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nl nrecgeate trab.jo cxoone el dige o do aooretos vy 1o consecucidn
de técnicas en dops lineas de investicacidn dislinias nero comnle—
mentoricn: electroforenis vy entndion da difraececidn de aves 4. La
electrofreasis eo un nrocedinlento rualftica de delernineeidn de
comnosicion.s, Wn cannto al esludio de 1a difraccidinn de vavon 3
pernite hallar 1n configuracién e tructaral de la nmucatra en ostn
dio a aivel atdmico v wolecular,

Cada téonica tiene anlicaciones en divorsos cocioon. gl acturlaen
te la electroforesis se anlica en la industrin qu{micn de 1o ali-

. s R o .
mentucida, en quimica c¢lfnica, en andlicis forenncs, en toxicolo-

e

ofa, eon faruacologia, en inmunologfn, en microbiolosfn, en biolo-
ofa wolcenlar, cte, nara citar los wis immortantes. 41 méindo de
diTraceidn de rayos { tienc también una iwvnortante anlicacidn en
la industria como nsor ejemnlo en las industri-s do cewe to, »nlis—
ticos, lextiles y en ingenieria biomédica. Las indistrics en cong
tante anre, estdin en contfnua bldacucdn de nuevor néiodon vy téeni-
cas de inve:tiracidin. Al mismo tiemoo la técnice de Davos X ofre-
ce una osolueidn rédnida y ventajosa en coatrol de fabricncidn.
uste trabajo expone nuevos méltodos téenicos en electroforesis, u-
tilivando eles continuos de noliacrilanida, y se dise ia una céua
ra nara ol estudio de la difraceidn de rayns X en =oaas de bajo -
angulo,

Concretarente, en electroforesis, se denarrolla 1o técnica de mi-
croelectroforenis (II-2), en tubos capilares de 1,2 y 0,4 mm. de

didmetro interior que permitirdn el andlisis electroforético de -

may ocouedas cartidades de muestra, y la técnica macroelectroforé




tica de cenrarucibén y posterior recuncracién por electrofore;is de
comnonentes de una muestra, connciéndose cutn Wltima con el non-

pre de electroforesis prenarstiva (11-3).

11 estudio de la difraccién de rayos X, nerwite haltar la estruc—
tura tridimensional de la muestra, siendo anroniade el estudio de
lag zonaz de bhajo dngulo wara estructuras de cardcter repetitivo
con enpaciados relativamente grandes, como son log cue se encuen-—
tran en 1lns fibras naturales y sintéticas de elevado neso molecu-
lar.

Las mueslras aque se han utilirado son bdsicacenbe nucleonroteinas,
gsiguiendo la linea de investisacidn rclual que lleva el Laborato-
rio de Investi~acién bédsica y aplicada de la Chtecdra de Tecnolo-

gias Quinicas #sncciales de la lscuel: 'fecaicn Suverior de Turenie

ros Industriales de Barcelona (U. P. B.).
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T7-1-11 Tefinicidn y tinos de eleciroforanis.

La electroioresis es un nroceio de seourncidn »nor camso eldéelrico de
moléculng carendas en un nedio genaralucabe Vi icono (1fquiﬂo o) ﬁel).
Las mucsteas vueden correr en un medio Lionido con eran libertad de
movimicnto de los carpgas o bien a trovés de wn wedio sdlico.

En el nriner caso se denomina eleetroforenis libre vy en ¢l secundo —
sobre sooorte,

in cuanto a la eleclrofloresis sobre sovorte; exisben diversos tinos
de sonorte; sonorte polidos empleandone srinciorluente ponel v aceta
to de celnlosn. Y en conorte de el existicnio log de nlwiddn vy po-—
liscrilamida.

segin sean las aplicaciones del nrocedimicento nuede tencer vealajas
los de un tino sobre otro. n muichn:s casos los reles de noliacrilami
da Snbstituyen ventajogameste a oltrog tivnos de sonorte. Wn éslos con
menores cantidades de muestra tienen menor resolucidn pues acenss e—
Xisten ofecto de adsorcidn (11-1-3), ni »resentan electrodsmosis.
bXinten dog modeslidades en los geles poliacrilamidas los geles de

eomnosicién contfnua y los de comnosicién discontinua (Disc. Tlectro

Phorenig, IT-1-4).




Otro tipo de electroforesis, llamada de punto isoeléctrico, en el que
la separacién de los componentes de la muestra se obtiene por la dife
rencia de carga neta que adquieren en un medio con gradiente de PH, -

Deteniendose en su migraecién en el punto en que su carga neta es nula.

Este trabajo se cine a la electroforesis en geles de poliacrilamida -

de compesicidén constante o uniforme.

JI-1-12 lMovilidad electroforética. Lfectos

La movilidad electroforética m de una particula se define como. el co-
ciente entre la distancia de migracién (d): resvecto al tiempot y el -

campo: eléctrico BB
d
1 B

m =
La fuerza que obliga a smigrar la particula con velocidad constante es
igual a la resistencia de friccién del medio f, que la particula debe
vencer. QE = £ (1)
Q: Carga electrica de la particula

E: Campo slectriceo

En solucién libre la resistencia de friccién f obedece a la ley de Sto-

ke s f= burv)h




r¢ radio de la particula

vi velocidad

ns viscosidad del medion.

da ) ‘
Llamando a - la velocidad (v) con que se mueve la particulas

v

M = e

junto con la ecuacidn (1) queda

v

En la eleceiroforesis sobre soporte; particularmente sobre gel, la re—
gistencia de friccidn es una funcién compleja indeterminada, de la -
densidad del gel y del tamarie de las particulas entre otros factores.
Bajo condiciones identicas de composiocidén de gel, tiempo de recorrido
¥y campo elécirices pueden compararse directamente las distancias de -
migracidn.

El campo- eléctrica E corresponde a la relacién de densidad de corrien

te J (A emf) y la conductividad especifica x (J?qcm"l)

B =S _Volts
54 cm
7 4
La velocidad de la particula v =Em = & \ EX 1
b's seg.

La earga neta de la partfcula depende del PH del tampén en que se en~
cuentre; el cual lo determina el grado de disociacién del 4cido débil,
de la base o del compuesto anfétero. Esta carga es la que se verd -
atrafda por el potencial eléctrico creado en los electrodos y es por =

tantor el P del tampén: una variable de la movilidad electroforética.

La: fuerza iénica determina el potencial electrocinético, el cual redu-

ce la carga neta de la particula a la carga efectiva. En aproximacién




1a movilidad es inversamente proporcional a la raiz cuadrada de la -

fuerza idénica.

La fuerza iénica nes PR AN

giendo cj concentraeién moliar de las especies idnicas simples

z4carga (valencia) de las especies iénicas i en una solucidén contenien
do n iones.

Bajas fuerzas idnicas de las soluciones tampén dan paso a altas velo-
gidades de migraciéh con pequetio desprendimiento de calor, BEn caso -

gontrario, fuerzas iénicag altas producen velocidades bajas de migra—

cién, gran paso de corriente y generacidén alta de calor.

La movilidad de los iones crea dos efectos:

(4) BY efecto electroforético y (R) El efecto de relajacién

(A) El efecta eleciroforético, el cual explica que la movilidad real
de la particula es menor que la que tedricamente tendria debido a que
en la zona inmediata a la particula cargada que avanza, viajan en di-
reccidn contraria iones {contraiones) que van hacia el elactrodo o-
Puesto, vproduciende una friccién fisica gue actda de freno a la movi-—

lidad gue tendrfan por si mismas las partfculas.

(B): B2 efecto de relajacidny Si tenemos particulas cargadas junto -
con la aitmdsfera iénica que lo acompalia, (Ver Fig. 1)'y sometemos es-
te conjunto al potencial de campo eléctrico entre electrodos; cada -
Particula con su atmosfera iénica tenderdn a colocarse, como muestra

la fig, 2y en forma de dipelo. Creando este dipolo un pequerio: campo: —

eléctrico:que-ge\opone al campo eléclrico a que sometemos las particu




| Fig. 1 Atmésfera iénica que acompaia a la particula.

- Z s

@

Fig. 2 Dipolo formado entre la particula y la atmésfera iénica
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las en la electroforesis, y el campo eléctrico resultante es menor (re

lajacidn).

En el estudio de la movilidad iénica hay otros factores que se suman a

los ya indicados, y que producen distorsiones en esta movilidad.

Efecto de los "ovillos penetrables'; en el caso de que la particula ma

eromolecular sea un ovillo, es decir una larga cadena molecular parcial
mente enroscada en si misma, puede existir un flujo iénico por el inte

rior de este ovillo, contrario a su movimiento, friccionando a éste y

haciendo. que el movimiento de la particula sea m4s lento.

Otro efecto: es el de la conductividad superficial; pueden circular los
contraiones H+(Ver fig. 3 )) a traves de los grupos negativos de la mo-

lécula, influyendo asi sobre la movilidad de la molécula.

Asociacién de' iones., BEs probable que estos iones asociados (Ver fig. 4)
ge muevan con la macromolécula. No actuando bajo campo eléctrico a efec
tos de movilidad, perc si al hacer una valoracién com 4cido o base, -

siendo pues la carga electroforética distinta a la carga de valoracién.

La movilidad electroforética pues, tiene una serie de factores que la -
gondicionan., Si aplicamos mayor potencial entre electrodos evidentemen-
te la movilidad serd mayor pero también existird mayor paso de corrien-
te:y por efecto Joule mds produccién de calor. Existiendo un: limite para
la disipacién de calor producide; uno: de los mayores problemas de cada
método. electroforético.. Y por lo tanto un limite a la rapidez del méto-

do.

El calor H generado por la corriente I por’unidad de tiempo ess
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2 2
RI VI \'s
H = n =] i = i watts

Rs Resistencia eléctrica

V: Volitaje

A: [Equivalente méeanico del calor 4,185 x 107 Elrg / cal,

La movilidad iénica y la Libre difusién crecen al aumentar la tempe-
ratura, junto con el decrecimiento de la viscosidad del medio.

La movilidad crece aproximadamente un 244 % vpor grado centigrado de
incremento de temperatura.

El calor producido es mayor en el centro del gel que no en las pare—
des del mismo. Existird en la zona central un mayor movimiento browm
niano de las moléculas del gel y podrdn correr con mayor facilidad las

particulas, dando un aspecto curve a las bandas de las macromoléculas

(Ver fig. ).
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Pig. 3 kEfecto de la Conductividad Superficial

Coo” Ah;

Fige 4 Asociacién iénica

] Frenfé de
" Paff-'/cu/-t,(

Fig. 5 Distorsién de las bandas en el gel debido al exceso de

temperatura producido por un voltaje excesivo
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‘ II-1-2 PROCESOS DURANTE LA ELECTROTORESIS

Supongamos un aparato de electroforesis (fig. 6), compuesto por dos -
cubetas: superior e inferior, que contienen soluciones tampén. Un tu-
bo que conecta a ambas, lleno de gel; una fuente de alimentacién y -

los electrodos correspondientes..

|
| El tampén de las cubetas estd iénizado: A~j HI+, generalmente coloca-
|
mos el mismo tampSm en ambas cubetas. BEn el electrodo positivo hay la
siguiente reacciéns

20 H ——» 1p0 + g 02? + 2e7

La conceniracién relativa de HY aumenta, con lo cual el valor de PH' -
disminuye {més 4cido).

