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£l trabajo qus Ss resuks consiste en wn eswils ds les ;Tetel-

aas africas de dss eves del Atifntice Jur (se cmguentran tenbifn

oa otrus aguas), qus fuf realisade s les sigaienten fimess

1) Reunir datos sebre las ;rotelmes sfrices dsl Cynesstum
striatus y iays niorops cobre las que »¢ axistia singuma
informectfn.

2) Zaser themiess a;resisdas J elester tlentens soncsiiles
pa¥e trabejar cen mwstres inifvidusles és sangre &8 pe=
ess (mmy ;com eantidad y »ipida Jesswmpestiedfnl.

3) Ameriguar i hay eoreeificidat en ias ;retefmns sfetens
48 1sa ;etes cstulindes, y ; of 1s day, oual e o1 ouatze
4e variseifn eatre las do WS ;7 68¥S jes.

Senpsntrasiin® GXa.ple (resvadilla)s 4«47 & 047 ov wa 100 md
Ban.als (Bayn)s 6a41 5 Ol or on 100 mk.

Se sfestusren 173 dsterminascionss rerw 61 €. af. y 135 parn la

Rags ats

ITSSCACEANIGREe® o) or clectraforusis sehre [epel en Muffer

de vercnal-veromal sfiice de il 66 y fuswen ifutss 8.05. Se

obtuvicron § fraccienss des. lamnies Masia ol finefls que se desipg-

sarom I, 11, IIX, IV, ¥ 7 VI en ewden creatente ds movilided,

Se efecwuarom 60 fresoionanientes pevm sl CF. S8 7 40 yawm B
Ju mi, oon los siguientes resultadegs S‘
£ Ioeeiln SEa e ara m»

X To0 ¢+ 0.9 79 + 0. X

Ix 102 + 12 185 + 1.3 N

I 11e3 + led 119 l_' 1d A

v 140 ¢ 08 13¢9 ¢ 047 X

v 18.8 + 1.8 18.0 + 1ol N

2 3.3 ¢ 32 3Te6 + 204 e
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Se ceterrind l: comoentracifa ds eads Crescida sa gr S

) “or jifsvencias 49 seludilided (Niteds 49 Hows).
En sulfate de s0idio 22,2 gr # oo seroren 2 fresstensss selnlle
(¥8) ¢ ineeluble (FI)s o8 dntes rrorerctomadss por el desaje
7 1la eleotroferesis d9 la P (1revia 4ifiteis y conecntrasifa
al vasfs) indicen que la IS estil formada or lap fyuseienss
I 3VIyla FI ror las reatenitag. Se sfestunren 19 doternina~
oiomss
Anllials da sade Lrvenifns Saissie atciatne
ml Nogula do jrotafnms simples que e 207aTR en des
francianes ;or slestroforesis on Wflese do M ontm 2 § 7
7ante isesifetrices (de la messla} 7o (40 determimasionse).
Cemzosdetiin d¢ Ridrolisades fietdes ¥y alenitmes (19 crematogcrwsas)s
eistednn, eiatima, histidine, arginima, Sside cs;firtise, gliee-
osle y metioninn. in ol case de enta jeeultar frasetln X, ne
redemen emecatrur amnlogfa cem atngune de las frassiems del
MeTe Jumans. or wmu ;wnte isselfetvies,; seluidlided y emmpe-
sictia on sminsfiotdss, sventurwase la hipftesis és gue o0 tenie
4 vma histena smy simples ‘or les cualitativascaiy cutests
sminefistion que la con SRR 69 ASRGjs 8 WA (reilamine, ;OFe N9
es tan disisn y adenfis las etanines csaseins ne contisnun agn~
gye, on camhis la fraswifia I tiems olwtefna, sistisn y metiomines
Zoesiia I3¢ 1-circbelune e memsla ds retefmms simples y 18-
povrotefans. "unte iuselfetsrians sntew 5.8 7 549 (15 Aetemmtmn~
sienss)e Glsdultmase Cempesieddin So Miiveltsades (24 cremategee~
mae)s histidiue, srgintias, fieitdse anzfivtise, £eide giutimies, 18~
sian, serina, aslfa alemims, rrolimm, glicessla,lensine, t=iy-
sifens y 3 sminefiaides Do jdoutifioniss (8, D 7y Ble Iobumts sov
Sslsy que la caiificesifn "»e identificaies” ne tiens otre sen~
%40 e spte STadaje, que ¢l ds exinefetdes suyes AP ne ssined~
4om eom leos wiilisades eome Seobigues



Inssiin 1X3s 'iverretefines ¢ mesels 4 pretefmas sizples J 18~
pepcotefiman. “wnte i:celfietriens S.8 (17 casages)s GClohmistmmes
Com;osiatfin d¢ hicrelissdos? argimian, feide sapfirties, Seide
giurfnies, lizine, histidine, twetnima, alfa elanime, ;2eld-
sa, setiomtian, Wistifane y 4 o identificndss, 4 B, C F F.
(19 orommtogrumns)e

Iasidin It d.e.veoteimns, wnte tsssifetriens 3.3 (14 snen-
Jon)s Sichulinas. Compcsicdle de Mirelissdess foide as;fr-
tiee, fisiio glutimies, twecnine, lisisa, alfa alanaism, Wip-
sitans, oistefina, arginima, metiomdan, 4, B, &, £ 7 ¥ (18 owe~
nategrenan ).

mestla It Besols de ;rotefaes sinyles y lipsrvetelms. une
0 tsseidetrises 540 (20 cunsgyem)e GleWlives, OSompesieifn
do Mirelissiess histiéine, argiatan, fSedde aspfrties, fside
gintiintes, serisa, tresninma, zlissesla, rwiima, lemeine, twip=
thtame, 0y D 5 B (18 orcmategremus)»

Iansiie it Giuveo;zetelmas © messla ds ;retefnas simplies
simserroteinng,. ‘unto iscelfcwinst $o4 (18 wmseges)s Ale
intnnse Omyostioifa de atdreltendess fsd e glut@nmies, faide
asyfiesiss, histidina, avgininm, Wemine,  relian, sstisnine,
leueina, 4, B, O, D y R (20 cromwtegramas)s

Inpnifa J* Comiesistin de hiiveltsedes ( G 4o B)s igual 8 1a
fregodin I del Oys 8% (8 crematagremne).

Zoaniin IX® © e k3 Ajazees dssleusinms rev 1o denfs igml =

is frasstfa I del Oy. st

Dxaesidin Zii* © de B¢ Aarvesn valtms 7 € aisnfis 4o les 4 In
fressifia IIY del CFe wte enve:ts B € oo un sminefaids ne 1dam
Mfisade que acarese sclemsnte e la Raga M. (4 crematogrumes).
Linesdlin IZs € %o s Avareos 6 adenfls ds les 4 1o F IV dad Oy st
{4 oremmSegrumss).

Ianadin.3r O de bt Arareoes lscleusise J femt.alenisn sdenfs %
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les 40 la P ¥ del Cy. st. (¢ eremategreees).

Ioasdin YI* © de s Apmm:mm-bu
los 48 1a F. VI dal Cys she

Alennse sndlinis sh SiXes canant
Se efeatul frascienamiente slsstvefenities ds) sucrw ds algn~-

u-qmncwm Pesesihis bYouasidlicnads,
Urephguis Weusilieanis, NICXOTagin Spe; Salens cmmia, Nasd~
1iehihye bomarisasis J “aralishihye dWrestiliensis. Se sdiuve
cemsistentencnte, dssplasemiente hasis sl dnsde. La fresstls
de mayer mevilidad es sien;ve la afls shunismte,

SaEnlMihEn heasdliannis
w m;mbimhzdﬁom
ar & preteines afrises wa 100 nl G emewes
Issisenients siastiatezitignt o taffer de veremal-veremsd
slldtee do R 8.6 se sduvieren § franchomss des;lamadas baste
ol fnede.

Contentrasifin

I 8.1 ¢ 142 Qe.1V
) 4 4 10.5 s 0.8 O.2)
ni 1242 ¢ 1ad 027
v 18,7 2 12 Oedd

v 50.4 & 246 1400

BN

2R0aiat o) Waremst, Mogiis y Villglengs (Mmswi). W) Yemg
(miore Ljeldhal)e @) 2illl;s y Vem Slyke meiifisade (denstal-
wies).

oemicamisnint o) Rlectrolesssis sebre rurel, Ss utilimn~
rem tlenicas distintan ssgin e quisiesmi vor ol afinewo és Creecolo-
aes ¥y haoer clusifa ¢ densitenstuin; aislar osda fyuscida pase
ntliisaris on otyes deterzinesionssi averigaary quff Lyuesionss



comtenfan 1.0 o z:-weo; rotsfmms.

