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INTRODUCCION

Desde el aiio 1944, en que Consden, Gordon y Martin, ba-
sindose en los trabajos anteriores sobre cromatografia de particidn
de Martin y Synge, publicaron su primer articulo de cromatografia en
papel (1), éste método ha tenido un enorme desarrollo, y se ha revela-
do extraordinariamente fruct{fero en sus aplicaciones a la quimica,es-
pecialmente en sus aspectos bioldgicos, Se lo ha utilizado asf{ para
la separacidn de nmicrocantidades de las mfs diversas substancias: ami-
nodcidos, aziceres, purinas, nucledsidos y nucledtidos, compuestos fe-
nélicos, dcidos orgdnicos, antibidéticos, cotiones inorgdnicos, etc,

( ver p. ej. 2).

I.1 terreno que hasta ahora se ha resistido més a esas
investigaciones ha sido probablemente el de las protefnas, Esto se ha
debido en primer lugar 2 la dificultad con gque se tropieza parz la se-
paracidn en el papel de moléculas griandes y muy complejas, y probable-
mente en no pequelia parte también a la falta, hasta hace muy poco
tienpo, de reactivos sensibles para el revelado de los cromatogramas,
En efccto, por un lado 1o mayoris de las proteinas no suelen correr
en el papel comc manchas redondeadas y bien definidas, sino por lo co-
min dan manchas muy alargadas o, peor ain, estrfasj; por otro lado los
recctivos que se utilizan cominmente pars identificarlas en solucidn
resultan muy poco scensibles cucndo son aplicados al papel,

Los 1lnvestigadores que se han dedicado a estos prob}emas
han tratado de superar en varias maneras las dificultades citadas,

Uno de los primeros trabajos sobre cromatograffa en pa-
pel de proteinas fué el de Franklin y Quastel (3). Estos autores in-
corporan hemina a la solucidén de protefna, antes de correrla, Ia he-

mina forma complejos con muchas protefnas y por lo tanto se mueve en
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el papel junto con ellas. Unc vez desarrollado el cromatograma, se
lo revela con une solucidén de bencidina, que reacciona con la hemina,
dando una coloracidn azul o 2 veces roja o verde, Aparecen asi_man-
chas donde se encuentran las proteinas combinadas con la hemina, De
las fotografias que acompailan este trabajo, se desprende que el méto-
do de revelado no es muy bueno, por aparecer muchas manchas secunda-
rins en lugares donde no hay proteinas, Como solventes es?os autores
utilizan distintos buffers (fosfato, citrato, oxalato, etc,) efectuan=-
do corridas o diferentes pHj; experimentaron con albumina de bovino,
Xr-globulina y'/g-dﬂctoglqbulina, y cdemds con algunas enzimas, como
papalna, pepsina y ureasa, Consiguieron una separacidén buena entre
dos proteinas sdlo efectuando cromatograffa en dos dimensiones, con
diferentes solventes, ILas manchas resultaron en algunos casos ovala-
das y otras veces aparecen como estrias alargadas,

En el caso de la ureasa, su posicidén fué determinada en
el papel recortando tirillas transversales del mismo e incubdndolas
con el substrato (urea) en un respirdmetro de Warburg, determinando
as{ la actividad enzimdtica en cada una, Se 1llegd as{ a la conclu-
sidn de que la mayor parte de la actividad estaba distribufda en una
gona del papel de aproximadamente 6 cm de ancho,

Posteriormente Franklin y Quastel aplicaron su método
21 cstudio de la combinacidn entre la tiroxina y las protefnas del
plasma (4), y mds recientemente volvieron a estudiar la separacidén
de las fracciones proteicas de la sangre (5), De este dltimo artfculo
trataremos en la discusién (pdg.44 ).

En un reciente trabajo Reid (é) utilizando la técnica
de Franklin y Quastel, consiguié separar la enzima poligalacturonasa

de la pectina estem#aan de hongos,
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Ya anteriormente a estos trabajos, Tiselius (7) habia
encontrado que ciertas protefnas son capaces de ser fuertemente ade
sorbidas de sus soluciones, en presencia de sales en concentraciones
macho menores que las necesarias para precipitarlas, Uno de 1los aq-
sorbentes ensayados fué el gel de silice y otro el papel de filtro,
Las sales empleadas fueron sulfato de amonio y fosfatos, La concen-
tracidn de proteinas residual en la soluc%én fué calculada en base a
1o densidad dptica de la misma a 280 m/a . Se hicieron también algu-
nas tentativas de separar protefnas en el papel, basadas en la dife-
rente adsorcién (llamada por Tiselius "salting out adsorption"), ten-
tativas que tuvieron algunos éxitos, segun el autor, el cual da sin
embargo muy pocos detalles al respectq, tanto en el trabajo citado,
como en una conferencia posterior (8),

Mitchell, Gordon y Haskins (9) utilizaron para la sepa=
racidén de enzimas una columna hecha con discos_de papel de filtro su-
perpuestos, la "cromatopila", por ellos ideada, Se embebfan en la so-
lucidn de enzimas cierto nimero de discos de papel, que se colocaban
en la parte mAs alta de l1la columna, Se desarrollaba el cromatograma
haciendo pasar solvente por la columna desde arriba hacia abajo, Se
éacaba luego uno de cada 10 & 20 discos y se determinaba que_activi-
dad habfa en cada uno, de las enzimas que interesaba separar, Se po-
dfa construir asf un gréfico que daba la concentracidn de cada enzi-
ma en funcién del nimero de discos (o de la longitud de 1la columna),
El solvente de mayor poder resolutivo fué una solucidn acuosa de sul-
fato de amonioy 2 12 cual se iba agregando continuamente agua durante
el desarrollo del cromatograma, en forma tal que la solucidn que pe=-
netraba a la columna era cada vez mds dilufda, Se creaba asi a tra-

vés de la columna un gradiente de sulfato de amonio: los discos infe-
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riores contenfan concentraciones de la sal mucho nfs altas que los su=-
periores, Con este método Mitchell y colab, pudieron separar parciale-
mente entre si las enzimas adenosina deaminasa, amilasa y fosfatasa,
contenidas en un preparado de '"takadiastasa'", Los mismos autores en=
sayaron también con resultados parecidos, cungue en general menos a-
lentadores, el uso de un gradiemte de pH, o concentracidén constante

de S04 (N Otro solvente utilizado fué 50, (NHy)o de concentracidn

i)y
constonte a pH fljo: este Yltimo no fué muy sntisfactorio, distribu=-
yéndose en general cada enzima a lo largo de toda la columna y no en
un> goha definida,

Los trabajos comentados se octpan de la separacidn de
las proteinas por cromatograffia en papelj por otra parte han apareci-
do recientemente otrog art{culos que tratan sobre el revelado de las
protefnas en el papel, Para eso se ha aproveqhado l1a propiedad de las
protefnas de combinarse con varios colorantes, Jones y Michael (10)
utilizan una solucidn dcida de "Solway Purple", entre otros, en la
cual sumergen el papel por cierto tiempo, avando luego con agua ti-
bia, se arrastra el colorante, excepto en los sitlos donde ha quedado
fijado sobre las protefnas, que aparecen as{ compmanchas coloreddas-s¢
bre fondo blanco, Durrum (11), en un trabajo que trata sobre electro-
foresis en papel, emplea azul de bromofepol en solucidn alcohdlica sa-
turada con CloHg, lavando luego con agua, Cremer y Tiselius (12) mo-
dificaron este método para hacerlo cuantitativo, TFl método modifica-~
do incluye una serie de lavados del papel con diferentes solventes,

elucidédn del colorante y determinacién colorimétrica del mismo,

El presente trabajo se inicié con el objeto de aplicar

la cromatograffa en papel a la separacidn de enzimas, Se empez8 por
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enscyar soluciones buffer como solventes, luego se pasé 2 los gradien-
tes de sulfato de ~monio, en general con poco éxito, Finalmente se
utilizé el alcohol etflico en solucidén acuos2 o en mezcla con buffers,
pudiéndose separar as{ las enzimas invertasa y fosfoglucomutasa entre
s{, y desdoblar la invertasa de levadura de cerveza en dos fracciones,
A rafz de 1n publicacidn de métodos sensibles para el revelado de las
proteinas en el papel, que ya hemos citado, se pudo extcnder este tra-
bajo a2 la seporacidn de las protefnas del suero., Se llegd a separar
con relativa facilidad 1la albimina de las globulinas y se efectud un
estudio sistemdtico de la influencia de varios factores sobre estas

separnciones,
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PARTE EXPERIMENTAL

Substancias utilizadas y métodos generales

Los métodos se detallardn en cada caso particular. Se
expondrdn aquf sin embargo algunos que fueron de uso general en todo

el trabajo,

Substancias.

El glucosa=l-fosfato fué preparado enzimfticamente se-
gin Sumner y Somers (13) y el glucosa-l,é-difosfato sintéticamente
por el método de Leloir et 21, (14).

Ia alblimina de suero humano era una muestra cristalina
y la X —~globulina de suero de caballo era electroforéticamente homo-
génea,

La sacarosa, maltosa, rafinosa, xilosa y ok =metil glu-

c8sido eran todas drogas comerciales,

Papel.

En todos los casos se us® papel Whatman No 1,

Aplicacidn de la solucidn a cromatografiar sobre el papel.

Ia solucidn fué aplicada sobre el papel en la lfnea de
partida, a unos 5 cm de un extremo del mismo, como una gota, O como
una banda obtenida yuxtaponiendo una serie de gotas una al lado de 1la
otra, Se utilizaron pipetas capilares de enrase automdtico de capa-
cldad entre 2,5 y ?ﬂ‘l' La cantidad puesta en el papel como banda
fué, en las experiencias 1llevadas a cabo con sulfato de amonio como
solvente, de aproximadamente 0,01 ml por cm de ancho del papel, ¥ en

la mayorfo de las con alcohol de 0,005 ml por cm,
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Una vez aplicada la solucidn al papel, se puso siempre
en marcha inmediatamente la cromatograffa sin dejar secar las gotas,

para evitar en lo posible la desnaturalizacidén de las proteinas,

Extractos de levadura,

Ia levadura de leche Saccharomyces fragilis se cultivé

y se sec8 al aire, segin el método de Caputto et al, (15),

Se usé ademds levadura de cerveza marca Palermo, secada
al aire a temperatura ambiente.