En el electrodo negativo, la reaccién que tiene lugar es:
2 H" 4 2¢” —» Hp

Disminuyendo por tanto' la concentracién de H'y aumentando el valor -

de PH,

Se: registra un flujo de cargas a traves del gels el radical A~ es atrai
do hacia la cubeta superior (electrodc positivo) y los HY hacia la cu-

beta inferior (electrodo negative), resultando por tanto un aumento de

la concentracién tampén A— en la cubeta superior y una disminucién del

mismo en la cubeta inferior,

Los Hg gue desaparecen en el electrodo negativo son la suma de los H +

que llegan y de los radicales A~ que se van. Al disminuir la concentra

cién de HY tiene por efecto el que aumente el PH; volviendose més basi

CQe
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Bl tampdn en que se disuelve la muestra es la quinta o décima parte
de la concenlracién del tamnén de la cubeta.

Al ser diluida la concentracién del tampén de la muestra su conduc-
tividad eléctrica es menor; esta resistencia al paso de la corrien-

tey crea una elevada diferencia de potencial.

Al empezar la electroforesis, una vez colocada la muestra disuelta
en su tampén, encima del gel. El elevado potencial que se forma en
la interfase de la muestra tiene como objeto hacer que todas las -
| partfculas cargadas que constituyen la muestra se coloquen rdpida-—
mente en el borde superior del gel y empiecen a correr en el gel -
préicticamente al mismo tiempo. Lo que redunda en la nitidez de las
Yandas (Ver I1I-1-2). Al pasar las muestras al gel, se encuentran -

que tiene la concentracién iénica inicial, lo que contribuye a ha-

cer menor la marcha.
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Figs 6 Aparato simplificado de

electroforesis




I1-1-3 VARTABLES DE LA ELECTROFORESIS

‘ De las propiedades ya enumeradas se deducen algunas variables que -
tiene el. proceso de electroforesis. In este apartado se exvonen més
i detalladamente éstas,

1 La migracién electroforética depende pues de cierto numero de paréi-

mentoss

Tamatioc de la particula., Seglin sea el tamario de la particula tendrs -
| mids o menos dificultad en atravesar los poros que forma la red del -

1 gel, Incluso existird un tanafio ideal de vore para cada particula.

FPorma de la particula. Puede ser que éata, esté en forma globular o
en forma de ovillo, lo que también influye en su mayor o menor faci-
lidad de paso a traves del poro del eel. kn algunos casos se desnatu
ralizan particulas globulares en forma de oville para mejor relacio-
| nar la carga con su peso molecular. Influyendo distintamente la for-

| ma en la movilidad electroforética. |

Carga eléctrica de la partfcula. Si la partfcula estd més cargada, =

tendrd mis movilidad electroforética.

Tampén (PH). Segtin sea el PH, se hace patente la carga de la particu-
la, influyendo: en la movilidad. La concentracién del tampén también in
fluye en la movilidad pudiendo crear rozamiendo en su movimientO‘(cog
traiones). La concentracién también influye en la conduccién de la co
rriente creando gradiente mayor o menor de potencial e influyendo co-

mo consecuencia en la produccién de calor,

| \



Composicién del gel. La composiciédn del gel tiene como conszecuencia

el tamaric del poro (Ver II-1-4) y este deja pasar con mayor o menor
facilidad a las particulas dejando que corran con mayor o' menor ra-

pidesz.

Temperatura. Una mayor temperatura hace que sea mayor el movimiento
brovwmnianc de las mcléculas del gel dejando pasar con m4s facilidad

a: las particulas,

Dimensiones del gel. Si la seccién del gel por la que atraviesan -
las partfcuias, es mayor, influiri en mayor transporte de corriente

y mayor movilidad de las partfculas.

Voltajes. Es evidente que mayores voltajes producirdan mayores movili

dadea,

Intensidad., La ecantidad de electricidad que pase es también propor-
cional a la movilidad, Hay que contar que una de los limites de 1la -
electroforesis es la disipacién de calor por efecto Joule, existien-

do por tanto limite de paso de intensidad

Tiempo de electroforesis, A mis tiempo de proceso electroforético mé
yor movilidad de las particulas.

Los pardmsntos de voliajes,; intensidad y tiempo estin ligados. Asf -
con menos voltaje y mds tiempo de recorrido electroforético existe -
mayor difusién superponiéndose las bandas.. En caso contrarioy con -~
voeltajes altos y tiempo corto, hay més paso de eorriente, desprendi-
miento ds calor ¥ las bandas se curvan ¥ superponen. Hay que buscar

una solucién de compromiso entre estas tres variables, para conseguir

me jor resuliado, .
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Existen ademds otros factores en la electroforesis con goporte que -
influencian la movilidad y la forma de separacién de las bandas, es-
tas son:

Adsorcién. Lxiste sobre todo en los geles de Almidén con la afinidad
quimica de los grupos 4cidos. En los geles de poliacrilamida, este —

efecto es prdcticamente despreciable, pues no tiene grupos ionizados.,

Inhomogeneidad. La inhomogeneidad del gel puede provocar diferencias

en el pasc de corriente produciendo bandas distorsionadas en el avan

ce de las particulas.




IT-1-4 GELES POLIACRILAMIDA. NATURALEZA. EFCTOS.

Bl gel de poliacrilamida es la polimerizacién y entrecruzamiento del -
monomero- acrilamidas CHp = CH' = CO - NHo

y del cromondmero, usualmente bisacrilamida (N, N - metilen ~-.bisg - 2
crilamida):

CH, = CH - CO = NH - CHy = NH - CO - CH = CHp

Formando una red tridimensional,

La poliacrilamida es un polfmero de tipo vinilico

CHo = CH
\
CONH,
La polimerizacidén se hace mediante un iniciador que engendra radicales
libres del tipo perédxido.
El presulfatec aménices
4
0 0 - NHy
N/ %
S ———p= I = 0
N\
0 0=-0-H
Da espontdnea y continuamente un radical libre con electrén solitario

: *
que se agrega al CHy = CﬁR quedando HOCHp - CHR

gue junto con otro CHp CHR:
o #*
HOCHp = CHR = CHp CHR =——p- HOCH, CHRCHp CHR
*
continuandose de esta forma la reaccién; eess.. HO (CHp CHR)n CHg CHR

Hasta que se encuentra otro grupo HO (CH, CHRiKm

i do: o u
reaccionando HO (CH2 CHR)n CHp CHR - HO (CH2 CHR) M e

~— HO (CHp CHR)n €H, CHR (CHp CHR)m OH
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Estas reacciones de polimerizacién son exotérmicas,.

El Temed (N, N, N, N, - tetrametitetilendiamida) se usa para acele-

rar el proceso de Polimerizacién,

Interesa dar una cierta estabilidad, rigidez, tamaiio de poro, etc ¥y
esto se consigue ahnadiendo bisacrilamida a la cadena acrilamida. La
cadena de bisacrilamida establece malla tridimensional con la acri-

lamida. Froduce enlaces transversales. (Fig. n? 7)

Se define comc densidad de gel (T) al porcentaje total de la concen-—
tracidn de ambos monémeros relativos al volumen total de la disolu-
cién tampbng

- __2._;.5.“1?., . 100 (%)

as acrilamida (gr)
b: bisacrilamida (gr)

ms volumen del tampén (ml)

Asimismo se define la concentracién de gel G comos el porcentaje de
la coneentraeidn de la cadena transversal (bisacrilamida) respecto
a la coneentracién totals

¢ = g o 100 (%)

Segdn los experimentos de Ott (1); la relacién de pesos entre acrila
mida y bisacrilamida (Bis) son criticos: Si la razén es menor de 10

los geles son rigidos y opacos. Si superan el valor 100 los geles -

gon pastosos y facilmente rompibles. Los geles eléstiicos y transpa-
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Pigs T Enlace Transversal de la Bisacrilamida
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Fig., 8 Forma de la molécula de acrilamida (4-15%) Acrilamida
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rentes se obtienen alrededor del valor 30 entre la relacién de pesos
de acrilamida respecto de la bisacrilamida. Debiendo ser 1la acrilami
da mayor que el 3%,

Davis (2) investigé los intervalos de concentracién de acrilamida —
entre el 1,5% y el 60% y de Bis entre O y 0,625%. Hallé que no hay
gelificacién cuando las concentraciones de acrilamida era menor que
2% y 0,5% de Bis. Noté que al aumentar la concentracién de acrilami-
da debia bajar la de Bis para producir geles elédsticos,

Richards et ale (3) propuso el siguiente compromisos

C =645=023T

Formula utilizable entre los valores 5 - 20%. Siendo C un valor no

critico pudiendo wvariar en un 1%,

La variable mis importante en la naturaleza del gel es el tamafio -
de poros. Lo determina la concentracién de acrilamida. También in-
fluye la bisacrilamida pero de forma secundaria.

Una molécula de acrilamida (Fig. n? 8), tiene movimiento Lirowmiano.
Las particulas han de abrirse pasc a traves de estas moléculas.

Si hay mucha PBisacrilamida, los porcs son mis estables ¥y rigidos. &

xistiendo mayor dificultad de la particula en avanzar.

Ornstein {4} en su investicacién,dd para un gel del 7,5% en acrila
| mida un tamaic promedic de poro de unosz 50 A y para un gel del 30%

un didmetro de alrededor 20 A.

E1l tamado del poro del gel produce el llamado efecto del tamis mole

cular, es decirs la malla tridimensional de las moléculas que for-

man el gel acida como criba para cierto tamailo de moléculas. La ca

lidad del poro influye en la movilidad de las particulas pues produ

ce rozamiento en éstas. Rozamientos que légicamente son mayores cuan

to mayor sean las particulas, dificultando su paso.
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Asf pues en la electroforesis sobre sonorte de gel, si bien elimina
los fenémenos de conveccién y difusién que aparecen en la electrofo
resis Libre, el gel particina aclivamente en el proceso de separa-
cién de las partfculas interaccionando con éstas. Esta interaccién
depende del tamano de las partficulas ya que al pasar por el poro -
del gel sufrirdn mayor ¢ menor friccién y por tanto variacién en la

movilidad.

Existe un tipo de electroforesig que utiliza un sistema de separa=-
cién discontinuo (Diseb Electrophoresis)e Una capa del gel de dis-
tinta concentracién y por tanto de distinto tamario de poro. Junto
con tampones de diferentes PH, todo lc cual crea gradientes de PH y
gradientes de voltaje (Ornstein y Davis (5))«

Principalmente se crea una banda de muestra muy estrecha (efecto -
de concentracién) entre la primera cava de gel (gel de poro ancho)
¥y la segunda capa, propiamente de carrera. Lo cual interesa para ob
tener bucnas separaciones,

Las ventajas del sistema discontinuo sobre el continuo son de una -

mejor resclucidén en muestras muy diluidas y también en muestras ou-

va diversidad de tamarios moleculares necesitarfia unas longitudes de
gel excesivas.,

Asimismc el riesgo de desnaturalizacién y degradacién durante el pro
ceso se reduce. (H. R. Maurer (6)).

Sin embargo no hay una ventaja clara entre este método sobre el otro
Lxiste mayor complicacién en la preparacién de tampones y geles en -
el método discontinuo que en el continuo,

Alguncs investigadores rechazan los sistemas discontinuos, Raymond
(7) y Hjerten et al. (8) ya que el efecto de concentracién entre -

las dos primeras capas de gel, en el método discontinuo; También -

puede obtenerse en los sistemas continuos: (II=1-2).




