmos ol roagtivo roclfndolo con wn
palverizadcr ccudn en la fase eualisativa de nuestyo trabg
joy @il canbioy lo hicinos por immersida de 1a heja on 13 -
cugntitativa {153)e o lograba do osto modo wna payor ung
formidad y henogonaldad do nojado, impug%anta pasa la coopp
racifn de las manchas obtonidasg do testigos y desconceidose

L1 golor aparoco dojainde sinplopnonio =
1a hoju a temporatura ambiente, despuds de wies minn@os. -
Sn ndxima intensided se preduco on canblo al cube do glgue
nss horas. e ostos espaclos de ticupo scan MaYyores © nBg
nores degsande de la cantidad de solabo dosositado en ol pg
pel ¥ Co la tenporatura asbiocnbte o izualdad do ouiros factp
reg cono solvente dol roactivey ofce layor rapldez do apg
ricifa y colores nds inteusos se consizugn con ConConiTa=
cLoaas y tooporatineas nds altas. &sf os co.o w ndtodo -
r&pido para obionar ol prcduchbo colcreado do la reaccidn -
es ecdlocar al olecixro cromabograma on ung esbula a 90FCE =
endoneas agqudl lloga a su intonsidad wixzima a los 5 piautos
aproxinadanentie. Sin cmbargo, se ha cunprobado yue poY -
1la elevaeifn do touperatura nay alguna deswruceifn del and
nofeidos “studiaremos oste puabo cou nfs Getalle ea in pal
te caantitativia.

Para nucstro trabajo, homos ubilizado
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cau &zlbo, segin se ha dicho, golucicues ascetdnicas de niy
hidring, cuyo aroducto de reaceila con los aninodcidos poe
nfancs do mandflosto asfs on lags expurioancias do cardetor
eualitativo, nor calentanicnto hasta logruzr ol eolor mfs ip
tenso en ostufa de 0090 aproximadaonto; cn las de cardeter
cuantitativo, oo dejaba la heoja a temparatura aubionte ¥ e
tonaba cosd Zapso convonclonal de ndinina intensidad Jo ¢oe
iovgein el de 13 Lorase

Una vez consegiida ia noncla rds intop
sa ¥ da bordes netesy so precodla al delinccde. Lote cop

sisto on morcar con waa 1lnea do Ldpiz ol borde da 1la mancha.

3

o=

35w punto dolicude en ol métedo planiudorico de detorning
clén g honos onsayado y que dusarrolionou on{dy13.

Solo divencs agqui quo ol dolineado deba
ser inmodiato, sobre tedd nara Lfines cuantitavives; pucsto
que 1a nancha obtenida no dura muchiod ya a 13 dog o tres

ddss nlerde futonsidad do color y gonoraluconts dosanarece
casi per conplato o 1z sonanse Se han heche intoatos para
eonsarvar la nancha celoreada (§y 79) con éxlte variahlce

3,2¢ Solucicnss y reactivos. SHoluciones do aninofceidoess.

pPanaPanogs 1as nezelos do asiandeldos pesando la cantidad
nocesarlia, llovando a un bubo de onsgyo ¥ asregando la cap.
tidsd deragua gonvendianto, genorainmente S al. 51 era neeQ
surio 5@ catibinba ol tubo corrado para coaploiar 1 Ai50-
lueifne liozelas con fAeido aspirtico, soure 4o Si CPo) =
feido gicrhidrico =

concentadas, requarfan ol agrogado de &

para lozvar su Alsolucidn complotay gonsralunente bastaba e
con uny © dos Jotas de feido elorhfiriec coucaatrado en S

nle do agua para disolver cse aninoficido y formay scluciones
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015 molarese La prescxzela del deile inergfiuleo no poroce
ger causa do poriurbacloness ¢so se exXpiica tenlendo en cueg
ta su ulnima cagenbruacife el el nedio regulslor oo que S¢
efuctln lu soparacifa.

Lisetroilto (seluslén reguludora)s se han wsade, por 1o g
e con busnes resultades, aifercnbes bipcs de solucioiwes
roguladorsgs como vloetroilios do coeridas gleciroferdticas
eon papel de aniusfeidos. “nire ellos, loc Ge fhaiato &ei
do do pobasio cca Scido clorbiirico o clueure de sodloy 8-
cido ucdsico-azobate de scdioy Tosiabo monopotisico=hidr -
xido &2 swilo, cloruro de potaslo-bideixido de scdlo, et
{17y 43y 50, 103y 107, 12i)e Zandidn hn servido porz el
zlzsmo fin solucliones que carocen de I ropiedad do regus

-

lar gl pHs asly el Zeldo wedbice, NidrSiide do ascnloy Lo

-

rabo de sudivy vics Sin oobalgo, GC GCwerds G NUCSya =
cunerlonelay as proferible 8l 80 de soluciaos qua teagan
aqualla sropicdsd pava obloney raesuliedos raproductibles vy
win sader Lisealizoecion do las varlisbhles.

Be aturdo con lun consildorselinds ¢uod
siguen end3dly la coaveniensia do usar susbancias Ge £dell

adquisicién, hiomos olsgido pary alecirolivo da musstras ug

paraeiones electrofwdilicas 1a moezela fcido ucdiicuv-uteiae
to de sodie quo sogin Valpole {I65) da va s do pil compren,
didos ontre 3,6 ¥ 536y ongo an procilsananid nocusdy

thbuzss rabajuwre 2o obra parte, ensayos provios oon oso
rezulador denositraban que podian obbonarse eon 81 resuliae
dos satisfactordes en 1o gua o roficre o su roproductlble
Mdad ¥y a 1o nididez do lus manchas corrosypondliontes a oo
solutog soparnldos.

Un geonoeral, para los distintas sorlos
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de expuniencias concoraluntes a problenas difcranboy, nrepg
=8banos cuatro 1iros de olsciProliic por vosge usa canbidad
era suflclente para efeetuar clieo corridas, si toueucs en
cusaba que cada waa de @llas insunfa aproxincdananio 750 nle.
de agqudl {300 nmi, en cada vasc do olegirclito 7 75 nle en
cala veso electrddlca) ¥ sus no se puads usar dos veces la
nisna poreida do gsolveidn regul-Qovae Uz ofccto, ho.08 oa
sayado electvoforasis coii eleatrolito ya uwsado, obtenicndo
nanehas conpletansnte difusas, asi cormo algunas de aqigen
irdoetaripinndes

Pa-a lozmor lop diforenses valores de
pli y fuerza ifnica requeridos, nezclibanos en proporeiénes
tanbién dlferentes, solucicnes nadres e Seido wedtico nop
ol y ceaetato de soilo &6 normale

la tabla coafeccicnada por vainodle :os
da un medlo do caloulsr esus nroporeichsse

in cuanto a las cantidados d¢ esas soly
clciios necesarlias naca oblener valeres de fusrza ifulea vy
riables, fud nocesario calcvlarlas de iz ecuaciln yuoy so-
gfn varenos nds adolante gon nds detalle (§ 3,32), ila dofi

ua: =32 zZ-c. En 6llas 23 es 13 valonala de coda

i v gy o nololidad. Pova caleulsr la fuswza 1fnica de

nuosira necela do deldo cedtlco-ceetato do sodic hatrd que™
co:gidorals 4, » valoucla dol idn acotato del feido acliiie
¢o; C3 » nolalidod del misuo idn; %, = valencia del idn hy
drdzono del deido acdticos Cg s molalided dol mismo 16n; -
245 ® valenela dol 1dn acotato dol acotato de sodio; Cp »mg
laiidad del misno i6n; 2y S valeaeia dol ifn sedio del acg
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tate de sodio; €, = fiolalidod del misuo ifn,
Como Zl ® 3, = dye Zg %) 3 J"" = % (-Cl-l- Co+C3+Cs )

Pero C1wComCuoey ¥ Ca=Cs=Choona

kntencoss P = Caconr + Cocolia

Es degivy- on nuestiro cuscy la fuerza iénies de le wezela de
fe2do acdtico y acotato do sodio sarf izual a 1 suza de las

nolalidades do ambns susianciaSe



Corno ya dijimos,la finniddad de nuosivro
irabajo cs licgar a obbonuy un udtedo de egtinaciln do wn
aninofeids {(con 2a esporainzs de poder emtendorlo a log donds)
gue s0 valga do ia clocteofaresis oa papel cono téeaica de
goparaciftle

Bebido sl desarrollo tan reedonto de g
sa téenicay el estidio dol problenn de mna separacidn efeg
tiva on . lag corliclones wds seasililas y en ol mencr tiompo
posiblaey se cnfrenta a una litoratura oscasa y fyaguentariae

550 ninino acervo bLibliozrdfico en topn
10 al tena swminlsiva pocos datos tofricos v oxporinentow
los de gus valorse si se (ratau do provor las condicionos
Sotinmus de wi fracelonanicnto dol tipo buscado.

“odo ¢so muestra la necesidad do ofec-
buee wam andlisls, aumgue sea parcial, do algunos do 109 =e
factores que podiernan al feadnmeno cloctrofordtico, Como
é1los son nuchss y de daifleil cuwuwxio no inpdsiblo fiscalie
zaciln hanos intensificsdo ol ostudio do aqudlias cuyn ace
cién es diferento segin ol soviuto solwre ol quo actianle o=
Tos irenos tratandic on ol siguicnte orden: pH y fuerza if
nica do la sclueidn roguladora, duracifn de la coreidas G
farcacia do potencisl aplicadas cazzeem;mcién del scluto -
senteadns papel do £iltro usado; tenperatura; £iujos de rg
posicifn do electzolito ovaporado y slectroendosmbiico; od
goreifn.

tos Jdabos auperisentalos quo so conslg
nan a conbinuacifn se refioren al cfceto do esas variables

gsobre una mazela cquimoloenlar de Acidos plutfnico ¥ nge



ofietico, a vecos con leucinae Dasba con annlizar ol compop
tanlento de aguellos dos aninwdcidos vorgue, on las condie

ciones bastante rusiingldas en mww ofcebuanes nuestro ang

1isisy el rosto se comporta Go nanera unlforne, y worque -

solanchite interesa conseguir wia buens separacifing del fci

do giutdnlco, tanto dol Seido aspértico por un lado cozo -

do los denfs aninofeidos sor 0Vro.

3,31 pi dol elecirolibos &1 pif del reguiador os 3in -
duda wia varigblo do Llaportancia el lo que se rofiere gl -
problena parvieuiwr do Lu sepwrucidi.

Sabzuos que uns noldenla de un anfolie
to talcoro un asinodcido, ublcada e v campo éléctrico,
se comportard de una mandra que dapenderd, antre ‘otras coa
sas, del pli del medio e que so sucuonitre. Asfy heled wn
valor del pl tal que 1a nolfeula nc ca moverd por oStir e
nountealizwday sus eavgas onitne sf: eco card su punto iscee

Adctrico (tabla 3,8)

PERLA 8.9

o del punbto isealdetrico ge anlackeidos ¥ ploungs do gug
) onifas g 28e (#

A« Sustonecias con wn rupo anino y wao carbonilio.
Glicinfeseoacooseve 5997 | Gyl | Fondlaloninueee G943 | 50
AlanlNfecvvesicnse GollD | Gl | 2iplofancessewe H350 | G50
YaliN0uevoswemenan 5406 | GO | llotloninaeeesss 5974 | 58
I2veinfeecvesesance 5,93 | G40 | Taurindecvevass Hyild
1502000 IN0ececannn G302 | G0 | 0=aluiiNCesene GO0

ol intecossone 6,% Ggl Gluntanindecevss 5,65

SePifNfesescescsacs 59C\"3 5’7 ASparaiiilevees 5,‘31
ProlinQessceancvee G330 | Gyl




Ba Aninofcidos.can wny grupo anino, wio cerbaxilo y wio o nfs
grupts fendlicos o sulfhldrilose

1 e tir0siNdesevesess 5,65 | 5,7 | Clatefna.fa 3C°C) 5,07 (5,1
Diyodo « 1 = tirosina 44383 | 443

Co Lndnofcidos con dos o nds grupos carboxfllicos y uno bis

51C0.
scldo asplrticoesse Sg¥7 | 3,0 dcido ¢=hidroxi=

. BlulitliCOssnnecen 3,3:) 3,3
acido g iut&iicCenve 3, &3 | 3, a

4

D, Sustaiiclas eon wn gruje carboxile y uds de un grupne -

5it0e
Bistiding, .« 7353 7 36 ‘ Grnitinieee 9, 70
2ainlileses 19,76 1333 Ligiliessse U374 93?

He Aminodeidos wen dos grupos carboxflicos y Gos aninode
Vistina (a 80%Jleees 4460 | 6y6 u (*)ineconrzng segin
Cohin y udaall (30)
Sascolimna sozfn
Sehnidt (148b).

A valores da pll nenores guo ol de su 4
panto isoaldeirics, serd noutvallizads su carga negativa ¥
da polaridad positiva de st woldcula se poadrX de nanifieg
to por su nigracidn hacia ol cfitodes Sucode a lu inversa -
cuatido el nmaedio tlens wx pl! nayer que 2l dol punto isoeldg

tricor 1o particuls, transformada en anifng nlgra kacla el

L.

polo posibtive.

In nuesiro caso, csbauos Lranto a m -
trinlo juezo andiczo que comnsvendo: f2ido asplrilcos De i=
soceléeirico » 20773 fcido slutilico, pele z B.22 ¥ ol ros-
to de los aninofcidog tomiddos en conjun‘to, de los que el -
ds vunto Isceldetrico .45 ccrcuano ¢ la cisbing (pelextd,60)

(no tomaros oa cuenta el foido hidroxiglutdmico, Deles 3.20%



la diyodotirosina, pale = 4423, diffcilez de encontrar en
hicrolizudoB Comunes)e

Uno de 1os poeos trubajos que pueden o
provecrncs Ge datos Stiles es el yenllzado por Yonsden Y e
colaboradores en 1943 (383). fnte ol problema, my anilozo
al nuesiro, do soparay aspirtico y glutduilco, nediante una
rosing sintéiica de recanblo anidnicog entra sf y de los =
doaés oninodeidos, esos autores eshudian, en funcién de dg
tos anteriores, la varizeifn de 1la corga neta de los feie
dos gilutinmico, asss&'tiea y ecisteico en funeifn del pife

Segén abranson (24 ) la wovilidad
electircfordtica es tma caracierisiica do coda particuls =
curguda bajo condicicnes andlogas de to porasura, concenw
tracifn saling, ette Su relaeidn cen la carga neta Q del
nizrante pucde sinbollzorse asi: v e k'ely donds k' ¢s una
constanbe de Jropcreicualidad gque para ol caso de wna Pag,
tlcula aislada, sor ejemnloy vale D/kY, donde D es la cong
bonte Je Lolbzaann y ¥, la temporatura absolubae

Las curvas represcutstivas de la varig,
eifa de Za curga neba con el pil nos dardn pucc wna idea de
Ia Znfivoncla do esc fpetor sobre lu movilidad rolativa de
los ainodcifos que nos intevosans

Te ucuerdo con 1z fisura 1 de la publi
cacifn nenclonada (sréfico 3,1) glubfnico y aspériico no -
kabréa de separarse bien en. un corto tlgmpe de 2lectroforg
sis & valcres de pil monores que 2477, por SIr Sus CoPRGS -
netas ¥y or onde gus veloeidades my cercansgse Bl mismo =
incoavordenie se presentarfs si tratframos de f£ijor o1 gip

t&uico trabajando en su ounto lsogléetrico.
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Q Gréfico 31, Carga weta a diferentes valores de pH
e} o~ cal;d.\a&a &e\ascohshn‘_:cs de disociaciin
| seqfin Consden y colab. (33).
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Ia gena 4o pi aque parces nis odewaada
68 1o comporendida entro 3,50 y 6,00, on 1a que asplytico y
glutdnico nigrarda como anicnes pero cun velveidad bastane
to diferente, ¥y el rosto de los aninofeidos lo hovrd couno =
catibn.

ias experiencias que nos habtrian do nog
trar el comporbamnicato de Lalez sustancios en la zong 4o =
pii twdleada por litoratura como la nis sdecuada para una =
buina saparz:ciéh 56 rgalizaron do la manera siguicnte:

Sa ensayaren oloctrolitos cca los valp
ros de pi quo slguens 39505 39855 29355 4,553 4,605 49903
5y306 A £in de elinilnar poslbles crrores, S6 usaba la nig
a2 solueidn regulodora para cada pgrupo do,cluco experien=
cias paraielas. fara ‘ello prepardbancs cuatro 1itros, dae
do gquo cada ecypericicla inswifa aproximadamente 750 ml.y do
una nezela de deido acéilico-acetato de sodio, segin lMalpole
de fusrza ifnifen 0,025, on la forma indicoda en §3,8%e =
Lsa solusiln se conserva bien ad lu holaderas, Para ostie
par su pil utilizfbauos un poboncilmetro ﬁ’l;.zct‘:o-glass de =
slectredo de viderlo, ¥ couo selucidn patrdén una do ftalato
Zeldo do potasio Oyl I s hidrdxido de scdio 0,1 H de pi 445
preparada segfn Kolthof{f. ry Rosonblum (85).

Daternindbanes el pi del alectzrolito -
antes e la corrida y, despuds de ¢lla, dol contenido on -~
los vasos de clacirolito ¥y en los vasos elocirddicos. Los
flatos recczidos a diferontas valores de pHd y fuerza ifnica
dal olectrolito al cabo de ‘c:i?émpos variables de corrida =
mazstiran qua, con los dispositivos tdenicos arbitrados wew

{puentes de mzzr-cloruro de potasio, volunen de rogulador
2 )



relativanente gramde) el pll canbla muy poco duranto 1o aw
lectroforesis en los vasos de electroliio. Por 10 nonog =
no lo suffciente cozo para ccasionar perturbaciones on cow
rridas cortas. En cambio si aleanza valores notables la -
variacifn del »i en las vasos elactréiicos.

Las desds varlables se fijaron arbitrg
rianonte an los sigulentes valoros: diferoncia de potencigl
se mantonis mediante £iscalizacidén dosde la fuonte, conse
tante dentro de elortos ifmitess sus valores se estineban
cada 15 minubos durante la corride tondndosc luego la nedia
arisa8tica como valor praomedio. £n la serie de experien=
cias gue nos ocupa aplicdbancs una difercucia de potencidl
que oacilaba aircdedor de oz 450 yolbtlos.

=1 tiempo de ccrrida ora uniforne e i-
gual a 10 nlinutoss

Ia mzzela a separer consistfa on una sQ
lueidn cquimnlocular (0,08!M) do feidos glutdnico y aspdrtl
co preparada segin so indicd, os decir, que tenfamos en sg
lweién los cilerhidratos de ambos aninofeidose

El popel de f£iltro era Ynatman n? 1, =
coriado en hojas de 32 cm. de lonzitud por 10 cm. de ancho,
i pliegos graondos de 57 nor 46 ecme Mo recibfa preparacidn
previa de ninzuna elase. Ye sembraba por la tfenica hfmeda
un nicroliitno de solucidén en cada uweo de cuatro puntos map
eados en la hojaes La longitud ded nuente de napal compren
dide entre losuniveles de electrolito en los vases, hecosa-
ria pura caleulsr, coro veremos nd s adelante, el gradionig
de potenclal, se dolerminaba mediante el artiflcio de hacer

un pogueiio tajo cca wna tijera pa-cando el nlvel a que a-
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quel Llegaba y nidlende la hoja scca despods de finalizada
la corzlda.

