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HISTORIA

La Cromatografia ¢s un método de analisis quimico fundado en
la adsoreion o particién diferencial o seleetiva de substancias qui-
micamente similares en un proceso de contracorviente. (15)

El primero que ln uso fué Tswett, un botdnico ruso, quien pu-
blicd en 1906, In deseripeion de una nueva téeniea para separaecion
de mezelas ecomplejas. (18)

Esta téeniea se basn en fa particion de solutos entre un adsor-
bente sdlido estactonario » una fase liquida movil,

Tswett vertin peguenins cantidades de pigmentos verdes de ho-
jas seecas, sobre una columna de vidrio vertical que contenia earbo-
nato de caleio precipitado, » vertfa despuds solvente puro con lo
que se separaban una serie de bandas verdes v amarillas. Tswett
Hamo a este proceso " Mdétodo Cromuatogratico™ .

Una vez obtenidas las bandas, separd las diferentes poreiones,
yoasi fud como comprobé por primera vez que los pigmentos de las
hojns verdes eran euatro: la clorotila a, la elorofila b, la xantofila
v la carotina.

Desgraciadamente o eromatogratia no siguié desarrollandose,
porque la mayoria de los trabajos de Tswett se publicaron en ruso,
¥ porque ¢l autor por ser hotdnico apenas fué tomado en cuenta por
los quimicos de aquel tiempo,

n 1912 Rogowski v mias tarde Dheré v Vegezz, investigaron
los pigmentos de las plantas por este método.

Palmer, en 1913, y Palmer v Fekles en 1914, utilizaron colum-
nas de adsoreion parn la identificaeion v separacion de los pigmen-
tos de la mantequilla,

Intentaron también la separacion de los pigmentos amarillos
liposolubles de las plantas, Coward en 1924, y von Lipma en 1926,

Tin todos estos trabajos, al igual que ¢l de Tswett, solo se obtu-
vieron eantidades minimas de pigmentos.
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HISTORIA

La Cromatografia s un método de amilisis quimico fundado en
la adsoreion o particidn difereneinl o seleetiva de substaneias qui-
micamente similares en un proceso de contracorviente. (15)

El primero que la usé fué Tswett, un botdnico ruso, quien pu-
blicd en 1906, la deseripeion de una nueva téeniea para separaeion
de mezelas complejas. (18)

Fista téeniea se basa en In particion de solutos entre un adsor-
bente solide estacionario v una fase lHguida movil,

Tswett vertia pequenias eantidades de pigmentos verdes de ho-
Jus secas, sobre una columna de vidrio vertieal que contenia earbo-
nato de ealeio precipitado, ¥ vertia despuds solvente puro con lo
que se separaban una serie de bandas verdes v amarillas, Tswetl
Hamo a este proceso ' Método Cromatogrifico’”.

Una vez obtenidas las bandas, separd las diferentes porciones,
v oagi fué eomo comprobd por primers vesz que los pigmentos de las
hojasg verdes eran cnatro: la clovotila a, la clovofila b, la xantofila
v la earotina.

Desgracindumente la cromatogratia no siguio  desarrollindose,
porque la mayoria de los trabajos de Tswett se publicaron en ruso,
¥ porque el autor por ser hotinico apenas fué tomado en cuenta por
los quimicos de aquel tiempo,

Eu 1912 Rogowski v mis tarde Dherd v Vegezzi, investigaron
los pigmentos de las plantas por este método.

Palmer, en 1913, v Palmer v Eekles en 1914, utilizaron colum-
nas de adsoreion para la identificacion v separacion de los pigmen-
tos de la mantequilla,

Intentavon también la separacion de los pigmentos amarillos
liposolubles de las plantas, Coward en 1924 y von Lipma en 1926

B todos estos trabajos, al jgual que el de Tswett, sélo se obtu-
vieron eantidades minimas de pigmentos.
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Se puede deeir que, en 1931 Kubn y Lederer hicteron revivir
In cromatografin con sus investigaciones, separando los earotenos
de la zanahorin en dos hidrocurburoes isomeros, pasitidolos por v
columna de ixido de ahuminio,

151 caroteno eristalino, spue hor fargos aios habin stdo conside.
rado como nnn substancis Gndea, fuc separado enoalin v beta earo-
tena, Cada ano de éstos 7ud ohtenido al estado de puarezse en canti-
dad suficiente para poder aadizavios por ol mdtode de microcon-
bustion de Pregl.

Fin el misino aio, Kublin, Winterstein v Lederer obtuvieeon por
este métocs fn xantofila eristaliznbe de fas hojas v eonsiguieran ol
aistimiento de las santoribas de ke ovena de hueve,

Daos afios mias turde Kuhn v Bhockmuann losearon tan sepaeaeion
de una tereera fraceion de lus earotenos, amada gama earotens,

Despudés de éstos, muchos donvestipadores comenzaran s traba.
Jarocon este mdctodo eromatogritico, para o separacion v purifi-
cacidn de numerosos campuestos: v tuobicn fa industrin puso al
seance de Jos investigadores, gulsorhbentes s solventes nuevos, de
aplicacion en In cramatosratio,

El perfeceionnmiento de fos midtados o delne prineipafinente a
Winterstein, Zechmeister o Brockmann, que trabajaron mucho so.
hre este fema,

Con ol ticmpo i oo se usd este método salo pari separar colo.
rantes nataeales. sine que seoaplicd o toda ta gquimiea organiea,
analizando AS ]lln'iﬁ('mulu pl‘mlnl'lns \'in!f‘li\'n\, m-imr;\ndu los dife.
rentes produacios de hidedlisis de proteinas, ete., v odundoe o conoeer
muchos compiiestos nuevos.

En 1937 Schwab aplicd por primern ver 1o eromatoeratin a Ia
supxu‘ucidn de jones illHl‘L’{lHil'llN, disueltos on A, dando i conoeer
al mismo tiempo las leyes de da adsoreion por intereambio de iones,

Desde entonees hasta nitestros dins, la cromatogratfi se ha des
arrollado en miltiples direcciones, de tal manera que may pronto
no habrd una rama de faoquimica que no haya empleasdo satisfaeto-
vinmente este procedimionto de separacion,
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METODOS PAPIROGRAFICOS GENERALES

Uno de dos ltimos avances en ol enmpo del andlisis por adsor-
ciom, es la substitueion de las columnas de adsoreion por el papel

filtro. A esta téeniea se be ha Humado  Papirogratia™ o Cromato-
wralin por particion en papel filtro ™ debide a que su mecanismo
st basada en ol prinetpio de parcticion, siendo el papel una fase
terte que sirve de saporte o dos tases Hguidas, una estitiea v otra
mavil,

Originalnrente Scehanhein, en 1861 habia deseubierto ol por 6l
Hamado

“utntlisis capilar’ v opredijo <o futuro como extrenada-
mente Ut en dos mdtodos analiticos,

Después de un Largo periodo de sileneio, Consden, Gorden v
Martin desaieolliiron ol andtodo de la separaeion en tivas de papel
filtro, sepurando ana mezela de aminodeidos por este procedimien-
to. (3a).

IV método gencral consiste e poner una muestra de la subs-
tanein problenr que se vi g sepuarar, en una pequefia area sobre un
papet fitro de grueso v porosidad adecuados.

1 borde del papel se sumerge, por el lado donde se aplied la
muestra, en un liguido, que va o ascender o deseender por el papel
filtro » que o snopaso i dejando en diferentes zonas los constitu-
ventes de la mezela,

Una vez efectuado ol desarrollo, sioex un papirogramua monodi-
mensional, se deja seear al atre o o oo estufa vose revelan las handas
para identifienr los diversos componetes.

In enso de tratarse de un papirograma hidimensional, después
de la primers separacion se deja seear el papel filtro a temperatura
aimbiente, v liego se haee givar 907, volviéndolo a sumergir enoun
solvente adeeunado.

Bl liquido se moveri en direceton  perpendicular al recorrido
del primer solvente,

{
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15} eromatograma hidimensional es comvenieide en mehos ensos,
porgque s ha notado que, en In primcea dimensicn, na siempre .m:
consige una separacion completa, tormamdo dos o s substaneins
anie misnin mancha, debido o gque estas substaneias presentan fronte
aoun determinade solvente el miso By salo al haeer ol desarrollo
en ln sepunda dinension, conun ligquide diferente al de 1 primera,
In separaeion os complet

1 vnlor 11 antes nenetonado, expresa fn velocidid de migra.
eion del solute con resgpwero a fu velovidad con sPlte avansa el solvente,

vose eateula de do sipuente wanern

Inctaneia mvaneada por b banda del soluto
Ry - . . R e
Pristanein svanzeke por el frente del solvente

Se b viste que Tos sadores B son coreteristiens para eada suba.
tunein sioeb desarrallo e e Baga las nosinas condieiones, Sineme
harga, las vartciones det pll coneontracidn, temperatura, ete,, son
Taetores que pricden seditiear o eran eseata ddichos valoves,

Bl desarradla cn todos ostos ens se efvetia en elinuieas eerri-
die, e i caales sedebe mantencr una atmostera saturada vn equi-
lihrio con ol sisternne Hgudo gque e esté usanda parie b separaeion,

Uno de Jos nuovores probdemas, v o colocaeion Jde B maestra,
que debe ser enoun dres Tooomds pegquenia posihle,

o dos eromatogrianas monodinensionades s puede poner lu
mestrit en dos o andis poreiones, unn junto a ko otra, o bhien en forma
de rayn paralels o uno de dos bordes de) papel. Enocambio en los
papiregramias bidineensionales debe ser una sola waneha en una de
s esquinies del pupel, v para esto se ban ideado una serie de pipetas
especinles, que Taeilitan wneho este trabajo o Fiess 1o,

Silas soluciones que hay que analizar son may diluidas, se pue-
de poner ol papel sobre una plancha eadiente para gque ol Lquido
que diluye el problema se evapore constantenente, poniendo la
muestra sobre ol papel por medio de una pipeta eapilar de eseurri-
miento continno, que estd sujeto por unas pinzas aoun soporte.
(Fig, 7).