Asimismo ciertas substancias solo son estables en determinado PH, en
el caso de electroforesis discontinua hay gradiente de PH y puede te
ner consecuencias nocivas. Debiendo, en este caso, tener previo cono

cimiento de las influencias del cambio de P sobre la muestra.

El sistema de electroforesis continua en la cual los geles tienen -

composicién constante y los tampones PH constante (Raymond (7)), es

el desarrollo en el presente trabajo.




iI-2 MICROELECTROFORESIS

II-2-1 INTRODUCCION, SOLUCIONES ACTUALLS

La electroforesis nace con la necesidad de analizar muestras en mini
mas cantidades, bien sea porque es dificil y costosa la obtencién de
cantidad o bien sea porque exista poca cantidad de muestra. Emplean-—
dose también en los casos en que existe cantidad sobrada desplazando
a la electroforesis normal por su mayor rapidez de proceso y por su
mayor definicifén.

Es pues un procesc de alta sensibilidad y deteccién de cantidades mi
nimas. Ello es posible utilizando geles de pequeiia seccibn, lo cual
aumenta la resolucidn. Existe la posibilidad en la microelectrofore-
sis de aplicar gradientes de tensién mayores, ya que el calor se eva
cia del gel con mayor rapidez, mayores vcltajes junto con menores -
longitudes de recorrido hacen que los tiempos de recorrido sean meno
res.

Otra ventaja de la aminoracién de la seccién del gel es que se dismi
nuye la difusién, debide a que en la tincién (II-2-411), la fijacién
de las muestras es més répida.

Estas wentajas compensan la desventaja que representa la dificultad
de manipulacién y eperacién que tiene el reducir el tamafio de los a-

paratos y accesorios de la microelectroforesis,

La microelectroforesis, como la electroforesis normal tiene princi-

palmente dos formas geométricas en la presentacidén de los geles. Es-




tas dos formas geométricas son: gelificacidén dentro del tubo de cris

tal cilindrico, y gelificacién en reccinto rectangular, Denomindndose
respectivamente electroforesis en tubo y electroforesiz en capas

En la electroforesis normal que se usa en el Laboratorio, de Tecnolo
gia Quimica lispecial, se utiliza electroforesis en tubo, con dos cla
ses de tubos cuyas dimensiones son:

Tubo largo:

Longitud 200 mm,

Di&dmetro externo 7,5 mm.

Didmetro interno 5,5 mme

Se llena de liquido de gel en una longitud anroximada de 160 mm.

El Volumen total de gel es de 3.800 microlitos (lambdas).

Volumen especifico 238 microlitros / cm.

La cantidad de muestra éptima son 70 microgramos disueltos en T0 mi-

crolitros.,

Tubo corto:

Longitud 100 mm.

Dfametro externa 8,4 mm.

Dfametro interno 6,7 mne

Se llena de gel a una altura de unos 60 mm.

El volumen total de gel es de 2.112 lambdas.

El volumen especifico 352 microlitros / cm.

La cantidad de muestra éptima son 50 microgramos disueltos en 50 micro

litros.

En la electiroforesis normal se entiende el tubo adoptado standard de

5 mm. de dfameiro cuya sensibilidad minima es de 30 a 50 microgramos

de muestra.




Bn la microelectroforesis las cantidades que se detectan van del or

den del microgramo al picogramo, habléndose en este dltimo caso de

ultramicroelectroforesis.

Los primeros trabajos en microelectroforesis aparecen en el afo 1964
con Pun y Lombrozo {9), que construy$ unas microceldillas de 1,8 x
1,0 x 70 mm., detectando cantidades del orden de 1 microgramo.
Grossbach (10), en 1965 dio un gran avance a esta técnica, utilizan-
do tubos capilares de 0,45 mme y 042 mm, de diametro interior. Utili
z6 el método electroforético de Ornstein y Davis (5) y acopldé estos
capilares a un aparato de electroforesis normal. Detectando de esta
manera cantidades de proteina del orden del nanogramo (lO'v).

Hydén et al. (11), en 1966 usaron cavilares de 0,2 mm. de dfauetro -
para detector entre 10-7 Yy 10-9 aplicando el método de ¥oenig y Bra
ttgard (12). Sin embargo fue Neuhoff (13) que obtuvo Sptimos resulta
dos en este método. Usé capilares de 0,5 y 0,3 mn. de dfametro inte-
rior, Llegando también al orden de nanogranos.

Se consideran a Grossbach y Neuhoff como los pioneros de la nicroe-
lectroforésis.

Matioli y Niewisch (14), desarrollaron un procedimiento para la sepa
racién de cantidades del orden del picogramo,

Otros autores han desarrollado técnicas de microelectroforésis usan-
do  determinados métodos. H. Gainer (15), usa capilar de 0,58 mm. y -
detecta hasta 5 x 10"10gr.

En la electroforesis en capa es importante el trabajo desarrollado -

por H.R., Maurer y F.A. Dati (16), en 1972 en que utilizan una celdi-

1lla de medidas intericres 75 x 18 x 0,75 mm., como molde de gelifica
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cién, practicando tres ranuras en éste para otras tantas muestras.

1

Llecgando a detectar cantidades de 1 x 10~ 'gramos.

Bxisten ventajas y desventajas en la consecucién de la microelectro-
foresis en capilar o en cana.

Los microgeles en capa pueden evaluarse mejor en Totografia y en den
sitometrfa cuantitativa. Sin embargo no se obtienen malos resultados
en la evaluacidn de los microgeles de tubo cavwilar.

La utilizacién de dos piezas molde para la microcana, hace que pueda
ser extraida con mds ravridez gue no en el caso de extraccién de los
geles del capilar (II-2-37). Lo cual es una ventaja para fijar mis
rapidamente la muestra mediante tincién, evitando la difusién de es-
ta en el gel a través del tienpo, Bl método referido, wutilizando en
este trabajo completa la extraccién del {ltimo gel en unos veinte mi
nutos a partir del fin del tiempo de recorrido electiroforético. Sin
gue este tiempo influya apreciablemente en los resultadoa.

En las técnicas autoradiogréficas (H.R. laurer y F.A. Dati: 16), tie
ne ventaja el gel rectangular sobre el cilindrico.

En el caso de microgeles cilindricos requieren equipo relativamente

m&s simples que los de capa. Presentando diversos problemas técnicos
el método de la microcapa. Asf pueden existir complicaciones en fu-
gas si los dos moldes de la celdilla no estdn perfectamente ajusta-
dos. También pueden formarse burbujas de aire, si el liquido de gel

no llena completamente todos los rincones. Bl grueso del ranurador -

que formard los huecos para colocar las muestras y su extraccién, es

[ critico. También existe mayor dificultad manual en la colocacién de

. las muestras dentro de los huecos habilitados.




Una ventaja de los geles en capa es8 que tienen mejor posibilidad de
comparacién cuantitativa, las muestras estudiadas en una misma capa
que no tendrfan las estudiadas en distintos capilares, pues éstos =
sienpre tienen pequenias diferencias entre si. No afectando este ra-
zonamiento en la comparacién cualitativa.

Otra ventaja de la microelectroforesis en capilar, por razones téc-
nicas, es el tnico método de andlisis de cantidades del orden de pi
cogramos, llegdndose solo al orden de nanogramos en el caso de mi-
croelectroforésis en capae.

Las pequenas diferencias en cuanto a resultados de los dos procedi-
mientos y teniendo en cuenta las necesidades de andlisis cualitati-
vo del L. Te Qo E:t unido a una relativa maycr facilidad en la con-
secucién de la miniaturizacién, han aconsejado la adopcién del méto

do de electiroforésis en capilar frente al de capa.

En una primera fase de este trabajo se realiza microelectroforesis

en capilar de 1,2 mm, de didmetro interior. Y en una segunda fase, -
para aplicaciones especiales, se desarrolla la microelectroforesis

‘ en capilar de 0,41 mm. de didmetro interior (II-2-6).

Las magnitudes del capilar de 1,2 mm. de didmetro interior sons
Longitud 70 mm,

Didmetro externo 2,3 mm.

Didmetro intermo 1,2 mm.

Volumen total capilar 80 microlitros

Se llena gel hasta una altura de unos 55 mm.

Seccién: del gel 1,13 mm
Volumen especifico 11,3 microlitros / cm.

Volumen total gel 62 microlitros

* Laboratorio de Pecnologia Quinmica Especial.
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Cantidad éptima de muestra 1 microgramo en 2 microlitros

Ver otros datos en (II-2-31)

El capilar empleado en la segunda fase es de 0,41 mm. de didmetro -
interior (II-2-61). Sus magnitudes caracteristicas, una vez seccio-
nado a la longitud conveniente son:

Longitud 20 mm,

Didmetro externo 1,25 mm.

Didmetro interior 0,41 mm,

Seccién del gel 0,132 mm?

Volumen especifico 1,32 microlitros / cm.

Volumen total 2,64 microlitros

Sensibilidad éptima.

A continuacidén se detalla los distintos aparatos ¥y accesorios origi-
nales resultantes de la miniaturizacién de la electroforesis tomando
como base el capilar de 1,2 mm, de diémetro interno y posteriormente-

los del capilar de 0,41 mm. de di&metro interno. Detallando los dog -

métodos que se usan en el capilar "1,2" para geles de distinta con-

eentracién en acrilamida.
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II-2-2 EFECTOS FISICOS RESULTANTES DE LA VARIACION DE LA CONCENTRA-
CION DE ACRILANIDA. ADOPCION DEL METODO APROPIADO.

| Como ya se ha descrito anteriormente (II-1-4) la concentracién de a-
crilamida en el gel influye en sus propiedades fisicas; tamafio de jf°]
ro, rigidez, etc.

Clasificando los geles segiin la concentracidn de acrilamida en tres

tipos:

De baja congentracién  4-10%

De concentracién media 10-25% y

De alta concentracidn 25%.

Apreciandose una mayor unién del gel a las paredes del tubo capilar,

comforme aumenta la concentracidn de acrilamida.

En este apartado se trata este fenémeno, el cual es decisivo a la ho-
ra de la consecucién del método en la extraccién del gel y posterior
tincién de las bandas. Lo cual conduce a la adopcién de dos métodos -
distintos de extraccién del gel.

Mientras que a concentracién baja se extrae el gel del capilar por el
procedimiento de enfriamiento a baja temperatura, seguido de un r4dpi-
do calentamientoc a temperatura ambiente de las paredes del tubo que
provoca una diferencia de didmetro entre el capilar y el gel, Median-
te la inyeccién de agua a presién el gel sale sin ninguna dificultad

del interior del capilar (Ver II-2-410).

En cambio, en los geles mds concentrados de acrilamida este procedi-
miento no es viable, En este caso se adopta un método sencillo y efi=-

cazy, que consiste en quebrar el tubo capilar por percusién pero sin

Y .,
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que se llegue a dadar el gel (Ver II-2-37),
Este método da buenos resultados pero no es aconsejable usarlo en los
| geles de baja concentracidn en acrilamida, porque el gel es poco con-—

sistente y poco manejable.
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IT-2-3 DESCRIPCION DE LOS APARATMS HLtwLuADOS Y ACCESORIOS

II-2-31 Capilar

El capilar empleado es nacional fabricado por Gricel (Firma 1)3 sus
medidas aproximadas son:

Didmetro interior 1,2 mm.