») .dtodo de Hows (Jifereneiss 4ds sciubilidad). Se desuren
ias fracoionss eo.iubdbie ¢ 1nssludies 4 seindis os dialimade
contra agtia desti_afia y en . equefios velfosnes s comsemtrala
en Jesesador ai wvaofe, .ara efwestuar luege elsoctruforesis,
indidaia dn onde fruseida® e .untos leseibcirices se de-
terninaren -or siscireferveis (em Wuffers do wvercasl shdiee~
deido olerhiiries de distintss i) ds omda frucoiln sicields
. reviansnte :or cleotrefevesise. s eada fyeeuviln oo e~
raren hidro:isades #otdes y zieniftnes ( Sedm moiificads ¥y
nfteds del hidrdxide de darie madiffsads), e cada Midroige
s:d0 88 efsotuaron cromatogramas sehre a8l (usoendente,
descendents y cireniar) ara investigar exinolsi es,

intes 49 ox Sner ias SONNiNSLGEES 90 quisse ocefialear Qi A~
do se abla 40 acueric ¢ Josasuswds oun 0T¥ve culevue N a8
refirifndene s ios dates  artimmlares do Oy. o%. y Buga M,
sine @ ias gowraiimesionse hethan ;or quistes han ¢p-sdisle
otres 1e0eR.
is les resu.tades «x;weston se &pduee, (AFa estcs potaN, i@
sigaiante

i®) ia cemtidad d&s xeteliaas sfviess (en wn estue~

trices J oem;onieifa susiitative en animslaider, mem men;estl-
vanente igoales en ojom;: inres 40 une nisme fumiilae

2?) in e¢jem, .aves ds &istintas fami.fan, in comsen~
wunsifn do ;retafaas sfrises es distinta sia que llegns & oW
uk dxte sarastesfstics. a vomiiiidad co yoguelis ;efe (WO~
dem encentrures Qy. ot: ooa cemsentrestin do A ui, J visever-
sa. En ¢l ense 4 las frescismse ;Petedicas se entusnive ube
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diferensic caracteristien sole en o1 afinere do sntnsdetides
corres. oniientens & las frecefomes XX, IXX, IV, Yy VI &e
uno y etro ress '

37} Re se encuentre variacila cignificatiwe
en o) va.or de A/G. 51, a: igeal que Pleid y eele (1) ¥
Fricdsn y eol. (2), mubiframos oemsiderads owne globultmme
a todes las fraseienss exce; 98 ln &9 sayer movilided (:ew
snalegia com las del swero humeme), dabrfsmes obteamide rave
ambos ;o008 01 Mianc va or: O.42 (sin comsiisrar la frusetdn
I sbtuvimas C.70 y 0.9 ;ara Cy, 5be y 1. ni. Tesactivensate).

Al comarar eptas censiusicwss oGR leas 49 cigmss tradajes
que ¢ nencicant ok la Intwsdnsaidin dsl tredaje que aguf se
TSEEES, S5 VO quS My ceincicensis en ol fUNtS (rimsre B
Demtsch y s Shan (3), eve en ol segande uats se 4ifisne
oon loo Hiomos SATEreS ok que B 29448 leos dates Lgaales sem
carasteristices.

Hay desnousrdo eos ea anteres Frieden y esl. (2) ;ues emsen~
ons Tes . eotivas II, 111, IV, V y 71 en arbas familfes.

EXTERNISAAR (%o este resmscn)

(1) rieid, Blvshjem y Judayp J.Riel.Cheme J4f, 261 (1943)
(2) Priedem, Bermex, Tish y Ousuen lewis; Setenss, §* 3273 (1957)
(3) Dswtash y Mo 3hanj J.Mel.theme JiR, 219 (1580)
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INTRODUCCION
OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUBSTRAS

ZARTR X' RXPERINENTAL .

1) Mitodos utilisades pare medir la censentracifn de pre-
teinas séricas. “

2) Fracoionamtente ds las pretefnas sérieas por elsstivefo-
Teois sobre papel 7 aislamientes de esds fraceids.
Fracoionamiente salino per ¢l mdtode do Howe y eleo~
treforecis sobre papel de ia fraceilm soluble.

3) Bidrélisis do las frucoienss preteicas y orematografia
sobre papel de los hidrelisades.

4) Deterninacifn del Punte Iseelietrice do cada fraseiin.

4 SEEOSCIUN JIRIATVS

1.1) Goncentrusifa de preteims sérieas.

1.2) Fraceienss preteicas shienidas por elestreforesis
sobre papel y per fraceienamionts salime,

1,)) Andlisis deo eada fraseidat Gluse y lipepreteims.
Punte Isecléetrice. Compesicifn cualitativa en smino-
doides. Clasificasifn d¢ las frascienes:

1.4) Relacida N6,

1.5) Lipides en algunes sueres 4¢ aspeste yateliégisce.

& BAXA XKICRSRR

8.1) Concentrueién ds protefims sfricas’

2.2) Frucoionss obtenidas pew ¢lectreferesis sobre papel.
2.)) Andlisis do cada fraceilat

2.4) Relasién /6.




5.1) Paralichinays trasilisunsis (lenguade)s Cencentra=
0i8n d¢ preteinas sérieas. Praceicasaiente per
electroforeais’

5.2) Ot%ros peces.

5.3) Oemparecilén de les resultades d4¢ 5.1 7y %2 oen les
de Cynosiwm y Raya.

REFERENRCIAS
APERDICE (contiems las tedlas).
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El cundre de los anflieis efestusdes em sangre de peces
}pressnta UA aspeeto peonliars faltan dates indispense~
bles y elementales, com un nfinero suficisate de deter~
minnsienss (;er ejoxples consentraaifn preteieca sm
suere), mientras qus yer okym partds se ensucniram
alganos exingmues tan finss eemo la determinaeifa d¢
grupos senguinecs en atumes, per Cushiug (1).
Dentro de la Mbiliografia, relativemsnts escuss 8
comparwoifin ean la existents sohre cemposieifia dsl
sueye en otros animales, s¢ ensuantra que la mayer
varts de los trabajes han sido realisades ea "peels”
de suero y no en mmastras individusies.
Otuupootomllmlaam.tdm*
mer9 de ensayos ofectuados eomparsde eon la ayresia—-
ble santidad de conciusicnes y gemarulisacienss.

in euanto a lus protefnas sfricas, se meta la fal-

ta de un estudio sistemfitice, aungus existen tra~
bajos de cumo interfs.

Deutsoh y Me Shem (2) hean efectunis ¢l estalic else-
troforftico (Tiselius) de las yroteinss afiricus &s

(1) Cushing; Sciense, N* 3267 (jumie 1937)
(2)s Deutsch y Mo Shanj J.MMel.Chem., JJD, 219 (1949)



variese fumiliss de peces y han llsgade & lg osmclusija
de que ol niimero ds fracsiense, la mevilidad 7 la can~
tidad de ;roteines sfriess, esn datos caracteristioes
ds las ssyeeies. Ea "pools” ds susro de eada sape~
0ie han encomtrade entre 6 y 12 fragcienes. En el
oaso ds la Carpa sp. encusntrum distimte nfmeroc de
fracoiones que ¢l odienids amderioarmente per Deutesh
y Goodlos (3). Pisld y celaberadezes (4), utilisan~
de 1a miema téoniea que los mmteres wntes e¢itadew,
y» habfan odtenide 6 frasceiemss ea peels ds suewe

de Carpa sp.

Frisden y colaboradores (5), en wa estadie schxe les
cambics en las protefnas sfrisas dureates la metemer-
fosis snfidia, llegaren s las signisates censlmsie-
2881 B0 hay un euadre de variasida consistentes cutre
las rroteinus séricas de animales &8 dlstintas espe~
oies, pere, ouando aumenta la esmplejidad del and~

e) la concentwaotilm de la fvasetdin o frascienns som
essasn movilidad.

(3)s Deutech y Goodiocej J.Blel.Cheme, 1§}, 21 (1945)
(4): P401d, Elvehjem y Juday} J.Riel.Chem., 14§, 261
{1943)
(5)s Prieden, Herner, Fish y Casson lewis; Selense,
K* 3273 ( setiembre 195T7)



Ja¥e Atrun (6) ha analizade hidrelisades d¢ “pesls*
de muiere de alguncs reses do Bombay, per crumatografia
sodre pajel, emcontvando Wen mfimsre de los animefei-
dos esencialem.

L.n ol presente tradajo se describe un estudie sobre

las rrotefnas sfiricas ds dos pesss del Atlfnties Sur

(se encusntran tambifin en etzan aguas), que fuf rea—

lisado oom los fimece sigaiembent

1) Leunir datos eodre las ireteinas sfirices de les
reoss Cynoseium striatus y Raye missoups solre
las que B8 existia ningama informasifin.

2) Idear tlenieas aproiiadas y adaptar tieniens oo~
nooldas para trabajer een mmsstires individnales
de sangrs de peces (muy recm cantided y répide des~
comrosiotim).

3) Averiguar si hay espeeifieidad en las protefaas
sfricas ds lca peses catudiados ¥y, si la hay,
ocual es el cundro de variasiffa entre las de ume
y otro pes.

En la "arte IX.4, ;fzinas 41 y 42, re encusntrsik les

conoclusianes eon respeete & este puate.

Las ‘artes I 7 IX (1,2,3) se refieren & las des pri~

meros objetdivos.

(8)s Atrenp Cohe 2165 £ (1954)3 o1 artfoule, que 20 se
he podido ooneultar, e cncuentra sn
J.Univ.Bombay, 21, '8 5, Seet A 58 (195))



Les anflicis se ofostuaren sn muestras individualse de sangre
extraida d¢ peces vives & immediatamente después de morir. En
uR prinoipio se extraia la sangre per puneida cawdfasa, utiljy
sando aguja y jeringa} este mftodo se dessshé porqus fresuen~
temente se obstrufa la aguja oom trocites de tejido. 8¢ adep-
%8 como mftodo de extraceiln el siguients!: se efaciia un eor-
e en ed Descado que deja libkwe ¢l cerazfnj} se certa ¢l vase
superior mfs gresse y opriniende suavements la visesrs se ro-
cibe la sangre en una cushava d¢ vidrie, henda, preparada pe~
Ta oute fin, En osta forma se asegura una mmestre adundante
(4=Sml) y Limpis. K1 veldnen d¢ sangre qus es pesible extrasr
de un pez ouyo peso esté entze 2 7 ) Xgr, esté entze 4 y 5 nl)
sl velimen de susro qué miede separarse sh 9ses cascs s de
1,5 a 2 ml,

En los peces ocstudiados la sangve se mantiene sin seagulary extye
4 3 8 horas s temperatura andiente (temperaturas que han varviade
oxntre 390 y 12¢0). Duvante one perieds hay muy esecass ¢ ningama
separacifa 4o plasmg. lLes intentes do separar ¢l plasmm per
centrifugasifn cenduesn a hemflisis, «in a 900 r.p.n. durante
peces mimutos. Ia hemflisis es tetal o casi Setal.