Desde los tralugjos de Consden v colaboradores hasta ahora, se
hanideado muehos aparatos moditicados, para precisar v lacilitar
e obtencion de papirogramas, v que deseribirenios a comtinuaeion.

Willinms v Kivhy, (3%) deseriben un método que dieen es mis
sensible para la adsoreion de aminodeidos, Consisie en unn tira de
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papel filtro que se suspende con el extremo inferior sumergido en I
solueion. Todo esto se introduce en una cimara para mantener
hmedo ¢l eromatograma,

Se usa papel Whatinann N 1, poniéndolo en Yorma de eilindyo,
sin que cierre completamente ¥ pardandolo en una cajn de Petri. Con
este mismo méodo se pueden efeetunr eromatogramas mono v bi-
dimensionales,

\‘2_
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Un mdétodo sencillo, deserito por Winsten (40), os el siguiente:
Ne unen dos eristalizadores por una varilla de vidrio. En el inferior
se pone la solueidon que sirve para mantener hiimedo el ambiente.
Kin el superior estd ol solvente v al rededor de ella estd una espirval
de alambre con objeto de que la tira de papel no toque el reeipiente,
Se pueden efectuar varios papirogramas a la vez. (Fig. 5).

Steward, Stepka y Thomsen  (28), deseriben un método con el
que obtuvieron resultados mis exactos. (g, 6) .

El papel ex sostenido por un tubo de vidrio superior, y estd en-
i de otros dos tubos también de vidrio, sin tocar el reeipiente
de metal,

— 11—



Longenecker (12) usd un tubo espe.
cinl prea sus eromatogramas,
A Urbaeh (36) se le presentd el pro.

e g blema de que o histamina de exteaetos
iy bioldgicos, adsorbida por métodos erona.

togrilivos en tiras de papel, es tan poea,

gque no se puede identitienr por lox méto-
dos usuales, » entonees habig gque eoneen-
trarla. Con este objeto ided el signiente
dispositivo, (Fig., 7). que ademis tiene la
ventajn de poder aplicar la muestea a
cntoree tivas de papel a Ia ves,

En el procedimiento de’ Rockland v
Dunn (241, se corta el papel filtro de la
manera indicada en la tigura N* 8, v con

una pipeta peguenas seo pone le muestra
‘ I:.&-:’_’;L__ en .\ Se desarrollin el comatograma ha-

ciendo que ascienda el solvente, luego se
T‘\gif 5

seen al aire suspendicviado fa tiva de papel
con un wanehito de alambre en B

Para verificar eromatogramas en eseala mayor se usa el método
dde Woltson y Cohn (410 Para esto se toma un reetingulo de papel

TN

Fig #6

tiltro bastante grande y se le da 1o forma de cilindro. Se unen los
bordes con tivitas de tela adhesivie pero sin que éstos se toquen. De
esta manera se pueden obtener eromatogramas aseendentes bidimen-
sionales, -

_—12



Ma » Fontaine (Lh) usuron este método, con o cunl se pueden
verifienr vronidogramns mong » bidimensionales, EI papel filtyeo
seenrolln en g espiral de metal, volwego seomete ol dispositive on
win edmara de vidyia vose voloea el solvente on b parte inferior de
0 cdmarng, .

Despuids de log exeelentes resuliados que se han obtenido sepa-
vando pequenins catitidades (Jo substancias, se hy heeho ol intento
e aplicar |y bapirografin o cantidades WINYOres. pero se ha tro.
Prezado con dos ditienliades

Le~La admninistracion de varios mil e muestra en el papel,

2o—-La obteneion de un papel srgeso que adsorbn erandes can.
tidades de soluto,

FLQ#F}

Yanofsky, Wissermann Y Bonner (42, trataron de pesolvep
el problema con o siguiente dispositivo, Mousando un papel filtro
adecuado, ' .

Longenceker (1335 NS una téeniey Papirogrificon on Jy que las
tiras de papel filtro SO ks angostas que las anteriorment usaday,
usando un aparato especial pary log Cromatogramas ascendentes o
bor Tucrzas capilares, »ootro para oy descendentes,

Miillev « Cleger han ideado un dispositive para Hevar o enbao
papirogramas amtomditicos,  Se sy paraeantidades pequeiins de

13
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muestra. En el papel filtro se pone un margen de eera de la manera
ilustrada en I figura nim. 10,

Mitehell v Hasking (20), inven-
turon una  ‘“piln eromatogrifica’,
porque fos métodos de eromatoprafin
generales no adsorben suficiente ean-
tidad de soluto en easo de puriticar
una substanein.  Con este ohjeto se
ha usado una pila de diseos de papel
filtro, » que consiste principalmente
de tres partes:

L.« Bl papel filtro cortado en dis-
COs.
2Bl empacador del papel fil-
tro.
J—Distribuidor del solvente,
Después de efvetuado ol papiro- Fg ¥ 10.
grama, se pucden medir los valores
Rf de las diversas substancias con el Partogrid™ de Rockland ¥
Dunn (25),
Fste consiste en un papel milimétrico cortado en forma  de

tridngulo v que tiene las rayas piatadas con tinta china lo mas
exacto posible.  Se sumerge ol papel en una solueion aleohidlica de
carbowax 400 al 257, para awmentar su transpavencia.

ElL 0 se pone en tugar de aplicacion de In muestra, ¥ se deter-

mina la posicion de las zonas segtn el ndimero en que quedaron.,
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VIETODOS PAPIROGRAFICOS APLICADOS A
LAS PROTEINAS

La aplieacion de la cromatogratio en ol eampo de las proteinas
no ha empezado o desarrollarse hasta en o dtimoes dos aiios, dado
a g eomstitueion colpleja de las proteinas v oo la difieultad de ob-
tenerlas puras,

Uno de los priancros trabajos que apareeio a este respecto, fué
el de Franklin v Quastel en o afio de 1949 730 EHox trataron de
separar varios urupos de proteinas por el mdétodo de eromatogratian
sohre tivas de papel Primero mezeluban la proteing con hemina,
substanein con o que se combing intimamente v que se usa como
marveador de proteinas: v L aplicaban en forma de pequefias man-
chas sobre as tiras de papel. Desarrollaban los cromntorramas con
soluciones sihinas en vez de los solventes orginicos comnmente usa-
dos, ¥ revelaron despuds sus papirogramas con utia solueion de ben-
ciding reciemtemente preparada, apareciendo las manchas de pro-
teinas de color azul. Todavia himedo ol papel, se tiene que tomar
una fotogratin, porque despuds de un rito el tondo del papel se
colorea, colovacion que se intensitica con el ticmpo hasta que ya no
destacan las manchas que se habiun formado,

Se ha notado que no todas las proteinas tienen la propiedad
de combinarse con lu hemina, como Hor cjenplo la albiming de
huevo, pepsina, papaina, ete, v oen este caso al revelar ol eromato-
grama con  heneiding apareee una maneha que corresponde Gunica-
mente o la hemina: o proteina se hace visible mds tarde, pues apa-
reee como nutneha hlanea, porgue retavda la formacion de la colora-
cion de fando.

Los autores separaron la gama-elobwling  aislada en dos frae-
ciones por cromatogratia bidimensional, usando como solvente en
fa primera dimension un butter de ftalato ¢ hidvéxido de sodio a
pH 5, afadicndole un 5% de sultato de amonio o an 296 de deido
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oxilico, v en Ja segunda dimension usan una solueion de deido tar-
tarico al 29/,

La albiming  de huevo o hicieron migear con soluciones de
cloruro de sodio OO0 3w diferentes pli, v con una solueidn regula-
dora de acetatos B pH do vaviaron afndiendo peguenas eantidades
de deido elorhidrico v de hidroxido de sodio diluidos,  Obtuvieron
unes valores R que varinn entre 0060 v 075 seetin el grado de
seidez, L identidad de b albiimina la comprobaron por su propie-
dad de formar precipitinas con un antisuero espeeifico obtenido de
convjos inveetidos con albtimina,

Franklin v Quastel siguicron trabajando  sobre este tem, v
publicaron un afio mds tarde un articulo en el que deseriben a
separneion del plisma en ovarias fenceiones por ol método de ero-
mutograiiao idimensional (6,

El camine que sicuieron tue ol sigwiente: toman 05wl de
plasie gue mezelan con 0.2 ml de una solueion de hemina al 0.8%,
que se usn como mareador de proteinas, voademis e afiaden una
substaneia activadora de superficie, como por ejemplo los Tween,
los Span, ete,

De esta nezela colocan por medio de una pipeta espeeial 0,02 mi
en e esquing deoun papel Whatmann N° 1 de 87 por 87,

A este paped se le da Ta torma de eilindro, pero de tal manera
que no se toquen los hordes, Este eilindro se coloen en un reeipiente
plano que eontenga o solvente, v todo esto se eoloca dentro de una
camara cerrada, para conservar himedo ol ambiente.