Diémetro exterior 2,3 mm.

Longitud 70 mm.
Seccidn 1,13 mm@
Volumen 80 1

Estos capilares se lavan con detergente tipo Extran Fllssing, (Merck
F2). Luego se quita el detergente con arua destilada y se seca en una

estufa a 100% C.

En el apartadc II-2-6, se relata la liicroelectroforésis en capilar -
de 0,4 mm. de didmetro interior, Los aparatos que a continuacién se
describen y las técnicas empleadas son también en buena parte de a-

plicacién a esta técnica atin m4s miniaturizadas. (Ver concretamente

IT-2-6)




IT-2-32 Diseno del Aparato de electroforesis. Cubeta sunerior ¥ cu-

beta inferior

La eleccién de tubo capilar comporta una natural disposicién verti-
cal de éstos. Con una cubeta superior gue contiene tampén, llamado -
tampén superior y una cubeta inferior que contiene tampén inferior.
La distribueién de capilares puede ser en linea recta o en circunfe-
rencia.

La distribucién simétrica respecto del electrodo es importante ya -
que el "camine" eléctrico que une los dos electrodos pasando a tra-
vés de los geles ha de ser idéntico para pader cumplir una de las -
condiciones de comparacién de movilidades electroforéticas.

La colocacién de una lfnea o dos de canilar requiere un electrodo -
longitudinal que abarque a éstos para una correcta distribucién del
potencial.

La distribueién en circunferencia nccesita unos electrodos pequerios
colocados en el centro de la circunferencia, con el consiguiente aho
rro de material de Platino,.

Se eligid la distribucién de los capilares en circunferencia. Las cu

betas 1l8gicamente cilindricas,

El material de las cubetas es de metacrilato transparente.

El primer prototipo que se construyé; tenfa capacidad para doce capi-
lares, sin embargo las necesidades del Laboratorio, asf como la conve
niencia de repetir en varios tubos la colocacién de la misma muestra

para obtener el resultado mejor, aconsejaron ampliar la capacidad del

aparato a veinticuatro tubos.
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La cubeta superior del aparato de veinticuatro tubos(Fig. ne 9), es
un cilindroc de didmetro exterior 120 mm, de grosor de pared 3mm. Y
de altura 40 mm. Tapado en su bhase por un disco del mismo material
que tiene veinticuatro agujeros distribuidos simétricamente en una
sola fila, sus centros estdn en un radio de 52 mm. El didmetro de -
los agujeros es 2,9 mm. El arco entre centros es 13,606 mm. y el &n

gulo central respecto a estos ceniros es 15%.

Los capilares tienen um didmetro exierno de 2,3 mm. y ajustan perfec
tamente en estos agujeros de 2,9 mm. de didmetro por medio de un pe
quefio trozo de tubo de silicona. El tubo de silicona tiene por diéd-
‘ metro interior 2 mm. y didmetro exterior 3 mm.
| La base de la cubeta superior posee cuatro topes también de metacri
lato, colocados a 90? uno del otro, a 3 mm. del borde exterior, de
6 mme de ancho y 6 mm. de alto.
Por su parte exterior, permiten ajustar a la cubeta inferior, deta-
llada mds adelante., Por su parte interior ajustan a la copa de mon-
taje de los capilares (II—2-34), permitiendo girar libremente en am

bos casos.

Sobre la base, y en el interior del cilindro hay una tira de metacri
lato de 7 mm. de ancho y 3 mm. de grueso, curvada en forma de puen-
te com un agujero en su parte mids alta de 3 mm. de didmetro.
Por este agujero se situard el electrodo superior. Se abre a 5 mm.

‘ del aguijerc central a cada lado, un agujero de 1,5 mm. de didmetro
para evacuar mejor el gas liberado por el electrodo.

| La longitud entre las bases de este puente es de 95 mm. y la altura
es de 24 mm, Sus bases se situan enfrente de un trozo entre aguje-
ros de la circunferencia de los 24 agujeros. Esta disposicién hace
que el "camino" eléctrico desde el electrodo al capilar no se vea -

estorbade por dicho puente.

i m e i —



iK1 hecho de que el puente esté por dentro de la circunferencia de —
los 24 agujeros, permite acceder libremenle z &stos POT encima de —

la cubeta, en cualquier posicién.

Por filtimo existe en el centro de la base de la cubeta, por su par-
te interna una hendidura cénica de 1,5 mme de profundidad por 2 mm.
de ancho. Tiene el objeto de acabar de centrar el electrodo mismo,

lo cual es importante al objeto de la uniformidad de distribucidn —

de la intensidad eléctrica a traves de cada cavilare.

Cubeta inferiors Es un cilindro de netacrilato del mismo didmetro
aue la cubeta superior y del mismo grueso de pared (Fig. n910). su
altura es de 67 mm. Estd tapado en su base inferior wnor un disco -
del misme material y del mismo grueso. Lleva un agujero en su cen—
tro de 2,9 mm. de didmetro en donde se insertarid el electrodo infe—
rior.

Tiene la cubeta, cuatroe apoyos que la mantiene elevada 25 mm, del -
suelo, Estos apoyos, del mismo material, son cuatro sectores de ci-
lindro colocados en los bordes de una circunferencia cuyo: radio es
50 mm, ocu~ando un-dngulo ceniral de 459,

La cubeta tiene seis respiraderos (agujeros de 3,5 mm, de didmetro)
a 6 mm. del borde superior distribuidos en los vértices de un exdgo
no interior imaginario, que permiten la comunicacién con el exte—
rior del ambiente dentro de la cubeta inferior, una vez colocada la

cubeta superior,

2




37

En la cubeta inferior se ajustan los 24 carilares y todo este conjun
to, se introduce en la cubeta inferior. Los tores gue lleva la cube-
ta superior ajustan dentro de la inferior y permiten a ésta girar 1li

bremente pivotanto encima de la cubeta inferior.

II-2=33 fleectrodos

Se utiliza como elecirodo un trozo de alambre de Platino inalterable

con las soluciones tampén. De 0,5 mm. de didmetro y de 12 mm. de lar-

go, el cual se introduce 6 mme. dentro- de un gapilar (Ver II-2-31), -
cortandc &ste a una longitud de 30 mm. Se cierra el capilar al fuego
’ por medic de un soplete de gas, aprisicnando el platino,.
Por el exiremo abierto del trozo de capilar, se introduce un cable -
eléctrico de Cobre, de longitud 50 cm. al que previamente se le ha
| cortade 3 cm., de la funda pléstica ¥y se le ha estdilado. Puesto en -
‘ contactc el gable de cobre estaliiado con el platino, se calienta sua-
] vemente desde el exterior del capilar, fundiéndose el estafio y soldén
] dose de esta forma al cobre y al platinoj formando continuidad eléc-

trica (Pig. n® 11). Por medic de cinta aislante se hace una unién -

flexible entre el capilar y la funda proiectora del cable de cobre,
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IT-2-34 Copa de lontaje

Se utiliza para la preparacién y llenado de los capilares. Tiene for
ma de copa, estd heclio de metacrilato. Consiste en un pié de cuadra—
do de 10 cme. de lado y 14 mm. de grosor. La narte central es una ba-
rra cuadrada cuya seccidén es de 14 mm. de lado y 22,5 cm. de altura.
La parte supericr es un cilihdro hueco de 3mm. de grosor de pared, -
tapado por su base. Su didmetro exterior es de 100 mm., su altura -
53 mm. Se anpoya centrado sobre la barra central. (Fig. ne 12).

Tiene una prominencia en la base inferior de la covna (Ver Fig. ne 13)
que lleva marcade un trazo (nivel I). Sus medidas son: alto 15 mm.,
ancho 5mm. y grueso 2 mm. Va colocadoc en el borde de la cubeta.
Tiene marcado otro trazo en la cara externa del cilindro (nivel II)
¥y desplarado 909 del primero. listo se debe a la comodidad en el lle-
nado de capilares {II-2-45).

El nivel I estd a 61,5 mm. por debajo del borde suverior del cilin-
dro y el nivel II, estd a 7,5 mm.

El nivel [ sirve para enrasar los extremos inferiores de los capila-

res (Ver II-2—44) v el nivel II para el enrase del liquido a gelifi-

car dentro de los capilares (Ver II-2-45).
EYl objetoc de estos niveles es lograr una longitud de gel uniforme en

todos los capilares; siendo éste, un puntio importante para lograr i-

' gualdad en el "camino® eléctrico entre electrodos.
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Tige 9 Cubeta Superior

Pigs 10 Cubeta Inferior




"ig. 11 a. Avarato de electroforesis con sus electrodos
be Aparato de electroforesis conectado al gene-

rador de corriente continua
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Wi, 12

Mige 13

Cona de montaje, mostrando los niveles I y IT
Copa de montaje y llenado de canilares. Con
la cubeta superior, mostrando el enrase de -

dos capilares en el nivel I




IT-2-35 Cubeta de tincidén Y de destincidn

Una vez extraidos los geles del capilar se procede al teilido del -

gel, en el cudl quedardn terfidas las bandas de proteina. IBn sucesi

vos lavados con el liquido de destincién, se eliminard el coloran-—
te en exceso del gel.

Para ello se emplean una cubetas rectangulares, cada una de las -
cuales tiene cuatro compartimientos. En cada compartimiento se co-
loca un gel. Rl material es metacrilato de 2 mm. de grosor (Fig.
n® 14). Las dimensiones de la cubeta son:

Base: largo 76 mm., ancho 33 mm. Sobre esta base se colocan 5 ti-
ras de 6 mm. de altura y 70 mm. de largo que forman los comparti-
mientos. Bstos tienen una anchura dtil de 5 mm.

Dos tirasg transversales de 6 mm. de altura ¥y 31 mm, de largo cie-
rran los compartimientos.

Son necesarias siete cubetas para teiiir y desteriir los geles (Ver

II-2-411 y 412).

II-2-36 Soporte para fotografia

Los geles se fotografian por transparencia. Sobre una plancha de me-

e sl
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95 w3 wide e coloenan PN cnoilores

3

tocril: bo transvarente de 112 x
"microcans” de 50 de la firna Drumond (i"3), cerraidoc al fueoo nor
ambos exltrenng, sBeoarados unos de obrog 2,5 mi., cuedando un eana-—
cio entre obog de Zia,. (Fix. 15). Lo extromos de log coailaren -
se neron 2l metacrilato por medio de oesacenlo,

Por efcclto de Teanidn sunerficial v viscosid:d lon 24 «eles cuvedan
adheridos v entos capilares quedando recltilinens vy uaiforiciestes
geonranos. cron rados para fotogralizalos por fransparencia, co de

ciry intecrp sntos entre el Toco de 1o Tan y 1o wéenine TotoprAfica.

IT-2-37 W%ase netdlico ranarndn,

“in el procedimiento de extruaccidén de gel, aduapbado cn o1 método (17~
2—52—@) vora melen de wmedia y alta corcontrocién de ncrilamida, se
romme el caoilar nara extracr el gel., Haturalwmente interesan no da-—
dar el el al polnear el carilar »nora cucbrarlo,

Para quebrar los canilares se utilina una »nieva de ldastdn rectansu-
lar de 75 x 55 x 10 mm., a la gque gc le ho hecho centrado en una de
sug caras, un canal semicircular de 3 mm. de orofundidad (fie. 16).
Nl canrilar se coloca en este canal y se #olpesa con un martillo. Il

golne del mertillo incide sobre la narte del cooilar no introducido

en el canal, nero no llera a tocar el cel, pucs oe lo imnide la ba-
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se metilida. Lograndose de esta forma gquebrar el vidrio sin dafiar al

gel.