E1l jugo de Lebedev de cualquiera de las dos levaduras
se prepard en la siguiente forma: se suspende la levadura seca en
tres veces su peso dd una solucidn de fosfato de amonio 2,2% y se de~
ja una hora a temperatura ambieqte, agltando de vez en cuando, Luego
se deja en la heladera 1-2 dfas, Entonces se centrifuga a 4-5000
r.p.m, y se decanta el sobrenadante, que contiene las enzimas extraf-
das,

Para la cromatograf{a se utilizaba generalmente el ex-
tracto dializado en capa fina por tubos de celofdn 4-5 horas contra

agua, en la heladeraz,
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Experimentos preliminares

Los primeros exXperimentos se llevaron a cabo por ¢l mé-
todo de ascenso capilar (16 y 17, ver fig, 1), Como solucidn de pro-

tefnas a fraccionar se utilizé un extracto de Lebedev de S, fragilis,

Las tiras de papel eran en este caso de 4 cm de ancho por 40 cm de
largo. ILa solucidn fué aplicada al papel como gota o banda, segin el
experimento,

Se ersayaron varios reactivos para~revelar las protefnas,
entre otyos 13 ninhidrina, el reactivo de Folin y Ciocalteau, el de
Pauly, etc.j pero con resultados muy poco satisfactoriosj la reaccidn
més sensible fué la de la ninhidrina, llevada a cabo en la misma for-
ma que para la cromatograffa en papel de aminodcidos (1), pero se ob-
tuvieron coloraciones muy débiles ('),

Con este método se¢ ensayaron primero papeles impregna-
dos con Al(OH)3 segin Datta et al, (18), usando agua como solvente y
luego papeles no impregnados usando buffers de fosfato como solventes,
En todos los casos apareci$ sélo una mancha o banda de protefnas, no
habiéndose éstas aparentemente separado entre sf,

Estos resultados sin embargo son dudosos,y debido a la
ineficiencia ya sefialada de los métodos de revelado, Se resolvié por
lo tanto utilizar para ese fin la banda de absorcidén que presentan
las protefnas cerca de 280 m/b(19).

Se procedid de la sigulente manera: una vez desarrollado
el cromatograma, el papel fué cortado en tiras tronsversales de 2 cm
de ancho. Cada tira fué colocada en un tubo de ensayo de 8 ml, al

cual se agregaron 3,5 ml de buffer de fosfatos de Sdrensen (20) de

(1) ILa reaccién con azul de bromofenol aparecid en la literatura cuan-
do esta investigacién se hallaba mucho mds adelantada,
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PH 645, Se extrajo as{ el papel durante 12 horas, agitando de vez en
cuando, y luego se midid 1z densidad éptica de 1la solucidn a 280 n1/g
en el espectrofotémetro de Beckman, Representando luego la densidod
dptica en funcidn de la longitud del papel, se obtlene un gréfico que
muestra la distribucidn de protefna en el mismo (ver fig, 2)., Antes
de representar cadc lectura hay que restarle la del blanco, obtenido
extrayendo un trozo de papel igual a los otros, pero sin proteinas,

Este método es mejor que los anteriores, pero deja bas-
tante que desear en cuanto a sensibilidad, Se lo utilizé sin embargo
en algunos experimentos gue se efectuaron para producir en el papql
un gradiente de SO4(NH4)2, anflogo 2l obtenido por Hitchell et al.

(2) en 1o cromatopila,
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Cromatograffas con gradientec de 504(NH,)g e

Métodos

Dispositivos para la cromatografia,

En la fig. 3 estf representado el primer dispositivo
armado para este fin, que llamaremos dispositivo I: A es un tubo de
ensayo comin que fué cortado por la mitad aproximadamente y al cual
se hizo ademds un reborde, B es un tubo de vidrio abierto en los dos
extremos, en uno de los cuales se adapté el taponcito de algodén C,

B es mantenido verticol en el centro de A por medio de un corcho ho-
radado y todo el conjunto se sostiene por‘el reborde de A en un agu-
jero practicado en la tablita de madera D, A lo largo de una arista
de la misma corre la varilla de vidrio E, que estd asegurada a la ta-
blita por medio de dos gomitas, E1 tubo B contiene una solucién de
sulfato de amonio de cierta concentracidn y en cl espacio entre B y A
hay agua, Ia comunicacidn entre 1a solucidn y el papel es estableci-
da por medio de una mecha compuesta de varias tirillas del misgo pa -
pel de filtro ( F ), unidas unas a otras con broches metdlicos, Toda
1z instalacidn se encuentra dentro de un cafio de cemento G, cerrado
por una tapa de vidrio, Al difundirse la solucidén salina por'la me-
cha y el papel, baja el nivel en el tupo B y para restablecerlo entra
agua de A, dlluyéndose as{ la solucién, Este proceso se renueva cons-
tontemente, determinando que lleguen a2l papel soluciones de SO4(NH4)2
cada vez mds dilufdas.

Para controlar la eficacla del sistema, una vez efec-
tuada la corrida, se cortd el papel en tiras transversales de 2 cm,
Se extrajeron con agua o buffer ( se usaron eventualmente los mismos

extractos que servian para la determinacidn espectrofotométrica de
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protefnas) y se valorb el contenido en NH; de una alfcuota de cada
extracto con el reactivo de Nessler, Contrariamcntce a 1lo esperado no
se obtuvo un gradiente continuo, sino una curva con un mdximo (ver
fig. 4)., Parecce que el 2gua se difunde mds rfpidcomente que la sal

a travé€s del papel. Ia comprobacidn se efectud hacicndo una cromato-
graffa por ascenso "en blanco", es decir sin colocar substancias en
el papel, y utilizando como solvente una solucidn de sulfato de amc-
nio al 409 de saturacidn (sin procducir gradientes). Al determinar
luego la concentracidn d¢ la sal en el papel se obtiene una curva queo
estd representada en la fig, 5: 1a concentracién del sulfato de ahalely
nio disminuye desde ¢l punto de partida hasta el frente del solvente,
Un cfecto similar ya habfa sido encontrado por Horne y Pollard (16)

y recientemente por Reid (6). Hay que advertir sin embargo que 1los
resultados obtenidos pueden atribuirse en parte al hecho de que el
papel estd generalmente mds cargado de liguido (y por lo tanto de sal)
cerca de la superficie del sblvente que cerca dcl frente de avance.
Para decidir definitivamente serfs necesario determinar no sélo la
cantidad de sal sino también la de agua, en funcién de la longitud

de papel,

Para tener un mejor control de las condiciones y sobre
todo una variacidén mds rdpida cn la concentracidn del sulfato de amo-
nio, fué ideado el aparato representado en la fig, 64 que serd{ llama-
do dispositivo II: & es un tubo de vidrio dec unos 8 cm de ancho y 40
de alto, Est£ cerrado arriba por la tapa dec vid;io B y abajo por el
cierre hidrfulico que efé&ctis el mismo solvente,., El papel estf col-
gado de 1la varilla C sostcnida por dos corchos contra las paredes del
tubo A, Este a su vez estd sostenido por una gbrazadera unida a un

soporte, que no estd representada cen 1la figura, Para evitar en lo po-
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sible que la tira de papel sea afectada por ¢l movimiento del solven-
tc, se le agregaron como peso dos portaobjetos (D), unidos por una
gomita, ¥y scparqdos 2l mismo tiempo del papel por medio de dos tiras
finas de caucho, En ¢l vaso V se coloeca el 804(NH4)2 concentrado,
mientras que el agua cae desde el tubo E, que est{ conectado oon un
frasco de Mariottey no @ibujado en la figura, parc que la velocidad
de salida sea constante, Esta velocidad se puede regular con la pin-
za de Mohr ¥, El aparato estf provisto ademds de un nivel constante
G, ¥y de un agitndor eléctrico H que uniformiza la concentracidn de la
solucidn.,

ILa concentracién de su;fato de amonio en el papel tome-
bién aqul presentd un mdximo (ver fig, 7), que no se puecde atribuir
en este caso 2 imperfecciones del aparato, Por otra parte la concern=-
tracidén de sulfato de amonio en el solvente 1llegd, con la velocidad
de pasaje del agua de 3 ml)min, desde el 60% de saturacidn hasta casi
cero 2l finalizar 12 experiencia que duraba de 3 a 4 horas, I[n el
popel 1la concentracidn de SO4(NH4)2 tiene wna variacidédn mdxima de 1

2 10 aproximadamente,

Determinaciones de actividad enzimdtica.