I solvente asciende, arrastrando la proteina, ¥ un poco antes
de Hegar al borde superior, se saca v se suspende para seearlo al aive.
Una ver seco, se vuelve a rehacer el eilindro pere girando el papel
90°, v sumergicndolo de Lo misma manera en an segundo solvente,
Se snea, se see vose revelr el papirograma con una solueién de bhen-
cidina,

Los solventes usados por ellos son: en la primera dimension
voa solueton de suerosa 001 0 v en a segunda tartrato doble de so-
dio ¥ potasio 0.1 M,

De esta manera han tratado de haeer una comparacion de los
sueras humanos, de concjo, de cuy, de caballo, » de este altimo com-
parado con sucro de caballo inmunizado contra la difteria,

Se ha visto que los resultados obtenidos afiadiendo el aetivador
de superficie son muy diferentes a agquellos en los que no se ha
afndido, pues en las primevas se obtiene una mayor cantidad  de
handas., Segtn los antores esto se debe a que ol Tween ayuda a que
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las proteinas no tiendan a aglonerarse tanto en presenein del acti.
vador de superficie,

Mitehell, Gordon y Haskins (21 lograron una separacion par-
cinl de tres enzimas en una pila eromatogridica, usande como sol-
vente una solucion de sultato de snenio o diferentes plloy eoncen.
traciones, encontrando condiciones oplimas para la separacion de
cada enzima,

La concentracion de fas enzimas en las diterentes eapas Iy com-
probaran por métados direetos,

Swiank, Franklin v Quastel «33) hicleron un estudio sobre fos
cambios proteicos del plista de perros, que habinn ingerido subs.
tneias grasas v ogque habian sido inyectados con hepavina, Analiza-
vou el suero de sangre extraida o las O, 806, v 9 horas después de s
dipgestion, v comprobaren que despudés de nueve horas el plasma ya
tiene otra vez su composicion porued, Se encontrc también, por
cromatogratin bidimensional, que enc el Tapso de 00 9 horas despuds
de o ingestion de grasas o beparing, hay cambios considerables en
I composicion prateiea del plasma, cambios gque tunbidn se compro-
baron determinando ol hematoerita, e ticlopo de sedimentaeion, y
otras constantes de la sangre,

Bl cambio del aspecto de Jos eromatogramas probablemente no
es debido o una altevaeion completa del complejo protéien, sino que
unicamente a gue cicrtas rraceiones sean afcetadas en uno u otro
modo por los compuestos resubtantes de o digestion de las grasas o
por la heparing, ¥ que por eso alteran la migracion de todas las
proteinas sobre ol papel,

Para efectuar los cromatogramas usaron la téenica v los sol-
ventes de Franklin y Quastel v mencionados antes.

Giross, Leblond, Franklin » Quastel (8), presentaron en 1950
un trabajo ¢ b que entre otros experiimentos obtienen eromato-
wramas  bidimocionales de plasma normal v plasnin radioactivo,
Loy solventes que usan son en la primera dimension, un regulador
de eitrato de sodio 0.05 M v en la segunda un regulador de ftalato
a pll 7. .

Para revelar las proteinas usan la beneiding, v para identificar
los compuestos radivactivos ponen el cromatograma en contacto con
una pelicula de rayos X,

) In todos estos trabajos no se puede deeie, que se ha logrado
mds que una separacion  arveial, pues todos log eromatogramas estian
en forma de manchas barridas, ¥ no como manchas aisladas como
se ha visto en los eromatogramas de aminodeidos u otros compuestos.

— 18 —



Otra serie de trubajos que se han publicado con respecto o la
cromutografin de proteinas, son aquellos en los que se combing el
método cromatogritfico con ¢l eleetroforético.

Al principio aplicaron vste método a los nminoicidos, obtenien-
do muy buenos resultados.

Haugaard » Kroner en 1948, hicieron migrar los aminodeidos
deidos, basicos y neutros en un papirograma mono-dimensional hu-
medecido con un bufver de fosfatos v fenol aun pll de 6,2y apli-
eando wna corriente eléetrien a uno ¥ otro lado del papel. Los elec-
trodos que dicron miejor resultado fueron los de niquel, platino y
aluminio, usandose estos en forma de cinta entremetida en los bor-
des del papel. (9) '

Wicland v Fischer (37) separaron por este método el deido glu-
tamico, Ta alaning v o histiding en una hora, usando una solueién
reguladora de acetato a pIl o,

Aplicando este método o las proteinas, Sober, Kegeles v Gutier
han separado las difterentes fraceiones de la elara de huevo, compa-
rando los resultados, con aquellos obtenidos por estudios eleetro-
foréticos de lamisma muestra, v vieron gue eoineidian (27).

Durrum (5 usa ol método por & Hamado ** Microeleetrotord.
tieo™" para separar el suero humano en sus diferentes fraceiones.
Colocaba 0,01 ml de la muestra del suero sobre una tiva de papel
filtro larga v que estd empapada de una solueion reguladora de di-
etilharbiturato de sodio 0,05 M a un pll de 8.6, ¥ vié que aplicando
una corriente de 350 voltios por espieio de 180 minutos, la separa-
cion de las diferentes fraceiones era completa,

Terminando el desarrollo, se seen por diez minutos a 1007 se
sumerge luego por espacio de D minutos en una solueion saturada
de HgCl en aleohol de 95°, que contenga 0,1 g €6 de azul de bromo-
fenol, Se lava en corriente de agua ¥ aparecen unas manchas azules
correspondientes o las fraceiones del suero,

El nombre que le corresponde a este método es realmente el de
“microclectroforesis™, v no el de “eromatografia aplicando corvien-
te eléetrica’, pues se ha comprobade que ¢! papel sivve tinieamente
como soporte, v que las proteinas o los aminedeidos s¢ comportan
exaetamente igual que si estuvieran en una solueion de buftfer que
se estd usando, v que se aplieara una corriente eléetrica,

Tiene muchas ventajas este procedimiento, pues se puede hacer
todo un estudio eleetroforétice con cantidades minimas de suero o
substanein problema vy en un lapso de tiempo muecho menor,
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PARTE EXPERIMENTAL
APARATOS

Los aparatos que se usaron para ol desaceollo de los eromato.
gramas se construveron et ol mismo laboratosios Lo edmara para
los cromatogramas deseepdentes en tiras, consiste e un reeipiente
de vidrio en forma de cilindro gque en osuopaete superior Heva ana
phatatorma sobre L gque se colocan s serte de frasquitos de hoey
ancha que cantienen o salvente, s gue se tapa con ane videio plano,
aplicando vaselina en los bordes del reeipiente.

Fste aparato e muy eamodo pun hacer prachas compirativas
o diterentes coneentraciones, pll, cte, en ounig misma atiwostera v
et das mismas condictones de temperatur, puaes O cnda trasquito
se puede eoloear una solueion diterente, v ohaeer b desarrollo e
eada tirita independientemente de tos demas,

Para los desarrollos bidimensionates aseendentes, se usod una
vimarn eilindrien de aecro inoxidable, aocual Neva en el tondo un
reeipiente von el solvente, en ol que se eoloca el papel enrolbado en
forma de cilindro. L eiimar se tapan con un videio plano, aplican.
do vaseling al borde.

Para los  desarrotlos bidimensionales  deseendentes,  se usaron
cimaras de vidrio espeeiales, deseritas con mias detalle en by tesis
de 1% Noriega, presentada en marzo de 1951,

SOLVENTES Y PAPEL

Yarn el desarrollo de los papirogramas se probaron un gran
ttimero de solventes, tanto solventes organicos, como sohieiones fo-
néolieas v soluciones acuosas de sales inorginicas, organicas, aztea-
res, aminoieidos, ofe.

Hemos visto fque los mejores resultados se obtienen con s so-
Tueiones acuosas de las sales orgdanieas,
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Parn el desarrollo hemos usado principalmente una solieién
de salicilato de sodio Q.P. en agua destiladn 1 una concentrucién
0.1 M. Se usaron también  soluciones de coneentraciones  desde
001 hasta 1.OM. Pava hacer vaviar ol pll se afindieron pequeiing
antidades deacido salicilice o hidroxido de sodio.

Otrax solucignes que se usaron, v que dicron resultados seme-
santes son;

Aectato de sodio 0.1 ),

Acetato de potasio 01 ),

Ascorhate de sodio 0.1 3,

Oxalito de sodio 0.1 M,

Oxalato de potasio 0.1 ),

Citrato de sadio 0.1 07,

Tartrato doble de sodio v potasio 0.1 M,

Dextrasa 0.1 )/,

Suerosn 001 1/,

Glueosa 0.1 ),

Sacarosy 01 Y,

Glicina 0.1 V.

LT papel nsado en todos los easos fué papel Whatmann N 1,
por dar este los mejores resultados.

Hay que trabajur siempre con guantes de hule, para que no se
contamine el papel con proteinas u otras substancias que tiene uno
constantemente en lus manos, v que al revelar dasn manchas que

pueden condueir a una mala interpretacion.

. ProreiNas

Los estudios verificados se hicleron sobre dos muestras  dife-
rentes de proteinas,

Una de ellas fué la fraccion 1F - TIT (3), de un suero antiteti-
nico precipitado por el métode de Colmr, Bsta fraceion consiste
principalmente de beta v gama globulinas,

Para usarlas se les disuelve en un reculador, o una coneentra-
cion doble a o que se encuentran en el suero oviginal,  Para evitar
matos resultados por una desnaturalizacion pareial de un dia a otro,
aun en el refrigerador, se prepard diariamente una muestra nueva,

Otra parte de los experimentos se hizo sobre albtiming de huevo
fresea, obtenida de un huevo de gallina recientemente abierto, ¥ apli-
ciandoln inmedintamente al papel, )
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ADICION DE LA MUESTRA

La muestra se tiene en un tubo eapilar, del eual se aplica al
papel en la marea previamente teazada sobre éste con un lipiz, por
simple contacto, luego se seen al aire, dejindolo listo para efeetuar
ol desurrollo. '

Pura estudios comparatives es preeiso que laeantidad de mues.
tra sea dgual en eads una de fas tivds, y oen este easo se usaron unRns
pipetas eapilares gradundas.