La distancia vecorrida aor ol auinofcd
do so redfa con ma regly confin desde el punte do uplicoe
eifn hasta el “eenbro de gravedud® de la muncha (contyro
wronedlo de 4roa ¢ Intonsidad do coior (31)). Algunos aue
tores (107} qw trebajan con ires angostas de papoly obtg
adleido no manchos eirculoros siano bardasy niden esa distap
cla desde el fyente de 1a munchae La tabla pucdo sSorvier -
para ecuparar arzbos métcdes de medida. For supucsto, los
dutcu cbltenitidos nidliendo Lla distancia desde ol puato de apnli
cuelln hasta el frente do la mancha, son nayorose Sin ook
barge exisfe un paralolismo enfi'e ambas sorieg de datogy =
par 1o quo ol objelo bubcudd, yhe ey, por lus razones que
dauos mfs abajo, solamentc obboner datos comparables y no
dg valor absoluto, dgo losra amslianendo con c:ralquiera do
los doz mbtodos. n adelanbo, usorenos solomento ol primg
PO 4o elios.

Bn 1o mayoria de los cuasos, las poQie

das raprasentan el promedlo de las dlstancias voeorridas
por tres nanchag do cadu aninolcido gue nlovoron siculife

neguentc y on la nmisma nola de papels 1os resultados asi
cbienidos se prosodlan a su voz cou ics de otras cnatro eg
rridas paralelas ex diferegtos hojusy y con ol dato £inal
so caleulan los valores de movilidud de aspfriice y glutée
nico @ diferentes niveles de pila

La novilldad de vn ion o partfcula cap
soda on m eaupo elfatrico se dofine cozo 32 voloeidad gbe

goluta do ese ion bajo una cafda do sotencisl do wn voltio



sor centfnotro (63)e Us decir, B = - donde g og la dig
tusela recarrida por ¢l aigrante (egi ,en un tiemso g (se-
curlos) ¥ bajo una diferencia de notencial y (voltlos) anli
cada & travds de un puonte J (en) de nigruacili.

«08 valoros do povilidad obtoaidos no
maedea considerarso equivalontos a iog obbtanildogs por otros
nedios (edleulo sonre dasos de transferoncia, cdlculo sobre
Aatos de couducebtividad) sussto quo o la eluetroforesis en
pupely ¥ tal como 1o han puesto de manifiesto varios autoe
res (47, 43, 22 1062), ol desplazatilonto es la suma alge-
bralea do tres veloeldades de cardeter difepnnse: unay la
wperdadera” velocidad electrofardtlca, (ue hemos neonclonae
€0 ¥ cuyos valores son anflozos a los quoe proveon otros -
redios de estingeifne. =1 signo do esta velocidad dopende
de lo rolacifn onitre ol pil del punto dscoldctrico Gol nis
grante ¥ ol pii dol eloctrolitos

La sogunda de lus voloeidades nenciong
sas o5 la veloeldsé del fiujo oloctroondosnbiico: asi couo
en ua tubo eapilad llenc de lfquldo a bravds del cunl so' g
piica unn potencial on direcelfn paralela a ia luz dol tubo
se obzerva un moviniento dol £iufdo a travds del capllar,
tazhifi en un pagel enbebido en un Mguldo so oroduce un -
rovinlento de £iufdo al aplicar wnd diferaencia do potoneial
aintre sus oxtrouos (43, 49 82)e La oxplicacidn oo andloe
ca en acbos casos: ¢l s6iido odgulere una carga nesativa -
on rolucida al 1fguido, quo actfia como si tuvicra ung core
a pesitivae Como ol s6lido no pucdo desplazavse, 10 hard
soclaiente el ifiguido ¥ haclsa ol polo nogabtiivo dol sistenas

Hakr§ onteonces, cualesquiera scaa las condlciones de la og
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perizacia clostwelorStica an papel, ua fwmjo do electrolito
que seudrd slemproe ol misao sonbidos del polo positivo al
negasive. Jste £lujo actuard coa le wisma intensidod soivo

5
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rotardando a otrecs (anioncsj)e

Yinaluonsey la terccra ecupondie do lg
Lovilided real' on sloctroforaesis en pupgel o3 el £iujo de
qvide provasnlonte de la reposicidn de electrolito ovapo-
rader o Gl pupele Ln zfvcto, al colouoy ¢l sapol omoebido
en electrolite doatro da la cluara, dste su evaopra hasta
saturar la atwdsfera cirsundants. Al pasar la corrionte g
Wetlriee aunonta Jrodyalnense la fonperatuwra sobve la hoja
1o que ocasions wia nueva y chora cenbimea destilacidn de
elactroliito, gue s wve condansar ea las pavedes deo in efng
ra. Loe electrolibo ovasuradc es rosuasto por sifonacién
dei elsctrollito de los vasos. ILa coascoaicla de ollo es
1 exdistencla de un flujo do 1fquido de los oxtronos al cep
tro dol pazpele La sario de cxperilenciazs 2:0 cilanos on ee
33,37 dan wiz prueba do su exlstoncia.

shora bleny dados los finag do ;:uos?:ra

budqueds, que no gon nds gua fijar las condicloass nejores

v

(@ wma geparaclida do glutdiieo y aspivsice, ho homos cotie
mado en ¢l curso de nuogiras cuporiencias nds wue w valor
aproxinado do la movilldud, midicnde simplicomeonte distancia
roeorricda, longitud del puente, tienpo y volsaje apilcudo
v calenlzido con osos dabtos, sin tensy e cuania corveccig
s debidas o Log oros factores measlonsdose

Sin cnburgoy wsas corraccicnes payocon

sey nuy pequeilas on corridas tan corias ¢cozeo lags gque prate
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vicanosy sore todo si s¢ ticnen on cuenva coivkeidencius cg
o la gquo se vei a coabinuaclidn enwro dutos daecloctyrofores
sis oa papel ¥ To3 provenientes de otras fucntos.

Los resultados do 1os onsayos que se han

yenido describlundo puesden verso el la tubin 333

ManT A

tevilidad do log fcldes sluufiice ¥ aaafcuico ea funcdfn del
Blia
| HoviliGed segda | MoviliGed segfin
Expe.iin | pli cczx}tgo.’ e 1033 frmz‘f(-'.ef .
) "“%éﬁ‘k?Q%E%:-"-ﬁsﬁéﬁfﬁ ASDe
/5 | 8,50 | w 2,28 | = 3463 | = 1,82 | = 4,43
6/9 | 3485 | = 2940 | = 4,85
0715 | 4425 | = 3,08 | = GpdD | = 3,70 | m 7954
16/20 | 4,856 | = 4,67 | = 8,89 | = 5,65 | = 9,62
21/24 | 4560 | = €589 | = 7,63
25/58 | 4590 | = 5535 | = 9934 | = 6,90 | = 9,94
30733 | 5,30 | = 7957 | 30,18 | = 8935 | ~11,20

Blectrolito Jeido acdilco-acetato d¢ sodio da fuerza {8nie-
ca 0,0353 grudiente de peteneial, 15,3 v/en.; duracilng o-
120 pinutos; papel thatman n? 13 conceniroeidny 0405 Haj =

sionbra 1 nicrolliro.

Ins cwrvas do movilidad do glutfnico y
aspdrtico en funelln dol pi del olactrolito obtenidas (gréfe
342) muastroes que hay eatve ambas variablos y oa la zZong -
de pd cstinada (ol 3,50 a 5,30) una rolacida puy scoejante

a la que existo cnbtre pil ¥ carga netay sogfn 6l gréfico 3,1.
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Iz sonejanza es tan esitrecha quo exiaapolondo las curvag =
(ifnou punteada) so outienen valores de mumbto isocolfctrico
colncidontes. LEaos puntos coinciden no solo can los de las
corves dol grifico 3,1, siao también, dentro de ciertos 1
nitesy con 1o provistos por otras fuentes, sezin pusde o=
verso comparfadolos coan los de la tabls 3,2.

La rolacifn pil-movilidad corres.oidicnge
al feido glutfnico hallada por MeDonnld y colaborzdores -
{107) presoata caraetorfsticas alzo diferentes en su reprg
seabacifn grifica.

81 en ol grifico 3,2 estinmanos en valos
rog de riovilidad, osto os, sobro el eje de las ardenclas,
las difcroncias cntve las curvas de glutinico y aspiriico
o difcerentes valerea de pil, tendrenos una idea de la sapa-
racidn quo has ontvo anbas nanchas en el papel © sca ds :f.a
distaneia gue 1las soparo, a diferontes valores de pil.  Anf
logaucnbe, ias diferencins medidas del nismo nodo ontre la
curya corresposdlonte al glutinico vy el eje de las absclsas
proscreionardn uwna neeifn de ia distancia que scoara a la
mancha de dicho aninofcido do la correspondionte a los quey
a0r su cardetar nentro, migran lentanento ¥ en conjunto hy
cia el citodo.

Bistan'cié ogtinada on valores de movilidsd g diferontes vg
lores de pli, ontre las curvas de los dcides giusfnico y ag
pfrtico y .0l oje de las abseisas dol grifics 3,2 y cntre -

anbas curvas dol misno zrificoe.
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faifl Gin Asp Liferesluwasy
3,506 3,3 3yd 291
3,75 2,0 Lod gl
4400 297 548 245
0:9 35 351 Gy 53
%450 Ayl 747 3,3
4475 5¢5 847 3,2
5y 00 Gy 3 D2 3,1
5525 746 10,1 295

51 estidio de lao t’os sarios do dutos
(tabla 3,31) nos indica quo ya a pM 4,35 iz distancla cke
tro ol fecido glutdaico ¥y los aninofcidos neutros ¥ entro =
el misro ¥ ol aspfrsico es suficlonte para cbiencr manchas
blen soparadas on wn corto tiomnoe. A valores nfs altos de
Dl gigne crociondeo la iferencia antre glutfnico y los noy
trog, miontras so montiene ¥ luepgo decrece lantauonte 1
gua so cbticno ontre glutfiniceo y asifrticos Si ponsamos =
que al fraccionar uvn hirolizodo, la mancha a obloner ¢o=
rregncndlionta a los aninofeildes neulros ssrd roladlivamente
agrando presto cué la conssitufrd 1a sumo de lag moachas =
individuolng, pareccao necesario lorzrar ung distancle mayor
entre gyuallos y ol deide glutinicoe Do munera quo, daw
jondo wn marzen do soguridad, ol pi de olaceéidn ha do estar
on las carcanfas do 4,50, Bi bion on oste valer la gsepargy
elfa enire los ominoficisdos dicarboxflicos cs luo misna que
a pil 4,25, la distancio que separa al feido glutdnico dol

rasto do log aninofeidos os nfds granxde y pernibe ceparacip
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ns ois ;jépidees.

1 pil nds alto serfa demasiado corcanc
al dél punto isoglfctrico de la ¢lstina con peligro de So=
brepasarlo y tency z osio aninofeido mizrande hacia ol dng
do coinn los cotros des,

Una vez fijada osta variablo, seguire-
mos astudiasndo lus Qowfs, tenlendo en cuendy quo, on adelap
te vy galvo indleacifn en contrarlo, ol pi de la solucidn -
regnlzfiorg ha de sor de 4,55 en tades 105 casos.

3,32 Fucrza ifnica dal eleairoliliv. 21 concojto 4 =
Tuarza 1fnica fud atrodueido por iowis ¥y Fandall en 1031
¥ da 'ina medida do 1a Intensidad dal canpe elfetrico dabie-
do a los ilones az soluzldn., 8¢ lo roeoresanta con el sinbo
lo " ¥ se define co o lu semlsuia de los rninos obtond
Cos maltiplicande Ia molalidad (o concentracidn) de eada g
na de lac eppocies ifnlcas prosentes en iz solucidn por el
cundirado de su valsneias ms ,‘13, 2 Gy i

ecacentracifn “ofestiva® ( o moluliied) de cala dca y 249w
g valenzia (G3)a

donde ci g3 o =

in electPoforesiz, wa smnonto do 1o ==
fuorza idnica del sloctrolito hoce gque lo movllided de un
nizrante dado disninuya, a ijualdad de las deonfs condiciow
pog. Tanbifn denends la movilidad de la nuiuraleza y valcp
eia de lcs-iouss wresentes. <agdn Davis y Cobn (43), osta
gongibilidad a lz natwraleza v Luerza do la atudsfora idal
ca parasorfa ser casli tan duparcante coso el pi e 1a detep
ningcifn de las eondlelciss Jpbtinmas para wa soparasida eleg
rofordblaa. o3 autoros ge rofievren a la mevilided de pro

tofnas on elegivororesis gozln Piseling, pore concideramos
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que el cousepto pusde extondorse a los auinofeidos de acuep
d0 a los heshes exevimeabales que cibonos a continuacifine

4

1 esbudlo de la influonein da 1s fuen

B

28:1%ca dol oclectrolito sobire el comsortaonieato de los
solubos que nos intaressa, res:lia (e partienlsr inportancia
s1 se tans ea cuenba oue no solo provaee da datos solre la
poviiidad rolativa do aguellos sino qua $onabidn pernito cog
trolyr ol Srea de lu mancha de anliuofcide s oblencr.
rabajando en condicionoes esenclaluone
ts andliczas a las do la serice de ezoerisnciag quo analiza
el pasel dal pliy so hicluran ensayos coa scluclonas roguly
deeas de feido azdilec-acetato do scdio de fuerza ifnica
creeicate entre los valoras de 0,005 y 0,050, 1l pH era
coustanto ¢ izusl a 4,663 el ticuno €9 120 minmntos; grae-
diento do potenclal promedio 15,4 v/en.g s depositd 1 pie
crolitro do soluciln equiteleculer de glubimico ¥ aspirtie-
¢o 0,06 M en cada munte de uhn hoJa de nupel de £11tro Vhaf
£an 02 le
Ings resuitadosn olteonldes se von o ig

tubla 394 ¥y se reprosencun grdTicansnie en ol grifico 343

¥ agadriico en fungiln

do Ja fuerzy ifaica.

anama . ]
Poviiliad
Exnen? : '
}k Glu ' Asp

a3 0,005 - 2440 - 4480 (*) Bstas oxpg
24/33 0, 015 - 3,57 = 7414 | rilenclas ge roeg
6/20 0y 0265 - 4,67 = 8,49 | lizaron oo tiras
30/<¢ Og U35 - 2432 ~ 7400 | de nspol do 32«
qu?* 0’%6 - 4523 - 7531 8 CGile
‘WS? QQ,GSG - ‘?‘.,10 - 7,{?7
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veondiclenes: o ol twxitce «~loctircliio: fcido acdliicoescoly

to de sodlo; pi w 4,550

Los datog covres andiontoes a la fucrzn
ifnica 0,006 son dudoses, puesto que a tan baja concontrae
eldn dol clectrolito 1las nanchas que ae logran son puy die
fusas ¥ ccupan wna gran superficis, lo que haco diffeild si
tuar su Yeentro deo gravxded™, dor otra parte, oxiste tame
b2dn vn UInito mfrino Je fucrza ilnica del clovtrolito por
encing deld eual ln Intonsided de la corrionte que pasa por
21 papel axagara la destllacidén y hastz 1loza g hotor que
ol papel sa guena, corg sucadfa cuando efcctufibanos clec:-
troforasis on tiras angostas de napel on un regnindor de =
£talato fcido do potosio-hidrdzide de sodlo donasiado cone
centrodoe

las curvas del gréfico 3,2 nuostron wn
comortanicnto de los fcidon glutdinico y aspivtico quo cofn
cide can la tefricn solamente nara valores de la fuerza -
ifnica Gol olecirolito de deido acdtico-acctatc da sodio =
nayores de 0,025, Jor debaje de esc valor 8a movilided de
osos arinofaidos Qoeroco gl disnlundr lo fuorza idnico. Ro
enecntPanos referencia a esgs conortazleinto oo la biblioe
graffa a muestre alcanee; oso se exsliicn nor la novedud de
1o téeniea que :os ocupa.y la oscasisinag anlilczeiln al cog
perouniiento de Yos aninofcidos que se ha hecho de otros nd
todos eloctrofordticog.

o nos parcec giccundo explicar 20g hg
ci:05 ragistrados como debldos a un aumento do o fuorza i

nica en algun s zonas del papel por evaporacidn del olece
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Gréfico 3,3. Movilidad enfuncion de la fuerza idnica
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trolitos porgue las difcroneias con ia teorfa se hwoducen
en los olscrrolitos nds dimfdaz cor l9s we 1a Intonsidad
do corrlente olécirica 8e mantlene dentro de valores roloe
tivauente hajos. Luege la tomperatura cscenderd mones y la
evaporacifn alcagzard niveies uonorss guo eh cxpazleneins
con reciladeor de wmayor fuorza L8nilca.

Slra causa da wn comportaniento do piy
tdnlco y asplrtico tal couo el regisitrado pucde sor la exig
teneia de canbics de pil ou clorbas zomas dol panele lay =
w 1fmite inferior dé dilucidn mfs alif cel cual ol alcetyrg
11ts plerde su proosliedad reguluadora, por 1o quo pusden c}q‘vg
nir canblos de pil on algunas zonas 4ol papel (207). Lo hg-
ros coaprebaldo ess afirmacién aunove bBabsmos que 6l pH no
se =oliflca sustaneislmznte ea lou vagsos de cloctrolito =
a¥n en covridas ds fuerza ifnlca uaja.

“Inalmonte, so puede explicar 103 hew
chos cibades, extendlesdo & ¢se caso uan observaeiln heche
selre el cowporflunients de ung protofnag do cardeter anflos
go ¥y que ha sido estudlada por cleciroforasis segln ’E’is"e;lius
por lo uue pusde servir Se reforencise £n ofcoto, ,segﬁn
Sehmidt (148c) iz easeliia puede esnsiderarse eosc 8l mma
vn fdeido pedlvdsico debido a su gran eonsonideo do grnpos.-
corborflicos iluraese s docir, que su conportanionto ;eieg_

trofordtico sord del tino del da loz anincfeidos dicarbosd
lices guo nOs ccupane

Hoyer {118} nos da lo ¢inva gopresentg
tiva de 12 reluacidn existents entr: el pil del punlo iseoe

ldetrice Ge la casdfna y 10s valores ds la fuorza idnlca -
dc wn electroiite de Jecido acéiico~ucatato de scdio (grlfi
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co 3,31)s Abramson ¥ coluboradares (2b) reproducen la mig
na cuwrva y su ministran adonds 1a ctt;'va pilentovilidad de 1a
caselna va las cercunfas de su punito isocelfctricoy cn el -
miszo regulador -(grérico 3,32)s #1 gutor meneioncdo afire
ma (2¢) que es vilido suponer gue. las curvaes do Nlenovilie
dad de wx mismo migronte a diferentes valowesz de fuwerza 18
nica constituyen umna fanilia de cwrvas paralelas.