Se procedid de la siguiente manera: el papel se subdi-
vide con trazos suaves de 14piz en la forma indicada en la fig. 8.
A lo largo de 1la linea PP' se coloca una banda de la solucidn de en-
zimas en la forma explicada en la pdg. 6, Una vez efectuada la corri-~
da, se retira el papel y se lo deja secar parcialmente a temperatura
ambiente; cuzndo todavfa estd hiumedo se lo corta en trozos segin las
1lfncas trazadas de antemano, Cada uno de los trozos de la tira "a",

cortado en pedacitos mds pequefios, sc¢ coloca en un tubo de ensayo de
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Fig. 8 = Forma en que se subdivide el papel para las determinacio-
nes de actividad enzimditica,
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8 ml, 2l cual se agregz el substrato, Los trozos de 1la tira "b" se
colocan en sendos tubos con agua, como blancos, OS¢ incuban todos los
tubos un clerto ticmpo o 372 C y luecgo se determinn 1o cantidad de
substrato transformada en cada uno, Ademds en un tubo se coloct €l
substrato sin enzimo para medir ¢l valor cdel blaanco del mismo, Sc
rucde luego represeatar 12 actividad enzimdtica con funcién de 1o lon-
gitud del papel, scgin se observa por cjemplo cn 1o fig, 9.
Pore valorar mds de una enzima o la vez, basta usar
un papel nds nncho y recortar unn tira mds, colocando los trozos en
¢l substroto que correspondn, Las dimensiones dadas en la figura no
se han mantenido siempre igucles, sino se las ha variado segun el
experimento efectuado., Por ejemplo, para valorar fosfoglucomutasa e
invertasa a 1a vez se¢ usé un papcl de 745 cm de ancho, que fué corta-
do después de 1la corrida en 4 tiras longitudinales, de las cuales una
se destind para determinacidn de fosfoglucomutasa, una para la inver-
tasa, una para blanco y otra para 804(NH4)2 y protefnas (con las pe-
quefias cantidades de enzima utilizadas esta Yltima determinacidn re-
sultaba muy dudosa), Cads tira fué cortada, como ya se explicé, en
trozos transversales, perc en este caso los trozos fueron de 3 cm
de ancho paraz no hacer demasiado laboriosa la determinacidn (adn as?
hacfan falta per lo menos treinta tubos de ensayo cada vez).
Con c¢l dispositivo I (fig. 8) se hicieron cromatogra-
f{as con determinacidén de actividad de fosfoglucomutasa y con el II
de fosfoglucomutasa e invertasa,
La fosfogiucomutasa transforma el glucosa-l-fosfato
en glucosa=6-fosfato (21) en presencia de Mg y de glucosaelyBxdiftsfa-
t6823),su coenzima, Come el glucosa-6-fosfato es reductor, mientras

el glucosa-l-fosfato no lo es, se puede seguir la reaccién midiendc



la reduceidn que cparcce, El método seguido fué cl ya empleado parc
la nisma enzima por Cardini et al, (22), que utilizan los reactivos
de Somogyl vy de Nelson para lo deterninacidn colorimétrica del poder
reductor, cfectuande las lecturas con un fotocolorimetro de Klett-
Summerson con filtro 52,

Lo eazima se inactiva en buens parte por el solo hecho
dc ser puesta sobre cl papel, Para reactivarla se ensayd el CNK, Se
aplicaron gotas dec 0,02 ml de jugo de Lebedev dializado de 3, fragi-
1is dilufdo al 3, sobre trocitos dc papel; luego se colocaron lcs pa-
peles en sendos tubos de ensayo y se agregd cl substrato: &ste estaba
compuesto en todos los c¢casos por G/LM de glucosa=lefosfato, 6/LM dc
Mgé*, 5 x lo'é/uM de glucosa=l,6-difosfato; ademfs en los tubos con
CNK la concentracién final de éste era 0,01 ¥ (el CNK fué neutrallza-
do antes de agregarlo), Voluzen total 0,6 ml, Lo incubacidn a 37¢C
duré 15 minutos y la reaccién se detuvo agregando 1,5 ml de reactivo
de Somogyis lucgo se determind reduccidédn con el método ya indicado,
Al mismo ticmpo se cfcctuaron ensayos paralelos de actividad con lq
misma cantidad de enzima, pero puesta cn solucidén y no sobre papel,
Los resultados, represcatados cn el cgadro I, demucstran que el CNK
restituye buenc parte de la actividad, Por lo tanto la mezcla ya in-
dicada, con el agregado del CNK, fué la utilizada para valorar fosfo-
glucorutasa, [l tiempo de incubacién fué por lo general de 40 min,

a 372 C,

En los experimentos efectuados con ¢l dispositivo I
la mezcla de reaccidén fud algo diferente: habiéndose comprobado que
1a concentracidén del substrato estaba en gran exceso, se la disminu-
y6. Como activador se agregd en vez de CNK, histidina (23), que es

muy efectiva y tiene poco blanco de reduccidén, I~ mezcla usada era
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Cuadro I

Reactivacidn de Fosfoglucomutasa con CNK

Procedimiento descripto en el texto, Los nimeros indican /a,M

de substrato transformado,

S5in CNK i Con CNK
En solucién 1,04 | 1,09
Sobre papel 0,452 0,84

puds la siguicnte: 2M M de glucosa=l«fosfato, 1 x 10'?/4 M de gluco=~
sa=-l,6~difosfato, Z%LM de SO4Mg ¥ 1,2/u ¥ de histidina, Volumen to-
tal 0,6 ml,

Bn los casos en que sc¢ determind actividad de inverta-
sa el substratc estaba compuesto de 1 M de sacarosa en 0,6 ml dec
agua, Lo glucosa y levulosa liberadas por la accidn enzimftieca se
voloraron por reduccién, con cl mismo método usado para la fosfoglu=
comutasa,

Estos métodos de determinacidn de las dos enzimas se
mnntuvieron iguales prédcticamente en todas las experiencias siguien-

tes.

Preparados enzimdticos,

Con el dispositivo I se corrié extracto de Lebedev de
Saccharomyces fragilis, dializado, cuya preparacién ya fué descripta.

Con el aparato II la solucién de engimas empleada fué
en algunos casos la anterior y la mayorfa de las vece% en cambiolla

fraccidn de protefnas de un jugo de Lebedev dc levadura de cerveza,




- 16 =

que precipita entre 50 y 75% de scturacidn de sulfato de amonio y que
contiene la mayor porte de la actividad de fosfoglucomutasa e inverta-
sa, Esto modificacidn se efectud con el objeto de tener una prepara-
cién de enzimas algo mdsconcentrada y también parcialmente purifica-

da, Se usé levadura de cerveza marca Palermo, secadc al aire, El
fraccionamiento se efectud de la siguiente monera: a un extracto de
Lebedev dinlizado, preparado segin la téenica yo indicada, se agregb
504(NH4)2 sélido nasta 50 de saturacidn, Se centrifugé y se separd
el sobrenadante 2l cucl se agregd mds 804(NH4)2 sblido hasta alcanzor
el 75% dc¢ saturacién, Se filtrd en la heladera por papel plegado y
se¢ suspendié ¢l precipitado en una pequefia cantidad de agua (alrede-
dor de¢ 1/10 del volumen original). Se diclizd por 5-6 horas en capa
fina, por tubos de celoffn, contra agua en la heladera con 4-5 cam-
bios de agua en el tiempo indicado, En esta diflisis el volumen de
solucién auments bastante, de 2 a 3 veces por lo general, ILa solu-
cién obtenida, cuya actividad en fosfoglucomutasa e invertasa es ale

go mayor que la original, se utiliza directamente para la cromatogra-

iz,

Resultados.

Con el aparato I se cfectuaron varios ensayos, dos de
los cuales estdn representados en los figuras 9 y 10, Los grdficos
parecen indicar que la fosfoglucomutasa ticne més de un componentej
pero lo actividad residual es tan pequefia (debido probablemente a la
accidn inhibitoria de altas concentraciones de sales (21), sulfato
de amonio en este caso) que poco se¢ puede deducir de estos resulta-
dos, excepto el hecho de ‘que 1la enzima se mueve en el papel y que es=~

te movimiento parecec depender de la concentracidn inicial de sulfato
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Concentracidén inicial de

Actividad de fosfoglucomutasa,
804(NH4)2: 45 % de saturacién,
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de amonio en el tubo B (ver fig, 3), como por otra parte podia espe-
rarse,
Con el dispositivo II se corrid primero c¢l mismo ex-

tracto de Lebedev de S, fragilis con determinacidn de actividad de fog

foglucomutasa: en una serie de experiencias en las cuales la concen-
tracidn inicial de 804(NH4)2 era de 40% de saturacién, la fosfogluco-
mutasa dié la mayor parte de las veces un solo pico de actividad y
no dos como en los casos anteriores,

A continuacién se efectuaron corridas con determina-
cién de dos actividades enzimftidas contempordneamente: las de fosfo-
glucomutasa e invertasa, usando el extracto de levadura de cerveza
cuyn preparacién se ha descripto en la pdg. 15 . En la fig, 11 se
pueden ver los resultados de dos de cstos experimentos: mientras 1la
fosfoglucomutasa se muestra muy poco activa y no da un pico bien de=-
finido,_la invgrtasa da uno o dos plcos de actividad (ver mdis adelan-
te, pdg. 25 ).

Cemo 1la incctivacién de las enzimas, especialmente de
la fosfoglucomutasa, ern my grande, debido probablemente en gran
parte a 12 accidn inhibitoria del sulfato de amonio en alta concen-
tracidén, lo quec hacfa dificil una interpretacién de los resultados,
no se siguié experimentando con este método, Se comprueba, sin em-
barge, que por medio de un gradiente de sulfato de amonio y variando
1a concentracién inicial de la sal, las enzimas pueden moverse mds o
menos en el papel, doando en varias oportunidades picos definidos de

cctividad,
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Cromatograffas con mezclcs ctancl=agua y etanol~buffer

La introduccidn de los solventes orgdnicos miscibles
con agua en los nétodos de separacidn de las protefnas ha significa-
do un notable progreso en estos Ultimos, espccialmente en cuaqto se
ref;ore al fraccionamiento de las protefnas del plasma (ver p. ej.
24),

Los solventes orgdnicos muestran a menudo especifici-
dad mucho mayor como agentes de precipitacién, que las sales minera-
les, Sin embargo tienen la propiedad de desnaturalizar las protefl-
nas, con veloci@ad tanto mayor cuanto mayor sea la temperatura a la
cual se trabaja, De ahf que sen neccsario, al utilizar el alcohol
etflico o la acetona, hacerlo a temperaturas alrededor o a veces a
menos de 02 C, segin la concentracidn del solvente,

Se pensd que, en la misma forma que era posible usar
el sulfato de amonio tantc como agente precipitante, cuanto como sol-
vente en cromatograffa sobre papel de protefnas, podrfa también veri-

ficarse lo mismo con respecto al alcohol o la acetona,

Métodos

Dispositivos para la cromatograffa,

Se adoptd el método de ascenso capilar, Como reciee

pientes de cromatograffa sc utilizaron probetas de 1 & 2 litros (se-
gin el tamafio Qe los papeles) cerradas con una ldmina delgada de cau-
cho A (ver fig, 12), apretada con una gomita, E1 solvente estaba con-
tenido en el fondo de la probeta, Por medio de dos cortes practica=-
dos en la parte inferior del papel, se 1le adapté una varilla de vi=-

drio, By que lo mantiene vertical, por su peso, Para asegurar la sa-



Fig, 12 « Dispositivo usado para cromatograffas con etanol,
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turacién del ambiente se pegd a la pared interior.de la probeta una
tira de papel de filtro C, mojada con el solvente, ILa probeta se de-
jaba en 1o heladefa por toda la duracidén de la cromatograffa, a una
tcecoperatura de oproximadamente 490, para evitar en lo posible la des-~

naturalizacidn de las protefnas,

Papecles.