Estas pipetas se hicieron cmpleando termometros rotos, gque se
adaptaron, cortimdolos v esmerilando uno de los extremos, Se o ca-
libraron aprovechando L eseala que tenian, Adaptindole todavia
en uno de dos extremos un tubo de e, se puede manejar Gicilmente
y medie exactamente la eantidad de mvestrea que se desea,

D ESARROLLO

Se usd para el desaerollo de las tivas el métado de eromatogea-
fin  deseendente, por ser el mas el en este easo.

Snoeambio en los eromatowramas bidimenstonales se usd ol mé-
tado de aseensian capilar, dindole al papel la forma de un cilindro,
pegindolo en by parte superior con una tivita de Dures, pero de tal
manera que sts hordes no se toquen. Los eromatogramas, tanto as-
cendentes como deseendentes, despuis de aplicarle lu wmuestra, se
colocun en la cimara, v no xe les afade el solvente sino hasta después
de algunas horas, con o fin de que se aleanee un vquilibrio entre of
pupel ¥l atmosfera de L cidmara que debe estar saturada del sol
vente que se vie aousar e ool desarrollo. Una vez estabilizados, se
afade el liquide por medio de un embudo especial de eoli larga, sin
abriv la camara, v ose prosigue el desarrollo,

REVELADO

Después del desarrollo se sacan los eromatogramas de la camarn
A ose suspenden entre dos placas de vidrio por uno de los extremos,
dejdndose seear o temperatura wmbiente. Para hacer aparecer las
manchas de las proteinas sobre el papel se probavon varios reaetivos,
tales conto dcido nitrico concentrado, dcido pierico, ete., habiendo
empleado por (ltimo colorantes directos para lar, que actiian en

_— 0

-



medio neutro o mejor ligeramente deido, ¥ que dieron magnificos
resultados,

Fstos colorantes se usan en ln industrin generalinente en ealiente,
o sei hirviendo el material con el colorante por un tiempo definido,

Por este motive se efectud el reveludo de los cromatogramas en
caliente,

Para esto sumergimos ol papirograma va seeo, en una charvota
de aeero inoxidable que contenia ol ecolorante disuelto al 0,146 on
agua, Se hervia por unos minatos, se saepba con sumo euidado v
se sumergin enseguida enoun bafio de agua hivviendo, en el que se
mantenia hasta que ol papel es habin decolorado o suticiente para
ver bien las manehas proteieas,

Este mismo procedimiento se prohd con wna solueion al 155 del
colorante, pero enoeste case o} papel se tine demasiado, v el contras-
fe no es tan mareado, como ean la solueidn s diluida,

Las charvolas deben ser ealentadus sobre unas planchas o parri-
Has cléetrivas, con objeto de gque ol calentamiento sea uniforme, pues
de otra manera la coloraeion del papel no es uniforme, v pucden apa-
recer partes maas eoloreadas v oque falsean los resultados,

Como el ecalentamiento realimente es algo inedmodo, v ¢l papel
hitmedo v ealiente se rompe eon mucha tacitidad al pasarlo de un
haiio al otra, por 1o enal se tratd de haeer el revelado en frio. Los
resultados son iguabiente buenos, solo que hay gque dejar el papel
wias Lempo en contacto con el eolorante, lavando después ol papirvo.
prama bajo chorro de agua,

Los mejores resultados en ol revelado se obtuvieron sumergien-
do los eromatogramas por un instante en una solueion aleohdliea al
19 del colorante, v lavando inmediatamente bajo chorre de agua.
Las manchas de las proteinas aparecen ensezuida al Javar of papel,
como parles s obseuras que destacan sobre tondo claro, Entre
mis se lava el papel con agua, se haee mas proiunciado el contraste.

121 método del aleohol tiene la ventaja «de que el tiempo de co-
loraeién es mais corto, pues es colo un instante ¢l que se necesita
sumergit ¢l cromatograma en hy solueion del colorante, y ademas el
aleoho!l endureee el papel ¢ impude asi que se rompa con tanta {a-
cilidad.

El colorante que mejores resultados did, v gue se usé en todos
Jos casos, fué ol Jlzul Brillante pura lana BLN, habiéndose probado
también otros, que aunque hacen visibles las manchas, no se consi-
gue un contraste tan mareado.
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Los ofros colorantes usados son:

Kojo Dolur brillante 3 BN,
Violeta ol dcido 6 1.
Frioglawcina XY,

Azul Polay brillante BAW,

Fste métoda de revelar las protefnas tiene la venlaja sobre los
snteriormente usados por oiros antores (6 v 7) de yue el problema
se¢ puede aplicar ol papel tal cual, sin veeesidad de anfadivle hemina
como maveador de proteinas, v que puede falsear los vesultados,

Ademis no hay o necesidad de tamar Ia fotogratia de los papi-
rogramas inmediatamente despuds de revelavlos, pues se conservan
indefintdamente con el mismo contraste, ¥ na como en el easo de la
beneidina que aparveee una coloraeidn de fondo, despuds de un tiem-
po, tan intensa, que se plerden fas manehas de Ias profeinas,

EXPERIMENTO N 1

La fraceidn 11 o HHD de un suero antitetinico se aplied a una
serie de tiras de papel Whatmann N+ 1 de 30 ems de lurgo por
1 em. de ancho, Bl desarrollo se hizo con diferentes soln ones Ye-
noladas.

11 ~-Apua saturada con tenol.

IF I =509 agua saturadi con Yenol v 504 suerosa 000 M,
I =509 arua satwrada con fenol v H0% NaC'l 0.1 ),
IV — PFenol saturiado con awua,

VYV —80C% fenol seturado con agua v 104 Nal'l,

1f VI —I%cnol al 804 con ama.

1T VI 805 fenol saturada con asie v 109 aleohol etilico.
I VL8009 fenol saturado eon agua v 50% aleohol metilico.
I IX =505 fenol saturado con agua y H005 Metil-eellosolve,

Las tiras, después del desarrollo, se sacan, se secan a tempera-
tura ambiente y se revelan.

RESULTADOS:

Ninguno de estos solventes o mezela de solventes dié buen ve-
sultado, pues o no migran las proteinas, o migran tan poco ¥ en
forma de barrida, que parece una eolita adherida al punto donde
se aplicd i muestra, no logrindose de estr modo una separacian de
lns proteinas, .



EXPERIMENTO 1 A"
Se repitia el experiinento anterior, haciendo el desarrollo con
In misma serie de soluciones tenoladas, pero afindiéndole a ln mues-
tra proteiea o sea la fraceion T1 .4 111 tetdnien, una pequedia can-
tidad dv NaO'N sdlido.

RESULTADOS:

Los resultados obtenidos fucron anilogos a los anteriores, no en-
contrdndose una diterencia apreeiable entre uno ¥ otvo,

FBXPERIMENTO N+ 2,

Se uso n traeerin 11 0 1T & ge hizo caminar con soluciones
de metil.ecllosolvie o diferentes coneenfraciones.
dmo U Metibeellosolve nl S0¢ .
2m 11 Metileellosalve al 90 .
2m = Metileellosalve al 959,

RESULTADOS:

Las proteinas no migran absolutanmente nada con este solvente,
lo cual se anh- ciplear como método de difereneiaeion entre pro-
tefnas v aminodeidos por eromatogratia,

ENPERIMENTO N 3,

IPraceion 110 1T de un suero antitetanico aplieada a tirvitas
de papel Tfiltro, v desarrolindolas con soluciones acuosas de sales
orginicas v azieares, @ una voneentracion 0,1 3,
a1 ~—Acetato de sadio,

Ja 11 o Ascorbato de sodio,

‘.

da HI - -Oxalato de sodio,

3a IV - Oxalate de potasio,
dJa Vo L Acetato de potasio,
dJa VI - Citrato de sodio,

da VI o -Salicilato de sadio,

da VI Tartrato doble de sodio v potasio.
Ja IX  .-—Dextrosa,
3a X -Ulueosa,
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I X1 —Suerosa,
S XT1 - Saearosa,

RESULTADOS:

Ha habido en todos Jos ensos unn migracion Jde as proteinas
apareciendo una mancha alnvgada finnd o semifinal, y también en
el sitio de la aplicacion de la muesten queda una maneha de proteina,
En algunos In mancha se presenta mas haverida, cosa que es poco
satisfaetorin, Las solueiones gque presentan la mancha mejor aistada,
v oeon menor coloracidn en ol punto oviginal son: 3u VI 3a b 3a V)
Jan VI Qa0 X1y 3a XL de Jas enales hemos eseogido o 3 VT para
lns demas investigaciones,

ENPERIMENTO N L

Yarn estindardizar desde an prineipio fas cantidades Optinas
que deben usarse para meer un papirogeama en tivas de papel filteo
Whatmann N+ U de 38 ems, de Lireo, se hicieron pruchas compara-
tivas, desarroladis al mismo Gepo v bajo las mismas condiciones,
pero variando las cantidades de muestra,

Se disolvieron 0046 ¢ de ba fraeeion 10 TH de o suero andi-
tetinico en polvo, en un regulador de fostatos o pll 72, atorando a
10 ml, resultando una soluerin de doble coneentracion otivinal., (on
una pipeta graduada, de fa que cada avaduacion corvesponde a0 5
ramas, se pusicron en una serie de tiens de papel filtro cantidades
cquivalentes a:

50, 100, 200, 300 v 400 gmaas de uestra.