A su vez esta base metdlica, en la cara opuesta tiene otro canal se-
‘ micircular de 1,5 mme. de radio, que sirve para efectuar el mismo pro

cedimientc con el capilar superfino de 044 mm. de didmetro interior

(Ver II-2-66),

I1-2-38 Otros Accesorios

= Capilar portamuesiras. Las muestras que hay que pesar en las balan~

gas de alta precisién (Metler F4), de sensibilidad 10 microgr., nece-
sitan de un recipiente adecuado. Normalmente se pesan unos 20 o 30 mi

crogr. para luego disolverlos (Ver II-2-46).

Este recipiente se hace aprovechando el mismo tipo de capilar (II-2-

31). Se corta un trozo de longitud 25 mm, mediante una sierra met4li-

‘ ca para vidrio y se cierra al fuego por un extremo (Fig. n? 17). El -
peso de este tubo es menor que un tubo normal portamuesatras, lo que -

‘ hace que el error relativo de peso sea menor,

Asimismo para recoger la proteina disuelta, este capilar portamuestras

l ofrece la ventaja frente al tubo' portamuestras normal, de que no exis

te prdcticamente pérdida de muestra pesada o de disolucién anadida ya
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que no hay la dispersién que ofrece un tubo mayor. Se recoge la mues

tra disuelta mediante una microjeringa (Ver detalles mis adelante).
Estos capilares portamuestras se almacenan en una capsula Petri de -

' 40 mm, de didmetro, tap&ndose a continuacidn.

- Microespdtula. Adecuado al eapilar portamuestras se han realizado

unas microesvdiulas., Se corta un alambre de acero inoxidable de 1 mm

de didmetro, de 125 mm, de longitud. Se enderezan Y se aplanan sus -
extremos mediante percusién de martillo sobre yunque. Una vez aplana

dos se eliminan los bordes y se pulen mediante una muela abrasiva - |
que gira 3,000 rpm. Dando una forma de punta redondeada al extremo —

de la pala. Esta punta se tuerce 45?2 respecto al plano de la pala

(Fig. ne 18). Posteriormente se templa cada pala. Las puntas de las

balas hcchas en los extremos del alambre estdn en oposicidn (1809).

Esta microespidtula puede introducirse en el capilar portamuestras,

- Agitador. Una vez pesada la muestra dentro del capilar portamues~
tras, se introduce en éste el liquido de disolucién de las mismas.
Se ayuda a completar la disolucién mediante el agitador. El1 agitador
es también un tubo capilar cerrado al fuego por sus extremos y en u
no: de ellos se le introduce previamente un trozo de alambre de pla-

tino de 0,5 mm. de didmetro y 25 mm. de largo, sobresaliendo 20 mm.

del tubo capilar (Fig. n® 19), El platino se introduce dentro del ca

pilar portamuestras para agitar la disolucién.
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— Base portatubos. Para el itraslado y almacenaje de los capilares

portamuestras se ha diseilado una gradilla o base poritatubos adecua
do. Esta base portatubos es un trozo rectangular de plistico de 14
mme de grueso, 84 mm, de largo y 30 mm. de ancho., Al cual se han -
practicado 3 filas de agujeros, cada uno de 8 mm, de vprofundidad y
de 2,75 mm.- de didmetro. Cada fila tiene 10 agujeros separados sus
centros entre si 7 mm., La separacién entre filas es de 7 mm. (Fig,

n? 20).

- Soporte para incubacibn. En el caso de gue una vez introducidas

las muestras en el capilar portamuestras, con la disolucién perti-
nente, se necesite incubarlas a determinada temperatura en un bailo
termostatizado, se utilizarid este soporte. Este soporte se compone
simplemente de un trozo rectangular de pldstico de medidas 55 x 30
X 2 mme., con dos filas de agujeros. Cada fila con 4 agujeros. Cada
agujero tiene un didmetro de 2,9 mm. y estdn separados los centros
10 mm.,

Se engancha a esta base, a ras de su parte inferior un trozo rec-

tangular de 100 x 10 x 2 mm. que servird para asir exteriormente a

este soporie. Los capilares portamuestras se empalman a estos agu-
jeros por su parte inferior con trozos de tubo de silicona (Ver II-
2-32). Se tapan y el conjunto se introduce en el Baiio Maria, hasta

que el nivel del balo llegue a 4 mm. por debajo del extremo supe-~

rior de los capilares portamuestira.
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- Jeringas. En el método de microelectroforésis se utilizan dos ti-

pos de jeringas normaless Una Jeringa de pldstico de 2 cc de capaci
| dad de medidas: interior 8 mm. y carrera aproximada de émbolo: 40

. mme Y otra jeringa de pldstico, de tipo insulina, de 1 cc de capaci
dad y medidass interior 5 mm. y carrera de émbolo aprox. 50 mm,

La primera se utiliza para llenar con solucién de gel los capilares
(Ver 11-2-45), empalmada con tubo de silicona (11-2-32). Asimismo. -
se utiliza conectado también con tubo de silicona para impulsar el

gel (II-2-410) del interior del capilar en el método (II-2-4).

Mierojeringa. Se utilizan de dos capacidades; de 10 microlitros -
(lambdas) y de 1 lambda, fabricadas por Hamilton (F5). (Fig. n® 21).
Se emplean en la preparacién de muestras (II-2-46) ¥y en colocacién

de las muestras (II-2-48),

- Pinzas. Se recomienda pnara el manejo de los capilares, de los ca-
pilares portamuestras, etc. utilizar unas vninzas dobladas en su pun

ta (FPig. n? 22),

También se emplean pin,as de tipo normal.




Mire 14 Cubeta de tincidn y degtineidn

ige 15 Soporte para fotoprafia
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|
wig, 16 Base metdlica ranurada
|
|
|
|
|
Mege 17 Capilar de 1,2 mm de didmetro interior
¥ capilar portamuestras de 25 mm de lon -

gitud
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| Mige 18 licroesnidtula

Pige 19 Agitador
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ige 20 Lase portatubos. Mucde anreciarse dos tubos

portamuestras cerrados

Tige 21 Microjeringas de 1 y 10 microlitros

Pig, 22 Pinza con puntas finas y acodadas, y pinza

normal
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II-2-4 DESCRIPCION DEL METODO EMLRADO PARA GELES DE BAJA CONCENTRA-
CION EN ACRILAMIDA

II-2-41 Introduccién. Método emnleado

En los geles de baja concentracién de Acrilamida la consistencia fisi
ca de estos aparece mids eldstica que en los de mayor concentracién.
En este caso su mayor elasticidad permite alargamiento y tersién del
gel. Por concentracién baja de acrilamida se entiende del 5 al 10% de
Acrilamida (Ver II-1-4).

Estas proniedades fisicas diferentes, originan un método distinto en

la extraccién del gel del capilar.

El método electroforético empleado es de A.L. Shapiro (17), modificado
por el Dr.. C. Mezquita. Kl porcentaje de acrilamida es del 6%. Utiliza
el Sodio dodecil Sulfato (SDS), como detergente para desnaturalizar -
las proteinas.

Este método es apropiado, dado el tamaro de poro del gel y del empleo
del SDS para moléculas de gran tamaro (p.e. proteinas globulares).

A continuacibén se describe el método, su anlicacién en microelectrofo-

résis y la técnica que ello comporta.




jp|
‘W

IT-2=-42 3o0lucién tampén

Se utiliza una solucién tampén para llenar las cubetas electroforé
ticas, suoerior e inferior. Asi como solvente de lag soluciones in
tegrantes de la mezcla a gelificar (Ver 1I-2-43).,

Se denomina solucién "Tampén Fosfato" Ya que &ste la caracteriza,
Se compone de:

(1) PFosfato monosédico con 1 Ho0 0,2 M 27,6 gr/litro
(2) rosfato disédico  con 2 H,0 0,2 M 35,6 gr/litro
Normalmente se prepara 1 litro de cada disolucién (1) y (2) disol-
viendose en agua destilada los gramps correspondicentes de cada pro
ducto,

Se mezclan 280 ml de disolucién (1), con 720 ml de disolucién (2).
£l resto de estas disoluciones puede guardarse en la cama refrige-
radora.

Una vez mezcladas estas cantidades se alade 1 litiro de agua desti-
lada. Obteniendose pues en total, 2 litros. Se aiiade 2 grs. de Do-
decil sulfato S6dico' (SDS), con lo que la concentracién de éste en
la disolucién es del 0,1 %,

Se mide con un phimetro su PH inicial; se a.dade la cantidad necesa

ria de solucién de hidroxido sédico (NaOH) concenirado, hasta que

el PH final sea de 7,2.




IT-2-43 Composicién del Gel

La solucién a gelificar es mezcla de tres soluciones previas, deno
minadas A, B y C.

Solucidén A

Se preparan 50 ml

Acrilamida 12% 6 grs.

Bisacrilamida  0,40% 0,20 grs.

Enrasando con tampén fosfato (I17-2-42), hasta los 50 ml. y filtran-

dose a continuacidén.

Solucién B:
Se preparan 50 ml
Temed O, 5%

Enrasande con tampén fosfato hasta los 50 ml.

Solucién C:
Se nreparan 7,5 ml
Persufalto Aménico 0, 6% 45 mer,

Enrasando con tampén fosfato hasta los 7,5 ml.

A tftulo indicativo, puede prepararsc las cantidades indicadas de
solucidén A y B ya que puede guardarse durante cierto tiempo en céma
ra refrigerada. Y utilizarse varias veces sin tener que hacer de nue
VO,

La solucién C hay que prepararla inmediatamente antes de proceder a
la mezolay, ya que se deteriora con rapidez.

Antes de proceder a la mezela, las cantidades a mezclar, se colocan

en la nevera al objeto de estar frios.,




La mezcla de las 3 soluciones para 24 tubos capilares es:

Solucién Ay 2 partes 4 ml
Solucién B: 1 parte 2 ml
Solucidn C; 1 parte 2 ml

Una vez hecha la mezcla deulro de un Erlemmeyer apropiado, que pre
viamente estaba en la nevera con el objeto de estar frio y retar-

dar la gelificacién, se orocede a la extraccién del aire disuelto

en la misma. Se conecta el erlemmeyer a una bomba de vacio (de a-

gua), y se agita facilitando asi la exiracién del aire. ksta opera
cién se completa en doa minutos. Bl objeto de extraer el aire es -
el de que no se formen burbujas luego en el gel. Todas las manipu=-
laciones de llenado de capilares (Ver II-2—45), una vez hecha la -
mezcla y extraido el aire disuelto, se efectian en la cémara. Pues
a temperatura ambiente la mayor rapidez de gelificacién no darfa -

tiempo al llenado de los capilares.

II-2-~44 Preparacidn de los cavilares
Se separan veinticuatro capilares de los almacenados limpios (Ver

II-2-31),

Se preparan 24 trozos de tubo de silicona (II-2-32) cortados en vi

i TSl



sel y de una longitud de 8 mm. y asimismo 24 trozos de 25 mm.
Estos trozos de tubo flexible de silicona se introducen en los ex
tremos del capilar; el de Smm. en el extremo superior adentrédndo-
le la mitad. Y el de 25 mm. en el extremo inferior del capilar, 2
dentrédndolo unos 4 mme.