Despuds de ceagular la sangve, pusds Separarse ¢l suexXo per oeR-
trifugacién sin quo se preduscs hemélisis ei se ebservan las
siguientes precancionsst 2o pasar ds las 2000 r.pum. ¢ interrm-
Pir eada 4 ¢ J 2inutes pars OBSSFVAP y RO PrOseguir la oentiri~
fugaoifn una ves que ha separads el susre lfmpide. Haditualmemte
la centrifugecién dureante 10 mimutos es suffeiente para soparay
el suero. 31 el codgule ostd retwafdo la separeneilén rusde efee-
tusrce en menos de 5 mimutos, poro no es aeonsejabls esperar la



retraocién del colgulo yues este procesc llsva 2 ¢ ) horas
mds ¥ la sangre se desocnjene ocm rapidess

Existe un oompremise entye la velecidad ds descempesiciba do
la sangre ¥ le regls de cemtrifugar el mensr tismpo posible
s la: mis baja velocidad,

Bn lu sayorfa e 10s peces estudiados ol SUENC UG CONSITVA
sele 24 horas em heladera. Les susres de Cynosiun siriatus

y Rays mioreps se cm'marsduuml L
posidls que este se deba a que la extraseiln de la sangre es
menos traundtica y per lo tante la mmestra se ebtiens libre
de pequefios trosos de Vejide} ademis pusds obtemerss un veld-
mea mayor de sangve. Bstas ruscmes han decidide ls utilizaciém
do ojenmrlares d¢ sctas ¢speciss para la mayeria de 108 andli~
sis.

Coms oriterio para jusgar el sstads do seasszwvasiéa de 1u
musstre 6o ado ¥ el de repetieién do les diagramas eleetho-
fordticos) mientras fueran censistenfemente ignales a los
obtanides ocen ¢l mismd suere freses, se preseguia wtilisande
la muestra para anflisis,



PARTR I



YOIe (7): Es wn miore Xjeldhali Kl smonisce fexmade se
trata con reactive de Nessley y se desa fotecolerimitrice~
mente. Se utilisan testiges ds sulfade d¢ amoxie.

Este nétedo se utilisé pare las primeras deterzinacieonss
pere se dessché por la imseguridad ocem respecte al faster
de reduceién de nitrégenc a pretefmas. Pesteriermente oo
cemprobé que daba resultades similaves a les edtenides om
el mftodo del biuret y ol densimftries.

BAREARL, MOGLIA 7 VILLAIONGA (7)1 Este métede utilisa la
reaceidn del biuret. Se emplearon eems Vestiges, dilweie-

nes do suere lnmmans d¢ consentresiéa preteieca cemseida ¢
sslucionss de alvimina.

Se usé come métede és compumetidn pars adaptar ¢l nftede
densindtrise al susre de peees.

2EILLIYE ¥ YA SLIEE (8): Bs un mffeds densimétrice. BSe
mide la densidad del suere per cemparasifa een selucionss
de sulfate de echre suyas densidades son comveidas.
Se aplica la férmmlat

gr e 2,2 en 100 ml suere s k (D = DY)
P.2.1 proseinas sérieas tetales )
k$ constante de prepercienalidad
D: densidad del suere
D's densidad desl susre despreteinisade

(7)s "RMoquinica Analitieca Cusntitativa®, Nareasi, Oardixi,
Banfi y Villalenga. Bd. Kl Ateneo, 1948,
(8): "Clinical Diagnosis by Laberatory Netheds®, Kelmer




Para hallar los valores do k 7 D! que habvfan ds uttlisar-
se en la férumla se kise le siguientes

Iars D't Se despreteinisé ¢l suere agregando uma geta de
€oldo triolerncétice 20% per ml de suere, agitande y ealen~
tande suavemente. Il presipitadeo se separd per oentrifuge~
01én y se determind la densidad del sodremadante.

Debide a la variasién de velémen 2o so eensidera nis qwo
apreximados a los valores ebdtsenidos ds D', pere lo sufi-
oiente oomo pars emplearles en la fémmmla.

3¢ adeptd para D' ¢l premedie do 5 determinasienss que die-
ron resultados my eimilaves: D' = 1,007 a 206

Iara k't Se ealeuld despejande ol valer do la fémmla apls-
cada a susros de comsentrasifa preteica cemoeida (determi=~
aada per ¢l métods del biuwvet). Se adepté camo valer )60.
Ia téonica ds Phillips y Van Siyke fué la afs utilisade’
Ia rapides del método eempensa ¢l trabaje &s su adapte~
eién a la medida on suere 40 psees. Una seris d¢ 10 do-
terninacienss efectundas per ol mitede del diuret y por

el densimétrico, 416 resultados similares.



£) METODOS DE FRACCIONAMIENTO LE PROTEIN:S SERICAR

Dentro del método general de fraceicnamianto de protefnas séxj
cas per sleotroforesis sodre papel, dedemos, en realidad, daify
reneiar tres Sfonicas de acuerde al wee ulteriocr de las fraceig
nes. Deseribiremos primere lo que tienen de eamfin y sefialaremos
Inego las difereneias.

ARGEaltep! Se utilizaron dos modelosnt umo ds 120-140 volts y 3g
pel horisental que realisa la separacifam en 16 a 18 horasj etwe
ds }59-400 volts y papel en dngulc qus la efectéia en 4 a 5 he-
ras. El primere pesse un receptéeulo donds se colees agua para
mantensr ol ambiexmte saturado de¢ humedad y evitar la concentxyy
cifn del tuffer. En ol segunde se colocaban algedenss embebides
on agua tibia para oste efecte.

Ialfaxzat Se ensayaron mmercscs buffers de &istinta camposieién
7 PH 7 o el13i8 o1 4¢ veromaleyuronal sddice de¢ pH 8.6 y fuere
sa 1dntea 0,05, Tanbdién es satisfactorio el buffer de fesfates
del mismo pH pere se¢ doscompens ripidamende’

S¢ ensayaron les siguientes bufferst veronal sédioce-foide clog
hidrice a varies pH; deide suceinice=bixrax a pH 4, 4.6, 5 ¥y 5.6}
fesfate menopetdsico-dérax a pH 6, 6.6, 7, 7.6, 8§, 8.6 7 9.

2apglt Sehleicher-Seimll para eleoctroforesis.

Séoxiongt I) Ouands el ebjote del fracciomamiento era comooer

ol mimere de fraceiemes, movilided, direesiién del desplassmiel

Yo, percentaje y cantidad de cada una, ss utilisé la técniea

standard, revelande oon solueién slechflioca de asul de bremefg

(9)1 "Paper Chrematography and Paper Elsetrorhoresis®, Bieek,
Durxrum, Iweig. 1937.

(10) 9 "Rlsctrophoresis®, Bid. Milan Bier. Academie Press. 19%.




nel 1%, Pare hallar ol percentaje de cada fraccién so efectud
eluoifn o densitometria y planimetria de la curva obtenida.

Para ballar la concentracién de cada fraceiln se refirieren les
porcentajes a la cantided de preteinas totales cbtenidas per
dosaje.

II) Cusnde oo wiilisé el método pars averiguar la distribmeila
ds glmeo y liperretsfmas en las fracciemss se precedis asf: la
mmestra se aplicaba en forma de estrfa fima y largaj una ves
ternimnda la separssiéa se cortaba lemgitudinalmente el paped
nm-un-,mnmulahmbqlumml, otra eon
swidn IIT G.1gr en 100 nl de otancl 60f 7 la restante oexn ani-
1ina (0.93 gr) y &cide fihllce (1.66 gr) on otanel (200 ml).

Coa el primer reveladior apareeen tedes las proteinmas, oom el sg
gande ofle las lipepretefmas y con ¢l tercero las glueepreteimas.
El nftodo es semsjante al de las triadas de Wanderly,

III) 3¢ utiliséhaxbién 3a eledtroforesic come método da separy
cifa pave utilisar luego las freoceiones aisladsmente. En ese og
90 las mmestra s¢ aplicaba em forma de ostria larga y cuesa
(utilizande 1 ml de suero). Tersminado el fracciomamionto se ceg
taba o1 papel longitudinalmente en dos partest una tiva angosta
(arroximadaments 2 en) se revelaba oon asul de bromofencl. Esta
tira tefiida se utilizadbe pare ubdbicar las fruceieses en la tira
ancha sin tefilr que so corSada transversalmsnte para separar asd
las frascienss, Cada tira conteniende uma freoeién preteica so -
colocada en wn tube identificads y pedfa wsarse pare la determy
aacifn del pumte isceléotrice ¢ era hidrelisada para sverigaar
lu ecmposicifa en aminsécidos por crumategraffa sodre parel.



CIQNALTENTO SATINDS MERPDO DE HOWE (11)

B¢ empleé ests xétodo pare separar las preteimas solubles o
insoludles en suifato de sodie 22.2 grebe

8¢ emplearon volfimenss adecundes ds suers y solucila para que
la eoncentracién ds sal en ls mescla fusra 21.5%. las preteimas
de 1a frascilm soludle se dossbanm per el métodc de Msremsi,
Moglia y Villalenga (I.1). Ia concentrsoifn de la fracceifm tm=
soluble se detarminadba per difsrensis eatXw la de protefmas telg
les (dosadas por ¢l rimno nfteds) y la do pretefmms soclubles.

puoldh@hnmnoumﬂmhuhﬂnpma‘
lieds (en cada tubo 10 nl de sslusidén s roximadaments) y se dig
lisaben cada uwo conira 800 Bl a;Tem. de aghe destilude, durembe
12«14 hores en heladers. 3e sfeatuada 1 oanbio del agua destile=
da (el agua de ca:bio a ls mimma temperatica). laegs «¢ sssaba
sl vasio en ls siguiente formm? s@ colocabe 1 ml de la selucila
iializeada en cada uno de 8 owadrudes de ceiofén ¢ nyiom (des 6 om.
de lado a,roximademente). L8e Guadrados se c¢olocaban en deseen~
dor con clorure de ¢alcie F el dessoader se consctuba a uma twey
Ps 39 agua 0 gemeraluents a uma bemba do vuefe protsjida per dos
trempas oom clerure de caicie. El secade se Xealisaba en uas hora
arIUkee 6 temperatura smbiemte. Sebre cada residus seee se wolvia
a agregar 1 ml ds solueiéa para duplicar la cencentraeifm y se
precedia a un nmevo secads. Bamulta comvenismte ¢l wse de celafia
o nylom puss ol pequeiis veldmem de liquide pueds exsenderse,

— R _ NN

(11)s "Dymasde Aspeotu of Miechamistry®, MAANIAS
Camdridge University Pwess, Ja. of. 199Y.




ssnentande as{ la superficie, sin qus s fezme gota come em
les vidries ds ya)oj 1o que smentia al tieape de secado en

wa 0f.