1 desarrollo se hizo con una solueion de sadicitato de sodio 0.1 M,
revelando despnes,

RESULTADOS:

No hubo bharvrido fuerte en ninguna de las pruehas, sin embargo
en las tiras que tenian 50y 100 gamas de solucion protéica, las man-
chas son muy débiles, no aleanzando o colorearse bien debido a que
la cantidad de muestra es demasiado pequedia, La eantidad dptima
de muestra esta entre 200 v 300 gamas de la solueidon de fraceién
HE b 1L cantidad que se usard en los demis ensayos,
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ENPERIMENTO N 4 AT

L misma estindnrdizacion de las enntidades e hizo para o
alhfimina de huevo,
Setama laalbiming de huevo fresen sin diluir, v se pusieron

sobre fivas de papel, y por medio de una pipeta graduada eantidades
cguivalentes o

M, 100, 1500, 200, 250 v 300 gamns deoalbthining,
I desarrollo se hizo aguahuente con unn solueidn de salicilato

e sodio 001 YOy a0 temperntura ambiente,
RESULTADOS:

Las eantidades dptimas en este caso estin entee 100y 150 ga-
ants de albiminan, Urcpran exeeso de muestea se eneonted en las tiras

i s que se les puaso 250 v 300 pamas de proteing, pues tas manchas
aparceen barridas v foertemente tefiidas,

ENXPERIMENTO N b,

Se uso atbiming de haevo fresea, afadiendo una pequefia ean-
tidad de Tween 20, v aplicindola a tiras de papel filtro de lem.
de ancho, v haciendo el desarrollo con soluciones de salicilato de
sodio a diferentes molaridades:
sl . Sadieiluto de sodio 0.1 M,
as 11 salieilato de sodio 0.2/,
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ds 1 —-Salicilato de sodio 0.3 M,
Hs 1V Saliciluto de sodio 04 ),
As Vo —8alicilato de sodio 0.5 M,
5 VI -Salicilato de sodio 0.6 M,
Ay VI —8Salicilato de sodio 0.7 M,
Hy VIEL--Salictinto de sodio 0.8 M,
5 IX < -Salicitato de sodio 0.9 M,
A% X Lo-Salicilato de sodio 1.0,

RESULTADOS:

151 desarrollo fué easi parejo en todas las tiras, no notindose un
cambio apreciable en el tamaiio de las manchas o en los valores del RYL

EXPERIMENTO N» 6,

Como en muchos casos los bordes del solvente que avanza sobre
el papel son algo irvegulares, se trato de anadirle, no solo a la mues-
tra proteien, sino tambicn ol solvente que se va a usar pars el des.
arrollo, un agente de superficie, parin evitar que haya errores por vsi
causa, Fnoeste easo se uso o albamina de huevo fresea anadida de
Tween 20, v como solvente para o desierollo se usé una solueion de
200 ml de salicilnto de sodio 010 3 con Toad de Tween 20, que se mez.
claron bien,

RESULTADOS:

Los resultados fueron destavorables, pues la mancha de proteina
s¢ hace mas final, v pareee que el selvente es detenido en el sitio
donde esta la proteing, pues el horde presenta en este lugar una
hendidura, que hace aparecer ol borde todavia mas irregular. La
GUniea ventaja que se podria saear, os que la maneha que antes ere
alavgada, ahora estid mas redonda y mejor delineada,

EXPERIMENTO N» 6§ A7,

Otra substaneia que se cnsayd tud el Span 85, que es el sorbitan
trioleato. Se usé albtimina de buevo fresea ¥ como solvente se usé
una solucion de salicilato de sodio 0.1 W, anadiéndole unas gotas de
Span 85, agitando fuertemente v filtrando por Lina de vidrio, ya
que casi no es soluble » se separa en forma de eapa sobrenadante.
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RESULTADOS:

EI horde del solvente quedé perfectamente regular, y la man-
cha que paveee tener un RE algo menor que con ol sadicilato de sodio
sofo, presenta Inonisma forman que von dste,

FNPRERIMENTO Nt (6 13

Seoensayd también el Span 200 que se puso en una serie de
frasquitos que contenian 153 ml de une solueion de salicilato de sodio
N1 M, en cantidades de 1ot wotas, v uno de testigo que Gnieamente
venin sulicilato de sodia.

151 Span 20 tiapoeo ex may soluble en agua, pero forma una

cmulsion may Vg voestable, asioes que noose Tiloeo,

RESULTADOS:

Ft efveta del Span 20 es easi nmudo, haciendo Ta comparacion con
el testivo

EXPERIMENTO N 7.

Para ver st eon el Tween se po-
diay obtener uan efeeto menos mareado,
en el que faomaneha se reduciera sin
presentar el efeeto de detenimiento
det borde del solvente en el sitio de
Lt proteina, se hizo este ensiyo usan-
do diterentes cantidades de Tween 20,

Fin 12 frasquitos que contenian
cadit uno 15 ml de una solueién de
salieilinto de sodio 0.1 M) se anadie-
ron de Ta 12 wotas de Tween 200 v
dejando un frasquito sin Tween como

Lestigu,

RESULTADOS:

Entre mayor cantidad de Tween 20 se afiade a0 la solueion de

salicilato de sodio, tos hordes s vuelven mas irregalares, vic que no
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s0lo presentan ln hendidurn en ol Mrente de fa proteing, sino que
todo ¢l borde esti en forma de dientes, Se ha observado también -
que aumentando 1o eantidid de Tween 20 1a wmancha proteies se
haee ds ditusa, nais alareada, v parte de ella se reparte o lo lnrgo
del horde,

At con lnomenor cantidad de Tween 20 que aniadimos, o sea
w gota en 1ol el efeceto fud may mareado,

ENPERIMENTO N 8

La Tinoveting B, que es tambidn un abatidor de o tension su-
perticind, se habia usado mezelado con o proteing para que actuara
como humeetante de baoproteina v oaceptara asi mejor el eolorante,

Agui e usd nezelndo con el solvente para ver siose obtenifan
mejores resiiltados gue con los otros agentes de superficie, Se usa
albiuming de kuevo Tresen con Tween 200 v desarrollindo los papi-
rogramas conounie solueidon de sabicilato de sodio 001 3 a0 ln que se
anaden cantidades variables de humeetante, Una serie de Nrasgui-
tos de Uomb de capueidad que eontienen la solueion se fes afiade

Jdeob o 12 watas de una solueion de Tinoveting al 596

RESULTADOS:

Bl eteeto de s Tinoveting sobre To migracion de las proteinas
es omuy pequenio. A sonnentios da cantidad de lnnneetante se nota
que las manchas <e hacen mas tinales,

FNPERIMENTO N+ b,

Cogiendo albiming de huevo Uresea eom Tween 20, v haciendo
ol desarrollo con soluciones de silicilate de sodio o diverentes mola-
vidadoes v anndidndoles a cada uno una gota de Tween 20, en frasco

de 10 ml:

9s | Co=Salicilito deosodio 001 3 s Pween 20,
95 11 oSalieilato «de sodio 0.2 0/ mas Tween 20,
O9s 11D —=Salicilato de sodio 03 W mids Tween 20,

O IV Salictnto de sodio 04 Y mas Tween 20,
O VO oNalictlato de sodio 000 Y mds Pween 20,
U5 VD oSalicitato de sodio 0.6 0 mas Tween 20,
95 VI - -Salicilato de sodio 07 W nuis Tween 20.
95 VL Salicilato de sodio 0% W mas Tween 20,
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Y5 EN O -Salicilnto de sodio 09 0 s Pween 20,
M N - Sudieilato de osodio 1000 mas Tween 20,

RESULTADOS:

I tados 1os egsos se ve el efveto
des Paween 200 sinc cinbnrgo os mueho
mas mareado en L solueion 0,1 W,
Y ova haewtndowe menos notable ol au.
mentar la concentraeion.

Fn L solueidn molar Ly maneha
yiose parees histante o lnogque se

abticne can une solueidn mobie sin

hitherle anarthido Tween 20,
ENPERIMENTO N 10

Se tome athumina de hgeva, v

se deoanadid ana pequenia cantidied
de Fween 200 B desarrallo se hizo con una solueion de salivilato
de sodio 00 W a0 Inogue <o Lo anadios noa mezeta de Tween 20 v

Span 200 parn ser sl efeeto she tos dos juntos daba buen resultado.

RESULTADOS:

B ereeto del Tween 20 sobrepasa
ol del Span 20, apareciendo fas man-
chas tgual que si solo se hubiera ana-
dido Tween,

ENPERIMENTO N2 L

Los mistios ensiayos que se hieie-

ron con 1o solueion de salieilato de
sudio 0.1 W se probavron con una solu-
cita de satieilato de sodio 1), Haelen-
doeof desarrollo comparativamente

con la solueion sola, con la solueidn

antadida de Tween 20, de Span 20,
vode una mezeln de Tween 200y Span 200 La proteina que se usé fud

albttmina Jde huevo mas Tween 200
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KESULTADOS:

Los resultados fueron desfavorables, pues se obtuvieron unas
manchas en forma de barrido desde el punto de aplicacion de la
muestrea hasta el final. Ko los ensayos que Hevan Tween 20 la mancha
se bifurea en la parte mis avanzada,

EXPERIMENTO N® 12,

La muesten protéiea que se usd es albimina de huevo con una
pequeiia cantidad de Tween 20, » se haece el desarrollo con solueio-
nes de suerosn QI o diferentes molarvidades:

125u I oSuerosy 001 M,

129u I1 - -Sueresa 0.2V,
125u 111 .~ Sucrosa 0.3 M,

125u IV .. Suerosa 04 M. .
12su V7 . Suerosa 0.5 M,
125u VI -Suerosa 0.6 M,

12¢u V11 . Suerosa 0.7 )M,
su V3L~ Suerosa 0.8 W,
125u IX . Suerosa 0.9 ),
12su X - Suerosa 1.0 Y,

RESULTADOS:

La proteina uparcee como mancha alargada semifinal en las con-
ventraciones bajas, en cambio aumentando In coneentraeidn, la man-
cha se hitee mis final, inelusive se reparte la proteing o la lrgo
del horde del solvente,

lsn Jos desarrollos que se hicieron con as soluciones de 0.6 0 1.0 M
las manchas proteicas apareeen como con puntilleo, vomo si se hu-
biera precipitado la proteina,