Una vez preparados de esta forma los canilares, se introducen sus
extremos superiores en los agujeros de la cubeta superior de elec
troforesis, ajustédndo perfectamente por medio del itubito empalme.
Una vez montados los veinticuatro capilares a sus lugares corres—
pondientes en la cubeta superior, se lleva el conjunto sobre la -
copa de montaje.

IEin la copa de montaje, la cubeta superior puede girar libremente
(II—2-34)° Aqui se enrasan los extremos inferiores del tubo capi-
lar, frente al nivel I marcado en el apéndice de la copa de monta
jee.

Se procede de la siguiente manera; Se empieza por el tubo n? 1 -
(marcado en la cubeta de electroforesis superior), el cual se en-—
frenta al nivel I mediante giro de la cubeta de electroforésis.
Segin esté el extremo inferior del canilar por encima o vor deba-
jo de este nivel se empujard a éste hacia abajo o hacia arriba -
respectivamente para lograr su enrase.

Acabada la operacién, se procede de la misma manera con el segun—
do capilar, el cual se pcne frente al nivel de enrase, por giro -
de la cubeta montada. Continuando de esta forma hasta tener los -
veinticuatro capilares al mismo nivel,

Ista operacién se efectda con la intencidén de lograr igualdad en

las longitudes del gel,

-
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IT-2-45 Llenado de capilares

El vaso siguiente luego de montados los capilares y recien desgasi-
ficadas la mezcla de las tres soluciones (II-2-43), es el 1llenado -
de capilares.

Para el llenado de capilares utilizarenos como accesorios necesa-—
rios la jeringa de 2 cc y veinticuatro clins sujetapaneles (inoxidg
bles de tipo mediano).

Las operaciones se efectuan en la cdmara fria, se llena la jeringa
de 2 cc con la disolucién a gelificar.

Se coloca el nivel TI (II—2-34) frente al aovperador y el capilar nd-

mero uno frente al nivel II,

Se introduce un clip ror el extremo inferior del tubo de silicona -
colocado en el extremo inferior del capilar, por cl hueco entre las
dos espirales alargadas que lo forman.

A continuacién se conecta la jeringa y se introduce el liquido a ge ‘
lificar, en el capilar,

Se llena el capilar aproximadamente hasta 1 cm. por debajo del ni-
vel II. En este momento se deja de presionar el émbolo y se yugula
el tubo de silicona por su parte central, mediante el clip, introdu
ciendo a éste vpor un costado alargado su espiral en el tubo de sili
cona., Se quita la jeringa.

La yugulacién del tubo eldstico de silicona produce una elevacién -
de nivel del liguido a gelificar dentro del canilar. Si este nivel
supera la cota II se desplaza hacia abajo del tubo de silicona, el
clip. Procediendo a la inversa en caso contrario. Lorrando de esta
manera un enrase uniforme de todos los geles.

Lste enrase deja unos 15 mm. de la narte superior del tubo canilar

sin llenar de solucién de gel, al objeto de dejar un espacio para




colocar la solucién de la muesira.

La gelificacién del liquido dentro de los capilares es rdpida. Una
vez llenos todos los capilares, se saca el conjunto a la temneratu
ra ambiente. En donde gelifica completamente en unos 20 minutos a
182 de temperatura ambiente.

Postericrmenie se introduce de nuevo en la cémara fria, hasta que
haya de ser utilizado., Normalmente se deja reposar el gel de 12 a

24 horas.

Cuando van a ser utilizados los geles, se sacan de la cdmara y se
les extrae con cuidado, para que no quede burbuja de aire, los tro
zos de tubo de silicona colocados en el extremo inferior del capi-
lar, sin tocar estos colocados en la cubeta electroforética supe-
Tior.

Una vez extraidos estos tubitos se llena la cubeta electroforética
inferior con solucién tampbn, llenando hasta la mitad. Y se intro-
duce los 24 capilares montados sobre la otra cubeta.

Al objeto de extraer el lfquido sobre gel se cortan unas tiras de
papel absorvente, tipo cerdmica fino, de unos 50 mm. de largo por
2 mm. de ancho. Estas tiras se enrollan en longitud sobre si mis-
mag. Y se introducen por la parte superior del tubo capilar hasta
tocar el gel. El 1liquido sobre gel gqueda imoregnado en este papel

extrayéndose de esta manera.

A continuacién se llena la cubeta surerior de liquido tampén. Con
la jeringa de 1 cc con aguja larga, se va llenando el espacio del
capilar por encima del borde superior del gel, extrayendose de es-
ta forma la burbuja de aire gue se forma al introducir el tampén.

Se coloca el electrodo superior y el conjunto estd listo para el

equilibrado (II-2-47).
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I1I-2-46 Preparacién de muestras

Normalmente las muestras son "pesables" es decir pueden pesarse can
tidades como minimo de unos 20 microgramos. A veces existen cantida
des de menor neso a analivar. En el primer caso, se pesar 20 micro-
gramos, de cada muestra a estudiar. Coloclndose directamente en los
canilares portamuestras. Estos se almacenan en la gradilla portatu-

bos guardando orden y previa numeracidn,

Este método electroforético estsd especialmente indicado para cono-
cer los pesos moleculares de las cadenas nolipépticas de wna gran -~
variedad de proteinas. Bn particular se emplea principalmente en =
las proteinas globulares de carga normal, existiendo una relacién -
grifica standard entre movilidades electroforéticas y pesos molecu-
lares. Para histonas y ribonucleasas que son fuertemente basicas -
tiene otra grifica.

Las muestras globulares se desnaturalizan en forma de ovillo median

te la siguiente disolucidn:

Tanpén fosfato (PH = 7,2) 1 cc
SNS. 1% 10 mgr.
B-mercaptéetanol 1% 10 lambdas

De esta disolucién se extraen 20 lambdas y se ailaden a cada canilar
portamuestras. Cerrdndose a continuacién con pavnel parafilm "M" de
American (F6).

Al objeto de acelerar y completar la desnaturalizacién, se introdu-
ce con unas pinzas este capilar portamuestras en un vaso de precini

tados que contiene agua en ebullicién, agiténdose durante dos minu-

t0s.
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‘ El Sodio dodecil sulfato (SDS); es un detergente tfnico:

cliy (CHp)p, CHp 0SO3WAY

Se asocia en la cadena polipéptica regularmente, quedando una car-

ga negativa en cada molécula de SDS asociada.

De esta manera la carga que puede asociarse, es nronorcional a la
‘ longitud de la cadena proteica, es decir a su peso molecular. Por

lo tanto se hace proporcional la movilidad con el peso molecular,

En otros capilares portamuestras, tantos como los haya llenos de -
muestra, se pesa 3,42 mgr, de sacarosa.
Se trasladan las 10 lambdas de disolucién de muestra a estos que -

‘ contienen sacarosa.

‘ La adicidén de sacarosa no tiene otro fin que aumentar la densidad
de la muestra respecto del tampén de la cubeta superior, para que
no se difunda en &ste, una vez colocada inmediatamente encima del
gel., Se guardan estos tubitos en la gradilla en espera de ser colo

cadose.

Algunas veces infteresa analizar electroforéticamente muestras que -
estdn en tan poca cantidad que no pueden pesarse normalmente, En es
tos casos es necesario recuperar la muestra que se encuentra engan
chada en las paredes del tubo de ensayo con 50 lambdas de la diso=~
lucién reseilada anteriormente. Este proceso se efectia con una mi-

cropipeta de 50 lambdas y se repite la operacién de lavado varias

veces recogiendo de nuevo la disolucién.




61

Se va rccogiendo el lfguido muestra con una microjeringa introdu-
ciendose a continuacién en varios canilares portamuestras a los que

previamente se les ha colocado sacarosa.

En este caso al analizar la muestra electroforética, se utilizan -
varios geles (gencralmente tres). Colocdndose diferentes cantida—
des de lfiquido-muestra en cada gel (II-2-43), al objeto de poder -

seleccionar luego, el de mejor resultado.

II-2-47 Equilibrado

Una vez preparados los geles, llenas las cubetas con tampén y conec
tados los electrodos. Se procede al equilibrado (o pre-electrofore~
sis). Bl equilibrado consiste en hacer pasar la corriente a traves
del gel sin haber colocado la muesira.

El objeto del equilibrado es sacar del gel iones extraios, que se =
hacen emigrar por efecto electroforético. Quedando éste, homogeneo

para el paso de las muestras en la electroforésis propniamente dicha.

Bl equilibrado se comnleta en una hora conectdndose los electrodos

en una fuente de corriente contfnua de tensién constante (20 Volis)
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siendo la intensidad normal en este tipo de gel de 0,33 m Afrel. Is
decir en total 7,92 m A,

En la electroforésis se usan los mismos valores electricos.

II-2-48 Colocacién de las muestras

Para deposilar la disolucién de la muestra encima del horde superior
del gel se utiliza una microjeringa de 10 microliiros de capacidad.
El aparato de electroforesis dispone de 24 tubos pudiendose anali-
gar veinticuatro muestiras diferentes. 3in embargo normalmente no hay
tanias muestras a analizar ni tampoco hay la certeza de la cantidad
exacta de disolucién-muestra que debe colocarse, con lo que es neoe
sario repetir la misma muestra en distintos canilares y con distin-
tas cantidades para escoger el de mejor resolucién.

Asi pues se repartirdn, sobre el papel ios canilares y las muestras.

Asignande a cada capilar la muestra correspondiente.,

Es mejor que el aparato de electroforésis esté situado a la altura -
de los ojos del operador, para que cste pueda maninular c¢émodamente

en el momento de la colocacién de las muestras.

Se situa el capilar nidmero uno, frente al operador, introduciendo a

6



continuacién la primera muestra mediante la microjeringa "10 pl" -
cuidando que la punta de la aguja de la jeringa quede cerca del -
gel, sin tocarlo, pues nodria daiar al gel y producir discontinui-
dad en su superficie., Generalmente para las muestras "pesables" se
inyectan los microlitros necesarios de forma gue la cantidad de -
muestra colocada sea de 1 microgramo. Para las muestras no nesa-
bles se utilizan generalmente 3 capilares iuntroduciendo en cada u-
no  distintos voldmenes entre los 5 y los 20 microlitros, ya que no
se conoce la cantidad de muestra exacta.

Una vez finalizado el llenado del primer capilar, se da un giro a
la cubeta superior, de forma que quede euncarado frenie al opera-
dor el capilar nimero dos.

Se limpia revnetidamente la microjeringa con apua destilada, en ca
so de cambiar de muestra, y se repite la miswa opcracién de llena

do.

I1-2-49 Elegtroforesis

En este apartado se sobreentiende; electroforesis propiamente dicha
es decir el perfodo de tiempo, en que bajo un potencial determinado

las muestras empiezan a correr a lo largo del gel y se separan, se-

gin la carga y el tamaiio.