51 acoptamos entonces que eso vale ten
bidn para 1a casefns podremes trazaer en un sistona de coop
denadas pileovilidad {gréfico 3,32) las curvas (paralelas)
quo pasen por 108 puntos isoslfctricos que do ol grifico
3,31 y cada una de esag curvas corresponderd a uaa fuerza
iénica dada. Para cadeuiar las movilidedos correspondicne
tes a valores diferentes de. fuerza ifnica de vn oleetrolito
de pil constanto, no halrd nfs que trazar por ese pll U ==
perpeadliceunlar al ‘BJG de las abselsas (pli) y registrar ol =
valor e las ordenadas (movilidades) 'corres;wm}ientus a cg
da interseccién de esa pespendiculor con las cwrvas paralg
10s. . Se.obtiene asi vna serin do valeres de rovilidad en
funeidn. de la fuorza idnica quo remraescntada sréficanento
(grifico 3,33) prosoreiona uwna curva aunfloza a la detarnie
nada oxporinentalmonte para los deides glutfnico y aopirsi
co: la movilidad deercce al aumenier la fuerza iSaica por
encina del valor 0,02 (caseina) 6 0,025 (gintinico-aspleti.
co)s Fara valores penores do la fuerza 16ndcc, 1o moville
dad decrece con 41la.

A £in de recoger mds informacifn sobre
ol comporsanlento encontraldo pava ics aninofcidos dicarbo=

zfilcos on soluciones de fuerza ialca variable, hemos rog
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Grafico 333, Movilidad dela caseina en funcion dela fuerza
ignitade un regulador de acetato, cdeuladade
los graficos 331y B32.
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1lzado otra sorie de cmperiencias anfdlogas ineiluyendo en =
1a mezela ol aninefeido del gio 1a literatvra da @ conosoy
gu curva fuerza ifalea-novilidad. Ademdisy ¥ cen ol propbe
sito de cstudiar al efecto que fLiena sobra la movilidad la
presencia y naturaleza do diversoz ionas, henog agrazado -
al acostumirado electrolits do fcido acdsicowazotato de sg
dioy cantidades vorisbles de unz $al nouira (eloerure de sg
A%

1ss condiciones exnorimgntslos £uCron=
fundenentalnente anflogas a las que tenelcna la tabla 3,4,
en o gque sa rofiere a pil, gradiente da poteneialy duracidn
de 1y corriday ¥y papel. Ia fusrza 1€nica, en caubilo, 50 =
varid de 0,0142 a 0,050 eon las contldades, oxprosadas en
valores do fucrza 18:ica, de mesela feide aeltico-ncotato

do scdic-clumwro de sodlo, que se. ven en la tabla 3,41

, Hovilided (em/sdv/ene103)
Expelle  Jtotal Joinag = B

> SR
Sp——

S

53/G0  0,0142 O,0071 = 4,53 = 7,47 2,30
G165 0,020 0,0065 -~ 4,80 - 7,13 2,23 (%)
6G/71 0,025 00,0125 = 4,11 - 5,34 1,41 (%)
To/?G 0,030 0,0050 = 3,67 <~ 64D 1,76
T72 0,050  0,0250 - 2,86 = 3,96 1,16

2*) ios dates de Leu corroespondon a 1o oxpe 61 Solamentce
**) ios datos de Iou y Glu corres;onlon a las experioucias
6C/71 solanente.



106

slectrolite: fcido cediicceascotuto de scdioecloruro de Soe-
dioy pi » 445853 gradisnte de poteacial, 15,1 v/cde; dura=-
cifn, 120 ninutos.

Ios resultelos {represeniados en ol yrf
fico 3,3 Jnuestran wng rolacifn alpo Giferanto do 1a del -
geifico 3,3. ofcebivaaonbe, los datos ¥y curvas ovtenldas
ahiora con 8l agsrsgudo do cloruro de sodio s0lo colneiden
csn los logrudos oen 1o exporiedncilss anvericres a valorses
de Ffueraza lfaica suporiores a 0,080. “endsy oo datos da

movilidad recosidos o une fuorza 18aide dada 8011 [ICHoYes qua

los obienldos a o359 ulsno mm" de fuorza idnico on la expg
rigacia aajurdor sin agade de claruro 4c scdio.

Lus -ccmlusi'oms que podenvs sacer: de
ambas sorias cxgerinentaled son las siguiontoss:
Zgs povilidudes de giuténico y nopfrti
co decrecen aL awsentar ln fucrza idalea por cnelma del vg
Lot c,ms' an i olsetrolite de feido sedtico-acotato de sg
dlo ¢ per enclua do U,0242 o electrolito Se2do acdtico
acotulo (6 sodio-claoruro de sudive

De acucrdo o 106 yquo la wedefa hac’a o

II.

povar, 1z atufsfora iSaics en g bendrd quo uovorso ua -
nigrante c::ﬁ, a fuarzas iddeas Igualas, do nayor 3engte
dud® an 1 sotuelfn con clapuro de sodlo agrogados luogoy
lss movilidadésde aspfrsico ¥ glutinico dearecen pora vae
lures isuzles de fuerza i8nica, al agreger a. olecirclito
una eanbtidad doda de cloruro de codlos

Ia diferancis de forsa de 03 curvas =

cbtonidas en ambas surlos para los niscos aninofeidos hailrd
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Bréficod34. Movilidad enfuncion de \afuerza ibnica.
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menos de fade Na.Cl.
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que grituirla a ia prescneia en unc 4u 10s cascs doe una

diverga espeeie ifnicas ol fon clorwrce ou uuistensla cn

>

iz solucidn de los clorhidratos do anisofcidos nc debe g
nerse cn cuenta, duda su Infima propoarclifine
13) coapoy wanianvo €8 1 dsueing on las

condiclicaos peusicnadas confivia los reosulisdos gporisdos
por 1o bibli.og‘mf;-fa ¥ proviscos por la toaria.

La prosancla de ciormwro de sodio parece
afcetar o maycy grado ia sovilidzd de la Jdoucing quo la de
loa. arinedeidos dicarboxillicos: la prusba 61 hucko do que
log pwntog dv¢ fuorse Lfnica LyU2 ¥y U,05, que btiesen moior
porsentaje de ¢loruro de sodio caiger fucry do la curva -
enjendrads oo los deudse ssi pigsoo, gsos punbos careszol
den a valores 1ds altos de covilidedy usto su wxpliica con
las conslicrucionss ahlteriorese

¥a hemos anticipads guo osta serie do
cxperloncias os fructifers en owo seabidu. Ifcesivients
el dreca de las manchas a gbtoiner per el posterior rewolsdo

dependo sonsiblsnonte de la fuerza idaica del oloctrolito.

5

Dijimes tanbidn que hay w valor dc &sta pol debujo Gul e

]

cusl la suparilcie ocupada por la mancns os graoide ¥ sus «
bordes difuscse AL aumcatay la fuorza idnica por sclie cw
se valer linite, la superficie ccupada pur lo Zancha va e

isminvyendo, hizeidndose los cordes wds y nds netos. (M)«

.., -
..... A ‘\ ._1\.;-/ had

Esio es de gran Inportancia para TG50M05 55 GGNGUOS Gl we
cucnta que ¢ mStodo de ovaluucifn gue heuos de casayar ng
cesita pregloaizonsa para la ::ed:léa de gyuolls | Lres win ey
cua de forma vegulsr y bowdes netoce Por owa g.x:*co, gl
obiencr manchas 1o mfs poquoiias posiblosy nos pernitifa ay
(*) Ver nota al pi§ de §4,1l.
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nentsr Xa cansddad de solute sembrado y con €1lla, la iaten
8idad de coloracién.

flonos estlmado, nedianto plantmetria,
el frea nyroxinada de las monchas obtenidas en 1a saric ap
Wrice do corrildas de fuerza 1fnieca wariable pars una sieg
tra de 1 miczolitro de wna golueidn de feido gluténico em=
UG5 separaio en un eleelrolite c'ie Acddo acético~acetato

de sodlo (Sabla 3,485 grifico 3,35}

AL 3.43
sea Se la mancha on Sweifln do 1n fuaren id0nicg.

LxDe N2 Iz frea (unldsles
arbitrarius)e=
32 0, COS, 40,3
32/33 0,015 81,8
lg/50 0,025 28,7
/43 0, (135 8544
£3/52 0, 050 21,3

lusdoico 0,05 11 (1 nicrolivrs); eloetrolito: fcido ecfiie
co=-pcotalo do wodios pli ¢ 4,545 gradiento de potencialy. =e

15,1 v/enme Guracidn, 120 minmtoss papel thalran ne s

oz valores obienides corresponden a
los oyosed.os do valores Iniividuales awe varian mucho para
m pisso raugo de fuerza ifndcay 10 sve uo sornite prever
eon appoxinac.din ol Jree do i mancha o wnn fuerag isz".icé;

deterninuada. Lo comnaraeién de los datos exporinontales w


promud..Qa
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(unidades arbitr)
W
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pernite confirmay que ei &rea decrece al aumentuy la fuckza
1uea del electrolitoe  Ia relacién entre anbas variables
parcee ser Xincal para Susrzas 18nleas supericrcs a 9,015,
‘ara In solcecifn del valer do fuorza
ifndca adecuado al tive do soporacifa que buoeauos sorf ng
ceanrlio onloaces toncy o n2uenta ne solo 1a diferoncla do
moviiicad onlre aspfrtics y glutiudeo y entre sto y 108 -
deads aninoicidos, sino tanbida el tomatio do 1a mancha a of
Loney Snuinene Me:aﬁs, use valor ao delo sor nuy alto
para qus la destllineidn de elecipclite desde 1a hoja do pg
nal na séa Ly ab:uxian‘se vy 53 wodifiguen 1as domds colelcig

108 dgrante 1o corridae

AT - ;|
SR 0 W PR 25

™

Distanelia cotimuda on valores de moviiidad ¢ difcroaties ee
valtores de fuaregy ifanica, ontre 1as curvas de los feildos =

gintdnleo y aspfetico v el eje de 19 gbkseisas dal grdifico

Sy Je
}J. Gla £SDa Piferancia Glu-Aspe
Uy 005 243 Ly7 254
0,010 3,0 Gy 0 3,0
0,015 3,7 7s1 3,4
0y O30 93 8y1 2,8
Uy O35 L47 845 3,8
G, 630 4,8 8,2 3,7
0, 035 Gy 8,40 346
0, 0620 2,3 746 393
Ug 025 4,3 T8 340
0,050 Gl Ty pANS)
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£1 valer de fuorza ibaiea 1,025 es el
que proporcicna ua mayor grado de separacifn, segdn puede
verse en la tabBla 3,43, que da las difcrencias -axpresadas
an valoraes de povilidad- existontes entre las dos curvas
¥ la curvae do zlnidnico ¥ o) eje do las abgseisas del gré-
fico 3,8. Asl mismoy la intensidsd de cerricnte gue pasa
por wa hoJa exnpapuda on n eleetroiito tal (aprozinadanmen
9 0,16 ma/en. para wna hoja de 32 X 10 em. de papel thate
nzn n? 1 y wn regeicdor de Joido acdtico=acotato de sodio
de pH = 4465 a w1 grodiente de potoneial de 15 v/che) N0 ==
causa una destllacidn exnzerusdas Sin emburgo, las manchas
que prosorelonan lac corrldas realizadas a 9s5%a fuorza 16
nfea mo reunsn las condieioncs (color intonso, borde noto)
que coasidaranaos deeisivas pera waa buena ostinacifn pland
adtrica de lag frecas, de nanera que, aunjue a expensas de
1a rapidesz do senaraeién, es proferible llevar a cabo ensg .,
yos con valores mayores de fuerza ifnica narea nrovecrnos
do manchas con los carscterfsiicas roguoridase LS por so
que el valor de fuorza ifnica guo consideranos fptino para
W separzeldn de glutdmico y padirtico a gl 4,55 y dlce- :
trolite de Scido acftico-acetato de scdicy o3 61 da 0,80,
ios 1nccunveasicontos que trae el rabajo e estas condicionaes
son féellmente subsanables: el tameilo de las manchas 50 pug
de aumsnbar santerondo nayor emltidgcl de soluto, lo que n?o
srae colesbias sl se emplea la tdenilea de sienbra en papol
hfmedo ¥ anoyads solamento en los extroncs; on estas condl
cichos ¥ cono nrobaremos nds edelante, dentro de clertos =
1inites el frma de 1 nancha no depdnde del volumen de 1f-

quido sino de la cantidad absoluta de aminodcido devositadge
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Una sopuracifn equllparable a la que sunianlstran fueraas 48
nicus menores; se consimig awsentandc algo la dwrasién de
ia clectroforosis. Flnalaonte, ol calenioulonto do la Hoja
ne es excesivo, punsto quo el yrazmedlo de la inbensidad de
corzicnbe que pasa ¢n W elaciroforesis do 252 $¢4v0 es de
sclo Uyil5 mofeley valor ue ostd pod Gobajo de los considg
rados couveniontes (Ced madchie3i4?)) para corridas do oste
£ipoa
3,33 Euracidn de lu clectvroforesize 51 aniilsis dol =
novinlonto oleclrolfordtico de un soluto en funciln del tieg
po do corrida, adaenfis de wrovesr otry Ge lxs condieionos -
Sptimas quo buscibamos, nos Labriade selarir, ciguiora en
parto,al tino do releeidn gue 1ns vineuloe
Lete puato ha sldo woltivo de controveg
siay assgurando aigunos cubores (4?73 ia fAlba de ung rolaw
cldn iivwal enbve wovidalento y ticano. COlrogs, en conbio,
aseguren (103 107, 103) qua son nocesurios clertos roguie
sitos tSendcos pare iu coadirmieldi cxporinontal do esa re
lacidn linénl, g sabers a) eislec de puenles falinos ¥ a‘!z-
uhsfora de helles b) constanels de las locburas Gel nildep
perferoy 16 que- significs wiforuidas de la zong del pow
pel o lua cual so efectia o nigrocidn reshecio o 1a vaina
que o rodoa, o ia composicidn idnics, gradleante do noben—
¢igl y temperntimas ¢) herizoasalided dol sap2l en tmia su
longitud € igualded de nivel do ifguiio #n iolos ins vasous
{esto por un efoclo Meromatogrifico™ gue produsivria ol £1n
jo do ifgquido a irawvds dol papelle -—cdo cso ne significa
s que olininnr ol woviniento do oloe:rniito ea el papol.

81 oso pevinfonto ne se evilo, ulao guo se mide, tarhidn -
9 ] s
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se tiene una rolacidn lineal (89).

Nuestrus experiencias ne cumplen con tp
dos estos roguerimientos; pues la hoja ost8 colocada horizopn
talmonta on nuestro sistema pero, debido a su proplo peso
y al del 1lfquido que la embobe, adopta una forma céncava.
Por otra parte el uso de puentes salinos puedo sor contra-
producente para fines cuantitmtivos puosto que por éllos -
pucde producirse una pérdida de soluto do la Hoja.

Para conmprobarlo so rcalizaron las oXe
periencias cuyos resultados aparocen en la tabla 3,5 Fud
necesario utlilizar como soporte, no ya una hoja ancha do -
papel; cono antesy sino reemplazarla en cada corrida por =
cuatro tiras angostas (32x2 cm.) de papel de filtro. isas
tiras, hunodocidas y sembradas de la manora ya menclonada,
se comaenzaban ? correr sinmulténoamonte pero luogo se iban
sacando una a unay a intervalos de treinta minutos. La dl
fercncia de potencial se mantenfa constante dentro de clep
tos 1fmites nedlante ajuste desde la fuente en 450 voltioa
aproxinadame:nte, Las condiciones comunes a todas las expg
riencias son: electrolito, mezcla de 4cido acdtico-acetato.
de sodio de pH 4,556 y fuerza ibnica 0,05; papel de filtro
¥h&tnan n? l; siembragen cada punto un microlitro de solue
cién 0,05 M do los fcidos glutdnico y aspdrtico como clor-
hidratose.

TABLA_ 3.5

govimiento,da los 4cidos glutfmico y aspartico en funcién
el tiompo.

Expe t Moviniento: em/v/cme 10%
ne (min) Glu ASDe
b T e g e o 2 L T g e oz gty ST ey ) et i ot e 8 e = g = g o o
53 y 30 4,30 8465
79/82 GO . 15410 23,75
90 22,30 33,50

120 28,90 50,60 |
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Electrolito, 4cido acdtico-acotato de sodio; pH 4,553 fuep
za iénica 0,053 grudiente de potencilal, 15,3 v/cm,

Las curvas del gréfico 3,4 muestran la
relacifn existents entro el movimicnto -medido en cm/v/cm.
102, esto es, distancla por gradilentc de pot;encial- de esog
aninodcidos, y cl tiempo.

En su trazado no se han tomado en cuen
ta los puntos de movimiento a los 30 ninutos, por cuanto
mediante el andlisis estadfstico se ve que el valor de su

coéficiente de varlacidn es nuy elevado (tabla 3,51).

Grafico 34 Movimiento (emvfem A0%) en funcion

rovimite del tiempo(min). o

Q

a0} ,

o

] 30 6o %0 ) 1?20 tiéﬂﬁ’(ﬂﬁd
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La curva ‘se traza pues teniendo en cuop
ta el origen da coordenadas y 6l movimiento a 603 20 y 120
ninutos.

Yagin se ve, la relacifén es sensiblemep
te lineal, por lo menos para aste gradionte de poteoncial y
en corridas de corta duracién,.

Otras exporioncias de menor gradiente
y mayor duracifn (3 horas a 200 voltios, por ojemplo) han
nostrado un apartamicnto bastunte grande la relacifn li-
ndal. Lo nismo se observa si se aumenta la diforencia de
potencial a valoros de por ojomplo 700 v.

En goneral, ol valor del dltimo punto
(120 minutos) es menor al gue corresponderfa para mantener
@esa relacién lineal.

A nuestro juicio, 1la oxplicacién rosie
do en que on las experiencias de larga duracién, aunque -
sean a bajo gradiente, 0 on las yuo se aplican grandes die
farencias de potencial, o produce un calentaniento de la
hoja relativamente mayor que con ol valor critico de apro-
ximadamente 450 v. (que para nmuostra hoja, que suministra
una longitud do puente de 22,5 cm. de promedio significa
un grediente de unos 15,3 v/eme). Ya conocemos las conso-
cuencias de un calontamionto tal: aunmento de 1la dost;iacién
de_clectrolito y del flujo da reposicibn; 4ste es el quo
pargeo frenar el desplazamiento de los aminoﬁcidoslpn los
casos considorados. ‘

Pareca conmprobarlo el hecho deéque, a
cualquior gradiente de potencial, la relnci&n'linoal osti
nmucho nm4s préxima si se trabaja cou electrolito a 4-5°C, -

al iniciarsc la experioncia y aunquo en su transeurso no se
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haga nada para mantoneyr esa teumperaturas
En definitiva, podenos decir quo en con

diciones determinadas talas como corta duracidn, gradiento
de potencial de 15 v/cn/ y teuperatura amblente entre 15 y
200C, ol movimiento de los 4cidos glutémico y asplrtico es
directamonte proporcional al tiempo. Lsa rolacidn parece
no poder mantenerse nuy lejos de esas condiciones.