Sobre &l Tesiduo seco de wa onadrado 89 agregnR CoA una Vo~
rille, uns ¢ dos gotas de Muffer (ol misme qus se waarf en

ia slsetroforesis), se hamogensiza bisn eon la varilla, &8
levantan los bordss del cuadraic pafe qus se fosme geta ¥

oen ube pipeta para recuentes glolares se ampira oculidade—
samsats la solneifn y se Gepoxita sedwe &l pupel del aparete
de slestreforesis.

Les troses de eelofiin oon residucs seces sin diluir (pues e
tedes ss wiilisaban immediatuments pare elestreforesis) se
envasaban e tubes de vidris tapados y e geardaban en beladers.
Beqtreforesigt Se efectuada on buffer de vercmal~veronal sé-
4100 do pK 8.6. B 1la miama tira ds papal se corrian stmml th~
nsamen®e ) elsctreforeiigramast 2 &e solusiln de fwaceidn se-
lubls prepsvada esme se sxplied, 7 1 de suere, pavy oGEpaRrwY
la ubdcacién de las fracciouns, Fa que B0 dasts la sola deter—
minaelifén ds la mevilided pars sarasterisar uma freceids, dedi-
49 al errer qus tiems este medida su la electreforesis sohre
papel.

X freceienamients slestreforétiso ds las preteisas selubles
di$ des fymcciones en les 10 eusayes efeotuados, coineidentes
osh las pesieionns ds las fraceionss X y VI sungque ligerenents
nis desplasadas. X1 grkfies serrespendieate figara eu la Parte
)+ &



& Lr

Qs

)

Ia ssparscifn de las fracsisass proteieas so ofectia segin la
tm“utummun.ﬁ

Rdxiliains Caia skamem do amincicides ss efestud en hidrelg
safio £cide ¥y aloslinmes Ia hidrélists alosline se utilisé se-
lasnente pars favestigxr tFiptefanc, y a Veoes, serina, pues
los aminodoides Testantes se investigen msjor em hidrelisedce
decides. )

Come téoniea gameral para cualquier tips e hidrdlisis se o
riol le signiantes el papel esn la fxmowifa qus se  quiere R
drelisar ss ooloca an ua tbe deo ensgye pyYex, se agrega al
fcids o Lleall sagin el ouso 7 as cierym ol tube ecen soplete
a unes § en ds 1a bass; 56 maxtisns sl %ude en estufa 24 ho-
ras (a 100 pare 1ls hidrflisis éoids ¥ a 120°C pare 1la al-
cniima).

Una ves fris, ss certa ol tuds 7 ss ls caless un %apéa perfy
rade per el gue pasa un tube de vidrio que 86 censeta a was
treupa ¢ bemba de vasfs. Nieatrus dure la evaperasifn se meg
42ons ¢1 Wdo 82 dafisraria. Una ves evapernde tede ¢l lfquide
se cumdia sl tapén por mno gme temga des tudes une para la
tremps, otre pare entrada d¢ aire., Mantenisade ¢l tade en Vg
Semarfa se heoe pasar aire durants lf~8 horas. J¢ da per %oy
xinads ol pasaje de aive cuando ns resssisas un papel de teop
manol Mimsde solooads en la besa 4d tube (ae deseomsota las
txrempa).

Il residue seee J asrcads ss disuslve su agas’

Para la hidrfiists Soiia se adapif o mieromifeds la tlenica
ds Zadn (13). K nftede nediricede ss ensayd oen aldinisa



kamams separada por elsctroforesis dis susre, antes de apliosg
los al snere 3¢ pecess

adaptados a miorenitodes)j uno con hidréxide de sedio y otre
eon hidréxide de darie. B¢ desechs el primere pwes al newtry
lipar queda una concentracifn tal de sal que perjudica y ofn
i=pide la separncifa cromstegrifica. El mftods del hidréxide
de bario ne tisns ese inconveniente pues la nsutralisascifm
son foido sulfirise y mlterier centrifugneifn rara separar el

precipitade preducen ¢l “"desalting”™ 4el hidrelizeds. (9)

Zomande como tamtidad de protefmas sirices ea grh, 4.5 pars

ol Cyaosthmm striatus y 6.5 pars la Raya mioreps (estes wale
Tes aon los promsdies de les mds Crecuentes), e ealoula la

cantidad qus hay en 1 ml de suere (eantidad que se usa para

hidrfitsis &9 susre)} y en oada fruceifm separsda per electrp
foresia de 1 ml de susre.

En ol nftedo 3o Zalm #e agrege 0.5 nl 4o @LH concentredo per
cada 50 ngr ds protefmas, apreximadamente, Pare la hidxdlisis
alealina a8 agregan 0.5 al de hidréxido ds barie 10% per csda
50 mgr ds pretefimas.

Ia cantided de sgua destilada con que se diluye ol residwe g
a0 dade ser tal qus quads maa soluoién al 2%, Una gota (0.01
ml) de ecluoién contieme entre 10 y 20 gmms Ge eada aminedal
Ia frecoifm I se diluyé al 1% pmes contiens solsmente 7 aning
4cides (apreximmdazsnte la mitad de las etras freceienss) ¥

por consiguients con dolle concsutracién sparecerfan las meg



AWy T

ohas 4ol orvemmtograms demunsiade grandes ¢ Exy tefiidss, y ne

Se realiszaron orematogranss asoendsntes, dsscendentes y oine
culares,

ARgERNat Para “"erematografia sascendenie® se utiliséd un cajém
49 madern {ver esguema) pexfectamcnte snimide y pintads pava
ovitar aberturas y mantemer ¢l eabiente saturade cea el sisiy
aa agua~solvents. Ensima de la tepa de vidrio (que ajusta s
bre un Wurlete d¢ gema) ss colesd uaa tape deo ocartém pare alg
lar mejor el aparnto; Tisns las sigmientes ventajas: constey
ola 4s tamperniwrs, sapacided (pmeden efecivaree simml tineg
mente 60 cvcantogremes), ecltura (pezmite muy tusnss separmsig
nss de meselas cemplejas de aminofoides), shserwasidn del pxp
grese 4ol ocromategrama y lecture de temperatura sin nsoesidad
de ahrir el aparate, maneje my sencills d¢ les papeles al pj
Reries y sucarics. Ias desventajes sen! la nsoesidad de emduir
¥ pintar el eajén periédicaments (eada 2 meses apreximadamente)
y pex supnest®® la que va aparejada a la ventaja de la mayer
longited del papal, ¢l tiempo (a 129¢ 8 dfas pare que el g}
vents reserra 4% em).

El aparete para "crwmatografis descendents” resuli®d d¥il pare
separary regular minero de sustansias ya que la lengitwd apreo-
vechable os sfls 20 em. Bs aiffeil celesar y quitar las tirss
y adendis hay variasifa ds texperaturs. Pusden realizarse ai-
ml ténsanents 4 orematogrumms:



Iee aparatos utilisados para “erematografia ciroular” son deag
sadores cen tapa bombé, excepts ol afis peguetie que estf somsyy
tufde per des cristalisaderss granies eoriniss tremsverselmag
te pare surrimiy el p“ﬁm.hm'mmm‘
eromatogranse eimlténeanmin: o creamatografia ciwocular resw]
8 auy ventajess per la rapides. Oom los desscatores nds greg
des pudieren separarse muy bism los aminoisides de las fraceig
nes nfs oomplejan en 4 a § hovasi Kl niis pequetio o usd scle~
mente pare Sestigos y los do btamafie imdermedio para los kidwp
lisades de fraceiln I (¥ emineéotdea).

Terminada la separacifn se colocaban les pareles en bastidewes
de madera pars el seeado y revelade,

Fapelt Whatem 1 saturedo oom agam-eclvente.

Jolventgg: Se utilizaron dos sistemass
Inaalcades bidagtilade
Xl fenol pro-anflizis (Merek o Amalar) se asita etn agm WMing
tilada en empolla de dessntaeifm y se daja en la empslla unce
J ifus para asegurar el equilibtaie extze las fases.
Siatgme_de Dartrifss
Butanol normkl 408, &cido aobtice 108, y ague Wdestilads 39K
Se empled Wtanol destilado, agem bidestilada y &eide aclties
aenalitiso o jurificade per enfrimmiente a 5% (para ssparar el
agm) y destilesifn.
Se adophé prefercntemsntis este sistemm oome solveats puss sepg
ra oistdna y cictefne, ol desarswllo del sromategruma es miis
¥pide y »e hay que Bams jar sustansias ten cimsticas esne a1
fonsd,



Bavaladext mimhidrine 0.2% en Wwtanol nexmal destilade. Fusa
les ocrematogramas de hid™elisades alealines s¢ empled la o~
lweiin mencionada dilufda al medie cen Sside acftles 10K,
Sisnignt Se empleé la Gicnisa standard efestusnie simultinsg
msnte crumstogramas d¢ solusiomss do aminsfoidas esme Sesti
8. Los Rf de les mincésides puses utilisades en las sslw-
cienes ds cemparweifn, se dstezmimarea prevismente o simmlGf
wemente en sslucienss sextsnisnis wa sslo amiweleide sade
uls, Los eninslaides que aparuten came “me identificades” sem
les que no Yiensn RY osmparudils & aingmme do les testiges wif
1izades) esto ne siguifics que seam desecnseidss sime que B
se dispuse de teda la serie ds eximadeifes para testigee.