Ios tiras de papel fueron de varics medidas en ancho
y de unos 35 cm de largo,

Para la impregnacidn de papeles con buffer se procedid
de la sigulentec manera: se sumerge el papel en el buffer por algunos
segundos, sc escurre y se cuelga a secar 2 temperatura ambiente, Los
papeles fueron impregnados en todcs los casos en que 1los solventes

eran mezclas de alcohol y buffer,

Solventes.

Mezclas @lcohol etflico-agua y alcohol-buffer, de va-
rias concentraciones, Los buffers de fosfato fueron los de Sorensen
(20) de concentracién M}lS. El buffer de maleato se prepard segin
Smits (25),

T iempo de desarrollo de los cromatogramas,

Mientras que con las soluciones de sulfato de amonio
el solvente recorrf{a 25 cm del papel en unas 4 a G horas, con las so-
luciones alcohdlicas se tenfan tiempos de desarrollo que variaban en~
tre 10 y 16 horas, aumentando proporcionalmente a la concentracién

de alcchol en la mezcla,

Técnica de la cromatografia,

Fué en general similar a la ya descripta para los ca-
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sos anteriocres, Ias soluciones enzimfticas o de alblmina fueron a-

plicadas 21 papel como bandas,

Vnloracién de actividad enzimdtica.

F1 método para la determinacién de fosfoglucomutasa
e invertasa fué generalmente idéntico al utilizado en las corridas
efectuadas con gradiente de sulfato de amonio con el dispositivo II
(ver pdg. 14 ).,

En los casos en que se midié actividad dc maltasa no
se pudo usar el reactivo de Somogyi, que es reducido por la maltosa,
Se recurr%é por lo tanto al reactivo de Borfoed, modificado por Capu-
tto et al. (15). Ademds no conviene como solvente alcohol con bu-
ffer de fosfato, porque el fosfato en altas concentraciones Interfie-
re con el recactivo citado, Se tuvo que efectqar pues la cromatogra-
f{a con mezcla de alcohol y buffer de maleato, Se comprobd previa-
mente que el extracto de enzimas utilizado (fraccién del extracto de
Lebedev de levadura que precipita entre 40 y 65% de saturacidén de
sulfato de amonio: ver mds adelante) contenfa maltasa, y que el bu-
ffer de maleato no interferf{a en la determinacidén, Para eso se colo-
cé una gota de 0,0024 ml del extracto sobre un trocito de papel de
filtro de 2 x 3 ¢cm y otra sobrg un' papel igual, pero lmpregnado pre-
viamente con buffer de maleato., Cada uno se incubd durante 30 minu-
tos con 0,6 ml de una solucidn de maltosa que contenfa ;/(M del azmf-
car, Ia reaccidn se detuvo agregando 1,5 ml del :eactivo de cobre y
luego se efectud la valoracién del poder reductor, Ia cantidaq de
substrato transformado fué 1a misma en los dos casos, 0,33/uiM. Por
lo tanto la enzima es activa y el buffer no afecta los resultados,

Para determinar maltasa después de cromatograffa se



procedid en la forma ya descripta para las otras enzimas, colocando
en cada tubo I/lM de maltosa disuelto en 0,6 ml de agua,

En los cnsayos para averiguar si se hallaba presente

2 sacarosa=fosforilasa, se utilizaron dos series de tubos (como en
zeneral en la valoracidn simultdnea de dos enzimas): en una serie el
substrato era l/LM de sacarosa en 0,6 ml dc agua, DIn la otra se ha-
bia agregado adends a cada tubo un buffer de fosfato de Sdrensen de
PH Gy5 en cantidad tal que contenfa 34 M de P: el volumen total
era aquf tombién de 0,6 ml, En las des series se determind activi-
dad de invertasa con el método general,

Para medir actividad de rafinasa, se exrled también
el método de reduccién, va que la rafinosa no es reductora (la droga
comercial que se utilizé tenfa sin embargo bastante blancc de reduc-
cidn) mientras que si lo son sus productqs de descomposicidn por 1la
invertasa, es decir melibiosa y fructosa, Il substrato estaba cons-
titufdo por 6/1 ¥ de rafinosa en 0,6 ml de agua, E1 tiempo de incu-
bacibén fué mds largo que con sacarosa: 2 horas, porque lo enzima era

menos activa con rafinosa,

Soluciones dec protefnas ensayadas,

L2 albdmina cristalina humana fué disuelta en agua en
la concentraciédn del 3%.

Ia fraccidn de jugo de Lebedev de S, fragilis que pre-
cipita entre 40 y 65% de saturacién de sulfato de amonio se aisld en
forma excctamente gimilar a la descripta para la levadura de cerveza
en la pdg.lS}(sig., excepto por los diferentes lfmites de concentra-
cién de 1a sal,

Con el mismo método se prepard la fraccién de Lebedev
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de levadurn de cerveza que precipita entre 45 y G0% de saturacidn de

sulf~to de amonio,

Experimento rara determinar los productos de reaccidn en los dos pi-

cos_de_actividad de invertasa,

Se efectud una cromatograffa en 12 forma habitual con
buffer de qufato y aleohol (20%) y otra con buffer de maleato y al-
cohol (25%), Se recortaron de cada papel dos trozos, cada uno de
lcs cunles se sabfa por experimentos anteriores que correspcnd{a a
un pico de actividad, Cada trozo de papel se colecd en un tubo de
cnsayo que contenfa 7 ml de solucién de sacarosa de Bﬂ.M/ml y se ine
cubaron los 4 tubos por 3 horas a 372 C, Se detuvo la reacciéq coa-
gulando las protefnas por cclentamiento en bafiomarfa hirviente, Se
decantaron los lfquidos resultantes de la incubacién y se midié el
poder reductor de cada uno para determinar la cantidad necesaria pa-
ra la sucesiva cromntograffa, Se evaporaron luego a sequedad 2 ml
de cada solucidn en sendas concavidades de una placa de toque sobre
bafiomarfa hirviente, Se agregé alrededor de 0,01 ml de agua a cada
residuo parn» redisolverlo y se procedid finalmente a efectuar la
cromatograffa de estos extractos utilizando la técnica de descenso,
E1l sclvente fué una mezcla de pttidipa, acetato de etilo y agua, pre-
parade segin Jermyn e ;sherwood (26). Se uséd papel Whatman N2 1 en
tiras de 4 cm de ancho, I solucién a cromatografiar fué colocada
en la lf{nea de partida en forma de una banda de alrededor de 1 cm
de ancho, por medlo de una pipeta capilar, Con la mezcla ternaria
utilizada los Rf de los azicares son muy bajos y es necegario permi-
tir que el solvente corra mis allf del extremo del papel., Para eso

se unid a &ste por medio de broches metdlicos una almochadilla absor-
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bente de papel secante, Comc con esta instalacidn no es posible cal-
cular directomente el Rf de las substanciass, fué necesario agregar

a cada papel, en el punto de partida, una banda de solucidn al 1% de

xilosa, que corre mds que las hexosas y por lo tanto no molesta dan-

do manbhasmezcladas con las de los otros azicares, y sirve ademds co-
mo punto de referencia: luego de desarroldados y revelados los cromie
togramas, se mide 1la distancia desde el origen hasta el centro de ca-

da manchc obtenlida y se cnlcula para cada una de ellas el

distancia desde el origen hasta el centro de la mancha

R -
x1 n nooon " I u 1 non " de Xi-

losa,

Se pueden luego comparar entre sf los in como si fuc-~
ran Re, e identificar los distintos azdcares. Para esto dltimo, en
una de las tiras de papel se colocd una banda de una solucidn que
contenfa glucosa, fructosa, sacarosa y xilosa en 1a concentracién del
1% de cada uno, como patrones,

Para el recvelado de glucosa y xilosa se pulverizé so-
bre los papeles el reactivo de ftalato de anilina en butanol, segﬁn
Partridge (27), calentando lucgo 10 minutos en la estufa a 1052C, Pa-
ra lo revelacidn de fructosa y sacarosa se usé el reactivo de resor=-
cina en CIH segin Forsyth (28), calentando en la estufa a 85-90¢ C
tres o cuatro minutos, hasta aparicién del color, Para poder revelar
un mismo papel éon los dos reactivos, se lo cortd por el largo en dos
tirasy una de las cuales fué tratada con ftalato de anilina, y la o-

tra con resorcina,

Resultados

Las primeras corridas explorativas se efectuaron con
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albdmina cristnlina humana y alcohol etiiico acuoso de diferentes con-
centracicnes, Se determiné la distribucién de proteinas en el papel
cen el rmétodo de 1z densidad Sptica a 280 m§ ya descripto, Los resul-
tados estdn representodos en los gréficos de 1o figura 13, Como se
ve 1o albimina se mueve en ¢l papel como una zona bastante estrecha,
cuyo Ry depende dc la cencentracidn de alcohol utilizada y es tanto
mnyor cuvanto menor sea 8sta, Tstos resultados nos indujeron a repe-
tir los expcrimentos, pero con extractos de cnzimas y mediciones de
actividad,