Una vez finalizada la colocacién de las muestras, se conectan los -
electirodos a la fuente de corriente contfnua. Se utiliza una fuente
de tensién constante 20 Voltios del tipo s 4864/ 00 de Philips -
(F7). La intensidad que circula es de 0,33 m A/gel; en total apré-
Ximadamente unos 8 m A,

Para un recorrido normal (Ver 11-2-415), el tiempo de recorrido es

de 1 hora y 45 minutos,

II-2-410 Extraccidn del gel

Acabado el tiempo de recorrido, se desconccta la fuente de alimenta
cién. Se saca el electrodo suverior ¥y a continuacién se separa la -
cubeta superior de la inferior, tirando el tamnén contenido.
Inmediatamente la cubeta superior con sus 24 canilares se situa en
el congelcdor de la nevera. Esta medida tiene la doble finalidad de
frenar la difusién de la muestra en el gel conservindose asi duran-
te cierto tiempo, y la de prevarar los geles para su extraccidn.

El lapso de tiempo entre el final de la electroforésis ¥y la tincién
de los geles (II-2-411) es conveniente que sea pequerio,

Se extrae del congelador uno a wo ¥y por orden, los capilares. Se -

conecta seguidamente mediante un trozo de silicona, el extremo supe
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rior del carilar y la jerinra de 2 cc llena de agua destilada.

Se sumerge el capilar en una cédpsula Petrillena de agua destilada
a la temperatura ambiente y se presiona el &mbolo de la jeringa.
La pequeiia dilatacién de las paredes del canilar debido al cambio
de temmeratura, resnecto del gel, hace que este se despegue y sal
ga exnulsado vor la presién ejercida a través de la jerinsa,

Se coge el gel con dos pinzas y se colocd en la cubeta de tincién
(11-2-35) en la que previamente se ha colocado el liquido de tin-
eién (IT-2-411), Se pone el origen del gel en la base seilalada de
la cubeta,

Repitiendo la operacién con el resto de los capilares,

IT-2-411 ™MTincién

Con la tincién se pretende fijar las bandas separadas de la muestra
dandoles una coloracién (azul) gue las distinga.

E1l 1{quido de tincién empapa todo el gel pero solo se combina con =
la proteina., En sucesivos lavados (Ver I1-2-412) se exirae el tinte
gue empavaba el gel sin que se modifique el tinte de las bandas. Pu

diendose visualizar éstas, perfectamente.

Bl liquido de tincién apropiado estd formado pors
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|
‘ Coomassie Blue 0,25%
|
|
|

Metanol 5%
Acético 14
Agua destilada 5%

Una vez mezclado y agitado conviene filtrarlo y dejarlo reposar u-
nos dias.
El Coomassie Brillante Blue R utilizado tiene por estructura (Ver

Fig. n? 23)

‘\._\ 0 C?H
Fig. n2? 23 Coomassie Brillant Blue R

Uniendose por medic del radical SOB_ a la muestra.

El tiempe de tincidn es de 1 hora.
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II-2-412 Destincién

Una vez efcctuada la tincién, en la que las bandas de proteina ha -
reaccionado con el tinte formando un compuesto insoluble, interesa

eliminar el tinte que ha absorbido el resto del gel, Para ello se -
utiliza el 1lfguido de destincidn que diluye y elimina en sucesivos

lavados este tinte sobrante.

Liquido de destinciéng

Metanol 1 vol.
Acético 2 vol.
Agua destilada 17 vol,

Se nrocede como sigues

Se llena la septima cubeta que habia quedado vacfa, con liquido de
destincidn.

Se trasladan los cuatro geles de la primera cubeta a ésta. Cogiendo
se cada gel con dos pinzas, por sus extremos.

Se limpia la primera cubeta con agua y se llena de liquido de destin
cidén, volviéndose a trasladar los geles a sus reaspectivas posiciones
en la primera cubeta.

Continuandose asf{ con las demids cubetas.

Al cabo de un par de horas se procede a renovar en la misma forma el
liquido de destincién con otro limpio.

Se efectda un par de lavados m&s antes de que quede en la parte de -
gel sin proteina, completamente transparente.

Esta operacidén se completa en veinticuatro horas. No obstante los re
sultados pueden apreciarse a partir de las tres horas de efectuar la

destincién. Procediendo a continuacién al fotografiado de los resul-

tados.
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I1-2-413 Jiotografiado

Se colocan los geles a lo largo de las separaciones del goporte de
fotografia (II-2-36), en orden, cuidando que los origenes estén a
la misma altura.

La fotografia se hace por transnarencia es decir se coloca una -
fuente luminosa entre el gel y la miquina de fotografia,
Generalmente se efectdan diversas fotograffas; En una se fotogra-
fian todos los geles y en oiras se efectia una seleccién de los —
que mejor han salido o de los grunos mds interesantes.

Se archivan por fin las fotografias con los resultados observados,

11-2-414 Trazado de las curvas de densidad 6ptica

Mediante el microdensitémetro M K II de Joyce Loebl (F8), se halla
la curva de densidad éptica de cada pgel.

Puede seguirse dos caminos, analizar con el microdensitémetro los
negativos de las fotografias de los geles, o bien analizar los ge—
les directamente,

El primer caso es correcto, si se quiere solo tener una idea de los

resultados., MAs exactitud se tiene analizidndolos directamente. Se




colocan encima del cristal portamucsiras del avarato, junto con un
porta de microscopio, que tiene por objeto darle una conformacién
rectilinea. Los mejores resultados se obtienen enfocando los bor-

des del gel. Ver resultados (II-2-415),

I1-2-415 Resultados

Se han hecho pruebas con muestra de Albtmina suero bovina (Ver Fig,
n? 24) a diversas concentraciones, dando los mejores resultados -

(geles ndimeros 5,6 ¥ 7) con valores alrededor de 1 microgramo,

A8l pues la sensibilidad éptima del capilar se centra en 1 microgqg
mo de muestra por canilar.

Otra prueba realivada con Albdimina suervo bovina y Ovoalbimina (Fig

ne 25)
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Mg, 24 Bandas de separacidén electroforética de los
componentes de alblimina-suero-bovina, en gel de baja

l concentracién de acrilamida.
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PMig. 25 Idem con albdmina-suero=bovina (geles 3 y 6)

¥y ovoalbtinina (geles 2 y 5).
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II-2-5 DESCRIPCION DEL METODO ENPLIIADO PARA GELES DE I®DIA Y ALTA
CONCENTRACION DE ACRILANIDA

I1-2-51 Introduccién. Metodos

Para los geles de concentracién de Acrilamida de alrededor de un —
15% (concentracién media) y de alrededor de un 25% (alta concentra
cién) se realiza un método comin de extraccién de rel (I1-2-52-¢)
diferente que en el caso anterior.

Se sigue el método de G.R. Chalkley (18) modificado, en el estudio
de muestras macromoleculares de peso molecular media. La concentra

cién de acrilamida es del 15% (Ver II-2-52),

En el estudio de lacromoléculas de bajo peso molecular es indicado
el metodo de Gunther Bretzel (19), en el cual el tamaiio del poro —
del gel se hace menor, aumentando la concentracién de acrilamida

|
| (30%). (Ver II-2-53)
|

Bésicamente se usa en estos dos métodos, los mismos avaratos y téc
nicas descritos en el método emnleado en celes de baja concentra-

I cién de Acrilamida (II-2-4). Detallédndose a continuacién los pro-

cedimientos y las diferencias.




T1I-2-52 Desarrollo de 1z téenica de picroclectroloréis, vara con

contracién medin de Acrilamida, permin el 1iétodo de Chal-

11-2-52~a Composicidn del gel y solucioucs biundn.

Para rrev-rar el =el hay cue orevarar hres tinos de dimolnciones: A,
By €, cue una vesn adecvada ente mesncladns, conrondan el licuido 2
cselificar,

30lucidn A

Acrilanida 6o
Bisacrilanida O 44U

Solucidn B

Acético lacial v/v 43,2,
Tened p/v 4

s convenicate verter el temed sobre ¢l weélico, nnnejeann éston con
nronipeta y pineta.

Las solucioncs A y B »ueden guardarse en 1o nevera bagtaite ticuno.
Wl iz adber:or al de prennrccién del oel, se nnea 1o solucidn A de
la neveras.

La solucidn ¢, debe ser hecha cniia vern oue se retare cl cel,

SJolucidn O«

Persulfato amdanico Nn,21
Urea 10 1

La mezcla cue comnondrd el lfquido o selificar pora 24 tubos es:

Solucidn A 2 partes 1,6 ml.
solucién B 1 narte 0,3 ml,
GJolucibn C 5 partes 4 ml.

e nrennran cstas cantidades en tres :rlemmeyer y se hace el vacio |

o
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durante 5 minutos en una campana apropiada, con el objeto de extraer

el aire disuelto, que podrfa provocar burbujas en el gel.

Los tampones que se utilizan son diferentes en ambas cubetas del apa
rato de electroforésis,

En la cubeta superior la concentracién de acético es mayor que en la
inferior.

Tampén cubeta suneriors

Acético (lMerck) 1,4 N 74,1 ml por litro

El PH inicial es aproximadamente 2,3. Se prepara una solucién concen—

trada de sosa y se le ardade hasta tener un PH final de 2,6,

Tanpén cubeta inferiors
Acético glacial 0,4 N 22,9 ml por litro

Como en el caso anterior se a.ade sosa hasta obtener un PH = 3,7

II-2-52-b Preparacién y llenado de capilares

La preparacién de los capilares es izual a la descrita en (II-2-44).

El llenado de los capilares varfa con respecto al punto (I1-2-45), en
que puede efectuarse a temperatura ambiente.

El llenado de los capilares empieza inmediatamente despues de la mez-—
cla de las tres soluciones una vez desgasificadas.

Generalmente empieza la gelificacién a los 20 minutos de efectuar la

mezcla. Una vez gelificada, se colocan en la cdmara fria en espera -

de ser utilizadas al dfa siguiente.
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| l=i!=hd =0 T'roparaotdn y colocnoidn deo Liut maonbras,

Las muestras que por su cantidad obtenida, pueden vesarse en las bg
lanzas de pnrecisién se separan de las no pesables. Se pesan unos -
20-30 microgramos, introduciendose en los capilares portamuestra.

La muestra pesada, se disuelve en disolucién "Y" cuya composicidén -

ess
Urea 10 M 4,8040 gr.
Tris 0,0048 ¢gr,

Enrasar en 10 nl de agua destilada.

Para las muestras no pesables se sigue un procedimiento distinto.
Normalmente se obtienen unos pocos microesramos enganchados a las pa
redes del tubo de ensayo. Se lavan las paredes del tubo con 100 mi-
crolitros de Tris (10"2 M, PH = 8,5). A continuacién se coxzen 6 mi
crolitros y se echan en un capilar poritamuestras, al que previamen-
te se han arnadido 50 mgr. de urea s6lida. Los 94 microlitros restan
tes se guardan en el congelador por si se necesitan hacer nuevos ex
perimentos.,

Las muestras que necesiten incubarse, se disolveran en Tris, con u-—
rea y con 5% de/3 -lercaptoetanol, empleando las lambdas necesarias
para tener aproximadamente 1 microgramo por microlitro. Calentédndo-
se durante una hora a 37%2. Utilizando en este caso el soporte para

incubacién (II-2-46 y 48).

II-2=52-d Bquilibrado y Electroforesis.
El equilibrado dura 1 hora a 300 v y una intensidad total de 12 mA.
La electroforesis propiamente dicha se efecta a 300 vyintensidad

12 mi., durante 22 minutos. Produciéndose de igual manera gue en =

los puntos (II-2-47 ¥y 49).
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II-2-52-e Extraccién, Tincién y Destincidn.