EXPERIMENTO N 13,

Albdmina de huevo fresea mas Tween 20 v aplicada en tiras de
papel filtro, fué¢ desarrollada con una solucion de tarteato doble de
sodio ¥ potasio 0.1 M, a la que se anaden diferentes cantidades de
Tween 20, En fraseos de 15 ml se afindicron eantidades de 1 a H go.
tas de Tween 20,
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RESULTADOS:

El cfeeto det Tween 20 es muy mareado en todos los easos, apa.
reciendo las manchas de In misma forma que con ln mezeln de sali-
citato de sodio 0.1 M v Tween 20,

EXPERIMENTO N 14

Se usd albiiming de hueva fresen
cont ‘Tween 200 que se aplied g tiras
de papel rilive, ¥ haciendo of desarra.
Ho con soluciones de aecetato de sadio
a diferentes molaridades:

Tdae 1 o Aeetato de sadio 01 M
Fine T 0 Nectuto de vodin 4102 3.
Lhae 1L Acetato de radio 003 Y,
Frae TV 0 Acrtata de sodio 0.4 ),
Lhne V0 0 Aeetato de sodio 05 M.
Bhae VI 0 Acetato de sodio 0.6 Y

Fae VIL . Nectuto de sodio 0.7 M,
Piae VL Acetito de sadio O ),
e IN 0 Nectto de sodio 009 Y,
Btae N 0 Acetuto de wodio 1.0V,

RESULTADOS:

I desarrollo rué mis o menos parejo en todos los casos, no en-
cantvindose una diferencia apreciable entre unos u otros.

EXPERIMENTO N+ 15,

Con abjeto de experimentar nuevas soluciones, se hizo un des-
arrollo con soluciones de aminovieidos.

Seouso albiming de huevo fresea ¥ Tween 200 como muestra
proteica v haeiendo ol desarrollo con soluciones de glicina a dife-
rentes molaridades, .

10 1 ~-Gleina 01,
e 11 o Glieinag 0.2 0. ‘
ib T - Qlicina 0.3 M,
Ihe TV o Glicina 0.4 ).
Vhge VO o -Glicina 0.5 M
e VI - -Glheinn 0.6 ),
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10 VI - Glicinn 07 M,
B V- -Gliving 0.8 ),
16 IN . Glicinn 0.9 M,
1 X - Glicing 1O )M,

RESULTADOS:

El desarvollo con los aminodeidos es andlogo al que se obtuvo
con las soluciones neuosas de las sales orginieas, A medida que
numenta o concentracion de fa glicing, ol valor RY se aceren mis a
uno, o sen que se haee mas final ln mancha,

EXPERIMENTO N 16,

Con objeto de conseguir valores RY menores en el desarrollo de
iy profeinns se ensaynron solueiones mis diluidas. Usando albi-
minn de huevo s Tween colmo muestra proteica, v haciendo el
desarrotto con sohueiones de suerosn o bajas coneentraciones:

T6su | oSuerosg 0.01 M,
165 11 . -Suerosa 002 W,
Tosu 1 - Suerosn 0.03 W,

tosu IV Suerosa 0,04 M.
Tosu V. Suerosa 005 M,
I6su VI . Suerosa 0,06 M,

tosu VL - Sucrosn 007 M,
Gsu VI Suerosa 008 M,
16su INX . Suerosa 0.09 V),
Iosu X . ~Suevosa 0,10 M,

RESULTADOS:

Las proteinas migran perfectamente atin con la solueién cen-
tésimo molar, notando que la maneha se retiene un poco, o sea que el
valor R disminuyve lgernmente,

LENXPERIMENTO N 1T,

Lo mismo que en of experimiento anterior se e ensayado  con
¢l salicilato de sodio. Se uso albtiming de huevo mas Tween 20, v
¢! degarvollo se hizo con soluciones de salivilato de sodio o diferentes
molaridades:



17s 1 ~-Salieilato deosodio 001 M.
178 1T Salicilato de sadio 0.02 M.
Pos 11 - Salicilato de sadio 0,08 3.
17« IV Salieitlnto de sodio 004 M.

175 Suaheilato de sodio 0,05 M.
17 VT - Salieilato de osodio 006 ),

17s VI Sahieibate de sodio 007 M.
17« VT Sabivilata de sodio 0,08 ),
17 IN Nalieilato de sodio 009 ),
I7s X o Sabicilato deosodlio 010 M,

RESULTADOS:

El desarrolle es casi parejo en todos los cromatogramas pero
Laciéndose la maneha wis finad o medida que va aumentando la

concentracion,
FNXPERIMENTO Nv N,

Para lograr que las proteinas migren menos de prisa se tratd
de miezelnr una solueion de salicilato de sodio, con In que migran casi
hasta el final, con metil-cellosolve, con el cual no migran absoluta-
mente nada.

Se usaron frasquitos con 10 ml de una solueidn de salicilato de
sodio 0.1 M, v se anadieron a una serie de estos Frascos de una a diez
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gotas de metil-cellosolve al 95%. Se pusim'd!'n‘ también dos frascos,
uno con 7H% de salicilato de sodio ¥ 256 de metil-cellosolve, y el
otro con H0%¢ de salivilato de sodio ¥ 5076 de metil-cellosolve. Apar-
te se puso un frasco con puro salicilito de sodio eomo testigo.

RESULTADOS:

Ion los fraseos en gque se habia
anndido de 1 a 7 gotax de metil-
celjusolve, ¢l desarrollo es igual al
del testizo, o sea que el metil-cello-
solve nu actud apreciablemente.  in
eambio en aquetlog que tienen de 8
u 10 gotas, o que tivnen 25 v 5050
de metil-eetlosolve, actuo aparvente-
mente en sentido contravio a lo que
habiamos pensado, pues las manehas
se hacen mas tinales, v el borde del
solvente presenta un pivo para dentro
en el sitio de 1o protefm,

EXPERIMENTO Ne 19,

Se aplieo albiuning de huevo mis
Tween 20 sobre una serie de tivas de papel filtro, 3 se hizo el desarrvollo
con metil-eellosolve al 85C¢ al que se le anadieron de 1a H gotas de
Tween 20, pues este Oltimo hace migrar las proteinas mas de prisa
cuando estd en solueion zeuosa,

RESULTADOS:

La migracion tué nula, o sea que en este caso el Tween 20 no
tiene efeeto alguno sobre In migracion de las proteinas,

EXPERIMENTO N 20,

Bn este experimento se mezeld la albiimina de huevo con una
cantidad igual de glicing, ¥ se aplicéd por medio de una pipeta a una
serie de tiras de papel filtro, v se hizo ol desarrollo con soluciones
de glicina 0.1 ), suerosa 0.1 W ¥ salicilato de sodio 0.1 M, v compa-
rando con otras tiras desarroladas al mismo ticmpo » que tenian
albfimina sola,
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RESULTADOS:

Se abserva que la glicing no influye en el desurrotlo de las pro-
teinas sobre ol papel Giltro, pues los resultados de unos v otros Yue-
ron anitlogos,

ENPERIMENTO X 21,

Fn todos T papivogramns que se han heeho, se ha notads que
siempre gqueda wna wancha de proteing mis o menos tefiida en ol
punto de aplicavion de b muestea, gue paede ser una Traceion pro-
teien que no migen con los solventes usados, o que sea parte de la
proteina gue ya se ha desnaturahizado, Para evitar que hubiera
una destataralizweion por efveta de e temperatura se hicieron des-
arvallos cumpletos en b ehmars voritien.

Se dejaron las eamaras de dessirrollo toda una noehe o 0°0 L
mestra se aplicd a lax tiras tambidn a0 02 v se prosiguio luego a
haeer o desaeroiln con soluciones frins de elicinag Q.1 W, suerosi
0.1 W v salicilato de sodio U1 )

RESULTADOS:

B desverse e temperaturn afecta algo o fa migraeion de las
proteinas, pues en algunos easos los valores del RY disminuyen un
poco, en cinbio 1o mwaneha de proteina en el sitio de aplicacion de
o muestra no desapareee, sino que queda exactamente jgual gue si

se haee el dessrrollo a0 temperatura ambiente,
ENXPERIMENTO N 22,

Se puse albipina de huevo sobre una serie de tivas de papel
Whatmann N* By se desarrollaron con soluciones de salicilato de
sodio 0.1 W o diferentes pl. Estos valores de pHo ose obtuvieron
afndiendo a la solueion de salieilato de sodio original, que tiene un
pH de 6o, pequeiias cantidades de geido salieflico y de sosa.

Los pH oque se ensayaron fueron:

J.6 48 2oLy s T e 8.5 - 101 —— 114 v 118

RESULTADOS:

Las varinciones del pil dentro de los limites que se usaron no



tienen efecto apreciable sobre ln migracion de las proteinas, apare-
ciendo todos los cromatogramas con los mismos valores del RI.

FXPLERIMENTO N+ 23,
A otra serie de tiras de papel filtro se les puso albimina de

huevo » desarvollindolus con solueiones de ghicinn L1 M o diferen-
tes plhl,

S e VA

Se taemo una solueion de glicina 0.1 Y que por si sola tiene un
pH se 8.1 ¥ afiadidndole cantidades pequenias de soluciones diluidas
de deido elorhidrico ¥ sosa. Los pH ogue se ensayaron fueron:

26— 3.5 — 4.0 - 51 - 66— T = T8 - 81— 84— 91y 95

RESULTADOS:

131 desarrollo fué parejo entre los valores de pH de 3.5 a 8.5, en
cambio en nquel que tenia pH 2.6 no existe mis que un barrido des-
de el punto de aplicacion de la muestra hasta Ia mitad del campo y
que estd bifureado en la parte anterior,

EXPERIMENTO Ne 24,

En los experimentos anteriores se usaron tirns de papel What-
mann N* 1 de 30 ems. de largo, » en la mayor parte de los easos se
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presenta o manchs original, luego otra en torma de barvido que
estit unida o Inanterior, ¥ por Gitimo In manehn final que es la mas
miensu.