Par: los primeros se usé la fraccidn del jugo de Lebedev

de S, fragills, quc precipita entre 40 y 65% de saturacidn de sulfato

de amonioc, L1 primer solvente empleado fué alcohol 40% v/v., Se obtu~
vicron dos picos de actividnd de fosfoglucomutasa, pero con gran di-
fusidén de las zonas de actividad a lo largo del papel. Se intonté
entonces llevar a cabo cromatograffas con mezeclas de alcohol_y buffers
como solventes y con papeles impregnados con buffer (ver 29), Ia idea
er> que la modificacién continua del equilibrio de las diferentes for-
mas 1énicas de las protefnas podfa ser responsable de las largas "co-
las" observadas, y que utilizando buffers se estabilizarfa el equili-
brio dcido-base. Los resultados de cromatograffas con buffers de fos-
fato de pH 7 y alcohol de difcrentes concentraciones estdn representa-
dos en los grdficos de las figuras 14, 15 y 16, Como se ve, €S posi=-
ble, con una concentracidn adecuada de alcohol (20 8 25%) separar
fosfoglucomitasa de invertasa en forma prdcticamente completa,

Se ensayd entonces 1a separacidén de las mismas enzimas
de la fraccildn de jugo de Lebedev de levadura de cerveza que precipi-
ta entre 40 y 65% de saturacién de sulfato de amonio, En la figura

17 se puede observar el resultado de una de estas experiencias: mien-
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Fig, 15 = Cromatografia como en lo fig., 14, pero con etanol 25%
v/v en buffer de fosfato de pH 7.
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za, Linea llena: actividad de fosfoglucomutasa., Linea
de puntos: actividad de invertasa, Solvente: etanol 25%
v/v en buffer de fosfato de pH 7.
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tras la fosfoglucomutasa se comportic anflogomente 2 los otros casos,

12 invertasa da aquf dos plcos de actividad, Este hecho 1lomé inme~
dictamente la atencidn: por otra parte, 21 utilizar extracto de leva-
dura de cerveza en cromatografla con grodiente de 804(NH4)2 ya se ha-
bfan observadc dos picos de nctividad (ver pdg. 17 ). Después de con-
firmar los resultados, se traté de investigar si las dos zonas de ac~-
tividad enzimdtica correspondfan o no a dos diferentes enzimas, Po-

dfon verificarse, en efecto, varias posibilidades:

192) Una de las dos enzimas podfa ser invertasa y la otra una < glu-
cosidasa, Segin la teorfz de Weldenhagen (30), las glucosidasas
son especificas, existiende una para cada tipo de unién glucosi-
dica., Como la sacarosa es un ﬁg-fructofuranésido de(?(-glucosa,
puede ser atacada tanto por 1o invertasa que es una ﬁ;-fructosi-
dasa, como por 1la maltasa, que es una A =glucosidasa: cada enzima
atacarfa 1o molécula en un extremo diferente, pero dando al fi=-
nal los mismos productos de la reaccidn: glucosa y fructosa, Si
uno de los dos picos de accidn enzimftica correspondiera a una
0(-g1ucosidasa ¥y ¢l otro a una /?-fructosidasa, eso se podrfa po=-
ner de mnnifiesto utilizando como substrato un M~glucédsido: con
éste se¢ obtendriz actividad en una sola zona del papel, mientras
que con sacarosa se desarrolla poder reductor en la reaccidn cn
las dos,

A causa de interferir el fosfato con la determinacién
de poder reductor, se intentd efectuar la cromatografia con mez-
cla de alcohol y buffer de maleato Oy1 N a pH 64,5, Como se ve en
la fig., 18 el aspecto de la curva de actividad, con sacarosa como
substrato es similar al obtenido con el otro buffer, Sin embargo

al efectuar las determinaciones con maltosa, después de la corri-



da, se observd que la activided con este azficar er:z prdcticomente nue
la, es decir que se inactivabs totalmente la enzima que descomponia
este substrato, posiblemente por accidén del alcohol. Otras pruebas,
efectuadas con X ~metil-glucésido como substrato en vez que maltosa,
dieron el mismo resultado. Tuvo pues que ser descartada la hipétesis

con 1la cual se habfan conducido los experimentos,

29) TUno de los dos picos de actividad podria corresponder a la inver-
tasa y el otro a2 una sacarosa fosforilasa (31l): esta enzima cata=-

1iza la siguiente reaccidn:
—
sacarosa & fosfato T——— glucosa=l-fosfato & fructosa

Esto no parece de antemano muy probable, porque al uti=-
lizar buffer de maleato en la corrida, en vez de fosfato, al fal-
tar este dltimo en la mezcla reaccionante, no debfa haber activi-
dad en uno de'los plcos, 1lo que es contradicho por 1la experien=-
cia (fig. 18). Sin embargo se efectud una cromatograffa con bu=-
ffer de maleato y alcohol y la determinacién enzimdtica se llevéd
a cabo con dos series de tubos, a una de las cuales se habfa a-
gregado fosfato, Como se ve en la figu;a 19, las dos series die=-
ron un resultado prdcticamente idéntico, Se descartd puds bame

bién esta hipdtesis.

392) Suponiendo que se trate de dos}g-fructosidasas muy parecldas, po-
drfa ser que estas difirieran en su actividad con diferentes
/9 ~fructdsidos como substratos, Se valoré por lo tanto la acti-
vidad enzimftica despuds de cromatograffa con buffer de maleato
y alcohol, usando como substratos sacarosa y rafinosaj esta dlti-

ma es el [ 6= A =galactopiranosil= A -D-glucopirahOsa] ﬁ «D=fruce
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tos: actividad con sacarosa & fosfato, Solvente: etanol
25% v/v en buffer de maleato de pH 6,5,
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tofurandsidc y contiene por lo tanto la unidn de ﬁ?—fructésido. La
fig, 20 muestra las curvas obtenidas en uno de estos experimentos, Co=-
mo s¢ ve las curvas con los dos substratos son similares., Se obtuviee
ron las actividades totales de cada uno de los picos sumando los valo=
res 1individuales correspondicntes, y se vié que la relacidn de activi-
dad cntre ¢l 12 y el 22 pico era aproximadamente la misma (entre 1,5 :
1 y1l:1l) en los dos casos,

En cambio, al correr la enzima ccn buffer de fosfato y
alcohol (20% v/v), se observé en tres experimentos efectuados que,
mientras que con sacarosa el primer pico (el mds lento) era mds actia=
vo que el segundo (relacién de actividad aproximadamente 23 1), con
rafinosa sucedfa al revds (la relacién era aproximadamente 1: 3),

La explicacién de este hecho no es clara y no parece ser sencilla,

Para asegurarse finalmente que los productos de la reace
cidn con sacarosa eran los mismos para las dos zonas de actividad y
con cuclquiera de los dos buffers, se los identificé por cromatografia
de papel, Los detalles experimentales se hallan en la pdg. 22 . Se
tenfcn 4 popeles, cada uno de los cuales correspondfa a uno de los pi-
cos con uno de los buffers, En cada papel aparecicron dos manchas de
cetosas, una de aldosa y una de pentosa, esta dltima proveniente de
1z xildsa agregada, Se calcularon los in para cada moncha, que estdn
representados en el cuadro II, Como sc ve, en los 4 1fquidos resul--
tantes de la incubacidn habin sacarosa (substratc no transformado) glu-
cosa y fructosa, Se comprueba asf quc los dos picos corresponden con

toda probabilidad a actividades de invertasa,



Cuadro II

Identificacién de los Productos de la Reaccidn en

los dos Picos de sctividad de Invertasa

Procedimiento explicado en el texto,

ancha Q@

IS

Y
oy

] NQ

Sacarosa
|

.Glucosa
Fructosa

Xilosa

w N

1o

Color Color x1
con con )
! ftalato resorcina Pico I Pico II
' 0
Buffer [Buffer | Buffer [Buffer
: fosfato malea~ |fosfato malea-
' to to |
r !
- rosado 0,49 | 0,51 | 0,50 | 0,38 !
!
marfén - 0,66 0,65 0,65 0,65 |
- rosado 0,74 0,75 0,75 0,77
rojizo gEris azu-~
lado 1 1 1 1
- rosado 0,52
| marrén - 0,68
- rosado 0,78 ;
rojizo gris azu- §
lado 1 i
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Cromatograff{d de protefnas del suero y plasma

L1 aparecer en la literatura recicnte algunos métodos
sensibles parn revelado de protefnas en el papel, se pudo extender el
presente trabajo al estudio de la posibilidad de scparar cromatogrdfi-

camente las proteinas del plasma,

Métodos,

Dispositivo para la cromatografia,

En general se usé el mismo que para la cromatografia de
enzimas: métedo de asccnso y como recipientes probetas de 1 8 2 litros,
montenidas en la heladera, Cucndo se ensayaron gradientes de SO4(NH4)2

se empled el aparato I,

Papeles.

Los papeles tenfan un ancho de 4 cm cuando se corria
una scla muestra y de 7,5 cm cuando se corrfan 3 muestras a la vez,
En todos los casos en que el solvente contenia buffer, ¢l popel se im-

pregnd con éste, segin 1o técnica ya descripta en la pdg. 19,

Solventes.

Las mezclas de alcohol etflico-agua fucron de varias
concentraciones, La acetona se usé en la concentracidn del 30% v}v,
Los buffers de fosfato y de maleato fueron los mismos que se utiliza-
ron para la separacién de enzimas, EI buffer acético-acetato se cbtu=-

vo mezclando soluciones 0,1 N de 4cido acético y acetato de sodio.