De acuerdo con esto, ol lapso a adppe
tar para una soparacidén tipo, dopenderd en dltima instancila
de la diferencia de potencial aplicada, pero counvendrf que
no sea lo suficlentemente grande como para ocasionar pertupr
bacionos como las nencionadas.

3,34 Diferencia de potencial. Para el estudio de. la in
fluencia de la diferencla de potenclal aplicado solre la -
movilidad de los aminofcidos glutfmico y aspértico, habrd
que introducir otra magnitud fisica. Lsa magnitud se lla;,
ma fuorza del campo y pucde définirse como oquivelente a la
fuerza oldctrica que actda sobre una carga unitaria (2a).

En una electroforesis libre tipo la fuop
za del campo es X = v/1, donde v es la difercencia de poten
clal aplicada ¥y 1 os 1la longitud del recipiente. Aunque ol
potencial cambie con el lugar del rocipiente que se consle
doroy, la fuer:za del campo o3 constaate dondequiora quo seo
la tomo en cuenta. Dosdo este punto de vista, la movilie
dad olectrofordtica puede definirse como la velocidad elsg
trofordtica para una fuerza del campo unitaria. La movil;
dad os una magnitud caracterfstica para cada partfcula cap
gada en condicicnes ordinarias de temperatura, concentra-
cifén salina, etc., ¢ indopendiento de la diferencla de po-
toncial aplicada y do las dimensicnes del-aparato.
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En electroforesis en papel McDonald y
colaboradores (104, 107) han encontrado que la fuerza del
campo ¢ gradiente de potoncial como 4llos la llaman, infly
ye linealmonte sobro ol movimiento de un. aminofcido, si 1llg
mamos movimiento 4 la distancla recorrida en la unidad de
tiempo. Las unldades en que se expresaran esas magnitudes
soréni (X) = voltios/cm. y moviniento (n) = om/seg..

Ya honnhemos caracterizado varios de -
los factores que regulan lacmovilidad electroforédtica en pa
pel; sord interesante estudiar el movimiento de nuestros g
minodcidos.a diferontes valores de la fuerza del campos

ILas experienclas de la tabla 346 nos -
darédn ol material necesario para couparar el efecto de va=
riascidnes en la fuerza del campo sobre el moviniento de un
aminofcido, mantenidos constantes los demds factoros que ri
gen su dosplazamlento elcctrofordtico. Seo ensayan tres =-
rangos de gradiente d@ sotenclal: 6,8; 16,2 y 23,3 v/Cliye=
correspondientos a diferoncias de potencial respectivas de
2003 400 y 700 voltios aproximadamente, para un puento d;
alrededor de 29,5 cm. de longitud promedio. Se computa el
noviniento (expresado en micrones por segundo) a esos valp
ros de tensidn, a los 60 y 120 minutos de electroforesis,
por separado. Asimismo se dan los valores de movilidad ob

tenidos en osas condiciones al cabo de 120 minutos.

TABLA 3.6
Movimiento do log fcidos mlutédmico y aspfirtico en funcién
de lg fuerza del camno,




120

X e JIQUIMIENTO (M/gop) | Movilidad (te
E’icggrign (v/cm) £=60 minutos| t=120 min.

=120)
"G, | ASpe | GiUs ASDe (cm/s[v./cm.log)

45y 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

Electrolito: 4cido acético-gcetato de sodio; pH 4,55; fuep
za idénica 0,05; papel, Whatman n? 1 de 32 x 2 cm.} siembra
1 microlitro de 0,05 M.

la roprosentacién gréfica de los valow
ros obtenidos (gréfico 3,5) muestra que a los 60 minutos
la relacidén entre movimionto y fuerza del campo es lineal
solamente para ol fcido glutémico. Las otras curvas presep
tan un cardcter andlogo entre ellas: el punto de gradiente
15,3 es relativamen£e mis alto que los otros dos., Lsa di=
foerencia se obsorva también en :los valores de movilidad, sg
bre todo en el que corrosponde al mayor potencial,

Para encontrar una oxplicacién de los
hechos citados puede ser ¥til traer a colacidén la siguien-
te observacidén experimental: las intensidades inicinles de
corridas efcetuadas a temperatura ambiénte de aproximada-
mente 20°C y en las condiciones de la tabla monelionada pro
sentan valores que, por supuesto, estén en relacién diroce
ta con ol potencial aplicado. Asf, valoros medios de intep
sidad han sido: a 200 V., 0,36 ma/cme; a 450 vy, 0,83 ma/-
cm, ¥ a 700 vo, 1,23 ma/cm.

La energfa eleétrica dosarrollada seré
pues de 0,07; 0,37 y 0,86 watios, respectivamente.

Ahora bilen, segin McDonald (104) el =
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flujo de electrolito que repone al evaporado comienza a ag
tuar significativamonte sobre el desplazamiento de los mie
grantes a valores de energia eldetrica de 0,25 watios, a -
269C, Ese efecto, aflade, decrece rfpidamente con la tompg
ratura.

De modo que en nuestro caso y tomando
en cuenta la diferencla do temporaturas, nos encontramos -
dentro del 1limite de tolerancia a 450 v, y muy por encima
de 41 a 700 v,

Debemos suponer entonces que ya a las
dos horas de corrida se empleza a poner de maniflesto un
mayor calentamiento y £lujo do roposicién subsccuente ocae
slonados por tenslones m&s altas qua 450, Es ol flujo de
raeposicidn que el aminodcido encuontra on su desplazamionto
ol quo lo frona y causa asf loa valores relativamente bajos
de movimicnto observados.

Esa aceidén légicamento se acentda al «.
aumentar la distancia en qus el mizrante se aparta de la =
lfnea modia, por lo que serd més nothble sobre los més vo-
loces: aspértico en esto caso, sobre el cual ya actia a los
60 minutos. |

En resumen, en electroforesis en papel
efectuadas a temperatura ambiente, el movimiento de los 4~
cidos glutimico y aspértico no estd en relacién lineal con
el potencial aplicudo (entre 200 y 700 v.) en experiencias
de corta duracidn,

Por ello, no es indiferente la eleccién
de una tensién Sptima para una separacibén tipo.

A 700 ve, el desplazanlento de los mi-
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grantes s casl el mismo que a 450 v., para una separacién
de dos horas. bn ese tiempo y en las condiciones citadas,
un potencial de 200 v. causa un desplazamiento de aspirtico
y glutidmico apenas suficionte para separarlos. Para lograr
una separacién equivalente a la provista por tensiones més
altas es necosario alargar la corrida a 2,56 y 3 horas y en
tonces aparecen, segin hemos comprobado exper Inentalnente,
efactos perturbantes que reducen mucho el desplazamiento.
Esos efectos consisten a nuestro Jjuicio en un exagerado flu
jo de reposicibén motivado a su vaz por el recalontaniento
de l1la hoja de papel (vercmos mis adelante que la tomperaty
ra aumenta lovemente durante la corrida).

Ll potencial a eleglir parcce aestar en
consecuencia en las inmediaciones de 450 v., lo que, en =
nuestro dispositivo, equivale a mfis o menos una fuerza del

campo de 15 v/cm.
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3,35 Concentracifn de los solutos. De las consideracip
nes que sobre la movilided electrofordtica hemos hecho en
$ 3,31 se deduce que é&lla no varfa con la concentracién del
nigrante. Esto es clorto por lo menos para la electroforg
sis libre y on solucionos dilufdas de protefnas (2a).

HMcDonald (104) encuentra, en electrofg
resis en papel recalizadas en condiciones especiales (tiras
angostas de papel, de manera que ol nigrante no pueda exe
pandirse lateralmente, atmbsfora de helio, siembra-en forma
do banda de 1,2 cme. de ancho) que la movilidad de la glico
cola no varfa entre concantraciones 0,027 ® 2,680 molaros
y en corridas de 3 horas, a 24°C, 8,05 v/cm., pH 8,6 ¥y ra-
-gulador de veronal de fuerza iénica 0,1. Mide las distan-
cias recorridas a partir del frente de la mancha.

Por nuestra parte hemos intentado poner
de manifiesto el comportamionto de diforentes concentracig
nes de glutimico y aspirtico separados los dos cn'idéﬁticaa-
condiclionos. Dosde el punto de vista de que es posible hg
cer esas condiciones exactamente idénticas al separa/r las
diversas concentraciones de un aminodcido en la misma hoja
de papel, ol mdtodo que nos ocupa es particularmente apto.

Las oxperienclias reallzadas consistics
ron on senmbrar on una hoja de papel de f£iltro Whatman n¢ 1,
uno o dos microlitros de cada una do las mczclas de 4cidos
glutinico y aspfrtico que siguen: 0,05 M; 0,075 M; /-0';10 M3
y 0,15 H, 1 olectrolito fud una mezela de feido écético
acetato da sodio. Las condiclones de la separacidn} elece
troforédtica fueron: pH 4,55; fuerza idnica 0,050; é’radieg
te de potencial 15,1 v/em.3 120 y 180 minutos, segdn los
casos (tabla 3,7).
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los ensayos (gréfico 3,6) muestran que
la novilidad de asp&rtico ¥ glutémico docrece con la cone
centracifn, on electroforesis en papel, por lo menos en el
rango de molaridades que va de 0,05 a 0,30 (es deeir, 2 mj
crolitrqs de 0,15 M ) y que hay aproximadamente una relae
eidn lineal entre el aumento de la concentracidén y la dismi
nucién de la movilidad. La recta represontativa no es pae
ralola al eje de las abscisas como era de esperar si blen
su inclinacién es poco’ pronunciada, lo que quizd podrfa ae
tribuirse al ofccto proveniento del flujo electroendosnb-
tico y del flujo de reposicién de electrolito.

En las mismas condiciones, pero con un
electrolito de 4cido acético-acotato de sodio-cloruro de @
sodio, se ensayd el efecto simulténeo sobre la movilidad
de variacicnes en.la concentracién y la fuerza iénica., &a
concentracién varid entre 0,05 M y 0,15 H y la fuerza i6-
nica entro 0,0142 y 0,050, con el porcentaje de cloruro de
sodlo que indica la tabla 3,71.

Grafico 36. Movlidadenfuncin de 1a concentracién.
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" Grafico 361, Moﬁli&a&en?umi&n de‘.a ‘?uen.a iohica para amino-
actdos dicarborilicos én varias concentraciones..
q?\l_-. o,t‘:zo . 0,028 ~ao3o0 0935 . .qodo 0048 0,050 f"
— — LEREr e T T gtu_

.2

! A= q,io_‘_:,iga;'
m O = Q,iS WM.

o= electrolito ton M2 de NaCl.
o= -.T,f:enos ds pf2 de NaClL,
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3,36 Papel de filtro.. La elaeccidn del papel de filtro
adecuado para hacer de soporte en una electroforesis de ami
nofcidoa no parece ser demasiado importante, dentro de clep
tos limites. Queremos decir que, por sobre un nivel dado
de calidad, cualquier papel de filtro puede servir para o-
gos fines, Las condiciones que involucra ese nivel de ca-
1lidad son: buen grado y claridad de separacifn de las mane-
chas de aminofcidosj poca difusién de las mismas; escaso =
arrastre (“"tralling") y, muy especialmente, para fines cuap
titativos, uniformidad.

La bibliozrafia sobre el tema hace men
cibén de marcass y afin tipos variados de papel, todos éllos
aparentenente aptos. Asf, el S & S "Selocta 575" de Wie-
land y Fischer (174), el S&S nf 413 y Whatman n2 2 de Du~
rrum (47, 48),. ol Eaton & Dickeman n? 613 de MaDonald y eg
laboradores (107), el Whatman ne 1 de Biserte (13), todoé
se han‘mostrado convanientes para separar aminoﬁcidos. Cong
den.y dtanier (35) han analizado el comportamionto de 11 ti
pos de papel whatman en la separacién de aminoécidos. affy
mando que todos 8llos son aptos para tal fin,

Bl caso es distinto cuando se trata de
corridas de larga duracién como las de separacidn de protel
nas, en ias cuales os decisivo cvitar una gran destilacién
de electrolito., Como para ello es conveniente colocar la
hoja, no ya dentro de una gran cémara, sino entro dos pla=-
eaé de vidrio, es necesario emplear un papel de filtro gmmg
so, por las cmusas que ya dimos en §§,1. Papeles de esa
naturaleza son @l Munktell n? 20 (89) y Whatman nb 3 (9 b).

N

También se han mostrado aptos para eleg
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, troforesis de protefnas, poro no ontre placas de vidrio, el
menclonado wWhatman nt 2, el francés Arches 301 (14), etec.

Por nuestra parte, hemos realizado unos
pocos ensayos comparativos de los papeles Whatman n2 1 y 2.
De 4ste tenfamos los antecedentes mencionados y del ng 1,
su aptitud demostrada para fines de aminofcidos y protefnas
por Biserte (13) y en electrocromatograffa de aminofcidos
por Haugaard y Kroner (73).:

E1l papel de filtro vwhatman n? 1 permi-
te, con respecto al n? 2, una mayor velocidad de los migrap
tes y quizi estos ocupen en aquél una mayor drea, a igual-
dad de coucentracifn. Lsto serfa-1dzico puesto que el 2 =
tiene mfis cuerpo, aunque la diferencia casi no es percepti
ble.

Lo importante es que el papel fi2 1 se
ha mostrado adecuado, tanto para la separacifén electroford
tica de aminodcidos como tambidn para su posterior evaluae
cién planimétrica. Lfectivamente, las mancﬁas obtenidas =
llenanban las condiciones requeridas de regularidad de for
ma, reproductibilidad y nitidez de los bordes.

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

“ Ellas han mostrado que los valores de
movilidud logrados no varfan, cualquiera sea el sentido de
la trana del papel a través del cual se efectfie el’dqspla-
zanionto.

kste hecho parece confirmar 1lo gue vee
remos mds adelante ( § 3,37): que el papel no hace mis que:
de soporte inerte en esto tipo de separaciones electroford

ticas.
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3;5; Trataremos aquf y en conjunto, varios factores que
actdan en la electroforesis en papel y de los cuales se han
rocozido observaciones an el curso de este trabajo.

Efecto de la temneragturg.

La temperatura tiene una accifn acelerg
dora sobre los migrantes. Ls pues un factor importante en
la determinacifn de un walor absoluto de movilidad, pero -
no tiens una gran significacién para los fines comparativos
de nuestros ensayos. Ademds, en la electroforesis en papel
sus efectos estén compensados y a veces hasta existe dismi
nuclén de movilidad por el aumento de flujo de reposiciéq
que causa dicha elevacién de la temperatura en elpapel.

En algunas de nuestras experiencias hg
mos controlado la temperatura de una manera que si bien no
muy oxacta, da una idoa de las variaciones que &lla experi
menta durante la electroforesis en papel. )

Para eso, colocamos dentro de la cémara
y con el bulbo descansando en la zona catédica del papel,
un pequefio termémetro de mercurio cuya escala era fécilmen
te visible a travds de la tapa de vidrio. .

Ensayos realizados con electrolito de
dcido acédtico-acetato de sodio-cloruro de sodio de pH 4,55
¥ fuerzas iénicas de 0,0142 y 0,025 proveyeron de los re-
sultados que se ven en la tabla 3,8, y en los cuales la tem
peratura se leyd cada vez que-se determinaron intensidades

y voltaje, cada 16 minutos,
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ZABLA__ 3,8
Variacifn de la temperaturg-y la intongidad con el tiempo
durante la electroforesis en papels

Tiempo Expere 70/7i _ Bxper, 68/60
(min, ) Tomp.(°C) Intens. Temp. (°C) Intens.
(ma) (ma)

0 26,7 3,05 24,3 1397
15 28,2 3,60 | 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 4,448 | 26,6 2,63
75 20,7 4,70 26,6 2,68
90 29,9 4,75 26,7 2,75
105 30,1 By 15 26,9 2,83
120 30,1 5,38 26,9 2,92

Electrolito, 4cido acético-acetato de sodio-cloruro de so-
dio de plH 4,65 y fuerzas 16nlcas 0,0142 (Exps. 50/60) y wee
0,025 (exp. 70/71)3 gradiente de potencial, 15,6 v/cm.; du

raci@n 120 minutos.

4
e

Las curvas representativas (gréfico 3,%) mueg
tran un trazo inicial en el que la temperatura crece répi-
damente con el tiempo; luego los -puntos del dlagrama forman
una recta de muy escasa inclinacién, es deciryque la tempg
ratura se eleva muy lentamente. Es casl constoanta si se =
trabaja a una temperatura ambicnte relativamente'baja (en
invierno, por ejemplo).

Uno forma anfloga presontan }as curvas que -

reprasentan la varlacién de la intensidad con el-tiempo.
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Flujo de roposicifn de electrolito.

Lamamos flujo de reposicién a la.
corriente de electrolito quer yendo de los polos hacia la
zona central del papel, sustituye al electrolito evaporado.
La relacién entre temperatura y flujo de reposicién consig
to en que un aumento de aquella,zeneralmente producto de =
vn aumento de la intansidad o de un largo tiempo de corri-
da, causa una mayor destilacién del electrolifo del papel,
que debe ser repuesto. Entonces asclende por efecto de si
£6n, por capilaridad, electrolite de los vasos., Este fend
meno, conjuntamente con el de electroenddsmosis, son de cop
sideracifn ineludible en determinaciones de valores absolu
tos de movilidad por electroforesis en papel.

En efecto, hemos comprobado esperimentalmente
la existencia del flujo de reposicién mediante la siguien-
te serie de ensayos: en tiras de papel Whatman n¢ 1 de 32
por 10 cm. hemos sembrado un microlitro de una mezela equl
molecular de glutdnico y aspirtico 0,05 M, en tres puntos
situados sobre la lfnca media transversal. Depositamos U=
na cantidad igual de la misma mezecla en un punto situado en
la zona catbddca del papel y a distaneiasﬁﬁ%ildﬁles;ﬁe la
1fnea media.

TABLA 3,9
Distancia rocorrida por los 4cidos glutémico ¥ asofrtico -
degde diferentes puntog de gplicacibn.
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Expen2| pH [(*) — Distancia (cm,)
Siembra central [Siembra lateral (*)
Glu Asp Glu Asp

89 | 4,65|7,30| - 5,22 | - 72,33 | = 8,80 | - 10,90
90/91. | 4,50 | 6,05 = 4,63 | = 7,50 | - 7,55 | = 9,78
92/95 | 4,25 | 6,66.| = 3,88 | =,7§65 | - 7,45 | - 10,16
96/97 | 3,85 | 8,70 - 2,59 | ~ 5,43 [ « 5,90 | = 8,25

(*) En esta columna se da la distancia de la 1fnea media

hacia el cftodo a que estd situado el punto de aplicacidn,
de la "siembra lateral®.