3 la sisan tira u hoja se efectunden ocxumatogremas de hidm)
idsades Scides, alealinos Jy 4s selusifs ds triptifanc en W~
tangl ¢ 4sopxipamel.

Una ds las solucionss testige utilisades fuf la ofi gniente?

Amtnofcide RE en Yartridge a 4%
eistefna .08
cistine 0.933
lisimm 0.120
serina 0,203
alanias 9.2
ne tienina .30
leweina 0.500

Ias manchas edtenidas ocsa leos hidreiisades ss esmpararen 0
las ds testiges de csncentwesiin semseida. la comparesifa se
‘realisf per planimetrfa ds las manchas. Cene sste mitedo, 4y
do como cuaxtitative en algnmes textea, tiens mnchas csnsas

4s erver, nes hemes limitade a &ar wm idea ds la cantidad d&e
les axinefeidos presentes {adundants, wegulaP, amsase, otie)i



Gisteinn, cistime, histidima, argimine, listaa, ssrima, faide
sapfreics, treonina, alfa alanima, gliceesla, afide glutimtes,
prolins, bets alanine, metiemima, tiresima, isclewsima, leweg
aa, valins, triptifano, feailalantam.

R

A contimuaeiln, coms ejemple, se tremgsribe une de los case~
yos ‘efectusldes !

Ranaye B® 43t Praceiln V de suswe ie Raga misreps
Kidveliczade £cide Fe 17

Hidrolisade alealine N® 1T (para imvestigaw twtiptifane)
Cromategraffa ascendente (en cajfa) en sistama Partwidge.
Desplasamiento del solventes §7 en

Tiempos 36 horas

Temperaturas 129

2astigegt

Selnotdn 13 eistefse-cistine-lisine-serina~tvesnina-alfa
alanine~prelina-aiionina-dosl snelina~leneine

Solusténm 2: histidine~abpinine-ds: sspérites-giicessle-
0. glutinice-dota alanina-tiresins-valine-
fenilal snimai

Solucién 32 triptifanc en aleshel iseprepilies.

Resultadens

Marelisado alealinss spuress wan msashe més auye Rf os 0.538

ccincidente oom ol del twiptéfuns,
Estimaoifn de la cantided? reguler ++



Ridrolisade feides
B0 _ssincieide  _ gemtided
6.100 Masttdine -

>
0.129  arginims ”
0.168 * 0 -
020l  sevima *»
0.228 * D -
0:243  deo. aspirties e
0.260 . treonima s
0.313 * s -
0.326 d.und. “
©.338 #e. glusimieo 9
0.343  prelima -
0.478 iseleowsina *
0.458 leueina ”»
o.M fenilalanins >

Seghn estes Temiltades las pretedinas ds la Frasetln V estin

formadas per 15 wxinofeiden? 12 14gntifisades por esinsideg

ein d¢ les Rf oon los 3o las selweisnes testiges (que por s
passte han side determinades Proviancate uns poF Wis), 7 ) me
identifisedes) do los dltinge gels podemse desir quwe J sems
U reoaina-valine:

(12)s "Pandamentals of Chremnitegraphy”, Gemss Comsidy K.
M. A. Veissderger, 1937.

(1)) : "Ghremategraphy”, Cremsy P.p 1954.
(34)3 “Cromatografia su Carts”, Sevoie Fremes. M. Noepii, 1953.

(15)s "Papserehrematographie und Sulllemshrematsgrephie®,
B, E. Marok, A.S. Duzmetedt, 1999
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Se explea la tereera Slenisa descripta ¢a II.2 para ailslaewr
les fraseionss protelicss. Rismires se ofectia la tinoids d¢
la tirs angteta ce mantiens &l reste del pepel em emdiente
saturedo de umedad. A cada tade ecntenienie uma frusetfa pmp
Setoa 00 agregn 0.5 ul 4o ages destlilala ¥ se doja wia media
hora para qus se produsea la elusifn. Pusde repetirse el agmy
&ad9 de 0.5 al de agua destilede.

Para detevminar ol Punte Iseclsftries s sfestusren electxp
foresis &s oada dilueiln en Wffers d¢ versmal aldioce~foids
slerhfdriec de distintes ph.

Se tenf some Punto Iscelfetyies el pi 2l sual la frassiéa w
migra ® nigra axy poes (0.2-0i3 am) en feormn etwiitise Mmeia
el &nodo ¢ el citeds indtstimbtammtes



PARTE IT

RESULTADOS Y CONCLUSIONES



1.1) CONCERTRACION DR PROTEINAR SERIM
4,47 : G, 4T gr ea 100 al d¢ mmere
Para resultadss individusles és 173 edesrvacicoamss wer Taklas .

Bestreforssis sedre pacal) M Wffer ds vervaal-vercaal sfdiece
de pH 8.6 y fuarsa téniea 0.65 se edtuvieren § frascicnss das~

plasadas hacia ¢l &vode: X, IX, XIX, IV, V J VI, ea exden oxo~
ciente de movilideds

Se sfestuarem 173 fracoicnsmisntes. En 60 casen so efestnf
elucifa o densitametria dsl glectioferviigruma y planimetria
de las curvas ebtenidas. Ver Tahlas 2 y 3. lss resultades g~
aeyale® 29 resunsa en ¢l Ouadre 1,

Ixaceidn
1 7.0 {- ' o.ng, 0.02
Iz 0.2 < d.28 0,48 3 0.06
m 1.9 = 18 =33 ¢ 0.09
v U0 3 il 0.66 = 0,07
v 8.8 < L# 0.07 2 011
L 2§ %S = 308 1.8 -~ 0.08



CYNOSCIUM  STRIATUS

fRacciONAMIENTO DE . ProTeiNnas  Sericas POR

ELecTROFORESIS

Ensavo N°H6

Tiempo 4h'50jmm
Intensibao 4 - 4.4 mA
DespLazamiento  mAx. 9cm

St erectud DENSITOMETRIA



Nideds 4g Howp: Ias diferencias de seludilited em sulfate de
sedis 22.2 gz, saparé las preteinas sfricas en deos grupes?
fraceifn soluble (F8) y fymesifn inscluble (FI).

Ia concentrecifn d¢ 7I se Mallé per diferencia entye la d¢
proteines ofrisas tetales (PE) 7 1a és FS. les recultades de
10 dsterninasionss figuran en 61 Omdwe 2,

Por sleciroforesis de la fraceifn soludls (rvevia diflisis y
concentrucifn al vasfe) se emvontsd que estd constituida per
las fruceiemss X ¥y V1, per oensignisnte la parte fmsslubie
contisns las fracoienss I, XX, Wy %

Amalisarenos sstes resultades e 1.3 a la lus de etres anfilists

2.44
240

e
e

1.9
2.0
2.28
4,28 1.90 £2.38
2.00
2.40
2.18

P.L.s m totaless

P.5.% Pruceifn soludle
2.X.: Traceidn inscluble



Ia conoentracila rremedio de freceifia eolukle es 2.13 g
7 la de 1nscluble 2,56, Ia mmme ds las cenoentFaciones pYe-
asdie de Praccifa I y Freceiln VI es 2.1) 7 la mum de les
concentresionss rremedie de IX, IIX, I y ¥ on 2.41 (v
Cuadre 1 ea pfig. 20) 1o quwe oamfizss ol &iagrems slectre~
forético és la fracoifn soludls.



CYNOSCIUM  STRIATUS .

:CTROFORESIS DE LA FrAaccidN SolusLe EN SO4N32 22,2 9‘7"

SCALA
Aem, Ensavo N°6

Tiempo: 4h 30 m

Intensipan: 4.4 mA
Despiazamiento MAXIMO : 9.2 cm
Se ErecTud  DensiToMETRIA

—— ELecTROFORESIS DE LA FRAccION SolusLe
---- ELECTROFORESIS DEL SUERO, EFECTUADA EN LA MISMA

TIRA, SIMULTANEAMENTE



ZRASCION X3

Bs la de mexer mevilided ea la migrusiin slestreforéticn. Mo
la que se entusiira en Roney omntided en ¢l swere: aprexinedg
mente 7,0%. Su cencentracif melis es 0,33 ¥ 6,02 gr en 100
ml de suere, Es sclubls en sulfate d¢ selte 22.2%. Es la fniea
fraceifa coa saracterifticas purements preteicas, es deeir; »0
se trata de lipepreteinas ai gluespreteimas. Bs ¢l énics ease,
en sate trabaje, en que 50 ha pedide emmprebar qus Be 28 trate
de una sola pretefnas por eleetraforesis d¢ la fmectifn I sie~
lada, e2 mffers do pH entre 2 y 7, s6 han obtenide dss sub-frag
ociones, & y b Rl valor de T4 que dumes ol Fumte Isselfetwise
de la mescla de a y b, uyes 7.I. individuales doden ser, pow
sapuecte, muy priximcs. In ¢l Cosdve 3 o8 Yosumsn 163 resulte~
dos de) oomportamients de la Fruscifa I ea lu alectirefeuresis
s distintos Pph.