Técnica de cromatografia,

Las soluciones de protefnas fueron depositadas en el pa=-

pel en gota o en banda, segin el método ya descripto, Las gotas fue-
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ron de 5/4 1.

El solvente sc Gejaba subir unes 20 a 25 c¢m, lo que tar-
daba diferente nimero de horas segin el sclvente empleado (ver pdg.19 )
Luego se sacaba el papel de la probeta, se marcaba con 14piz el fren-

te del solvente y se secabc durante 5 minutos en la estufa a 100¢C,

Revelado.

Se usé el método dc¢ Durrum (11), que consiste en sumer-
gir por 5 minutos el papel en una solucidédn alcohdlica saturada de
CloHg que conticne un 0,1% de 2zul de bromofenols luego el papel se
lava en agua corriente hasta que haya desaparecido el_color azul de
las partes donde se sabe que no puede haber protefnas., Los sitios
donde se encuentran éstas quedan coloreados en azul sobre fondo blan-

cO,

Soluciones de protefnas ensayadas.

Albiminn cristolina de suero humano: solucidn al €%,
g -globulina de suero de caballo: solucién al 2%.

Plasmo de caballo: se obtuvo haciendo sedimentar sangre

oxalatada,

Suero humano: dejando coagular sangre normal y centri-
fugando,

Suero de conejo: se obtuvo por centrifugacidn de sangre
desfibrinada,

Separacién de albdmina y globulinas del suero de conejo.

A 5 ml de suero de conejo se agregd igual volumen de so-
lucién saturada de sulfato de amonioj se centrifugd, se separd el so-

brenadante (fraccidén I) y se redisolvié el precipitado en 4 ml, de
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agua, Se repitid la precipitacidén con 804(NH4)2 a 50% de saturacidn
(concentracidn finnl) vy la misma se efectud dos veces mfs, El dlti-
mo precipitado se disolvié en unos 2 ml de agua y se dializé por tu=
bos de celofdn contra buffer de fosfato de Sdrensen de pH 6,5 unas
18-20 horas en la heladera, Durante 1z di®iisis una parte de 128 PPS-
tefnas precipité., Se agregd entonces POy K en pequefias porciones

hasta redisolucidédn casi completa del precipitado., Para clarificar

ia solucién algo opalescents, 9@ G@ﬂﬁfifuﬁé’ el 1{quido obtenido con-
tiene prdcticamente todas 1las globulinas: el volumen final fué de
542 ml,

A 1a fraceién I se agregd solucidn saturada de sulfate
de amonio hasta llegar 2 una concentracién final del 75% de saturaw-
cidn, Se filtrd por papel plegado y el precipitado se redisolvid
en ¢l menor volumen posible de agua y luego se reprecipitd l1llevdndolo
de nuevo a 75% de saturacidén con solucidn saturada de sulfato de amo=~
nic, Se filtré, se redisolvid el precipitado en 1-2 ml de agua y se
dializ8 por 6=~8 horas contra aguc en la heladera, La fraccién obte-
nida contenfa la albémina, E1 volumen final fué de 2,4 ml pero no
se 1llevdé a los 5 ml originales porque al sacar los precipitados de
los filtros se producen inevitables pérdidas de material,

Naturalmente cada una de las fracciones queda contami-

nada con pequeflas cantidades de la otra,

Resultados,
Mezclas alcohol etflico=agua.
Se observé en general con el suero o el plasma, que
una parte de la protefna quedaba en el origen o se movi{a muy poco,

dando una estrfa mfs o menos alargada, mientros que otra parte se mo=
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via con mayor o menor rapidez, dando una moncha, que coincildfa apro=-
ximadamente con la de alblmina: este dltime no dejaba estrfa en el
origen (ver fig, 21).

La hip&tesis mds probable era que la estrfa en el ori-
gen correspondfa a las globulinas y la mancha a la albdmina de suero
o plasma, Como se verd mds adelante, estc hipétesis fué comprobada,

Ia mancha de albymina va variando su Re segin la con-
centraciépn de alcohol; también varfa su forma, y se hace toanto mds
alargada y difusa, cuanto mds dilufdo es el alcohol. Ademds la al-
bimina, cuando se corre suero 0 plasma enteros, tiene un Ry menor
que cucndo se corre sola, Lo confirmacién de gste hecho y su proba~
ble explicacién se tratardn mds adelante ( pdg., 43 ).

El cuadro IIT muestra los Ry de albimina en diferentes
condiciones, Lo albUmina cristalina corrida con alcohol 40%_v/v da
origen a 2 manchas, una de Rp/% 0,1 y la otra de R ¥ 0,60, Esto
no ha tenido explicacién hasta el momento,

Se observé adermds, y esto es gencral, también para los
solventes de los cuales se tratard mds adelante, que, atn en el caso
en que se corre una protefna presumiblemente pura, como la albimina
cristalina, se produce, adem{s de una mancha m{s o menos nitida,
una especle de larga "cola", o sea una estria, que va desde el punto
de partida hasta la mancha, y que muestra una débil coloracidén azula=-
da, como si la protefna al avanzar dejara una especie de reguero tras
s{. Esta cola es mucho mds prqnunciada cuando se corre suero, que
cuando se corre albimina sola, (ver fig. 234).

Por lo que se refiere a las globulinas, el comporta--
miento de éstas varfa sélo en cuanto la estria que originan se hace

tanto mds larga cuanto mAs dilufdo es el alcohol, Sin embargo no
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Fig, 22 -~ Cromatograffa con etanol 40% v/v en buffer de fosfato de
PH 645, A: plasma caballo, B: albimina cristalina. C:

suero humano,
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hay separacidn visible entre las varics globulinas a ninguna de las
concentraciones ensayadas,

Vale la pena recordar, finalmente, que cuanto mds alta
sea la concentracidn del alcohol, tanto mds intenso resulta el color
que da el reactivo con las protefnas, Aparentemente el alcohol afec=-
ta a las protefnas en forma tal que aumenta su capacidad de combina-

cidn con el colorante,

Mezclas alcohol etflico-buffer de fosfato.

Se hicieron primero experiencias a pH constgnte (6,5)
y variando la concentracidn de alcohol ( de 10 a 40% v/v). Comparan-
do los resultados obtenidos con alcohol-agua ¢on los de alcohol=bu=~
ffer & iguzl concentracién de algéhol, se pueden observar algunas

diferencias:

19) Generalmente las manchas son mds alargadas con buffer que con
agua, Las globulinas sobre todo dan estrias mucho més extendi-

das,

20) A la concentracién de 10 y 204 de alcohol en buffer la albimi-
na se separa de las globulinas y tiene un Ry poco mayor que
en el caso de las correspondientes mezclas de aleohol=agua
(ver cuadro III); al aumentar la concentracién de alcohol has-
ta 30 6§ 40% las diferentes protefnas del suero no se separan 3

el cromatograma tiene el aspecto representado en 1la fig, 22,

Las variaciones en pH tienen influencia en 1los resul-
tados. Se ensayaron los pH 4,4 o, 5,3 , 645 (éste en los experi-

mentos ya cltados) y 8. El pH 444 fué obtenido por medio de buffer



- 34 -

Cuadro III

arincién del Ry de la Mancha de Albiimina con la

Concentracién de Etanol

Concentracién Solucidén R
de etanol v/v corrida £
T~ Ton agua Con buffer
;
107 Albdming 0,86 0,91
" Suero humano 0,80 0,88 |
" Plasma caballo - 0,81 g
20% Albdming 0,81 0,90
" Suero humano 0,475 0,78
" Plasma caballo - 0,83
30% Albdnina 0,68 -
" ! Suero humano 0,67 - ;
40% Albdmina 0,60 -

Suero humano

0,45
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de 4cido acético-acetato de sodio 0,1 N, Los otros, todos con buffers
de fosfato, En'todos estos experimentos la concentracién de alcohol
fué del 209 v/v}

L pH 5,3 y 8 los resultados no difiereq mucho de los
obtenidos a pH 6,5, como se Ve de los Ry del cuadro IV, Sin embargo
hay algunas variaciones en el aspecto de los cromatogramas: a pH 8 las
coloraciones son muy débiles: aparentemente a ese'pH el coloraonte no
se combina fécilmente con las protefnas del suero, A pH 5 se observan
colas muy largas detrds de las manchas de albimina, 4 pH 444 en com-
blo se obtuvieron, tanto con suero y plasma como con albimina, largas

estrf{as que partfan del origen, sin separacién de las fracciones,

Cuadro IV

Variacién del Ry de 1la Mancha de AlbYmina con el pH

Concentracidn de etanol: 208 v/v.

Solucidn corrida R

PH 5,3 PH 6,5 pH 8
Albdmina 0,83 0,90 0,81
Suero humano 0,78 0,78 0,81
Plasma caballo 0,77 0,83 0,481

Los cxperimentos a pH 543 y 4,4 se repitieron mds tar-
de utilizando suero de conejo y las fracciones de albimina y globuli-
nas del mismo, separadas por precipitacién con sulfato de amonio, 4
PH 543 los resultados fueron parecidos a los alcanzados con suero de

hombre y plasma de caballo, Se confirma que l2 albdmina corre dejane



do largs cola, pero dentro de st se puede distinguir otra mancha,
como se indica en 1n fig,23., Las globullinas, como en casos anterilores,
dnn una estria quc parte del origen, sin separarse entre si.'