Electrolito: 4cido acético-acetato de sodio de fuerza 1éni
ca 0,026; gradlente de potencial 15,3 v/cm.; duracién 120

minutos. Las distancias de migracién estdn medidas desde

el punto de aplicacién respectivo.

La tabla 3,9 muestra como las distancias
recorridas por losaminofcidos sembrados en ese punto son -
con nmucho mayoras que las de los demis. Eso puede interprg
tarse como que su desplazamlento ha sldo favorecido en paL
te del recorrido por el flujo de reposicidn.

E1l flujo de reposicién puede hacerse -
précticamente nulo efectuando la electroforesis en condicig
nes que eviten la evaporaclién de regulador: a) agr?gando
al regulador glicerol o algfin otro no-electrolito he bajo
peso similar; las manchas logradas por ese medio p%recen -
ser menos netas, aparte de yue se complica 1a.  técnica do -

coloracidn y secado (104); b) colocando la hoja entre pla-
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cas de vidrio tratadas con un agente antihumectante (grasa
de silicona, por ejemplo) o, cuando las lAtensidades sean
altas, colocando las tiras enbloques de aluminio sumergidos
en un baiio de hielo, poniendo ademds una capa delgada de -
alslante eléctrico entre la tira de papel y el metal (49);
c) sumeréiendo 1la hoja de papel suelta (35) o entre placas
de vidrio (38) en un 1fquido no polar inmiscible con el a-
gua (clorobonceno, por ejemplo) (35, 38); d) recubriendo -
1la hoja con parafina (8sta se agrega en solucién en xilol
y rdpidamente solldifica; la capa asf formada se elimina al
final de la experiencia por simple calentamiento) (13); e)
en general, la evaporacidn de la solucién geguladora se rg
duce trabajando a baja temperatura. Con ninguno de esos =
sistemas se logra eliminar el flujo electroendosmético, cu
yo efecto hay que tener en cuenta en determinaciones de mg
vilidad; £) proveer a la cémara de una camisa exterior por
la que circula agua que hace de refrigerante, asi como iné
yectar a la parte interna de la cdmara gases como helio e
hidrégeno saturados de agua que, excelentes conductores del
calor, aceler:n su disipacién en las tiras de papel (104).
Esto quizf sea demasiado complicado, aparte de que no se ha
dado suficiente comprobacién experimental de un disébsiti—
vo -tal.

Otra alternativa consiste, no\pnﬂtratar
de anular el flujo de reposicién, sino en.resularib‘y me=
dirlo. &En ese sentido estd orientada la que-Machéboeuf y
colaboradores (99, 102) llaman electroreéforesis,'%e la que

damos mfs detalles en otro lugar.,-

Elujo ct dogmotico
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Si a través de un tubo cajilar lleno de
1fquido se establece una cafda de potencial en direccidén pg
ralela a la luz del capilar, la pared del tubo adquirirs -
una carga de un signo dado y el 1fquido la contraria. Am-
bos tenderin a moverse hacia los polos opuestos. Como la
pared del s6lido esti fija, solamente lo harf el 1fquido y
se obsarvard como un flujo de dste a travéds del capilar. -
Egte fenfmeno se llama electroenddsmosis.

En la electroforesis en papel, este pa .
rece cargarse negativamente y el 1fquido, positivamente. -f
El flujo eloctroendosmético se har§, entonces on el senti-
do de migracifn de un catién, esto es, de &nodo a cdtodo.
En consecuencia, retardard la veloc¢idad de los iones nega-
tivos y acelerard a los positivos. Una caracterfstica im-
portante del flujo electroendosmético y que lo diferencia.
netamente del flujo de reposicién. de electrolito es que el
alectroendosmético tiene el mismo sentido en cualquier zona
del papel que se considere; en canmbio, el flujo de reposi-
eién cambia de sentido. -

En cuanto al efecto que el flujo elgctrg
endosmético tiene sobre la movilidad de los solutos, Mc'ng
nald (104) considera que ofectuando la electroforesis en -
papoel en las condiciones propugnadas por 41 (cdmara con cg
misa de refrigeracién, atmésfera de helio o hidrégeno) es
pricticamente despreciable.

Fundamenta esta apreciacién en.las ra-
zones que damos en § 2,146,

Una estimacidn de la magnitud gel flujo

electroendosnftico puede hacerse depositando sobre:;la hoja
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de papel una solucifn de una sustancia eléctricamente neu-
tra o casi neutra. ‘Utilizando dextrano, Kunkel y Tiselius
(89) han conseguido determinar experimentulmente un coefi-
cionte de correccién de la movilidad por flujo electroen-
dosmbético que coincide apreciablemente con ol calculado ang
1{ticamente.

Macheboeuf y colaboradores (102) en ex
periencias en que no se elimina sino que se regula la evang
racién de electrolito en el papel, han ostimado el valor -
de la resultante de los flujos electroendosmético y de re-
posicifn de electrolito mediante la siembra de glucosa.

Debido a su caracterfstica uniformidad
en todas las zonas del papel el efecto electroandosnbtico
no modificaréd el valor relativo de los resultados obtenidos
en nuestras separaciones, s por eso que no hemos realizg
do oxpoerilencias para su estudio.

Adgorcidn por el panel y Mefecto coomatozrifico'.

Un punto intercsante a considerar es el
de un posible efecto de adsorcidén dd los migrantes por el
papel.

In general, la experiencia de diversos
autores (47, 102, 104) muestra que eseé efecto puede considg
rarse nulo en electroforosis en papel de aminodeidos y afin
de protefnas.

El papel serfa. entonces un mero soporte
inerte del electrolito en que se efectiu 1la migrucién,’e-
quivalente al tu?g,capilar en U de la electroforesis segﬁh
Tiselius, salvo que en el papel los capilares serdn muchos

@ irregulares, sinuosos.
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£gto parece estar de acuerdo con la fun
c¢idn que actualmente se considera que el papel tiene en cro
matografia (24).

Segulendo una idea que Machoboouf (102)
aplicéd a protefnas y que consiste en efectuar la cromatogrg
f£fa en papel de los solutos usando como solvente el electrg
1lito utilizado en la separacién electroforética, hemos lo-
grado resultados que parecen confirmar que el papel no tig
ne accién adsorbente en este tipo de fendmenos. .

Las experiencias se realizaron sembrap
do a § cm. de uno de los extremos en un punto marcado con
14piz, una hoja de papel de filtro Whatman n? 1 de 32 por
1,5 cmey una vez un microlitro y otra vez 1,5 microlitros
de una mezela de glutdmico, aspirtico y leucina 0,05 M de
cada uno deéllos. Una vez seca, la hoja se- dispuso dentro
de un tubo do ensayo de 40 cm. de longitud por 2,5 e¢n., de
didmetro, en el fondo del cual se habfan depositado 3 ml.
del solvente, que en este caso era la mezela reguladora de
fcldo acdtico-acetato de sodio-cloruro de sodio de pH 4,55
¥y fuerza iéni,ca 0,014 utilizada on las experiencias 68 a -
60 de electroforeslfs. ’

Tapardo el tubo y dejando que el extreg
mo inferior del papel, cercano al nunto de aplicacién, peg
cara en el solvente, se esperd hasta que este ascendiera u
nos 16 cm, por sotre el punto de aplicacidn. Lue:,vgic!»r la ho=-
Ja se rotird del tubo, so mared con lépiz el frenti? del sol
venta, sa secé en estufa a 90°C, se rocid con ninhidrina -
0,05 g/100 ml. dc acetona y se secé de nuevo a 90°C, (28).

11 reactivo puso de manifiesto una ni
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ca mancha correspondiente en consecuencia a los tres aming

fcidos, situada en el frente del solvente. Este hecho debe
interpretarse en el sentido de que, siendo los migrantes «

complotamente solubles: an el solvente, no hay fenémenos de
particién que retracen g algunos de éllos y siendo el papel
inerte, tampoco hay separacifn por adsorcidn diferencial.

Las conclusiones de interés para noso-
tros estédn as{ esbpzadas. Se ha cenfirmado que el papel no
es mis que un soporte inerte. Adends, y quiz4 esto sea mis
importante, el flujo de electrolito en el papel (que dabe-
mos que existe en forma de flujo de raposicidﬂ?&e flujo e=
lectroendosmético) no tiene efecto partitivo sobre los mie
grantes. 51, en cambio, tiene lugar el denominado efecto..
cromatogrifico, que no es otra cosa que el arrastre de los
solutos por el electrolito.

3,4 Método de senarpeidn adontado.

No haromos aquf mds que reunir las obe
servaciones anotades en el estudio de variables que antecg
de, compaginando un método rdpido y efectivo de separacién
de los 4cidos glutdmico y aspdrtico entre s{ y de los demis
aminodcidos; eventuales componentas de una mezo%d, por elec
troforesis en papel de filtro.

El pli 8ptimo para esos fines debe estar
en las inmediaciones de 4,50. Ln ese punto la separacién
entre glutfmico y asfirtico es buena, y entre aquél y el =
resto de la mezcla, suficiente para proporcionar manchas «
netas en un tiemno relativamente corto,

Igualmonte se presenta. apto un valor -

} ; . |
de fuerza iénica igual a 0,050 para un electrolito de 4cide
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acético-acetato de sodio de pH 4,55. Si bien la separacién
lograda a ese valor de la fuerza iénica no es la mejor, en
cambio las manchas rusultantes prosentan caracterfsticas de
nitidez e intensldad dc color que hacen praferirlo. ILa in
tensidad de corriente que pasa por la hoja en electrofore-
sis llevadas a cabo con esa fuorza iénica no os suficilentg
mente alta como para causar una elevacidn de tersperatura =
que moleste, Un valor tipo serfa, para una hoja de papel
vWhatman n? 1 de 32 ﬁor 10 ch., un valor do intensidad de -
0,27 ma/cn,

La duracidn de la electroforesis separg
toria dependerd fundamentalmente de lu diferencia de poten
cial aplicada y de la concentracién de los solutos puesto
que respecto a este dltimo factar sabemos que de hecho la
movilidad depende de la concentracifén. Habri que fijér en
tonces condiciones relativas: el tiempo serd de dos horas
para potecnciales de 450 voltios o, mejor dicho, gradientes
de unos 15 v/em.y y mezclas deglutémico y aspértico hasta
0,15 M, La separacidén efectiva de soluciones hasta 0,45 M
(es decir, siembra de tres micrdbitros de una solucibn 0,15
M, lo que es lo mismo, segin probamos en S 4,2) necesitard
para el mismo potencial, una electroforesis de traes horas
de duracidn.

E1l papel Whatman ne 1, tan usado en crg
matograffa, se ha mostrado también #til para las tareas ed
lectroforédticas, adn cuantitativas, del tipo practicado por:
nosotros.

La tomperatura tiene gran influencla =

sobre las condiciones de sepracién de una mezcla, sobre to
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do en 1o que sc¢ refiere a la ovaporacién de electrolito y
sus efectos. Sin embargo, para los fines deseados es sufl
cicnte trabajar a teuperatura ambiente, lo que se explica
skise considera que la corta duracifn de nuestras experien

ecias reduce las perturbaciones,
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4.~ Valoracifn (método planimétrico).

Hemos dado ya una idea de los fundamep
tos de los métodos de evaluacién de aminodcidos en general
y écido glutimico en particular. Todos éllos presentan ip
convenientes tales como pomple jidades técnicas y larga due
racién que hacen de la determinacién una tarea diffcil y -
tediosa.

Las valoraciones post-cromatogréficas
en papel muestran, en relacién &an las demfs, clerta senci.
1llez, sobre todo en lo que se refiere a la posibilidad de
efectuar muchas de éllas al mismo tiempo y en anflogas coﬁ
diciones., Y aunque la aproximacion de los resultados no -
sea grande (se trata én realidad de tentativas de evalua=
¢ilén més que de métedos definitivos) son aplicables a la fiz
calizacién de gran nimero de ensayos biolGQicos en 1o§ que,
mds que una estimacidn muy exacta, interesa poder obtener
resultados comparables que den idea de la manera como s¢ eg
t4 realizando un proceso, por ejemplo.

En cuanto a su aplicacién a aminoicidos
separados por electroforesis en papel, tenemos notié}a 5015
mente del caso del anflisis de rotencidn, usado por ﬁieland
tanto sobre electroy como sobre cromatogramas, con €l resuj
tado que menclonamos en otro lugar,.

1 ensayo de una estimacién deiaminoécﬂ
dos mediante planimetrfa de sus manchas obtenidas‘por elec
troforesis en papel nos ha parecido de suficientqfenterés
como para justificar la tentativa que a continuacidn se ve.

Consideramos entonces en primer lugar
y con detalle el método propuesto originalmente asf como -
los resultados obtenidos por otros autores,;-al aplicarlo.

Luego, sus fases técnicas desde nuestro proplo punto de vig

ta, Después, los resultados que hemos logrado al éplioar
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asa téenica y finalmente las modificaclones que &sta hubo
de gufrir para dar resultados aceptables.

No es posible sacar de- los resultados
de nuestra experiencia conclusiones sobre el método tal cg
mo ha sido enunciamdo por sus autores, porque el sustrato
sobre el que aplicamos la estimacién planimdtrica no pro=
viene de una cromatrograffa sino de una elsctroforesis en
papele Y si bien e ambos casos so tiene al final deo la =
separacién 1a_hoﬁa de papel de filtro llevando las manchas
de los aminodcidos, los fendmenos que han intervenido en g
quéila son de naturaleza esenclalmente diferente y eso pa-
rece influir, ya lo hemos dicho, sobre las caracterfsticas
de las manchas logradas por uno u otro medio. Ea esa simi
litud, sin embargo , la que ha hecho factible la aplicacidn
de un método post-cromatogréfico a la electroforesis en pPa
pel, con los resultados que podrédn verse mis adelante.

E1l método de determinacifn de aminofici
dos por estimacién planimétrica del 4rea de sus manchas en
un cromatograma fud dado a conocer por Fisher y colaboradg
res en 1948 (53), qulenes anunclan haber observado que en
un cromatograma unidimensicnal en pappl de una seriéjq§ di
luciones de una mezcla de aminoicidos, el tamatio dez}a nap
cha disminuye regularmente con el aumento de la dilucidn.
Citan un ejemplo consistente dn la siembra de 5 microlitros

de diluc;ones (factor 2/3) de una mezcla de écidof;}utémi-

co, glicocola y alanina 0,062 M de cada uno de,elibs. Ro-
velan "de la manera comfin con Binhidrina". Sobre ia‘basg
de esa observacién, ensayan tres maneras diferentes de es-

timar la cantidad de aminodcido presente, en funcifn del -
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tamaiio de la mancha correspondiente,

La primera, aplicable solamente a mane
chas elfpticas regulares, es medir la longitud de la mancha
én la direceidn del flujo del solvente. Hay ~dicen los auw
tores- una relscidén lineal entre la lonzitud de la mancha
y el logaritmo del contenido de aninodcido.

La segunda, de aplicacidn mis general,
consiste en delinear d¢' la mancha y medir su 4rea con un -
planfmetro. Grificamente demuestran que hay una rélacidn
lineal entre esa frea y el logaritmo de la cantidad de. ami
nodcido presente. ¥ agrogans "Ios datos que se tlenen ace
tualmente sugleren que es posible poner de manifiesto una
diforencia de 2 ¥ en la cantidad de aminofcido presente, u
sando los resultados por cuadruplicado,™

A fin do componsar los efectos de varig
ciones en el papel, tomperatura,golvente, etc.y proponen -
desarrollar cepnatogrificamente las mezeclas tipo dé’aminoé
cldos junto a las desconocidas. Lso elimina ademés la ne
cosidad de determinar los parfmetros de la linea'%elacio-
nando el tamatio de la mancha con su contenido ( v;r § 4,11).

Como complemento de esta técpfﬁa y para
obtener menchas con una nitidez de borde que no'é}émpre es
peslble lograr en copmatograffa, aconsejan realizér 1a plg
nimetrfa sobre copias fotozrdficas de los cromat?granas hg
chas con un papel comercial de copias por reflg*ién (tipo
"Copycat").

La tercera manera de estimariabihoécid
dos en un cromatograma que han ensayado las autores es re=

s strar con un fotomicrémetro Hilger una placa negativa -«
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preparada a partir del cromatograma original, trazar luego
la curva de transnmisién Yy comparar los valores de las éreas
comprendidas entre la curva y ol eje de las abscisas con -
el contenido de aminofeido, para cada mancha. Afirman que
hay una relacifn lineal entre asa &roa y la cantidad de ami
nodcido presente, pero solo para un rango rostringido de -
cantidades de aminodcidos.

'En un trabajo complementario del que -
astamos considerando Fisher ¥y colaboradores (62) eomunican
estar ensayando un método de evaluacién planimétrica en el
que solamente s necesario desarrollar cuatro manchas en -
paralelo. Consiste en correr cantidades 833 S99 U3 ¥ Uy -
del componente a determinar, donde las eses son conocidas
Yy las des, desconocidas y donde fi — = Ko

S1 las freas gorregpondientes a las man-
chas en ol cromatograma son respectivamente Sl, Sz, U1 y Ua
la relacién logarftmica da:

1g ul (U;+Up) = (54 +85)

» 12 K
. - (Ul-Ua) + (81-32)

Prometen dar posteriormente pruebas de
la aproximacidén de un 2 £ que permite un cdleulo de este %
tipo.

Block (16, 19a) comunica haber encon=
trado una relacién lineal estricta realizando de 6 a 10 a-
nflisis de réplicu para cada valor del tipo y del ‘descono-
-eldos ¥ agrega que se obtienen fhcilmente aproximaciones
de * 6 & cuando la mancha tiene bordes netos. E1 m&todo no

puaede-usarse cuando hay superposicidhﬁoadistqrsiéq de 1las
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manchas.

Fromageot y colaboraderes han dado m4s
detalles de una valoracifn segin el método precedente, de
varios aminodcidos componentes de una proteina (60) o exig
tentes en un medic de cultivo (59). En conjunto , aquéllos
componen aproximadamente la sigulente técnica: sobre el pg
pel (generalmente Whatman n2 1) se depositan, frente a siem
bras de 5 microlitros del desconocido, iguales volfmenes -
de una escala testligo de concentraciones escalonadas como
por ejemplo: 0,303 0,453 0,60; 0,75; 0,903 1,053 1,203 1,35
¥y 1,50 gamas/microl. (una alternativa es usar una pipeta
capllar -la misma para todos- tal que de una mancha de 5 a
6 mm., de didmetro). Después de llevar a cabo el desarrollo
cromatogréfico, la hoja se seca a cerca de 100°C, y se ;b—
c¢fa con ninhidrina de 0,2 g/100 ml. de butanol anhidro. =~

El color se consigue calentando a 90-100°C durante 5 minu-

tos. La estimacidn de las 4reas se efectfia en una cémara
oscuna © iluminada la hoja con luz amarilla, por transpareg
cia, ya delineando con l4piz y midiendo luego las superfi-
cies con un planfmetro, ya realizando directamente la pla-
nimetrfa sobre el papel as{ iluminado.