Ia eremmtografia de hidvelisedes do Pruceiim I indlies que estf
ceanrmdsta solamcnts per 7 amimodetidset clsteins, cistima, hie-
tidima y argiving, (estos 4 en abundante centided), foide an~
pirtiss, gliceesls y meticnine, ea cantidad regnlay: Rstes son
los resultados 4s 6 crematogramas aseendentse en fensl-agm y
de § ascenisntes y 5 etrvulaves en ¢l sistema d¢ Partridgs.



Ted
8

e

» +

as 6.2
s 8-8.2

at 3=52
e 6,8-7

as §-4,1
» ,:,

at
B3 5557

At 26“..
e 3594

as 0.6«
B 1=l
0=0.3
©.6-0,9
0. 80,9
Ce9=l,.l

o S o0 »

In o8 cases se bl
v 1 sela manecha.

1 seis fracetifa
1 sela fracaifa
1.sala fyeccifn
1 ssla fracetién

Ia flscha indiea desplassnients hatia ¢l sigee gus figuars en la

R pe——



Bn 9ol caso ds esta reculiar Fraeeifa I 3o podenes suscatray
amlegins oom ninguma de las freceiemss preteisas dsl suswe
hamane. Por su Punto isselfetries, scimMlided y eempssioifn
on aminofoides, svemturames la hipfteatis de que se trate de
una histona mmy simple. Per les emiitativamsnis essases gut~
ackoidos que la ecaponen se asemejarfe a wba protaaima, pewe
o o5 tan bisica y adends las pretaximas couvcidss 20 centie~
nen asufre a diferencia de la Freosidn I que tiene cistina,

ZRACCION IX»

Ss encuantra en ¢l sueso en la puepavesbis de 18.2 £ 1,8/
Su concentresifn es 0,48 gr T 0:06 em 100 nl. Es inseluhls
oa sulfato de sedie 22.2% per 19 que se pwede imsluir em ¢l -
gmape ds las gledulimms. Se trata d¢ lipepreteines ¢ de wma
mesala do pretefias wimples y lipepvotafaas. Xl Punts Isselfly
triee o8 5.8 a 5.9 (etra saractexfstica semejante a la 48 las
glotulinas del mere humenme).
La Fraceifn II estd compeesta per 14 awinofeidess histidimm,
arginina, £cide aspiirtiee y Ruide gintiniee en cantidadss aluy
dantess lisina, serims,alfa elanina y prelim en eantidades
regulaves; sy eseasa cantidad ds glisessla, lewsima y tripté-
fane, ¥ 3 smincéoidos ne identifisedes (9, B y B) ouyes Rf ea
¢l sistema Partridge a 14°C (escendente) som?

g 0,109

»: §.228

Bt 0,317



- 26 =

Bebemos sefialar que la califtcasifn "ne identificedes” me
tisne o%ro ssnilde en ecte tradaje mfis qus o) ds amimofietdop
euyes Rf no occimoiden oom les ewmimofcides mandes eeme Sesfle
Ies resultades expussics som leg d¢ 5 cxrembtogrames ascenden~
tes 7 5 descendentss grfunsl-ages ¥ § ascendentes y 5 odren
lares ea sistema Partridgs:

El valor del Pinte Isseléotzies resulta ds 15 ensayes veals~
sades a pi 4, 5, 5-‘,‘5

IRACCIOR LIX+

Percentgies 11,5 = 1,)
Gensuntracifint 0,55 ¥ = 6,00 e 200 x1 de sueve,
Sa iapoludilided en sulfate ds sedis 28.3¥ y su Puwie Iscelfe-
trtes 5.6, permiten clasificarias emme globulima. Bs tanbids
lipepretefna ¢ mexsla de protefuss stmples ¥y liperretefuns.
Bstf compussta por 14 eminofieilent: arginine, Loide sspdrties
7 &o1de glutémics y lixina en cmntidad abundexntes histidima,
treonina, alfa slanina, prelfaa, mstionine y tyiptifanc en eug
t1asd regular, y 4 axinofcides no ideatifisedes, A, B, 0, y 7
ouyos Rf u J4°0 en ¢l sistemn de Partridge cond

As 0.0

Bs 0.090

¢s 0,289

Fs Q.500
En eata fresetifn asi cems e 12 IX, IV, V J VI se encuentrmm
alganos de les sminofcides ne i1dentifieadss que homes llamade
Ay By O, D, B Y 7. 1o iniee qup podancs aSegurar OCA TES}ESNe
a estas sustancias es que Jp som ninguae d¢ les 20 smimofsides



wtllizadon coms tentigon; & sabers eisteime, oistimm, hiati~
dina, srginina, lisina, sevimae £eide aspfirties, tresnima,
alfs alanima, glicoccla, &eide glwtlfkieo, rrelima, beta alo~
nina, setionine, tiresima, iselemocims, lewmefie, valina, teip=
téfane y fenthalanina.

Para sveriguar le composicifm en minofeidss on el case d
la Fraceida III se efectunzen 5 crumtogrames dessendemtes
oa fenol-agna y 9 accendentes y 5 efiroculsres sn ¢l sistems
de Partridgs.

Para averiguar ¢l Punto Iseelfetrico se efestmarem 12 olestuy
foretigramas a pE 4, 5, 5.6, y &

JRADGICN IV s

Poroentajes 14,0 = 0,8
Comsentraciéng 0,66 gr 2 0,07 en 100 ml de cuswei
Es dnsoluble en sulfate de sedie 22.8% y tisase wa Puxtd Ise~
elfotrice de 5.3, 10 qus permite sdicarla emtre las gebulie
nes. Bs la fraceifn que da la réeceidm nis intemss propia d¢
lipoprotefnas.
Eotf compucata por 14 eximodeidess predominawtemente fcide ap~
pértico, fcide glutémies y twesmiasg en canttdad regulay lisinma,
alfas slanina y triptifancy en mmy eseasa cantiiad, eisteinma,
arginine y metionimaj 5 aminedcides an identificades A, B, C,
R y ¥ cuyos Rf em Tartridge a 140 semt

As 0,073

3 0,09

0: 0,189

B: 0.307

F: 0.500
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Ss efectuaren 4 cromntogranas ascendentes en fenol-agm ¥y
9 astenientes y 5 ciroulares en sisctema Partridge. Pars
determimar ¢l Punto Isceléectatos se realizaron 14 ensayes
& PR dody 5, 5035 5.8 ¥ 6o

JEAOCION Yo

BEs 1a fraccién mfs chuniaxte ds las ¢me femman ¢l imsclmdls
ok ol fruccicanmiento salins esnm mulfate ie sedie 22.2%
Cemstitugye ol 13,0f £ 1,8 de las pretefans sfricas. Su esme
sentracifm es 0,87 n@ﬂ.ndmllum

Bs probahlements una mesola d¢ jaeteimas simples y lipepse=
teinas uss la reaccifin carasterictics d¢ estes dlvians es
dévil, Su runte Iscelfctriee es 5.03 per esto y por le ingg
Jubdlidsd ea culfats ie sodie 2052% la iscluimes en el grupe
de las glebulimas,

La oromatograffa del hidrolicade rewela 13 sminofoldess en
abundante cantiied, kistidima, arginims, dotde as;firtico ¥
€o1do glutémico; em cantidad vegular, serims, ireomina, gliog
cala, 1710lina, leuoina y triptfifeune, y 3 smimofeides 2o idegp
$ifiendon C, P y k.

Se efectuaron § cromatogramas assendentss ern femslpaguas y 9
asoendentes ¥y J circulares sn Partridge.

Para determimar ¢l Punto Issslietriee se efestwmren 20 snsayes
api2, 34,5736

ZRASCIOR Y3+

Es la que se encusnitde en nayer caniidad ean el suares

Perceatajes 38.5;3.1
mmoihal.hngo.ﬂumnhm



Es solubls en sulfate de solie 22.2F y tiens wa Punie Iscelfg
trieo de 4.4, por le¢ que presenta caracteristicas ssmesjambes
& las albiminmes, La analegia emm la aldismina dal suere humeno
se mantiens pues ¢s la fraseifa afs nfvil y la nds abtundante.
Es una glueoproteina ¢ mejela ds preoteinmans simples J glueepre~
teinas.

Rotd eompussta per 1) eminodeidess £etde glutimice y Loids as~
pértice en grem cantidad) en suntidad regular, histidina, argl
nine, tyeonima, prolima, metienina y leusimm) y 5 smimoliciden
»0 fdentificades, A, 3, G, D y B

Se sfeotuaren 6 orematogrumas astechientes ea fensl-agsa y 9
ascendentes ¥y 5 cirenlsres en Partridge.

Pura determinar el Punte Isseléotriee oe realissrven 18 easayes
apR 2, 3y &, ¢4, 46 FJ K
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AT N 'jd_li;l" ) 4

Yer Ouadres 1, 2, 4 ¥ 5.

! 0) Yore
P Y S

SHAIRE 4
Praceita 2,3, JTessienamiemie R o, osoncife
X T4 -oluih FProtefnas aimples
Rstoms
x 5.8 . imseclubly Mpeprotednas
Slemlinee
I 5.6 inseludls Lipopretefnas
S obilinag
v %3 iaseluble - Mpepreteinas
' Slealinas
4 . 5.0 . Amselnmble Lipepretelnas
Sleodmlinas
23 4.4 ssluble Ewespreteinns
Al vl nas

P.1.t Punto fseslictries,

Clasifieacifn? Jas fruceisnse que me estiin consiituides per pug
Seinas simples rusden ser uua mescla de preteinas simples y eng
jugadas. Ie nis que podemes afizmar es que las fracciemes II,

11X, IV y V "contiensa® lipepretefnas y la VI "oentiens” ginse-

proteinas,
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Triptifans
Fenilalanine
A(RE 0,075)
Rt 0.080)
o(Re 0.169)
B{Re 0.228)
NER? 0.317)
P(lt oom) L

+++¢ abundante saxtided
“++3 regilar cantidad
-48 casasa ¢antided

IsaRf ds A, B, 0, B, 37 7 que figavan ea ¢l cuadve eatén me-
dides en sistema Partridge a 14%.