4 pH 44,4 el comportomiento es algo diferente, Como se
ve en la fig, 24, al correr suero sc obtiene unc estrfa en el origen
¥y una manchaj la estrfa en el origen corresponde a las globulinas, pe-
ro también, como sc ve, a una fracecidn de la albvmina, que aquf apa=-

rentemente se divide en dos partes,

Megclas de clcohol con otros buffers,

Y2 hcmos descripto los resultados con buffer dec aceta-
to,. Fué ensayado tombién buffer de maleato & pH 6,5, con un 25% de
nlcohol, Con este solvente la fraceidn de albidmina del suero de cone=-
jo parece tamblén dividirse en dos partes, la principal_de las cufles
da una manchz bien definida, y la otra una estrfa larga. Las globuli=-
nas dejJan una mancha en el oripen, que posiblemente puede atribuirse
a protefna desnaturalizada "in situ" y otra, la principal, que sc ale-
Ja un poco: ver fig, 25, Si se corre ‘5 =globulina de suero de caboa-
1lo, ésto da manchas del mismo aspecto que la fraccidn de globulinas
totales: parece por lo tantq que tampoco en este caso ha habido sepa-

racién entre las fracciones,

Mezclas acetona-agua,

Se usé una mezcla que contenfa el 304 v/v de acetona,
Los resultados son parecidos a los obtenidos con alcohol, con la dife=-
rencia que, en forma algo semejante al caso del buffer de maleato, las
globulinas dan una mancha en €l origen y otra que se ale}a del mismo,
Un resultado tf{pico estd representado en la fig, 26, Aqui también el

uso de la X'-globulina no aclaré las cosas,
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Fig. 23 - Cromatograf{a de suero de comejo y sus fracciones con eta-
nol 20% v/v en buffer de fosfato de pH 5,3, A: fraccidn
albimina, B: suero entero. C: fraccidn globulinas,

Fig., 24 - Cromatograffa de suero de conejo y sus fracciones con
etanol 20% v/v en buffer de acetato de pH 4,4, A: frac-
cién albdmina, B: suero entero, C: fraccisn globulinas,



Fig, 25 - Cromatograffa de suero de conejo y sus fracciones con
etanol 20% v/v en buffer de maleato de pH 6,5, A: frac-
cién albdmina, B: suero entero, C: fraccién globulinas,
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Fig, 26 - Cromatograffas con acetona 30% v/v :

(a) Fraccién albimina de suero de conejo: Re = 0,73.

(b) A:y =globulina de suero de caballo, B: suero de conejo;

Rg de la mancha de albumina: 0,62, C: fraccién globu-
lfinica del suero de conejo,




Buffers sin solvente orgénico,

Expcrimentqs de este tipo ya fueron llevados a cabo
por Franklin y Quastel (3)., Corriendo suero de conejo con buffer de
fesfato de Sérensen de pH 6,45 se observa una sola mancha, de Ry 0,8~
0,9, seguida por una cola larga y tenue, La fraccidn de globulinas
del mismo suero, corrida independientemente, da una estria larga, sin
manchas definidas, Parece asi que este tipo de solvente no es apto pa-
ra dar buenas separacilones,

Con otros sueros y con plasma los resultados son pa-

recidos.

Soluciones de sulfato de amonio,

Al poder efectuar eficientemente el revelado de las
proteinas, se repitieron, ésta vez con suero y sus fracgiones, algu=
nas experiencias efectuadas al comienzo de este trabajo, Se produjo
un gradiente de 804(NH4)2 con el aparato I (fig, 3), colocando en el
tubo B del mismo sulfato de amonio de 40% de saturacién. Aungue se
obtuvo cierta separacidn entre albdmina y globulinas, ésta fué infe-
rior 2 la eemseguida con solventes orgdnicos, debi@o a la forma muy
alargada de las manchas y las colas muy extendidas, Por otra parte
el 50,(NHy), de concentracidn constante, 20, 40, 8 60% de saturacidn,
se revela como un solvente menos convenlente ain, por un aumento ul-

terior de los defectos citados.

Cambio _de temperatura.

Se efectud una corrida a «59C con mezcla de alccohol-~
agua (20% de alcohol) para ver si, por menor desnaturalizacién de las
proteinas, variaban los resultadosj pero no se obtuvo cambio aprecia-

ble en la separacién ni en el Ry,



Confirmacién de 1a separacidn entre albimina y globulinas.

Para este fin se procedid ¢ separar la albimina dc las
globulinas del suero de conejo por precipitacidn diferencial con S0gq
(NH4)2: las globulinas son precipitadas por el sulfato de amonio a 50%
de saturacidn, mientras que la albimina quedo en solucidn en esas con-
diciones., Se efectud una serle de corridas coloeando en el papel, una
al lado de la otra, 3 gotas, una de la fraccién albdmina, otra de la
froceidn globulinas y otra de suero: el resultado se puede observar
en la fig, 27, Se ve perfectamente 1a correspondencia de las manchas
dadas por cada una de las dos frocciones con las originadas por el
suero entero,

Se observa ademds, como ya se vié en una oportunidad
anterior, que el Ry de la albimina es mayor cuando se la corre sola,
que cuando se encuentra en el suero, Para descartar gque la proteina
hubiera sido modificada por el procedimiento de fraccionamiento em--
pleado, se mezcleron entre sf cantidades lguales de las fracciones al-
bimina y globulinas obtenidas, y se corrié la mezcla al lado de cada
una de las fracciones separadas. El resultado fué idéntico: se repro-
dujo prdcticamente el mismo cromatograma dado por el suero, con la di-
ferencia de Ry de las dos manchas de alblmina,

Por otra parte debemos observar de nuevo que, cuando
se corre sea suero, sea una mezcla artificial de las fracciones albi-
mina y globulinas, se tienen colas mucho mds marcadas que cuando la
albdmina se corre so;a: la interpretacidn de estos hechos se discuti-
rf mfs adelante (pfg. 43 ).

La separacién en diferentes fraccilones del suero de

conejo, sirvid ademds parz repetir experiencias con éstas, en casos



Fig., 27 = Cromatograffa de suero de conejo y sus fracciones con
etanol 30% v/v, A: fraccién albimina: Re m 0473, B: sue-
ro entero; Re de la mancha de albdmina: 0,66, C: frac=-
cidn globulinas,

Fig., 28 = Alblimina cristalina corrida como banda, Solvente: eta=-
nol 30% v/v{
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Fig., 29 = AlbUmina eristalina corrida como banda, Solvente: etanol
10% vivd.
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que habfan quedado dudosos después de los cromatograffas con suero hu-
mano, plasmd de caballo y albdmino pura., Ya nos hemos referido ante-~
riormente a esos experimentos, como también a varios de los que se
efectuaron con Xf-globullna. En general, 2ol ser corridan dsta al lado
de la fraccidn globulinica del suero de conejo dié una mancha pareeci-
da 2 1z de ellas, nunque por lo comin menos alargada: como tanto la

X -globulina sola como 1ln mezcla de todas 1las globulinas se quedan
prfcticamente en el origen, no es posible decidir con seguridad si

hay ¢ no alguna separacidén,

Diferencias provenientes de 1c monera de colocar la solucién en el
papel.

Aunque 1o mayorfa de las veces la solucidn de protef-
nas fué colocada en el papel en forma de gota, han sido efectuadas
también muchas experiencias en las cuales se ha extendido la solucidn
a todo lo ancho de la tira, en forma de una banda, como por otra par-
te se habfa hecho siempre con las enzimas., Se observaron dos dife-
rencias fundomentales respecto del método anterior: en primer lugar
el Re de una misma proteina es z2lgo mayor cuando se 1la coloca en ban-
da que cuando se 1la deposita como gota, Algunos ejemplos estdn re-
presentados en el cuadro V, Otro hecho interesante es que el aspecto
de la banda, una vez desarrollado el cromatograma, varfa entre ser
muy uniforme (ejemplo fig, 28) y sumamente irregular (qjemplo fig.
29), dependiendo ésto en gran parte del solvente usada, Al disminuir
la concentracién de alecohol, suele aumentar la inhomogeneidad de 1la
ban@a, que 1legn inclusive a dividirse en una serie de sectores (fig,
29), las irregularidades son sobre todo evidentes en los bordes del

papel, donde se pueden observar a menudo largas estrias,
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Cuadro V

Influencia de la Formo de colocar la Solucién
sobre ¢l Papel

En el caso del suero los Ry se refieren a la mancha de albi-

mina,
Solvente Protefnas Re
En gota En banda
Etanol 30 % Albdmina 0,68 0,72
" Suero humano 0,67 0,473
Etanol 40 % Alblimina 0,60 0,68
" Suero humano 0,45 0,57

Reproducibilidad de los resultados.
Ia reproducibilidad de los resultados es bastante

buena, Los Ry varfan de una vez a otra, pero generalmente en no nds
_del 10 %, lo cual es bastante satisfactorio en experimentos de esta

clase .



- 4] -

DISCUSION DE 10S RESULTADOS

Cromatograffa de enzimas.

Los experimentos efectuados con gradiente de sulfato
de amonio demuestran que en algunos casos es posible obtener picos
definidos de actividad de las enzimns en el papel, Sin embargo el
método presenta varlos inconvenientes: en primer lugar, a menos que
las enzimas corran con el frente, &stas se distribuyen en una zona
muy amplia del papelj en segundo lugar, la alta concentracién salina
puede interferir con la actividad de muchas de ellas, y finalmente
existe la imposibilidad comprobada de obtener un gradiente continuo
de concentracién.