Los autores han ccmparado el método de
Figher con estimaciones realizadas mediante métodos parti-
culares de cada aminoicido, obteniendo los resultados que
reproducimos en la tabla 4,1, correspondientes a la compo-
sicién de la lisozima. Los mimeros entre paréntgsis de la
tabla indican la cantidad de ensayos de réplica ilevados a
cabo con la técnica planimétrica y ¢ es la desviacién stan

dard del término medio (42, 70).
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ZABIA 4,1 segin Fromageot y colg
beradares (60).

Aminoficido Glicocola Alanina Treonina Valina Isoleucina

1étodo de

I-(‘ishgr.- " 5,3 (11) 6,1 (1) 542 (7) 7,0(4) 6,2 (4)
e anm

noacido x §=0413 (=0,70 (=031 (=0,45 (20,12

100mg de 11

sSo0zima.

Método par
ticu1«'.lr ™ 5, 8 oo 5, 2 '?, 0 -
(14)

Los autores llegan a la conclusién de
que la fidelidad y la precisidn del método dependen, por un
lado do factores inherentes al método mismo: preeisidén del
volunen de solucién depositada y homogeneidad del da(s‘arrollo
y del revelado, y por otro lado, de la naturaleza de los g
minofcidos, algunos de los cuales dan manchas mejor delimi
tadas que otros. ‘
El m8todo de Fisher ha s_ido"iai)licado
asimismo a la estimacidén de potasio en medios biolc?gicos.
Beerstecher (10) encuentra que la relacién entre ol frea -
de las manchas y la concentracién es lineal en est‘q caso y
propone un método grifico tal como el gue hemos visto pero
con un tipo de siembra inspirado en el propussto bor Berry
y Cain (12).. insaya tamblén el célculo mediante ‘una fér-
mula que relaciona aquellas variables pero aclai'.'ar\ qué con

\

ella es mis ficil cometer grandes errores.

4,1 Bstudio de las opernclones tdenicgs. EL método plani
nétrico para determinacibn de aminodcidos medianté la medi
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da de sus manchas en el papel se compone de una seris de pg
sos sucasivos cuyas condiclones es necesario precisar si se
busca obtener un método répido y efectivc y que suministre
resultados correctos.

Esos pasos componen en conjunto una téc
nica cuyos detal2es ya hemos dado, aunque desde un punto =
de vista cualitativo. HNo haremos ahora m4s que desarrollar
su aspecto cuantitativo.

Ellos son a saber: siembra, revelado,
delinendo y estimacién planimétrica del 4rea de las manchas.

4,11 Siombra. Para una siembra cuantitativa son nece-
sarios todos los requisitos mencionados en § 3,231 ¥y que &
configuran una técnica que habrd de proveer manchas apro-
pladas.

Poro ademfs de todo eso, es de importan
cia capltal para una buena evaluacifn que las manchas po-
sean las sigulentes caracterfsticas:

a) Forma regular: toda irregularidad supone, segfin nuestra
experiencia,una posibilidad de error; la mancha de aminod-
cido parcece tener una zona central de mayor densidad de. -

concentracién, esto es, mayor concentracién por unidad de

superficie y una faja, rodedndola, 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 mis diti
c¢il su delimitacidn. Las manchas a obtener deben ser en=
toneces sensiblemente circulares o elipticas. by -ese senti
do Jjuega un papel muy importante la fuerza ibnica del eleg

trolito en que se efectiin la separacién: ya hemos dicho gue
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a una fuerza idnica creciente corresponde una disminucidn
del tamafio de la mancha (*). Como es 16gico, al disminuir
su tamafio, la forma de aquélla se hace mds regular. Habrd
que utilizar en consecuencia una solucidn reguladora de ==
fuerza iénica relativamente alta. Su valor absoluto depen
der4 del tipo a que pertenezca esa solucidn.
Otros factores que actuan modificando

la forma de la mancha son: la cercanfa de los bordes del -

papely la distancia pecorrida y los aminodcidos acompafiane
tes en la mezcla,

La mayor o menor cercanfa de los bordes.
del papel: una mancha muy cercana al borde sufre por lo ga
neral una deformacién lateral. Eso puede evitarse ublcane
do el punto de aplicacién suficientemente alejado de "aquéls
la magnitud de esa distancla dependerd como es natural del.
tamaftio de la mancha a obtener,

La distancla recorrida por el migrante:
a medida que esa distancia va aumentando, la forma de la =
mancha va pasando de circular a elfptica, con el eje mayor
en la direccién del movimiento; al mismo tiempo, el borde

(*) Al anotar lo que antecede no hemos podido dejar de g
sociar la existencia de las dos zonas mencionadas y su co?
por tamiento frente a variaciones en la densidad idénica de
medio circundante con la doble capa eléctrica que la teorfa
interpreta que existe en torno a toda partfcula cargada en
un medio tal como el que consideramos. Se nos antoja que
aquéllas pueden considerarse como una visualizaciln grosera
pero ilustrativa, del comportamiento de la doble capa elég
trica ante condlciones variables. Las similitudes no son
pocas: el carfcter difuso de la zona externa y el mis come
pacto de la interna; la diferente densidad de concentracidn
apreciada en ambas zonas -baja en la externa, mayor en la
interna- equialdrfa a la diferente densidad de'carga quo
se interpreta (21) que existe en la capa eldctrica externa
y que va de un gran valor cerca de la superficie de la pap
tfecula hasta cero en un punto situaedo mis externaménte; su
modo de variasp con un aumento de la fuerza iénica del medio;-
la zona externa se va reduciendo hasta confundirse finalmen
te con la interna, correaponderfa a la variacién del espesor
efectivo de la doﬁle capa, @1l cual "si se mantiene constante
la densidad de carga en la partfcula decreceri con un incrg
mento de la fuerza ibnica".



se va haciendo mds y mis difuso. Por eso, el tiempo de co
rrida debe ser lo m&s corto posible y con 41 la distancia
recorrida,

Los aminodcidos acompaiiantes en la meg
cla: la existencia de aminoicidos de velocidades muy cercg
nas hzce que por lo general se deforme una de las manchas
vecinas., Asf, hemos observado que, efectuando la separa=
c¢ién durante un tiempo, relativamente corto, o sembrendo e
cantidades grandes de aspértico y glutdmico, las manchas -
correspondientes a estos aminodcidos aparecen deformadasi
ya la "cola" del aspﬁrtico, mis veloz, toma una forma céne
cava adaptdndose a la convexidad de la mancha de glutdmico,
ya es ésta la que forma una especie de vaina,de la otras =
Sin embargo, las manchas no se mezclan; salvo que los.bordes
sean muy difusos, queda siempre una banda de papel no colg
reada entre las dos, (

Un efecto andlogo, pero en septido la=
teral, se produce si los puntds de aplicacidn de las mezclas.
son muy cercanos. Lo mismo que la distancia a 165 bordes
del papel, la distancia entre punto y punto de apiicacién
dependerd de la cantidad de aminodcido depogitada}a
b) Bordes netos: esto se consigue haciendo dﬁéi;g(faja de
baja concentracién, difusa, se reduzea a un minim?,y con &
lla los errores posibles, por las razonez mencioﬁédas.

Son varios los factores que,fcombinaaos
permiten obtener manchas de borde neto en el papel: el aue-
mento de la cantldad de aminofcido sembrada, el do 1h fuer,
za 1énica Ye la solucién reguledora, el de 1la cmllcentraciﬁn
de la solucién de ninhidrina y un tipo de siembrg,gealizado

sobre la hoja apoyada solamente en sus extremosq*
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El primero de asos factores depende fun
damentalmente de la solubilidad de la sustancia a valorar.
La fuepza ifénica, de la concentracién y valencia de los ig
nes componentes de la mezcla reguladora; a su vez dependen
de élla, a igualdad de las demis condiciones, la intensidad
de corriente que ha de pasar por la hoja y los factores mg
lostos que se presentan sl la intensidad se eleva demaslado.
La concentracidén de la solucién de ninhidrina depende de la
solubilidad de la ninhidrina, que es alta o por lo menos,
suflciente, en varios de los solventes més comunes. Ll -
cuarto factor, combinado con una siembra sobre la hoja hime
da, da manchas excelentes en 1lo que se reflere a sus bordes.
¢) ‘iamaiio relativamente grande: es 18gico pensar que al o=
fectuar la medicién del 4rea de la mancha, habrd de cometer
8o un error relativamente mayor si la mancha es mis chica.
A ase error habr§ que sumarls el proveniente de un delineg
do no muy exacto debido a la difusidén en los bordes, que =
sabemos que aumenta al disminuir el 4rea, sl esa disminu-
cién proviene de una menor concentracidn; en cambio, @l bor
de de 1a mancha no se hace mds difuso si su tamafio se redy
ce por otros medios: mayor fuerza idnica, siombra sin apoe
yo, etce

-E1 tamafio aumenta por supuesto con la
concentracibn, También, como <decimos m&s arriba, al Sembrar
sobre una placé?ge vidrio. La prueba experimental se mueg
tra en la tabla é,l en las que aparecen las freuas (medidas
en unidades arbitrarias) correspondientes a cuatro concen=
traciones de glutfmico sembradas de a wno o dos microlitros

en el papel ya apoyado sobre una placa de vidrio, ya sostg
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nido solamente en sus extremos. Segin puede verse, en algy
nos casos, la relacién entre las freas 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 g
s{ tienen un borde m4s neto y el inconveniente de su menor
drea se puede salvar aumentando la cantidad de de soluto a
depositar sobre el papel.

Como detallamos mls adelante (§ 4,2) -
creemos haber comprobado que efoctuando la siembra sobre -
papel hiimedo no apoyado, pueden depositarse cantidades repg
tidas de solucién en un mismo punto y obtener manchas equl
valentes a las logradas si sc siembra sobre la hoja seca,
repetidas veces, pero secando el papel en los intervalos.

Esto es decisivio para la aplicacién del método que damos

a conocer.

También el tipo de papel que se usé co
mo soporte en la corrida electroforética, tiene importancia
sobre el tamaiio de la mancha. Papeles mds gruesos dan manp
chas que ocupan una superficie menore. Hanugido aspecificyg
das otras caracter{sticas (grado de pureza, propledades de
flujo, fuerza de humectacién, absorbabilidad, textura) de
importancia en la eleccién del papel a empleér oen téenicas
déversas (9a)s

En general, en lo que respacta al drea
de las manchas, es fiffcil obtener reproductibil%dadlde sus
valores en corridas diferontes. £so se explica teniendo en

cuenta lo numeroso de los factores que intervienen en una
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separacién electroforética en papel y lo diffcil de su rig
calizaciébn.

Por eso conviene dejar de lado cualquier
intento de comparar 4reas obtenidas en diferentes hojas de
papel. LIn cambio, se hace neccsario correr paralelamente,
dsto es, en la misma hoja de papel y por onde en las mis-
mas restantes condiciones, una solucién testigo de concen-
tracién conocida.

Pero aquel aparente inconvenlente trae
consigo una ventaja quizd mayor: es la de eliminar la necg
sidad de una fiscalizacién rigurosa del volumen depositadoc
de solucibn, en el sentido de que solo es imprescindible -
senbrar ¢l m&smo volumen -o un miltiplo entero del -volummn-
de soluciones testigo y problema, aunque se desconozqa su
valor absoluto. :

Pueden entonees depositarse las.solucig
nes de sminodcidos sobre el papel de filtro medianie no mis
due una piveta capilar de aforo .simple que el mis@ﬁ opera=-
dor puede realizar dandole la capacidad requarida}‘Q?). -
La plpeta se enjuaga cada vez ¢on agua y con la solpci&n a
cargar. Se ha comprobado que al tercer lavado.con ggua no
quedan en el capllar restos de aminodcidos detectaéles por
la ninhidrina, e

Una variacién del volumen de solucidn
depositado sobre la hoja no parece modificar sensiblemente
el frea de la mancha resultante, sl la cantidad, absolute &
sembrada es la misma. La serie de experiencias cuyos re-
sultados damos en la tabla 4,21 lo ccnfirmalf

Analizando y sopesando todosilés detaw
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1lles mencionados hemos encontrado como la mis adecuada a -
nuestros fines la técnica de siembra que describimos a cop
tinuacidn: una hoja de papel de filtro VWhatman n? 1, de 32
em.-de longitud por 14 em. de ancho se marcha con lapiz, en
su 1fnea media transversal, en cinco puntos equidistantes
entre si y de los bordes del papel. Se trazan ademéds -las
1fneas de costumbrs 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 solucién sembrada: todo lo que favorezea la
ubicacidn de los migrantes y sus caracteristicas, es dtil,
sohre 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 solucién reguladora que har§ de electrolito y luego se
seca parclalmentey © mejor dicho, se priva de un exseso de
humedad colocéndola entre dos hojas de papel de fi}fro CO=
min, durante un momento. Despuds se la ubica colgando li-
bre en el alre, entre dos soéorées ¥y se degositan}%n ella
los tipos i cantidades de soluclones necesarilos. Sg 1Lleva
luego al aparato electroforético donde se la deja, éon,sus
extremos sumergidos an el electrolito, unos lsﬂminétos an-
tes de hacer pasar la corriente.

4,12 Hevelado. Son varios los factores importantes en
el revelado de manchas que sirvan para una determinacién -
planimétrica: secadd previo de la hoja de papel de filtro
(electrograma); concentracién de aminodcidos y de.?inhidri
na; manera de poner ambos en ccntacto, secado final de 1a
hoja de papsl de filtro.

Secado vrevio: finalizada la separacién
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el método mis sencillo para dejar secar la hoja es dejarla
al aire el tiempo suficiente que por lo genoral es de va-
rias horas. &£s3e tiempo puede reducirse, ya haclendo circey
lar alre fresco mediante un ventilador, ya aumentando la =
temperatura, ya combinando ambos factores. Fowden y Penney
(67) trabajando con cromatogramas en papel obtuvieron a 75
y 100°C recupcracionss de 86 y 74 4 de los aminoficidos de
positados. En cambio las pérdidas fueron despreciables se
cando a terperaturas menores de 5G°C, hecho comprobado tap
bién por Novellie (122) y Brush y colaboradores (22). Es-
tos filtinos encontraron queuhay.pérdidas a 60, 85 y 110°C
¥y que la temperatura Sptima para el secado de cromatogra-
mas cun fenol como solvente es de 27°C.

En eonsecuencia, es conveniente no au-
mentar la temperatura mientras se tema causar una degcompg
sicién estimable de los Anlutos. Por 830, ¥ en primeru ing
tancia, nos limitaremos a acelerar el secado madiante un -
ventilador, con lo gue la operac%dn durag de 15 a 30 minutos
aproximadamente, segn la temperatura ambiente. X

Respecto a la concentracién de aminod-
c¢lidos necesaria para evaluarlos en el papel, repeti;cmos -
que dan color neto con la ninhidrina, después de separadas
electrofordticamente, hastalgamas de aninofcido,

Las manchas as{ obtenidas padecen del
defecto, grave para fines cuantitativos, de su escaso tamg
fio'y de la difusién de sus bordes. Kesulta pues necesario
trabajar con concentraciones més altas. Un tipo de ascala
de concentraciones \itil pera una determinacién’ plunimétri-
oa nos parece la quc sigue: 0,05; 0,0755 0,10 ¥ 0,15 molar,
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que corresp;nden a las siguientes concentraciones expresad
das en gramos de 4cido glutémico por litro: 7,363 11,04; =
14,71 y 22,07, respectivamente. ULsta series tiene la ventg
ja de presentar relaciones simples cntre sus mdlaridades,.
permitiendo por ellc la aplicecidn de la £8fmula propugna=
da por Fisher y colaboradoraes (52) si considermmos dos de
osos valores como testigos y dos cono desconocidos,

Sin embargo, la siembra de un mlicroli-
tro de esas soluciones en cada punto de una hoja apoyada -
sobre una placa de vidrio, no suninistra manchas suficienta
mente netas y grandes pura una planimetrfa., Por los motie
vos mencionados en’'§ 4,11 nos parece mis convenlente sem
brar una mayor cantidad sobre la hoja sin apoyar. Se' con-
sigue de ese modo aumentar el tamaiio de la mancha y?ﬁégnitl
dez de sus bordes. Asf{, en una de las series de experien-
cias realizadas para poner a punto el m&todo utilfgamos 1a
sigulente escala de diluclones de &cido glutdmicos:-12,21;
14,435 16,65; 18,87; 21,09 y 22,20 g/1666ml, Sembrébamos
por lo menos tres microlitros de esas soluciones sobre una
hoja no apoyada.

La concentracién de la solucién de nip
hidrina debe ser suficiente para la obtencidn de Q?nchas -
netas. A pessr de qus sn la literatura se propugna, para
ensayos cuantitativos, el uso de concentracilones. mayores,
hemos encontrado como valor adecuado paraunuastrgs fines =
el de 0,1 g. de ninhidrina en 100 ml. de acetona. Tentati
vas reallzadas con mayores concentraciones no-han mostré&o
mayor utilidad que justifique el reemplazo. £Es que el co=-

lor mfs o menos intenso, dentro de ciertos lfmites, que ==



pueda dar una diferente cantidad de ninhidrina al ser pueg
ta en contacto con el aminofcido tiene que causar una dife
rencia en el resultado final bastante menor que los errores
que en escala mis amplia se cometen forzosamente en otras
etapas de la tdcnica, como por ejemplo, el delineados

Sin embargo, por' debajo.del valor men=-
c¢ionado se notan on mayor grado efectos distuwrbantes, por
lo que. lo consideramos el 1lfmite inferior para la obtenc;én
de resultados satisfactorios.

No nos parece necesario purificar pre-
viamente la ninhidrina por las razones que dimos més arri-

" bas

.Por otra parte, ho hay que olvidar que,
de acuerdo a lo dicho en § 4,11 mamos a correr paralelamen
te, esto es, en la misma hoja, testigoes y desconocidos,y -
que las condiciones del revelado han de gser entodées pare=-
Jas para todos.

No hay ma&or discusién en cuanto a 1la
ventaja de bailar los electrogramas con la solucidn Pavela-
dora y no rociarlos con ella., Ls evidente que se.ganaas{
en homogeneidad y esto es importante puesto que el resule
tado saldrd de la comparacién de las manchas obtenidas. =
Aunque a primera vista parezca lo contrario, el censume de
reactivos no es mayor. Para batiar una hoJa de papel de
200 em2, se necesitan no mis de 4 ml. de solucién de.ninhi
drinae.