B exte easo se usaron tivas de papel de 60 e, de large parn
ver st desapareein Inomaunceha central harvida, pensunddo que no e
hastante ol tivipo de migracion,

S Bieteron las pruchas conr e serie de solueiones de ghicina
€1 My salivibato de sadio 01 0w los diterentes valores de pll
eitindos et fos dltimos experimentos,

RESULTADOS:

AL vevelior dos papirageamas se vid que las teas nrgas presens
tan Jus mistinas manchas gque se habinn observado en las cortas,

FENPERIMENTO N- 25,

Para completyr los solventes usdos se hicieron utios ensayos
cunt soeliciones artnoas Jde sales inorgianieas como solventes en Ia mi-
grieion de proteinas.

Nali ro, o1y,
Na dpPo_ o
Nu, PO, 01 M.
(NI 1,80, 01 M,
Nat!l 0.1 ¥,

RESULTADOS:

Los resultacdos obtenidos son andloges a los que se obtuvieron
con las soluciones aeuosas de sales orginicas, pues se presenta una
maneha semifinad de forma slargada aparte de una pequeiia maneha
en ol punto de aplieacion de la muestra,

CROMATOGRAMAS  BIDINIENSIONALES

Parn hacer los eromatogramas bidimensionales, se corta el papel
filtro Whatmann en cundros de 25 ems, de lado. L muestra se co-
toea, por medio de una pipeta graduada, en una de jus esquinas del
pape! a5 ems de eada lado,

Se coloen o) papel en las naves de desarrollo desceendente, se
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dejn cquilibne por slgunas horas, v ose anade Tnego al solvente que
seva i usar para el desavrollo del papivograma,

Una vez heeho el desarerollo se saean de L camara, se deja seenr
n temperntura ambiente, » seovuelve aovoloear en da edimara con un
solvente diferente hneiendo givar ol papel 9070 Se saea, se deja seear
ose revelin con los mismos eolorantes que se usaron en los experi.
mentos anteriores,

FEXPERIMENTO N 26,

Se utilizo la reaeeion T8 T de un suero antitetinico, v ose
aplicd por medio de una pipeta graduada una gota en la esquina de
un papel filtro de das dimensiones antes citadas. Se hizo el desarro-
Ho con una solucion de salicilato de sodio 0.1 M. Se saen, se deja
seenr a temperatura anbiente v ool segundo desarrollo se hizo eon
una solueion de tarteato doble e sodio v potasio 0.1 37,

RESULTADOS:

En b primera dinension: se obtiene una maneha alavgada, v
en ln segunda se obticnen una serie de manchas alargadas una junto
de otra, que tratan de juntarse todas en la linea medin, Cada una
de estas manehas pareee gue se forma por una serie de eanalillos
que naeen en o mancha del primer desarrollo v que convergen al
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avazar el sofvente. Se pueden observay tiabidn b manehn original,

uosen el punto de aplicueian de I muestra de prateinn, v iy mancha

del primer desurraio,

EXPERIMENTO N» 97

L tvaeeiin 110 LU, adicionmdy e Tween 20, se desaerolld on
un papiregratn deseondente, on Ia primern dimensidn con tartento

doble de sodio y opotasio 01 M v oen la segunda dimension con una
solueion de salicitnto de sodio 001 3, o sea (ue se usiaron los mismos
solventes que en o experimento anterior, cambinndo inicamente el
orden,

RESULTADOS:

Se abtuve un desarrotlo pavecido al anterior, gue tiene Ias mis.
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mas carncteristicas, con In diferencin que se obtuvieron Tinienmente
5 bhandas.

EXPERIMENT(O N+ 28,

Como muestra proteien se tomd albiming de huevo, adieionin-
dosele Tween 20, ¥ se hizo un desurrollo bidimensional, En In pri-

wera dimension se uso una sohueion de salicilato de sodio 0.1 3 v en
In segunda una solucion de tarteato doble de sodio v potasio 0.1 M,

RESULTADOS:

Se obtuvicron 4 6 9 bhandas en la segunda dimension, pero a ne-
dida que se hace el desarvollo teatin de juntarse, pues todas tienen
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in t.om]cnv.lu. de divigirse a h‘\ linen medin,  Aparceen, también, la
mancha original ¥ 1o que se formé al hacer el desarrollo en ln pri-
mera ditmension,

EXPERIMENTO Ne 29,

En este ecuso seusd albiming de huevo mds Tween 20 como
mwuaestra proteiea, ¥ para el desarrollo se usé una solueién de saliei-
lnto de sodio 0.1 W a la que se le afiadio una pequefia eantidad de
Tween 20, F) desarrolfo en tn segunda dimension se hizo con una
solucion de tartrate doble de sodio ¥ potasio que tmbidn contiene

una pequena eantidad de Tween 20,

RESULTADOS:

Los resultidos fuceron exactamente ieuales, con la diferencia de
que Jas manchas en ol sepundo desarrollo siguen de frente sin des-
vinrse hoein In Hines media. Bl borde del solvente se hace mas ivre-
wular por el Tween 20 que se atiadio.

EXPERIMENTO N+ 30,

Pars asegurarnes siose teataby rectmente de dos fraceiones di-
ferentes de Ins cuales una eanming con un solvente ¥ la otra eon ¢l
segundo solvente, se probd un papirograma  bidimensional usando
en ambos sentidos el mismo solvente.

Se uso atbiiming de huevo tresen con Tween 20, v se desarrolld
en ambos sentidos con una solucion de salicilato de sodio 0.1 M,

Bl papirograma que se obtuvo se parece mucho a los que se
shtuvieron anteriormente usando dos solventes diferentes, o sea que
aparece la mancha original, una mancha barrida de la pimera di-
mension ¥ unas bandas que se obticnen al hacer el desarrollo en la
segunda dimension.

EXPERIMENTO N+ 31,

Se tomd una pequeia gota de un hidrolizadu encimitico pareial
del suero antitetinico adicionado de glicina, y se puso sobre un
papel filtro de 25 x 25 em. Kl desarrollo se hizo aseendente en una
cdmara especinl. Se enrolla ¢l papel filtro de manera que quede en
forma de eilindro, pero sin que se toguen los hordes. Se eoloea en
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In edmarn v se afnde ef selvente que se ova o usar en la primera di-
mension, que en este caso es una solucion de salicilato de sodio 0.1 M,
Il desarrollo en Ja sepunda dimension se hizo eon una solucion de
tartrato doble de sedio vy potasio. Los eronmtogramas se hicieron
por duplieasdo, revelando uno con ezl brillante pura lana BLY,
para ver en que forma habian migrade las proteinas, v o otre se
reveld con ninkidring para identifiear la posieion de los amino.
deidos,

RESULTADOS:

Los amincdeidos, o seic en este easo b glicing, apaveee comao
una mancha bien definida, tamto al revelar despucs de da pritiera
dimension, como al hacerdo despuds del desuerolle completo, Con
ambhos solventes Uene un valor RE wrande, Con o primer solvente
el valor del BE ostit alrededor de 0.7 v en ol segunedo easo alvededor
de 0.8 No aparecen otras manchas de aminoiieidos, ni gaeda ningn
tuspo en el sitio de aplicacion de o muestra,

Lasx proteitas easi no son visibles por cocontrarse en peqieita
cantidad, AL revebe despudés de b primera dimension con Azl
brillante para lana BLN apareer una maneha bavrida, poeo tefiida,
desde el puito de aplicaeion de beomuestea east hasta o final,

Siose reveh despnds ded segundo desarrollo e se ve ninguna
mancha proteien definida, sin embaego a do fareo sdel borde del sal-
vente apareeen sitios ds teiidos gque puaceden ser profeinas,

ENPERIMENTO N» 32

Se toma ol mistna hideolizado con glicina, dei cual se puso ann
gota en unn esquina de un papel Whatmany N* 1 de 50 x 50 e,
» se hizo un desarrollo hidimensional descendente, usando en la pri-
mera dimension metil-celosolve al 959 v oon fa secumda fenol al 80¢

Ne hizo por duplicado ol desarrollo, yevelando jgnalmente que
en el enso anterior, uno eon winbidving, v ool otro con eolormnte di-
reeto pia lnna,

RESULTADOS:

Al revelne con ninhidreing, i ghicing aparece coma maneha bien
definida, v eon sus valores de R cavaceteristivos cuando se haee mi-

grar con estox solventes, que han sido determinados v por ofros
atttores,
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No se observa lun presenein de ningiin otro aminodeide gue pu-
divra tenoy ol hidrolizado,

Siose reveln con Azul Brillante para lana BLN despuds de Ia
primern dimension, b proteing ha quedado en su sitio oviginal, v
después de b osepunda dimension, se observa una migracion com-
pleta de o proteing. Aparte de esto se observan las manchas a lo
iargo ddel borde del fenoll como en of caso anterior,

EXPERIMENTO Ne 33,

Se hize un desarrotto bidimenstonal deseendente, usando en In
primers dimensiin metilectlosolve al 953 v en la o sepunda Yenol al
NOTe. pera sin poner ninguna clase de muestra sobre el papel, con
el obhjeto de ver st las pumehas que se observan o lo largo del borde
del solvente son verdaderamente parte de las proteinas que se colo-
caron eomo auesten, o sioson auieamente substaneias que de por si
contiene ol papel, v ogue o) solvente aeeasten aoosu paso,