*ee
~00= t
*+9+

113
FEREE

30



Be les remiltadeos que figaven ea ¢l Cundwe 4, cemslunimos gque

e vov

P
¢



de Sodes leos peses estudisden, =0 snoentrd 5 susres &9 O~
m-ﬁxﬁ-m-whmunﬂm
que las sangres combtenfiean gram ecantidad ds lfipides. Ea 3} mufe-
tras en esns condicienss (ensentwaidns een indtervale d¢ meses)
so efectund una valeracifa gresesa per ¢l mftede msfalenétriee
de HLOCR que 416 oomo resuliades entre 0.9 y 1.0 gr § de 1ipt~
des en suezo. Kl ntisme mitode splicnio a wn pesd dés sueres neg
malss de peces de la misma espesis 418 esmo Tesultads 0.1 gr #
de lipides, aproeximademsntel’



6. 2 0.4

For electrofuresis dsl suese en duffer éo weremal-veremal sf-
dtoe de pR 8.6 y fuswrsa ifmiss 0.05, se shtuviemsa § freesig
mes, I, I, IIX, IV, V 7 VI, u arden cxvoienis ds movilidad,
desplasadas hasia ¢l eftede:

3¢ efestuamen 135 fyeocisnamiontes. En 40 slestreforetigranas
se afectad elueiin ¢ donsitenstxia y flaninetyia 48 1las enrves
ohtenidas, oen los signientes resultades remxidos en ¢l One~
dre 6. Vor Tablas 5 7 6




RAYA MICROPS

FraccioNAMIENTO DE PROTEINAS SERICAS  POR

ELECTROFORESIS

1Yo m ¥ Y n

—_—

_E.NSAYO N°38

Tiempo 41 30 mun
INTENSIDAD 4 mA
DespLazamiento mMax 9.2cem

St erectuo’ DEeNSITOMETRIA



2.3) AMALISS DE CAPA FRACOTON

ZRACGION I+ Es 1a mencs almmniente. OGonsiituye el 7.9% de las
protefnas sérices (0.49 g» £ 0:03). Netf cametitufda yor 7
minodeidess en abundantie santidad se encmentvan oistefna,
oistina, histidine y arginisaj en cantidad regulaw, &cide as—
pirties, glicocola y metioninse Es deeir, la sompesicifm del
hidrelizado es ignal al de la Prassiiin I del Gymoeeiwm Striatas.
Ss efectunren 4 ocrematogrumms aseendientes Jy 4 eiroulares en
sistema de Partridge.

ZBASCION IX+ 10.58 = 153 de las preteims sériees.
hmtmhmu“p;hﬂum-lhm.
Lee erumategramas de hidrelimades &s esta fraceifn sevelma 1§
eninodcidoss en adundsats eantidad, histidima, argimina, &=t~
de asréirties y fcide gluténies) en eantidad regalawy, lisims,
serina, alfa alanima, gliceesla, prelima, iscliswsisa, leneima,
7 3 sminodcidos no 1dentificades, 3,0 y B} ea onntidad muy o
ease aparecs iriptéfane.

C, D 7y B son les nismes que epareceh en la freoeida II del O~
noscium striatus. Aparecs issleusima que ne hay en la fraceida
IXI del Cynoscium pe¥e ¢l reste d¢ la smposicifa es igual,

8¢ efectuaren 4 cremadosranss astshismtes on sistema de Pard~
ridge.

ZEACCION JIX¢ Oonstituye el 11,9 3 07 de las pretefnas. Se

sssuentra en la eancentrasifa d¢ 073 gr # en o1 susre.

Nay 15 aminofoidos rresentes en 1¢s hidvelisafiee? ea cantidad
abundante se smousniran histidima, srginina, £oide asifrtties ¥
doide glutdnise) muy essasa lisias y regilar ecantidad de tree~
nina, alfa alanina, prelima, wetiemina, Wwiptéfane y 5 mmine~




d#cides no i1cemtificades, A, B, C, 7 y G, § ez wa aminofeide
nd idsntifieade qjtum'nmhmm
de Cymeseimm. Aparece valima J ne aparees B (preseats ea ».
IIX 3o Gys str.) 3¢ efectuarem ¢ czematogramas ssosndentes
on Partridge. |

ERACCION IV: Bs ol 13,9 < 0,7 4s 1as yretefnss sfrices.
Custre cromatogramas ascendsmbes en slstema Partridge & M~
drolisades de esta fraccifa, revelan 13 smineéciiost en eam»
tided abumdsnte se encuentren lisima, faide aspirtise, twes~
nine y fcido glutémioo) cistefma en mmy escena sentided, ¥
Tegular cantidad de argiminsg alfa alanina, metienime, valimag
triptéfans y 5 sminobeides ns idsntifisades, A, B, 0, ¥ 3 &
KL R de @ en Partridge & 14% es 8,550,

Con excepcidn de G, ¢l resto es igmal al de la fraceifm IV &sl
Cynoecinm, |

ZRACCICH Y3 Censtituye ol 106 £ 1.3 do las preteimas sfrtess:
Cuatre cremategramas asoandentes en Partridgs wewelea 15 i~
nofoidess en eantidad shundante fctde aspirties y £side glw-
témise) en cantidpd regnlar hiatidime, arginims, serims, treg
nina, §fiicosela, prelims, iseleueima, lsusise, tviptifane,
fonil alanima y ) aminadeiden me identificadwss, ¢, B y B,
Isclousima y fenil alanina sen los dss amimofcides “"extra® qw
aparecsa en esta fraceifn con Fespeste & la Fruceila V dol G-
noeciwE,



CION Vit Bs 1a mis abundante} ﬂ.ﬁ%M&lﬂ proteinas
sirtoas, y la & mayor movilidedy
La oromatografia de les hidrolisades (4 ercantogremas ascendeg
tes en Purtridge) revels 15 sminsdoiios: adumiante cantidad de
dc1d0 aniéirties y foids gudintes y regular cantidad de histi-
dina, arginina, treeaims, mmmm
fonil alanina y 5 no 1dentifioades, A, 3; 0, Dy B
Valima y fenil aianims son les dos sminsfeides en exoess esa
reapecto & la Praceiéa VI del @ynessiwms.

Voer Cuandwes 6 y 7.

2.4) LA

Debide a la mimilitmd entre fyuceienea serrespontisates &9
Cy. ot¥. y Raya mi. caloulames 47/ en la nimmm fomas

d-ETETT e
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Priptéfeno

Fenilalanine
AMEL 0,073)
MRt 0.089)
O(R? 0.168)
HRL 0.227)
B(RL 0.313)
¥R 0.%18)
a(Re 0.550)

*++8 abundantes cantidad

“+5§ FPegular cantidad
“¢8 ¢ssasa epatidad

RE de 4, 3, O, D, K, 7, § g Ligumgh on ¢l suadrv medides
8 1290 en sistema Partridgs.
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in 1I.1 y en II.2 heos expuests les resultadss edtenides
o2 los andligis del smere ds Oynsesimm stziates y Baye iw
ereps. Corrveponde sbera Ssumparar ¢sen resultades, eunnie
s posible rmaste qu ol Oyneesium fuf estuliade nfs eem~
pletamente que la Rayu.

La Raya tiens una comsentrusifn d¢ preteinan sfricas mayewr
que ¢l Cymoseiwm.

Suere de mmbas especies stmetides a la slestreforesis s~
b2e papel separen sus preteinas ea § fruceionss desplase~
das hacia ¢l &nede. Ias fracciemss respectives tismsm
sempjante noviliidad J s cnRentyan en la aisma proper~
eifm. En rasfn 4o oste dltime, 4/¢ oo spreximedsnmnts ol
R1gRe,

Ia erematografia de les hidmlisades Trevels uRa BAYOr SON~
plejidad en las frascienss pweteicas d¢ la Raya mieaeps, ooa
exoepeifn de la Fraccifm I§ las demfs fyacciemss tieamm
mayor ufmere de aminedeidos ssmpememies J spareest algumse
(valina, G, isslewciza y fenilalanisa) que ectin mmsentes
en o1l Cyncsetium. Es ds haser motar que o ningana d¢ las
especies sparecs tiresima.

Yer Cuadre §.



487 & 0.47 682 S 0.44

T8 2 0.9
1052 2 1.2
19 2 1.3
14.0 $ 0.8
158 2.8
s 2 3a

&'883545

T.9 = 0.7
103 £ 1.3
.9 $1a
13.9 < 0.7
185.0 2 1.1
3.6 & 2.4
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/ntes de ox omer las conclusicmes se cuisre sefialar que
cuando se habla de asuerdo ¢ desacuexde cem otros aute~
res no es refirifidoss o les dates partdeulares del Cy.
str. y B mi, sino & las genaralizacieuns hechas pew
quienss han esatmdiado otirce peoes.
Do los resultades exiues¥es podemcs sesur les sigaien~
tes conslusiemes pare estcl posest

1°) La cantidad de protefaas sfrices ( en mm o~
trecho rungs), ¢l nflmero dv fraceiemes ;reteivas se~
paradas por elesiroferesis, sua comcentresicnes, mevi-
1idades, signes, [untos iscelfioirices y sempocaisiin
sualitativa ex aminofeides, son respsctivamente ifgee~
les para ejemplares de umm nigsa femilia.