La reaccidén entre ésta y los aminodcid’
dos en el papel se produce en frfo, de modo que la técnica

m4s sencilla y de menor riesgo para un método cuantitativo
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ha de ser dejaf:;a hoja en la oscuridad durante el tiempo
necesario para‘Queﬁias manchas adquieran la mfxima intensi.
dad de color. Aquél, segin dijimos ya, depende de la tempg
ratura. Dejando .la hoja de papel baflada con ninhidrina a
una temperatura amblente de 10 a 15°C el punto de méxima
intensidad se produce a las 18 horas aproximadamentes A =
25°C el lapso se reduce a unas 10 horas mfs o menos. A 37°
se consiguen manchas muy intensas al cabo de 4 6§ 5 horas.
A 90°C hay pleno color despuds de 5 minutos. #Pero ya dijg
mos que se ha comprobado que el calsntamiento ocasiona una
destruceién parcial del aminodcido. Iimitémonos entonces
al uso de la operacifn que engendra menos peligros: el reve
lado a temperatura ambienée. Con é11a hemos obtenido. los
rosultados_satisfactorlos que m&s adelante damos a ©onocer.
Resumienfio, la tdenica que hemo; adop=
tado en 1lo que se refiere al revelado comprende el uso de
una soluc16n de ninhidrina al 0,1 g/100 ml, en acetona, -
con esa solucidn se bafia el elactrograma, el cun; luego se
deja durante 18 horas en la oscuridad. Al cabo JE dicho =
lapso se procede al delinsado de las manchas resulﬁantes.
Esa operacidn se deseribe a continuacién.

4,13 Dalineado. Ya hemos anotado que no consigte nés
que en marcar con l4piz el borde las manchas puestés‘de mg
nifiesto mediante el revelado. Sin embargo, en lo quo se
rofiere a fines cuantitativos es una fase deiicada de la -
detorminacién y es en élla donde a nuestro juiclo se come-
-~ten los errores de mayor magnitud. Estos pueden aminorar-
se en mucho aplicando una técnica c- nvencional de delineado
aconsejada por la préctica y que se _logra fﬁcilmente con al

guna experilencila.
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Como es 18gico, el aminofcido ocupa deg
pués de la separacifn en el papel un 4rea bastante mayor ¢
que la que abarcaba al ser gembrado...Al difundirss, los b
bordes de la mancha, bien netos al principio, van perdien-
do gradualmente esa cualidad. -lLa muncha revelada de un a-
minofcido presenta, ya lo hemos dicho, una zona central de
gran intensidad de color y una faja qur la rodea en que el
color es mis tenue. Nuestra experilencia indica que en la
mayorfa de los casos la zona interna adopta formas mubho -
més regulares que la faja adyacente. s en &sta, en cambilo
donde aparecen irregularidades debidas a arrastre, difusidn,
ot%. Parece carrecto pensar entonces que umna estimacibén -
del frea de la mancha deba dejar de lado todas esas varian
tes eventuales y considerar en cambio como &rea efectivag -
de la mancha la ocupada por la zona central mfs intenga, -
La experiencia no ha hecho mis que confirmar esa suposicién.
También la experiencia nos indica que es en la zona de co-

» lor intenso éonde estd ubicada la mayor parte de la masa -
del migrante. En la faja externa en camblo, la cantidad -
de aminofcido parece ser muy baja, ocupando a pesar de ello
una gran superficie, Otra razfn mfis para no tenerla en cuep
ta al hacer la planimetrfa.

‘ Para conseguir una mejor visugliz?ciﬁn
de las dos zonas mencionadas es conveniente.coloqar la ho-
ja a delinear sobre una placa-de vidrio deSpulidB tras de
la cual se ubica una fuente luminosa intensa y trabajar en
un cuarto oscurce. Observando cuidadosamente. la Pancha'se
llega a distinguir una 1lfnea imaginaria de separacifn que

se marcha con un lApiz de punta fina. Ia figura'resultante
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debe adoptar una forma circular o elfptica, lo mfs regular
posible: adaptarse a las aparentes irregularidades de la -
mancha es fuente de graves errores. ks ffeil, entonces, -
con alguna experiencla, lograr delineados reproducibles.

4,14 Medicifn planimétrica. La filtima etapa de la tég
nica de evaluacidn que consideramos consiste en la estimae
clén de las 4reas de las manchas producto de la electrofo-
Tesis en papel, mediante el planfmetro.

Son conocidos el mecanismo y las bases
tefricas del funcionamiento de ese aparato. La fase técnl
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 1lipiz en el borde ya dellineado, el punto de
partida y llegada del extremo mSvil del planfmetro y final
mente recorrer, en el sentido de las agujas del reloj, la
circunferencia que rodea a la mancha, el nimero de veces -
que sea necesarlo para obtener valores similares (planime-
trfa indirecta). No es necesario ajustar el planfmetro pg
ra que d& valores en centimetros cuadrados: como solamene
te hemos de comparar las 4reas obtenidas, sus magnitudes =
pusden expresarse an unidades arbitrarias.

Un sistema que da resultados aceptables
a nuestro Jjuleclo es dar cinco vieltas a la mancha con el -
planimetro para cada estimaciSn; sacando el promedio, repi
tiendo-tres veces la operacldén y promediando nuevamente es
como hemos logrado, salvo indicacién en contrario, los da-
tos que aparecen en las tablase.

Una de las variantes que heros intenty

do sobre la técnica tal como se acaba de describir, es lls
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var a cabo la planimetrfa sobre la mancha sin delinear (plg
nimetr{a directa). Pensibamos con ello eliminar ese erpor
fijo y definitivo que puede cometerse al medir el frea de
‘una mancha: delineada imperfectamente. Sin embargo, los -
resultados muestran que la planimetrfa directa da, para una
misma superficie, valores muy desparejos, jor 1lo gue no re
sulta convenliente. Ante el problema de no poder repetir -
al cabo de un tiempo esas determinaciones directas (puesto
qus el color provisto por la reaccién con la ninhidrina es
ef {mero) se sacaron coplas fotogréficas de algunos electrg
gramas. También dbuscdbamos con eso corroborar la afirmado
por Fisher y colaboradores (53) de que los bordes de las -
manchas pueden hacerse mis netos sacando copla fotogrifica
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
sorvar asf las manchas sin delinear parua la estimacién re-
petida de sus f4reas.

4,2 Parte exgerimental.

Veamos ahora la parte experimental de
la que son fruto muchas de las consideraclones que antece-
den. Si bien algunas de las esperiencilas menclonadas han
suninistrado resultados dispares, presentan interds en cuan
to al aporte que significan para la caracterizacién y afing
do de la técniea definitiva.

‘Las 1remos tratando en el orden en que
aparecen sus representaciones en los graficos 4,1 a 4,9 ¥
tomando en cuenta al m3dmo tiempo sus resultados que pueden

verse en la tabla 4,2,
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Las oxperiencias se rcalizaron en la si
gulente forma: en una faja de 32 por 10 cm. de papel dé'fil
tro Whatman n® 1 apoyada sobre una placa de vidrio se depg
sité,en cada uno de cuatro puntos marcados, un microlitro
de una mezcla de 4cidos glutimico y aspirtico de cada una
de las sigulentes molarldades: 0,05; 0,075; 0,10 y 0,15.

La separacifn se efectul en un electrg
lito de 4cido acético-acetato de sodio de pH 4,55 y fuerza
iénica 0,050; la diferencia de pot;hcial.aplicada fué de -
450 voltios de promedio {experiencias 100 a 103 y 106 a 110)

Algunos ensayos difirieron levemente:
uno se efectud a pH 4,35 (experiencia 98); otro, a 700 v&i
tios (exp. 99) y dos, con agregado de cloruro de sodio al
electrolito (exp. 104 y 105). Las corridas duraron dos hg
ras, al cabo de las cules se bofié la hoja con una solucidn
de 0,1 g. de ninhidrina en 100 ml. de etanol de 95}%. Lug
go de la dejé a temperatura ambiente durante 18 horas, al
cabo de las cuales se delinearon las manchas con  lapiz so-
bre una fuente luminosa. Una vez realizada la planimetria
las manchas resultaron tener las freas quse, expreqfdas en
unidades arbitrarias, se ven en la tabla

Las representaciones gréficas de esos
valores en un sistema de coordenidas en que las abscisas son
@l logaritmo de las concentraciones expresadas en molaridgd
¥ las ordenadas las dreas; en unidades arbitrarias, dan cur
wvas de formas variables que Se apartan de la recta que o=
ra lo esperado de acuerdo con la literatura citadg. En o=
fecto, del total de trece experienclas (gréfico 4,1; 4,2 ¥
4,3) y salvo dos o tres que disron relacién.lineéi entre -
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las variables, las demfs difieren mis o menos de esa rela-
cifn: algunas con tres puntos en lfnea y el cuarto mis o ;
menos alejJado y otras con sus puntos alineados en forma de
S5 de mayor o menor curvatura.

La aplicacidn de la férmula propugnada
por Pisher y colaboradores (52) a los mismos resultados no
proporciona mejofes aproximaciones que el método gréfico.

Por si estas diferencias fueran debiQas
a poca nitidez del borda o escasa frea: de las manchasse.-
ensayd, en primer lugar, revelar con ninhidrina en solucidén

mfs concentruda un electrograma obtenido en condiciones.a-
nilogas (exp. 111, cuye curva se incluye taubién en el grf
fico 4,3). La tentativa no di6 rosultados mfs satisfacto-
rios que los precadentes, )

En las experiencias 112, y 113 se tra-
té de lograr manchas mis grandds depositando el doble de -
la cantidad de solucidn de aninodecidos usada hasta entonces,
La siembra consistid en depositar dos veces en cada punto
un microlitro de las soluciones mencionadas. Ld{mayor'cag
tidad de solutos aplicada hizo necesario extendez‘el tiem
po de corrida a tres horas para conseguir una bu;na'resolg
cidn. Las demis condiciones fueron idénticas. Anfloga -
fué 1a experlencia 114, salvo que el reactivo revelador tg
nfa una concentracifn de 0,2 g. de ninhidrina en 100 ml. de
etanol.

Cowo también los resdltados'dg estos en
sayos (grdrico 4,4) se alejan de la recta-espera&a y con el
ob@aﬁﬁfﬁé descartar errores de estimacién del irea ocasio-

nados por la manera de delinear la manchas, se procedi a
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estudiar otros tipos de planimetrfa aplicados a estos nise
moS ensayos.

Llamurenos indirecta a la planimetrfa
tqus hemos venldo mencionando y que, como henos dicho inclu
ye el delineado previo de las manchas realizado colocando
1la hoja que las lleva sobre una placa de vidrio tras la -
cual se ublca una fuente luminosa. &n este caso la plani-
metrf{a no consiste en otra cosa que seguir la lfnea marca-
do previamente con 14piz, ista lfnea puede denotar el bor,
de de la zona . de mayor intensidoad de color y entonces da =
luzar a lo que llamanos planimstrfa indirecta interna o -
bien el de la faja menos coloreada, es decir, el borde ex-
terno de la manchas y éntonces la planimetrfa es indirecta
externa.

E1l otro procedimiento empleado es el -
que llemaremos planimetrfa directa, que consiste ep reco-
rrer el borde la mancha sin delinear con la puntolﬁﬁvil del
planfmetro. i&so puede hacerse sobre el papel iluminado por
transperencia y-on ese caso existe la posibilidad de llevar
a cabo también una planimetrfa interna o externa,’ segfin se
considera el borde de la zona nds densa o el de ih faja que
la redea. -

Una variante de esta planimetria direg
ta consisté en realizarla sobre coplas en papol fotogrifi-
co del electrograma. ara obtenerlas hemos 1mpr;sionado -
el papel colocdndolo sobre la hoja de papel de filtro ubi-
cada como en los éasos anteriores; el tiompo de ?xposicién
y las condiciones del revelado fotozrifico se deterninan -

enpiricamente con unos pocos ensayos. El papel impresiong
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do presenta a los solutos como menehas blancas sohre fondo
negro. bn este caso resulta un poco diffcil determinar la
1inea imaginaria entre las dos zonas por lo que nuestras
estimaciones se reducen al idrea externa de la manchas. Los
requisitos mis importantes ue debe reundr una fotocopia
del tino mencionndo son que el 4rea de las manchas no sea
demasiado ehica y que el borde sea neto. Ambos factores -
se fiscalizan en parte wariamdo el ennegrecimiento del fon
do, esto es, el tiempo de exposicidn y la intensidad de la
fuente luminosa.

£1 andlisis de las manchas provistas -
por los ensayos 112, y 113 en diferentes formas de :plani=-
metrfa (préficos 4,5 y 4,6) no pernite decidir por el mo-
mento cual de 4stas es la mis ventajosa, ya que con todas
ellus se obtienen curvas que aparentemente pertenecen a la
misma familia pero cuyos puntos no estin en linea ;edta. -
Sin embargo, una ventaja manifiesta de la planimetrfa indi
recta que nos indujo a adoptarla es que permite fijar el bor
de de las freas en forma permanente, yg que la coloracién
obtenida con la ninhidrina desaparece muy pronto.

En cuanto a las medidas planiﬁétricas
sobre fotocopias, comparadas en el grafico 4,7 con las e-
fectuadas sin ese artificio, muestran una mayor aﬁroxima-
cifn a una funcidn lineal, Bsta observacidn coiecide con
la ya mencionada afirmacién de Fisher y colaboradores de -
gque el borde de las manchas aparece mis neto, lo que pernl
te efoctuar estimaciones mids exactas.

S5in embargo, esta ventaja no nos pare-

ce de suficiente magnitud como para compensar la complica-
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cién téenica que significa, por lo cual noc la hemos conti-
nuado aplicanl 0.

Hemos ensayado en camblo otras modifi-
caciones en la técnica que se detallan a continuacién.

Un ensayo fud modificar la técnica de
gienmbra, no depositando la mezcla a separar sobre la hoja
de papel de filtro apoyada sobre una placa de vidrio sino
manteniéidola suspendida en el aire mediante el ajuste de
sus extrenos a un soporte.

Lse artificio permite, como hemos di-
cho ya, depositar una cantidad mucho mayor de aminofcidoc
sin que &ste ocupe por eso una superficie més amplia. .L;
alta concentracién hage que el delineado sea més fdeil de
efectuar debido a una nayor densidad de color y nitidez -
de los bordes, porque al sembrar sobre el papel sin apoyar
¥y a pesar de la difusién natural en toda corrida d&ectrofg
rética, que estd estrechamente ligada a la fuerza ifnica -
del electrolito, se evita la difusiéa "in situ", en el mo-
mento de positar fha mezcla.

Con esta variante en la técnica se efeg
tuaron las experiencias posterioros.

‘La primera de ellas (exp. 115) es anflo
ga a todas las anteriores salvo que se sembré de %a manera
citada. L1 drea de las manchas gue se obtienen asf es muy
pequeiia. f

Ensayos efectuados coi mayores cantidg
des, algunos de cuyos resultados representamos en los gréi-

ficos 4,8 y 4,9, fueron efectusdos senmbrando dos y tres mi

#¢rolitros en cada punto y sus &reas delineadas fueron medi
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das por sus bordes externoc e interno. Da estas curvas po-
demos deducir que por el aumento de la cantidad de aminof-
cido depositada se consigue una gradual aproximacién a la
relacidén linealy, hecho atribuible a que la técnica de siep
bra ha permitido hacer mayor el Area de la marnicha conser=
vando los bordes nitidos.

Con los dos gréficos precedentes pode
mos apreciar también que el tipo de delineado interno pro-
vee de una. mayor uniformiiiad en losresultados que el exter
no. IBn ésteg ademfis de la posibilidad de cometer un error
de lectura ocasionado por la irregularidad de los bordes,
es fhcil otorgar a_;a nancha un frea superior a la que reél
nente tiene, dado que es ql;hqg@e de la faja externa el que
presenta los conocidos efecto;_de arrastre ("trailihé") y
difusién. El arrastre es mis intenso a las mayores concég
traciones como puede comprobarse empiricamente. Es enton-
ces en la mancha mfs grande donde es f£4cil comoter un error
por exceso atribuyendo a la mancha un 4rea que no tiene.

Hablendo llegado a este punto de nuese
tra bisqueda es necesario hacor algunas consideraciones sg
bre el médtodo ensayado..

la cantidad de ensayos realizada, va=
riando condiciones de corrida y formus de interpfetacién,
sin lograr mis que &n 1imitadas ocaslones un.reghltado nés
o menos efectivo y mediante sistemas diferentes hace que
nos parezca nuy diffcil encontrar un artificio que permita
mayor;constahcia en los resultados por 1o que consideramos
este punto como el 1limite técnico alcanzado, el gque, sin =

embargo, dilsta de ser Ssatisfactorio.
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Tampoco tuvieron éxito los ensayos lle
vados a cabo en el sentido de encontrar una férmula comin
que diora la ubicacién de cualquiér punto de una escala de
concentraciones de un electrograma en funcidn de otros dos,
cualquiora fuera la relacidn existente entre 4rea y concep
tracidn. Aceptamos por ello la vigencia de una relacién -
logarftmica entre esas dos vuariables, similar a la que se
ha enccntrado que existe en cromatograffa en papel.

Los inconvenientos, ya anotados, de una
estimacidén grifica del tipe ensayado, nos llevaron a buscar
una solucién de tipo analftico.-

En efueto, si aceptauos la relacifn lg
garftmnica encicnsda y consideramos la cwrva representasida
de esa relacidn, podemos llegar a reemplazur, siquidga a-
proximadamente,un trozo de esa curva por una recta, si los
puntes que la determinan estfn suficientemente cercanos, =
Si experimentalmente determinanos esos dos puntéé y el va-
lor en una de las cocrdenadas (4rea) de un tercero intermg
dio a las de los &tros dos, podremos conocer, g%acias a la
suposicién mencionada, el valor corresporxiiente a este dlti
mo punto sohre la segunda cocrdenada (concentracidn).

_Esto que parece de una escasa aproxima
¢idn, pucde valer si tomanos puntos de referencig lo mis -
carcancs posible, sl tenemcs en cuenta la escasa curvatura
de la linsa que representa la relacién exsdtente entre 4-
rea y concentracilén y los errores comparstivamente mis gran
des qile se comoten ineludiblemente en el proceso preparati
vo de la hoja de papel ya planimetrada.

Los que hicimcs en la prfictica fué cop
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probar la validez de ese razonaniento en una disposicién en
ciorto modo invercsa, de las cosas§ parque tcmanos como nan
cha testigo, proveniente de una solucién de aminofcido de
concentracidn conocida, a la intermedia. Las otras dos, de
freas lo mds cercanas posible a la de la anterior pero una
mds grande y otra mds chica, debfan provenir de la solucién
de concentracidn desconocida.

En resumen, la siembra se circunscribia
as! a tres puntos: aj, 8s ¥ b; en solo uwio da ellos conociy
mos la cantidad de aninofeido depositada: C,, pero la relg
cidn que ligaba sus concentraciones era Cal 4 Cb £ Caa.

Una disposicién tal exigfa la prepara-
cidn de dos soluclones del desconocido, 8¢ se querfa depo-
sitar el mismo volumen de 1lfquido en cada punto del papel.
Para evitar eso, parecfa iitil llegar a comprobar si la siepm
bra de volimenes difercntes podia modificar de por sf el tg
maiio de la maneha resultanto, aparte de la variacidn causg
da por la diferente concentracién. En cromatograffa en pg.
pel ¥y en general en las tdenicas do sembrudo sobre el papel
seco, estd comprobado que el volumen de solucidn deposituda
no tiens accién sobre el drea de 1la mancha final si se tig
ne la precaucidn de sembrar en pequeiias prociones y secane
do el papel en los intervalos. Pero la téenica adoptad'a -
por nosotros trabaja con el papel hinedo y no podemos vae-
lernos del artificlo mencionadoe.