RESULTADOS:

Al revelar el papel con ol Azul Brillante para lana BLN se
observaron a o largo del borde del fenol, que fué el solvente que se
nséoen b segunda dinsension, unn serie de manchas alargadas pev-
pendieulares al borde. Estus manchas son mas intensas v oapareeen
eon mads Dreenenein en el sitio de mavor avanee del metileellosolve,
gque fué ol solvente del primer desavrolio, Asi se compruecha que
estas manchas se deben dnieamente a produetos de naturaleza des-
conceidn pero que se tifien con los colorantes, ene arrastran lox sol-

ventes i su paso, voque son naturales del papel tra.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Con In iden de ampline ¢l caopo de la pupirogratin al estu-
din de dos sistemas proteicos, se Hevaron a eabo una serie  de
praebas sistemdtions para Aratar de determinar si era posible efee-
tuar Ja migracion de las proteinas en papel filtro, para lo cual se
Fizo uso de distintos solventes, en varias condiciones de tempera-
mra, coneentracidon, pl, ote,

Durante of curso e astas investigneiones apareeicron algunos
trabagjos (6, 7.5, 20 v A3, entoeados haeia ol mismo fin, pero nues-
tros resultados nos Hevaron hacin conelusiones distintas, como  se
verit nuas adelante,

Eu los experimentos 1y 1A, se vio gque las proteinas no mi-
wran, o lo hacen muy escasamente con las solueiones fenoladas, tanto
de alta como Qe baja coneentiaeion,

Tguadmente, tos cellosolves puros o adicionados de modificado-
res de fa tensian superficinl, no hacen migrar a las proteinas en lo
ahsoluto,

Fn cumbio, Lias soluciones aenosas de un gran ndmero de sales
morginieas ¥ organicas, azieares, aminojeidos, ete., hacen migrar
a lax proteinas, sin que se hava podido Jograr hasta ahora una sepa-
raeidn correeta de cllas,

Fsto se observa elaramente en el experimento 3, en el que se
proburon doce soluciones diferentes de compuestos orginicos, tales
como: aectato de sodio, acetato de potasio, oxalato de sodio, oxalzto
de potasio, ascorbato de sodio, tartrato doble de sodio » potasio, sa-
Helato de sodia, eitrato de sodio, dextrosa, suerosa, sacarvosa ¥ glu-
cosa, fodax o una concentraeion 0.1 M,

Sn las dove muestras se obtuvieron resulados anilogos, pues
en todas ellas se ve una mancha en ol punto de aplieacion de la mues-
trn proteien, v ootra, de forma alargada, en el otro extremo de papel.
o sen a la alture del borde del solveute, En algunas ef vador R es
mayor que en otras, pero con poca diferencia, Se observa también
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que con algunos azienres v sales, bromanehn original es mds intensa,
debido seguramente 2 que hay  nmayor desnaturalizacion en pre-
sencin de dichos compuestos,

Fa el experimento 15 se tratd de haeer wigrar Ins proteinas
con soluciones de plicing, obteniéndose una migeacion similar o o
de das sules orgdnicas v azieares antes wencionados,

En el experimento 20 se usaron salueiones acuosas Jde una serie
de sales inorganicas, tales como: fostato monosadiva, Posfato diso.
divo, fostato trisadico, sultato de amonio, cloruro de sodie, ete., ¥
NC Ve gie se consigue una migracion idéntien que en el caso de las
sules organieas, o sea que las proteinas migran en forma glohal cusi
i dnomismn veloeidad o la que migran los solventes) puies despuds
de revelnr se observa una mancha semitinal, ademas de T pequeiia
matecha en ol punto de origen,

La varacion de L concentraeion de las soluciones senosas tivne
muy poea aceion sobre laomigeacion de las proteinas, Esto se vid
al hacer unu migracidn comparativie con solueiones de salicilato de
sodio, acetato de sodio, suerasa, cte, o diferentes coneentraciones,
Los desarrollos se hicieron stmultaneamente, habiendo varindo las
coneentraciones desde 001 W hasta 1.0 M, encontrindose anieamen.
te un ligere samento en dos valores del BY ol connentar b coneene
fraeion,

Las coneentraciones altas de aateares hacen aporeeer In waneha
proteiea mas ditusa v como con puntilleo, lo cual hace pensar que
lus proteinas se han precipitado sobre ol papel debido o la alta con.
contracion de la solueidin,

Las varinciones de temperatura, dentro de los Hinites usados en
ol lnboratorio (de 07 w0 377¢Y no ateetan notablemente la veloeidad
de movimiento de las proteinas sobre el papel, uiintluyen de una
manera mareada en i mayor o menor desnaturalizacion de las pro-
teinas, pues los cromatogrmmas desarroliados o diterentes tempera-
turas, tienen las mismas eaeleristieas,

In los experimentos 22 0 3, se vid que el pH ose puede vaviae
dentro de limites muy amplios, sin que afecte nomigracion de fas
proteinas, en eambio siose exeeden estos limites, Hega eierto punto,
en que la migreacion se hace mds lenta, fa mancha estd barvida v se
cnetentra hitureada en su extremo anterior. Bsto es debido segu-
ramente 2 gue vaoen ese momenio se ha rebasado el punto isoelée-
irico de n proteina.

Por los experimentos verificados, se ve que el Tween 20 siadide
a la muestea proteiea tiene cierta aceid sobre la migracion de ellas,
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on cambio stoel Tween 200 se aiade o e solueion que se va n usar
poru el desarvollo, la aceidn ex muy mareada, pues los hordes del

solvente se vaelven mas irregulares ¥ da protefng es arrastends hasta
¢! final, repartiéndose parte de ella en el mismo bhorde.

I efecto del Span 200 Span 80y Span 85, s menos mareado
que el Tween 20, v en sentido inverso, pues la mancha proteiea en
presencia de estas substaneins se haee menos final, v los hordes go-
nersglmente se haeen nuis irregilares,

En presencin de una minima cantidad de Tween 20, 1o aecidn
de fos Span es nuda, o por lo menos no es notorin en los experimentos,

Otras substaneiss afindidas a0 o muestra proteiea, tales como
NaUN, Nat'l Glicina, ete, no tienen una aeeion aprecinble sobre ia
migracion Jde dus protefnas en el papel filtro,

Fon dos eromatogrumas bicimensionales, desarvoilados con dos
solventes diferentes. se obtuvieron: unn mancha en ol punto origi-
nal, o sea el punto de aplicacion de faomuestea, oten alargada pro-
cedente de I primsers dimension x una serie de eanales que naeen
et esta wltiing waneha, vogue al avanzar se juntan, formando una
serie de bandas paealelis una o otea, perpendieular al borde del
segundo solvente,

Se puede pensar que hay una separiacion por lo menos en tres
frueeiones, o sea, una que noomigro absolutimente nada, otra que
migrd Anicamente con ol primer solvente, ¥ ouna tereera que migra
eon ambos solventes, Se comprobd eon el experimento 30, que esto
B ex correeto, pues usando en ambas dimensiones el mismo solven-
te, se presenta esta misma separaeion, lo cual indiea qie las man-
chus original » Inode da primera dimension, son restos de proteinas
desnnturalizadas, que van quedando adheridos al papel sin gue mi-
wren al paso del solvente.

Lat serie de bandis que se forman en o segunda dimensién,
Yabian sido interpretadas por otros autores (6Y, como componentes
de unn mezela de proteinas: pero como este eromatograma no es
reproducible haeiendo migriactones con solventes alternados, y ade-
mis el nimers de bandas varia mucho si se le afade un agente de
superficie, seguramente que estas bandas no corresponden a - dife-
rentes fraceiones proteieas, sino que son partes de la proteina que
so desprenden o lo lurgo de la maneha barrida de Ta primera dimen-
sidn al paso del segundo solvente, sin que su nimero tenga relacion
direeta con ¢l nimero de componentes de la mezcla,

De o anterior se ve elavamente, que el efecto de desnaturaliza-
cidn es tan fuerte, ¥ que se presenta tan ripido, que no se logra en
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ningin cuso unn migracion de Ins proteinas completas, v que por
est enusa no se pueden obtener sepuraciones de protefnas sobre el
papel, a1 no ser gue se encuentren condiciones o solventes especinles
en los que dicha desnaturalizacion no se lleve a eabo, por lo menos
durante ¢l desarrollo eromatogrifico.

loos métodes de cromatografin usados, pucden ser elmpleados
para estudiar la aceién de ciertas substancias sobre las protefnas,
usf como para la geparacion de compuestos que acompaiien a ésta, de
tnl manera ¢s posible la separncion eromatografics de aminoidcidos,
hidratos de earbono, cte.. que acompuiinn a los sistemas proteicos:
ademfs de ser posible en ciertos casos estudinr ol efecto de otras
substancias, tales como grasas, hormonas, cnzimas, modifiendores de
la tensién superficinl en general, ¢te., sobre las protefnas ya que
estag substancias alteran notablemente la distribueion de ellas en los
papirogramas.



SUMARIO

1—Se logred revelar la proteinn en papel filtro por un método
riapido, sensible ¥ reproducible, empleando eolorantes direetos para
lana”",

2 -Se efectud ln migracion de proteinas en papel filtro, pero
ohservandose marcadn  desnaturalizacion, debida probablemente  al
contaeto con el papel porose.

$.---No hay posibilidad de reprodueir andlisis haciendo migra-

clones von solventes alternados,

4o-Hay pusibilidad de separav los aminodeidos, hidratos de car-

bono, ete,, de las proteinas,

5.~8¢ abservd un mareade ofecto de los moditicadores de In
Tension Superficial, grasas, ete., sobre ln migracién de las protefnas.
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