2¢) En ejemplares de distintas familiss, la sem~
centracifin ds protefinas sfrices os distinta sim que
llegue a ser un date carastesfistice. la probabilided
o8 pequefia pere meden skcontrarse Oy. stxr. sem oon~
esntreasifn de R. =i y visaverea.
En ol ease de las fracciemes pretsicas so snsuentva ums
diferencia caracterfistics s0le ea ¢l mineye ds mmine~
fsidos cerresreniiemtes s las fracsiomee II, IIX, IV,
Ty VI de wae y otre pese



-+2e

3*) No se sncuentra varissifa sigmifiontiva en
sl valar de A/G en anbos peses. 5i, al igual qus les
satores Field y 0ols (4) y Frisden y e0l.(5) hadif-
rancs considerade eome glelmliinas a tedas las fracsis-
Bes exserto la ds mayor movilided, habaiamcs edte-
nide para anbos reess ¢l misme waler: 0.62.

Al comrarar estas oonolusismes ooR algumes trwbajes
nencienades en la IFNTROIDUCION, se Ve ques hay osim-
cidencia on ¢l rante yrimere csa Deutsch y Mo Shan
(2), pero en el punto segnnde se difiere cem les mis~
2SS sutores en que ne tocdes los datos Llguales sem
carasteristicos.

Taxbifn hay desacuerde ecm les sutores Fricdem
eol. (5) mmes se ensusntvs wna variasifin oomsisten~
%0 entre las fracoiomes preteieas IX,IXII IV, V, y VI
oerTes, sndientes,
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May pooos anflists fusrom sfesttmdos em rmesptras de etras
especiens, »ere pusdsn resultar interessantss a la lus 49 les
obtenidos con ¢l Synossiws stristus J la FEaya miCTOPS.

5.1) 2asa lishite hresllismeds (lengmdo)

nimd.oauhtﬂ.‘ a-e.uamnum
Yor Tabla Te

mnhﬂumedﬁuhﬂMh"
fracciones dssplasadas haatia ¢l &nsde., S¢ hicteren § Lyvas-
cionanientes, en 5 ds les cuales o afsowmé elusiéa y plas
nimetria ds las curves pare avarignar ¢l pereentajs y oam-
tided de oeda frucoiln (Ver Zahlas 8 7 9). Los resltades
sd resvmen en ¢l signiemts euadre.

oARe
. OSsnsentrasiéa
PFracoidn Percentaje w

81212 .17

I 10,5 < 0.8 .23
Iz 12.2 & 1.3 o.27
v 18.7 2 1.2 (W

v 30.4 & 2.6 1.08



5.2) QTROS ECAS

* ka sleotreforesis sodrs papsl en tmffer ds vereaal-waromal
aﬁuwdcylﬂasd-mnmﬂmc

'2 do Magil brasiliemsts (liss)

2 de Pereophis Wrasiliensis (pale)

1 de Urophyeis Wmastliensdis (Wrétela)

3 do Microiagon sp. (eervias)

3 des Calewms Cants (gatuss)

6 de Basilichthys bLemarisusis (pejerrey)
418 despclazamiente de las protefnas hacia ol inede, oen la
stle exceroila de una hembra de Caleus eanis own é erdas ¢
en 3 fraccionamientes del mismo susre dié desplassntients he~
ala o) cftode. No pusde dseirse ecm seguridad ¢l afmero de
moueusqmmlupnm-hamhmmm
hay muy peces detes Yy estes sndlists faerva sfeetmades al e~
mienze de este trabaje com la fimalided de eleglir las especies
nfs convenicntes, perc, ea tedes, la fraceiéa mis afvil es la
qus s encuentra oh mayor camtidad.

hnmtaqmmn-m“pqh.hclmm-a
ol nisme Luffer preduse desplamsmisnts &8 las protefnas hasia
el &nedo. En %des los esses la fraseifin do mayor mevilidad

s 1a nés abuniante. __

El Paraiichthys brasiliensis tiens wima cantided és pretefnas
afiricas mucho mener que la Regwm 7 el Gyneseiumi



w45 -

Kl fracoionamiente elsctroford®ioo produes 5 fraceienss esatra
6 en los otwus enjecies J hay e Jacer astar ¢ue la diferencia
de percentajes se samentra selamsnte en las frasciemss IV y V3
mm-umx.n:m-m-um---

Jantes a las esrrespemiisates sn ol Gyosciwm Jy la Rayei
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PORCENIASE UE : EN S
hnn smﬁmsmsmsm % Fraeei

GEERHEEAIRRRERNBE SSKGKUKﬁGwoqmuownu .

N YU » T - + SR | M. AN # .

Ted

Tod
740

Te2 -
Tol
Se6 -

Tsd
Ts6
Tok

‘.0 )
?.8 )

4
7,0
S¢7
it
7.8
7,1
6,0
6,9
Toé
6,0
TeT
6,2
7,0
6,3
642
7,6
6,2
6,6
T.4
Te9
6,9
T8
7,9

ALU U

12,0
12,8

FRUOTE 16

":' . -g .v' h}

¥



///
Hnsayo % Frave. £ Frace. § Frece. ¥ Prace. ¥ Frace. £ Freoe.

6.9 11,0 12,0 13,8 22,4 3349
5.1 8,1 906 14,6 20,3 42,)
6od 87 9+6 13¢) 18,4 43,6
3,6 8,4 10,3 13,5 19,6 42,6
Te5 10,4 12,7 13,4 19,4 36,6
8,0 10,9 11,6 4,2 193 36,0
$,7 9,0 10,4 13,2 20, 41,4
6,2 8,4 98 13,4 20,6 41,6
7,8 9,9 11,0 13,1 19,7 9,8
79 10,3 11,8 13,9 21,0 35,1
6,4 8,6 97 12,8 20,4 42,1
TeS 10,8 11,9 13,9 20,0 339
To5 9,4 11,0 | 15,3 19,6 37,2
8,1 10,6 11,7 14,7 19,4 35,3
8,6 11,0 11,8 1), 8 19,2 35,6
To7 9,4 10,6 13,8 1942 39,4
6,1 8,3 9,5 13,2 20,1 42,6
5,8 8,9 1044 3,1 19,9 41,9
18,9 37

»9
3,6 Tl &) 12,8 X7, 2 43,8
8,5 10,1 10,9 15,3 20,2 35,0
6,3 8,5 10,3 13,4 21,0 40,5
8,4 10,5 11,7 13,8 18,3 3Tl
8,2 10,0 10,0 12,2 19,1 35,9
8,2 10,4 1,9 149 18,0 36,6
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Insayo
—e
»
37
3»
»

40
1
42
43
44
43
&6
€7
48
9
50
3 §
2
33
”
26
1
58
»
[
a
®©
&
[ ]
]
&6
&7
[~
®
70

6,43
744



REBsEYRLLELesRRREReRERIINR

Ors. ds prots. Ensayo Grs. 4s prots.
® 100 m) suerp X S0 N sene
6,37 103 5,07
5,8 104 6,77
6,52 109 6,03
6,42 106 3,92
6,10 107 6,66
6,63 108 6463
6,12 109 5,43
3.63 110 o335
7,02 in T.24
6,48 12 637
6,13 13 6013
6,41 114 6,46
6,09 15 6,10
T:36 116 T.70
6,55 137 S 79
5,92 1ns 5,68
6,69 119 7,18
7.07 120 7.12
7,15 i 6,8
6,80 122 7,00
6,36 12} (N4
6,% 124 6,75
6,93 123 6,94
6,91 126 6,46
6,00 any 6,37
6,37 128 6,04
647 129 6,70
5,90 10 5,96
7,00 i3 7,10
6,98 132 6,76
6,05 1) 6,87
6,04 1M 6,93

13



13,7
12,8
13,1
13,2
13,0
13,2
12,7
13,6
13,3
1,8
n,s

34115




mmahm&mbm&mﬁm&
. Adut letllatllat Yot ok
0,45 0,70 0eTT 0,8 0,98 2,06
0452 0,79 o, 84 0,91 1,04 2,22
0,41 0,76 0,83 0,90 0,97 2,13
Osdd 0,73 0,78 0,87 0998 2,10
0.5 0,78 0,5 0,91 1,11 2,30
0,45 0,7 0,83 0,90 1,1 2,42
0,2 0,69 6,73 0,83 1,04 2,00
0,30 0,78 0,86 0,94 1,16 2,32
0,49 0,72 0,78 0,86 1,02 2,14
0,40 0,72 0,78 0,85 0,97 2,18
0,33 0,78 0,8 0,94 1,11 2,40
0,49 0,70 0,79 0,87 0,93 2,04
0,46 0,74 c, 8 0,90 1,04 2,22
0,56 0,61 0,7 0,91 1,04 2,47
0,43 0,63 0,68 o, &1 1,26 2,09
0,56 0,65 R 0,8 1,11 2,13
0,50 0,8 0,67 0,82 1,12 2,34
0,55 0,63 0,73 0,87 1,18 2,32
0,48 0,36 0,67 0,4 1,19 2456
0,52 0,67 0,76 0,91 1,24 2,20
0452 0,66 0,73 0,83 1,03 2,43
0,55 0,67 0,77 0,8 1,14 2,13
0,48 0,97 0,7 1,09 2,63
o' 3’ o'“ 0.” 0,” 1.21 2"0
0,52 0,62 0,87 0,78 1,09 2,32
0,47 0,58 0,68 0,8 1,07 2,07
0455 0,69 0,80 0,95 1,31 2,70
0,48 0,53 0,66 0,8 1,25 2,56
0,” 0.“ 0.71 Q'Q 1'2‘ 2.“
0,49 0,60 oNn 0,07 1,14 2,27
0,63 0,73 0,88 1,03 1,37 2,64
0,49 0,99 0,68 0,80 1,0) 2,01
0,31 0,41 0.99 0.1‘ 1.“ 2.”
0,33 0,68 0,77 0,8 1,1} 2,99
0,51 0,63 0,72 0,8 1,29 2,75
0,52 0,58 0,87 0,87 1,16 2,43
0,53 0,61 0,68 0,T7 1,06 2,30
0,57 0,63 0,76 1,02 1,27 2950
0453 0,63 0,75 0,91 1,30 2,26
0,56 0,68 0,7TY 0,995 1,24 2,60
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