El uso de mezclas de alcohol con agua y con buffer
parece representar una mejora importante: las enzimas corren mantee-
niéndose en zonas mds restringidas, con menos "cola"j la recupera-
cién de actividad es mejor, en parte, posiblemente, debido a la baja
tcmperattpeta la cual se lleva a cabo el experimento y ademds a cau=-
sa de la baja concentracifn de sales; el método es mds sencillo, no
existiendo necesidad de emplear aparatos mdfs o menos complicados pa-
ra producir gradientes; se puede hacer variar casi a voluntad el mo-
vimiento de las enzimas en el papel, cambddndo la concentracién de
alcohol., Sin embargo, no obstante haberse comprobade 1la posibilidad
de separar enzimas entre sf, es indudable que el método dista de te-
ner el poder resolutivo de la cromatograffa en papel de azicares o
de aminodcidos, por ejemplo., Adn en los casos mds favorables se en-
cuentra la actividad enzimftica distribufda a lo largo de seis o sie=-
te centimetros de papel, sobre una distancia total recorrida por el

solvente de unos 25 cm., No parece que el aumento de este recorrido
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pueda mejorar mucho las cosasy ya que los p;cos tienen tendencia a
achatarse y ensancharse en esas condiciones,

Por otra parte la reproduclbilidad de los resultados es
bastante grande, considerando el material con que se trabaja y los e=-
rrores de los métodos de valoracién: en experimentos duplicados o re-
petidos varias veces, las curvas obtenidas fueron esencialmente las
mismas, aunque poéian variar un poco en el aspecto cuantitativo, lo
gue no puede sorprcnder, conociendo la cantidad de factores de los
cuales depende la actividad enzimdtieca,

Un caso intgresante parece ser el de la invertasa con
sus dos picos de actividad. En una reciente publicacidn Reld (6) obe
serva un comportamiento similar en la enzima poligalacturonasa corrie-
da con los métodos de Franklin y Quastel, y afirma ademds que la misma
enzima da origen a cuatro plcos diferentes de actividad, cuando se u-
san como solventes mezclas de acetona y agua, Parecerfa pues que las
enzimas pueden existir en diferentes especies moleculares, aunque no
es posible determinar en forma deflnitiva si en realidad no difieren
estas moléculas en algunas propledades enzimfticas, ademds de ffsicas
y estructurales., Esto dltimo lo indicarfan algunos de ;os cxperimen-
tos descriptos con sacarosa~ y rafinosa como substratos,

No obstante sus imperfecciones, parece pues que el mé -
todo puede tener algunas aplicaciones itiles: por ejemplo cuando se
dude de sl es una sola o son varias las enzimas que actiian sobre di-
ferentes substratoss y también posiblemente en casos en que se tenga
que decidir si una determinada transformacién quimica se efectﬁa a
través de uno o mds pasosy catalizados por diferentes enzimas,

Un factor que es importante no olvidar, finalmente, es

que el método puede serrespecialmente #til en los casos en que se dis-
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ponga de cantidades muy pequefias de material, E1 volumen total de so-
luciones de enzimas sometidas a cromatograffa en toda esta investiga-

cién no pasa de algunos mililitros,

Cromotograffa de protefnas de la sangre.

Como ya se ha dicho, ha sido posible encontrar gran ni-
mero de solventes que separan con bastante facilidad la albdmina del
suero de las globullnas, Ia diferencia de movilidad es muy grapde,

puesto que las globulinas se quedan prdcticamente en el origen. Con
ninguno do los solventes utilizados ha sido posible separar las globu-
linas en varias fracclones, ni hacerlas mover en forma mds o menos com
pacta a lo largo del papel, Con los solventes mds dilufdos en alcohol
y con los buffers acuosos las globulinas se mueven mis, pero dando
largas estrfas sin apariencia de separacién entre los componentes! CO=
mo lo confirma por otra parte la comparacidén con la y ~globulina,

Ademds se ha hecho notar en la parte éxperimental que
cuando la alb¥mina se corre junto con las globullnas, sea en el suero
0 en mezclas formadas artificilalmente con las fracciones separadas pre
viamente, su Ry es menor y las "colas" son mds pronunciadas. Ia expli-
cacién mfs inmediata de estos hechos es que la albmina se combina con
las globulinas, cosa por otra parte que ya se sabe que ocurre en solu-
¢ién. E1 hecho que, cuanto mds concentradas sean las soluciones alco-
hélicas usadas para desarrcller el cromntograma, tanto mds nftidas son
las separaetones, hace pensar que el alcohol en concentraciones rela-
tivamente elevadas dlsocia con mayor facilidad estas combinaciones,

Ya se ha hecho referencia a las diferencias observadas
seglin la manera de depositar la soluciédn de proteinzs en el papel, en

gota o en banda, Estos fenémenos tienen probablemente su explicacién
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en el hecho de que el solvente no sube de manera uniforme a través de
la banda de protefna, sino que se infiltra por puntos determinados,
desplazdndose después lateralmente, hasta llenar todo el ancho delpa-
pel y produciendo por lo tanto movimientos hor@zontales de material
proteico, que se distribuye as{ irregularmente, Es 1l8gico que este
fenbmeno sea mfds pronunciado en los casos en que el solvente sube con
mayor rapidez por el_papel, que es Justamente con las soluciones alco-
hélicas mds diluidas,

Esta @ificultad del solvente para penetrar a la solu-
cién de protefnas se verifica naturalmente también cuando ésta se en-
cuentra en forma de gota: aquf el solvente suele rodear la gota antes
de arrastrar las protefnas, lo que determina probablemente que los Rf
resulten mds pequefios,

Con los buffers sin aleohol por otra porte y con las
mezclas que conticnen pequefin concentracién del mismo es dable obser-
var un desplazamiento lateral de las manchas, requcto del punto de
partida, que se puede atribulr a las mismas causas,

Probablemente tienen alguna explicacién parecida las dos
manchad que se¢ producen con la albimina corrida con alcchol 40%, segin
hemos indicado en la pdgina 32, ya que si la misma albimina se corre
como banda, no se descompone en dos fracciones,

La dificultad que experimenta el solvente para penetrar
en la gota de solucién aumenta mucho cucndo se deja secar la misma an-
tes de efectuar la corrida,

En un reciente trabajo Branklin y Quastel (S) pbtlenen
una serie de resultados que podrian ser explicados por las considera-
ciones arriba formuladas, Estos autores extienden sus anteriores mé-

todos de separacién de protefnas, que ya hemos citado, al caso del sug



ro humano y dg varios animales, por medio de la cromatograffa en papel
bidimensional, Para eso colocan una gota de suero, por ejemplo, en una
esquina dec un cuadrado de papel dc 20 cm de lado, ¥y, una vez dejada
secar la gota, la corren en una dimensién con solucién de sacarosa

0,1 N. Dejan secar luego el papel y efectfan una corrida en 1a otra
dimensién (a 909 de la primera) con tartrato sédico-potdsico 0,1 N,

El revelado lo efectdan estos autores con el método que ya emplearon
otra vez (3), agregando hemina a la'solucién proteica y pincelando el
papel con un2 solucidén de beqcid;na. El resultado es un diagrama co-
mo el representcdo en 12 fig, 30, Si1 se agregan detergentes sintéti-
cos al suero antes_de correrlo, cl aspecto del cromatograma es del
tipo de 1la fig, 31, Aunque los autores no 1o dicen muy explicltamene
te, parece ser que suponen que cada una de las manchas es una diferen-

te fracecidn proteica, Eso no es muy probable por varias razones:

12) Repetimos las experiencias de Franklin y Quastel (') con suero
de concjo y comprobamos que la reproducibilidad de los resulta=
dos es muy pobre: se obticne cada vez un cromatograma de la mise
ma aparicncla generaly pero sin correspondencia entre las man-

chas,

29) Cuando estos autores corren la fraccién globulfnica del plasma,
ésta se mueve sélo en la primera direccidn, dando una larga es-
trfa, Por lo tanto todas las fracciones aparentemente separadas

deberfan provenir dc la alb¥imina,

32) El frente del solvente es sumamente irregular y las manchas de

(') ILa Unica difercncia fué el método de revelado para el cual se
utilizé el azul de bromofenol,
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protefna se encuentran por lo general en el interior de los pequefos
"golfos" formedos por el mismo,

Ia explicacién mds adecuada para los resultados de
Franklin y Quastel podrfa ser la sigulente: al correr en la primera
direccibn, con la solucién de sacarosa, la protefna se extiende en una
estria larga, como suele hacerlo con los solventes de poco poder reso-
lutivo; al correr luego en la otra direccién, se verificarfa el fend-
meno que se ha descripto anteriormente para el caso en que la protef-
na estf puesta en banda sobre el papel: es decir que el solvente se
infiltrarfa en una serie de puntos, determinando desplazamientos late-
rales de las protefnas y repitiendo en grande el resultado representa-
do en la figura 29, Para verificar esta posibilidad se efectud la si-
gulente experiencia: se extendid una banda de suero a lo largo de un
papel de 20 cm de ancho ¥ se la corrié en una sola direccién, con SO~
lucién 0,1 N de tartrato, obteniéndqse as{ un cromatograma muy pareci-
do a los de Franklin y Quastel (fig? 32). Aquf sin embargo no podrfa
hablarse de separacién de protefnas,

Ademds el hecho de que los autores citados dejaban se-
car la solucidn de protefnas antes del desarrollo del cromatograma,
habla también en favor de nuestrzc hipétesis: ya'hemos dicho que 1las

irregularidades don mayores en esas condiciones,



linea de partida Frente

TARTRATO O4N

Fig., 32 - Cromatografia de suero de conejo aplicado al papel como
b anda,




10)

29)

39)

49)

59)

CONCLUS IONES

Se ha comprobado la posibilidad de correr protefnas en el papel
utilizando un gradiente de sulfato de amonioj se hon ideado dos

dispositivos parc formar dicho gradiente,

Se ha introducido el uso del alcohol etflico en mezclas con agua
o con diferentes buffers, como solvente para cromatograffa de
protefnas, Se ha podido asi scparar dos enzimas entre sf, la

invertasa y la fosfoglucomutasa de levadura,

Se ha desdoblado la invertasa de la levadura de cervezo en dos
fracciones y se ha estudiado el comportamiento de las dos en di-

ferentes condiciones y frente a distintos substratos,

Se ha extendido el trabzjo a la cromatograffa de suero y de plas-
ma, consiguiéndose separar la albdmina de las globulinas, Se ha
efectuado un estudio sistemdtico de la influencia del pH, de la
concentracién de alcohol y de otros factores sobre estas separa-

ciones,

Se han discutido los resultados obtenidos, comparfndolos con al-

gunos de otros autores,
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