Iabfa entonces que ensayar oxperimen=
talmente agquella influencias. iso se efectud en los cnsa-~
vos 118 a 124 y 122 a 134.

Las condiciones experimentales fueron
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anflogas a las de ansayos anteriores, lo mismo que el papel
y ol nétodo de trabajo. La siembra se hizo on tres puntos,
depositando en ellos con una pipota de capacidad aproximadg
mente igual a 3 microlitros: 9 microlitros de solucidén de 4-
cido glutdmico 0,05 M; 6 microlitros de 0,075 M y 3 microli-
tros de 0,15 M. Bs deeir, estimfbamos la influencia del voe
luren de solucién depositado, colccando cantidades diferen-
tos de soluclones de concentraciones también diferentes pero
equivalentes a la midma cantidad absoluta da aminodcido: ==

22,07 gamas.

TABLA 4,2)
Areas corresponiientes a 22407 ganas de 4cido glutdmico depg:

sitadas: A) en tros concentraciones diferentes ¥ B) en tres

concentraciones i\guales, soparadas en iguales condicioms.

A B

AREA (4 arbitrarias) | MEA (T arbitrarias)’

Expe 9 mic. 6 mic. 3 mice. |Expe
nt 0,05 M4 0,075 0,15 M| ne 3 microlitros de 0,15H

119 30,87 20,80 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 28,37 |131 28,80 28,93 20,53
122 26,27 25,68 28,13 | 132 32,5683 30,60 31,80
123 31,27 31,47 32,07 | 133 34,13 33,87 35,80

l2a 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 superficiey demuestra

que las diferencias entresllos (A), son del mismo crden que
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las que existen entre los obtenidos sembrando por igual 3
nicrolitros de glutémico 0,15 M (22,07 gamas/microl.) en -
cada punto. En consecuencia, el &rea de las manchas resul
tantes no depende en la técnica hineda de siembra y dentro
de los 1fmites ensayados, del volumen de solucidn sino de
la cantidad absoluta de aminodcido depositada.

Medlante esta comprobacidn fué posible
llegar a efectuar las primeras evaluaciones de 4cido glutj
nico que, partiendo de una siembra sencilla, dieron resul-
tados bastante aproximados.

La serile de experiencias 122 a 123 cong
tituyen el ensayo experiemental de ese criterio. En élla
se separ8 el glutdmico por electroforesis en las condiciones
de costunbre. La hoja de papel de filtro de marc$ en S pun
tos separados de los bordes y entre sf por una dﬁistaneia de
2,3 cme kn ellos se depositaron diferentes soluciones de
clorhidrato de 4cido glutémico ( *) en la cantidad y concen
tracidén que se indica a continuacién: punto 1, (a): 9 mi-
crolitros de solucidn 0,05 M (7,36 g/1); punto 2, (b): 6 m
nicrolitros de 0,075 M (11,04 g/1); punto 3 (cS: 3 microl}i
tros 0,15 M (22,07 g/1); estas -tres hacen de testigo; pune
to 4: 3 microlitros de solucidn de glutfimico 0,10 M (14,71
g/1); punto 5: 6 microlitros de la misma solucién que supg
nemos desconocida y cuya concentracién (14,71 g/1) intentg
nos confirmare

La siembra se realizf con una fnica pi
peta capilar aforada a 3 microlitros y por la téenica himg
(* ) lonoclorhidrato de 4cido glutidmico Pfanstiehl, P.F.

202 - 2040C, 3 Auiio-nitrégeno 7,36 %; Humedad 0,15 %3j Cenl
zas 0,2 Z. “
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day sln apoyec. Las manchas puestas de maniflesto mediante
una solucién acetédnica de ninhidrina de 0,1 g/100 ml., se
delinearon en la forma indirecta-interna descrita antes, =
La planimeotrfa consistié en dar por 3 veces 5 vueltas al
perimetro de cada mancha: y promediar.

Bl ¢dleulo de la concentracién de 1la 50

lucidn supuesta desconocida se realizdé mediante la f£érmula:

donde: P = masa de aminofcido testigo sembrada (gamas)
A = drea de la manchas testigo de aminofcido (unidg
des arbitrarias). “
4y = frea de la mancha menor del desconocido (unidg
des arbitrarias)e
A, = Area de la mancha mayor del desconocido (unidg
des arbitrarias),
U, = Volumen de solucién senbrada para obtemer Ay
(nicrolitros).
U_ = Volumen de solucién sembra para obtener Ay (=1
erolitros).
Los resultados se obtienen en gamas/microlitros o, lo que
es lo mismo, g/1 de glutémico y son los que se ven en la i3
bla 4,22.-
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los datos finales de la concentracidén
supuesta desconocida (cm) estdn calculados aplicando en la
férmula el promedio de las 4reas de los testigos. (Am)'. Pug
de verse que, para un tefrico de 14,71 g/1, el férmino me-
dlo obtenido es bastante cercano y la desviacién standard
suficientemente pequefia. S5in embargo, haciendo el anflisis
estad{stico de los datos de las columnas C,, Cpy Ce Vemos
que los de esta dltima (T.Me =z 15,32; 0= 1,29; V = 8,4 %3
R = 15,32 £ 1,29) tiensn un término medio apsnas mis apro=-
ximado que el otro pero una desviacién stadard bastante mg
nor. Lso puede interpretarse como que 3i bien las 4reas -
testigo obtenidas mediante siembra de diferentes volfmenes
son aproximadamente iguales, la siembra mis conveniente con
siste en depositar el menor volumen de 1a solucidn tsstigo
mis concentrade (C,).

En atencidn a eso se realizéd una segun
da serie ds ensayos cuantitativos respetando en'lfneas ge-
nerales la tdcnica y disposicién de la anterior pero c¢on -
algunas variantes: el testigo se senbrd en forma de 3 nicro
libros de solucidn 0,15 M en 3 puntos de 1la hoja; se us =
como desconocido una fraceién de la solucién 0,10 M anterior
que se habfa conservade (en heladera y bajo capa de toluok)
nientras se efectuaba la primera serie. La tabla 4,23 mueg
tra-que el férmino medio es sensiblemente anflogo al ante-

rior pero que la desviacién staddard ha disminufdo mucho.
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Se imponfa, en vista de los buenos res
sultados obtenidos efectuar un ensayo mis amplio, con va=
lores del desconocido que en lugar de ser de 14,71 g/l co=
mo el del anterior, abarcaranun rango relativamente grande
de concentraciones (de 12,21 a 21,09 g/1).

Tal fud el objeto de la seris de expo-
rienciaos 135 a 155, en la quo se ensay$ una escala de S cop
centraciones de fcido glutimico frente a un mismo testigo.
Este tenfa una concentracidn de 22,2 g/1 y las soluciones
de la escala, que numeramos del 1 al 5: solueién n2 13 --
12,213 n? 23 14,43; n® 3: 16,65; ne 4: 13y87; n? 63 21,09
g/l. La escala presenta la caracterfstica requeridaj que
la mancha de 3 microlitros del testigo sea de 4rea intor-
media entre la de 3 y 6 microlitros de desconocido.

Se realizaron 4 8§ S ensayos, ;egﬁn-log
casos, con cada uno de 8&sos valores, -

Las exneriencias ‘135 a 148 son simila-
ras a las de la serie anterior: tres siembras de 3 microlj
tros de testigo, una de 3 microlitros y otras de 6 mieroll
tros del desconocido. Los cdlculos se efectian tomando en
cuenta el 4rea individual de cada testigo y ademis el drea
promedio (tabla 4,24).

Las experienclas 149 a 154, en cambio
muestran una variante: las siembras del testigo son solo -
dos pero se efectfan dos siembras de 3 microlitros del deg
conocido, adenis de la acostumbrada de6 microl. (tab.4,25).

La excepcidn de este grupo es la expe-

riencia 155, con dos siembras testigo, una de 3 microlitros
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del desconocido y dos de 6 microlitros del mismo (tabla -
4,26)s En estas dos filtimas series de experiencias, al a-
plic.r la f6érmula para calcular concentraciones obtendre-
mos cuatro datos provenlentes de la combinacién de dos va-

lores de Area testigo y dos de desconoeido menor.
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TABLA 4,27,

An&lisia ootadfntico de los rosultados ingividusles de las tablas

129

| Bxps | Valores individualos . « Rosultado {Rosult,|V .
nv 4 exporinental| tedrico((#) Oy
-1 1T ¥ Ty ﬂ’ﬂ”ﬂﬂaﬂﬂmﬂﬂ.Sﬂ.‘ll.B'..ﬂ-ﬂ-uﬂ’ﬂ-ﬂnlﬂﬂi.ﬂ‘-.ﬂ-ﬂéﬂﬂa-ﬁ.ﬂ.'.’ﬂﬂ.nﬂ.ﬁ.’._ﬂ-
1| 135 11’873 12,00' 12'04
136 | 12,08y 12,545 14,03
137 | 12,53; 12,64 |
138 14,04; 12,815 14,37
239 | 12,03; 13,003 14,07 _
nsl4; Tl = 12,86 0,90 | 12,8620,90 | 12,21 |7,2 | 0425
2| 140 | 24,705 14,903 24,74
|14 | 15,214 14,53; 14,53
142 13,343 14,303 14,40
nali T 14,55 0,73 1’4,85;0973 24443 (4,9 (021
3(143 | 265135 16,215 27,34
| 144 | 17,113 15,753 15,57
155 | 16,393 16,695 16,393 16,69
150 | 15,67 15,985 16,675 17,21 |
n e 145 Tk = 16,43 0,56 | 16,43%0,56 | 16,65 |3,4 | 0,16
4(145 | 17,735 16,35; 17,67
151 | 174633 17,925 16,23
152 | 18,665 17,345 18,88y 17,55 |
ne 14 Toliy = 17,91 0,65 | 17,91<0,65 | 18,87 [3,6 | 0,18
5| 147 | 18,014 19,005 18,47
148 | 19,693 19,435 18,40
153 | 17,985 18,465 19,445 19,95 )
154 18,02; 20,253 17,843 20,04 ‘ '
N m 14’ P =» 18,93 0,86 18@93;0’86 \'h 21’09 4.5 0’24

¢ « dosvinoidn standard = VZ&Q/n-l y dondo "d" en la diferoncia entre lca
valores individuales y ol tdrmino medio (Tyl,) ¥y "n" as ol nimero de -
valores individualos,

V = Cooficionto do variacién e

Tells

.

e« 100 %-

(y = Doevincidn standard del términe modio = (Y/\[n_l‘
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TABLA 4,28

Andlieis ootadfotico do los promedios do las tablas

lxp, FPromy s ‘Resultado Resultado v 5
n®  indiv, ' axporimantal tadrigo (%) "
.ﬂ'ﬂm‘ﬂﬂﬂ--.--.ﬂﬂﬂﬂﬁ-“-nﬂaﬂﬂ”-ﬂlﬂﬁﬂﬂﬂﬂ.ﬁ'ﬂ“ﬁ’.“'unﬂu-“-.Gﬂﬁﬁﬂﬂaﬂaﬂﬂ'.ﬁ-n
1 135 11,97
136 12,88
137 12,59
138 13,74
139 13,03
n = 355 Telan12,84 0,65  12,8430,65 12,21 5,1 0,33
2 140 14,78
141 14,76
142 14,01
149 15,59
nedsy TuHa=14,T9 0,57 14,79 ;‘0157 14443 3,9 0y33.
3 143 16,56
144 16,14
155 16,54
150 16,43 _ .
nmdy Tyl,ul6,42 0520 16,42 = 0,20 16,65 1,2 0,12
4 145 11,25
145 18,‘30
151 17,93
152 18,11
nedy TuUelT,90 0,46 17,90 = 0,46 18,87 2,6 0,26
5 147 18,49
148 19,17
153 18,96
154 19,04




1]

Comparando los datos proviatos por ame-
bas pablas entre si se deduce: a) que el cflculo basado en
los promedios es més aproximud6%§3 de los valores individug
lesy
b) L, estimaciones tienen un punto de mayor aproximacién
al valor .real cuando el desconocido presenta una concentrg
c1én vecina a 16,65 g/l. Por debajo de ese valor, los datos
experimentales van aumentando levemente por sobre el realj
ol limite inferior de concentracién a estimar serd aquel -
que provea de una manchacsdel desconocido que no sea demasig
do pequefia y por ende de bordes tan difusos que la estima-
eién de su 4rea se haga incierta, Por encima del valor mep
cionado de 16,65 g/1l, el apartamiento del valor real es ng
yor y ya para concentraciones de 21,02 g/l. es tan grande
que hay que considerar que el lfmite esti por debajo de ese
valor y aproximadamente en 19 g/1;
¢) los valores de la desviacidn standard son también més bg
Jos a la concentracidn Sptima mencionada. bLn este sentido
quizd convenga aclarar que las desviaciones standard calen
ladas dan ldea del apartamiento de los valores individuales
del término medio experimental, pero no del valor real de
concentraciéne.

Mejor idea de l1a dispersién de los re-
sultados dan los valores del cosficiente de variacibdn Vy; sg
gln los cuales venos que aquella es mayor a concentraciones
de la escala menores de 16,65 8/125
d) la dispersién de los valores del término medio (desvia-
eién standard media) es escasa y muy similar en todos los

caso0s$
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@) E1 sistema consistente en sembrar dos manchas de testi-
go, dos del desconocido a menor concentracidn y una del deg
conocido a mayor concentracidn parece proporeionar una mae
yor aproximacifn a la que provee de tres de testigo y una
de cada desconocido. (comparar experiencias 145 y 146 con =
151 y 1523 y experiencias 147 y 143 con 163 y 154), Pare-
ce 16gico que asl sea, pues es en la mancha menor del deg-
concdido donde se cometen los mayores errores de delineado
y estos se subsanan en parte con el duplicado. En cambio,
no parece ser necesario duplicar la gran mancha de 6 mierg
litros de desconocido, puesto que los valores obtenlidos -
con dos manchas de esa concentracién (experiencia 155) re=
sultaron iguales.

E1l anflisis precedente lleva a las aie
guientes conclusiones:

El conjunto de téenicas adoptado dee
muastra ser suficlente para dar estimaciones bastante aprg
ximadas sin necesidad de corridas de réplica y afin en una
sola corrida con solamente cinco manchas de aminofeidoy in
cluyendo testigo y desconocidos

La disposicién serf la siguiente: dos
manchys de testigo, dos manchas menores del desconocido y
una mancha mayor del mismo.

Los volfimenes sembrodos de solucién -
testigo y desconocidos menor y mayor han ée estar respoCe
tivamente en la relacién 1:1:2. Para una concentracilén de
testigo de 22,2 g/1, el desconocido conviens que tenga una

1o m4s cercana posible a 16465 g/l. y que no sea menor de
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12 ni mayor de 19 g/l. Esa concentracidn de tesgigo parece
ser el limite miximo admisible en las condiciones en qus se
efectfia la electroforesis. Mayores comcentraciuvues y por
ende &reas mayores implicarfan el uso de hojas de papel mfs
anchas asi como modificaciones en las dimensiones del apa-
rato. En este sentido, nos linltemos a dar condiciones de
utilidad conmprobada.

Consideramos aceptables las restriccig
nes impuestas si se piensa que con ellas se evita una ta-
rea tan tediosa como es efectuar 10 a 20 experiencias de ré§
plica,

Ensayos realizados aplicando la técnica
propussta a hidrolizados clorhfdricos de gluten han mostrg
do su viabilidad. HNo hay diferencias notables entre las
manchas obtenidas de soluciones puras ¥ las de esos hidro-
lizados, aungue varece importanie que el pil de la solucién
a valgrar pua preferentemonte, fcido. En este sentido dado
el medio regulador en gue se efectfia’ la experlencia y la -
mixima cantidad de hidrolizado depositado, no parece nscesg
ria su neutralizacién previa, lo que significa una pequsiia

ventaja sobre las técnicas cromatogrificas en papel.
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5.- Conelusioneg
Métodp do determinacién adoptado

De acuerdo a lo que antecedo, podromos
establecer las condiciones de una detorminacién de §cido -
glutimico separado previamente por electroforesis en papel.

Las caracterfsticas de esa separacidn
se dan en § 3,4j falta completar el aspecto cuantitativo -
de la tdenica.

‘Una hoja de papel de filtro Whatman ne
1 © equivalente de 32 x 14 cm. se marca con 1lépiz asi: en
su linea media transversal, en 5 puntos distantes 2,3 Ch.=
entre af y de los bordes del papel; también on 1fneas trang
ver:sales ublcadas a 4 y 1 cm. de cada uno de los extremos;
en uno de &stos, con un siggo indicando la polaridad. La
hoja se baiia luego en solucifn roguladora y se seca parcial
mente ponidndola entre dos hojas de papel da filtro grueso
durante un momento. Despuds, sostenida ﬁnicamen%e por sus
extremos, s¢ depositan en ella: en los puntos 1\& 3: 3 mi-
crolitros de solucidén testigo de fcido glutdmico (22,2 g/1)
en los puntos 2 y S: 3 microligros de solucién éesconocida
de concentracifn 12 < 1656 ¢ 19,g/1 y en el punfo 4: 6 mi-
crolitros de esta misma solueién. La hoja se ugica luego-
en el aparato y alll se la deja, tapada y con sus extromos
sumerg;dos en ol clectrolito de los vasos, durante unos 15
ninutos untes de hacer pasar la corrlente, Pasado ese. lap
so se lleva a cabo la separacién durante 180 minutos con 3
na fuerza del c¢ampo de 15,3 v/cme., para un regulador de acg

tato de pi 4,5 y fuerza iénica 0,05,
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Finalizada esa operacién, el electrogrg
ma se seca a temperatura ambiente, acaelerando el proceso -
con un ventilador. Una vez seco, se lo sumerge en una soly
c1én aceténica de ninhidrina de 0,1 /100 ml. y se lo deja
a temperatura amblente y en la oscuridad durante unas 18hg
rase Llegado ese momento, se coloca la hoja sobre un vie
drio despulido iiuminado intensamente por debajo y en cémg
ra oseura y por transparencia, se delinea con un 14piz de
punta fina el borde da la zona de mfis intenso color de cae-
da mancha. k1 4rea as? delimitada so estima mediante un
planimetro dando varias vueltas al perimetro y promediando.

La concoentraciédn del desconocido se ob
tiene_aplicando la férmula: A A

Cs ‘__g_(_z,,(_g) , donde
sh AUy U
P es la cantidad de testigo sembrada (expwesada en gqmas);
A, 81 4rea de la mancha testigo (en unidades arbitrarias);
Ay ol frea de la mancha menor del desconocido (unidades ap
bitrarias); Ay al fraa de la mancha mayor del desconocido
(unidades arbitrarias); Uyy o1 volumen de solueién aplicado
para obtener .la mancha menor del ddsconocido (en microli-
tros); Ugy €1 volumen de solucién aplicado para obtener la

mancha mayor del desconocido (microlitros)e.
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