Una vez efectuado el recorrido electroforético de las muesiras, se
procede a la extraccién de los geles del interior del capnilar.

Para ello se utiliza un soporte de latén en el cual se le ha préc-
ticado una ranura (canal) de 1,5 mm de radio (Ver II-2-37).

Se coloca el capilar en dicha ranura. Golpe&ndose la parte superior
del capilar con un martillo, quebréndose el cristal pero sin que -
el martillo llegue a dadar el gely, ya que éste queda protegido den
tro de la ranura.

Se quitan cuidadosamente los trozos de cristal, atin adheridos al -
gel, mediante unas pinzas. Estando el gel dentro de una cipsula Pe
iri llena de agua destilada.

lifectuada esta operacién, se colocan en la cubeta de tincién,
Procediendose a la tineién y destincién de la misma forma que la in
dicada en (II-2-411 y 412). Excepto la composicién de los liquidos
empleados. IIn este caso song

Liquido de tinciéng

Amido Black 0,2%
Etanol 20%
Acético 75

Se remueve y se filtra.

La duracién de la tincién es de 30 minutos.

En cuanto a la destincién, se emnlea:

Btanol 35%
Acético T4

ITI-2-52-f Fotografiado. Resultados.

Para el fotografiado se procede como en el método anterior (11~2-413)
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' Analozramente si se desea el trazado de curvas de densidad Sotica
! (1122-414).

Resultados (Ver TFig. 26, 27 y 28).




tfig. 26 Bandas de senaracién electroforetfca de dis-
tintas muestras. Cantidad analizada avrox. 1 microgr,.
Geles: 1, 2, 33 proteina de esperina de Spisula S.
Geles: 4, 5, 6; Histonas totales de timo de ternera.
Geles: 7, 8, 9; Proteinas esverma Chiton divarens.

Geless10,11,12; " T'roteinas esnerma de ostra.

AN ™

]|

-

SN -

kit

Tige 27 Tdem de un fraccionamiento de histonas nuclea

res de rana.
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II-2-53 Desarrollo de la técnica de microelectroforésis nara alta

concentracién de acrilamida. Segin el método de Cunther

Bretzel.

ITI-2~53~a Composicién del gel y soluciones tampén.

En este método la proporcién total de acrilamida es del 30% . El -
tamalio del poro es menor con lo que es m4s apropiado para la sepa-
racién de macromoléculas de bajo peso molecular.

La consistencia f{sica del gel es de mayor rigidez que los ante-—
riormente descritos siendo quebradizos.

Las soluciones de que se compone el gel sons

Solucién As

Acrilamida 40%

Bisacrilamida 1,2%

Solucién B:

Temed 16%

Solucién C:

Acido acético 9,2 N - 528 ml/litro de H20

Solucién D3
Persufalto Aménico 0,4%
Todos los porcentajes son sobre agua destilada como solvente.,

La mezcla se efectlda con la siguiente provorcién:

3olucién A 6 partes 4 ml
Solucidén B 0,5 partes 0,33 ml
Solucién ¢ 1 parte 0,66 ml

Solucién D 0,5 partes 0,33 ml
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‘ Se utiliza como tampén; tanto en la cubela superior como en la infe-—
rior;
A, Acético 1N

Para disolver las muestras, se usa la disolucidn:

. A. Acético 0,1 W

Sacarosa 1 N

II-2-52-b Diferencias respecto al procedimiento anterior.
BAsicamente todos los pnrocesos descritos para el método de Chalkley
(11-2-52), tales como preparacién, llenado de capilares, colocacién
de mueslras, etc son los mismos.

Solamente hay que tener en cuenta los nuevos pardmentos:
qa !

Kquilibrado 300 V 3 10,5 mA 3 1 hora
Electroforésis 300 V 3 10,5 md 15 minutos
Tincibn 45 minutos
Notas:

No es recomendable meter el gel en la nevera, luepgo de que ha gelifi
cados
Por su naturaleza, no quedan unas bandas muy definidad, sino unas zo

nag teriidas.

I1I-?=53=¢c Resultados

Ver fig. nt 29




Mige 29 Recorrido electroforetico en gel de alta con-

centraccién de acrilamida, de distintos extractos de -

protaminas nucleares bidsicas de esperma de calamar,




I1-2-6 MICROELECTROFORESIS EN CAPIIAR Dt 0,4 m/m Dl DIAMETRO

INTERIOR

IT-2-61 Introduccién, Métodos, Aconlamiento al avarato de elec

troforesis

El capilar de 044 mm. de didmetro interior supone una reduccién -
importante respecto al tamaiio del capilar, descrito anteriormente,
esta reduccién de tamatio redunda en una mayor sensibilidad, Si-
tudndose ésta sensibilidad éptima alrededor de la décima parte de
la del capilar de didmetro 1,2 mm.., es decir 1 . 10 '7gr. de -
muestra por gel. En contrapartida el mariejo se hace mis delicado

y dificil.

Estos capilares tipo Yankee Micropet 10 de la casa B-D (F9), -
ver (Fige n¢ 30) se cortan en trozos de 22 mm. de longitud.

Sus dimensiones song

Longitud 22mm,

Didmetro interior 0,41 mm.

Di&metro exterior 1,2 mm.

Seccidn 0,132 mm.?

Volumen especifico 1,32 /Jem

Volumen total 2,64

Se han efectuado pruebas segin se detalla m4s adelante, con un mé
todo de Chalkley modificado, no existiendo aparentemente ningin

impedimento para aplicar los métodos de Shapiro (II-2-4) o el de

Gunther Bretzel (II-2-53)
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Be anrovecha el misme aparato de electroforesis utilizado con el
capilar de 1,2 mm., mediante tubo de silicona de 0,7 mm. de did-
metro interior y 1 mm, de didmetro exterior cortado en trozos de
unos 8 mm., se empalma el capilar 1,2 con el de 0,4.

Se corta el capilar 1,2 en una longitud de 30mm. emnalmandose és

te a la cubeta superior,

Dado que este tipo de dimensioncs del rel para electiroforesis es
de uso apropiado en casos especiales, no es necesario utilizar -
los 24 geles, que el aparato es capaz de utilizar a la vez. Se =
colocan el nimero de geles a usar, simétricamente digtribuidos -
respecto al ceniro, tapdndose los restastes agujeros mediante ca

pllares 1,2 colocados al reves.,

I1-2-62 ilodificacién del Wétodo. Accesorios

Bésicamente se usa el método dado por Chalkley y descrito en (II-
2-52), modificando la composicién de los tampones de la cubeta y
de las muestras; La modificacién tiene por efecto crear un mayor
potencial eléctrico en la solucién de la muestra, con lo que esta

se concentra ripidamente en el origen del gel empezando a la vez

a recorrer ol gel.
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El nuevo tampén de la cubeta superior e inferior, ess:

Acido Acético 0,9 N Ajustando ¢l PH a 2,9 con solucién con-
centrada de hidréxido sédico.

Solucién nara las muestrass

Urea 8 M

Acido acético 0,05 N

El aparato de electroforesis y algunos accesorios utilizados para
el capilar 1,2 mm. son también & uso con el capilar 0,4, MNecesi-
tandose otros accesorios mids adecundos; asis

Microjeringas de 1 microlitro (Ver fig. 21)

Base metdlica ranuradas ranura de 1,5 mm., (Ver II-2-37)

Cubetas de Tincién y destincién: wmedidas exteriores:

53 mm x 35 mm x 6 mm, con 8 departamentos (Ver fig. 31).

Vaciador: consiste en un pequetio trozo de alambre de diametro 0,25
mm. que se introduce dentro del capilar.y mediante rotacién, vacia

de gel, el trozo correspondiente.(fig. 32). Esta construido con el

capilar de 0,4 mm. B




II=2-63 Prevaracién y lienado de capilares

k1l capilar original tiene una longitud de 100mm.

Por capilaridad y ayudade con una perilla de goma, se llena com-
pletamente de liquido a gelificar. Cada capilar, una vez formado
el gel, se corta en cinco trozos de 20 mm. de longitud. Calculdn
dogse el numerc de capilares enteros que se necesitan en funcién
de los geles a utilizar,

El liquido a gelificar debe estar muy bien desgasificado y una -
vez llenos los canilares se colocan en posicién horizontal den-
tro de la Camara frfa. Como prevencién de la formacién de burbu-—

jas de aire en el gel.

A continuacién se empalma al capilar normal y éste a la cubeta -

superior del aparato de electroforesis.

IT-2-64 Equilibrade, Colocacién de las muestras

S3e llenan las cubetas con el tampén., Se rellenan los capilares 1,2
de tamp6n, eliminande la burbuja de aire mediante inyeccién con la
jeringa de icc,

Seguidamente se conectan los electrodos a la fuente de alimenta—

ciény con una tensién de 200 Voltios circula una corriente de unos

<o
N}




160 microamperios por gel.
Se finaliza el equilibrado en 15 minutos. Circulando una corriente

de unos 70 microamperios por gel,

Se guarda en un recipiente el lfquido tampén superior, se quitan u-
no por uno 1los capilares gue contienen el gel y se les elimina me-
diante el vaciador (fig. 32), medio o un milimetro de la longitud
del gel.

Vaciar medio mm. supone dejar un hueco de 0,066 N

Vaciar 1 ma. es eliminar 0,132 de gel,

Este hueco producido sirve bara colocar la solucién de la muestira.
51 esta estd relativamentie concentrada, bastarid vaciar medio mm.,
en el caso que esté diluida convendrd vaciar 1 mm., Ha de tenerse -
en cuenta que la sensibilidad éptima, es decir la cantidad mds a-
decuada a este capilar es del orden de 1 x 107 (gr.

Se coloca el liquido-muestira mediante una microjeringa de 1 de ca
pacidad introduciendo la punta de la aguja en el hueco vaciado de
gel. De esta forma se introduce el 1lfquido mucstra sin que quede -

burbuja de aire,

Puede ccurrir gque selo se tenga una idea aproximada de la cantidad
de muestra que haya que analizar. lin estos casos se haran diversas
pruebas a diferentes concentraciones para lograr un buen resultado,.
Colocado la muesira encima del gel se vuelve a colocar empalmdndolo
con el canilar 1,2, Este capilar afin conserva el lfauido tampén. Se
le introduce con cuidado, de forma que no quede burbuja de aire, ni
se diluya el liquido muestra en el tamnén,

se coloca de nueve el tampén que ge habia guardado anteriormente, =

estando listo para el recorrido electroforético.

86
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Cavnilar de 0,4 mm de didmetro interior

Mg, 30
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Cubeta de tincién y destincién

‘L"igo 31

‘e

Vaciador

Pig, 32
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IT-2-65 Electroforesis. Extraccién del sel

Se conectan los electrodos a un potencial de 125V, circulando unos
45 microamperios por gel. La operacién finaliza entre los 5 y 10 -
minutos, segin se quiera mayor o menor separacién y recorrido de -
muestras . Se obtienen buenos resultados con tiempo de recorrido,

de 8 minutos,

Finalizada la electroforesis se extirae uno a uno los canrilares y -
se introducen en la ranura de la base metdlica, quebrdndose el cris
tal del capilar mediante percusién cuidadose con la base plana de -

un martillo.

II-2-66 Tincién y Destincidn

Con cuidadc se coge el gel extraido con las pinzas de punta acodada
(fig. 22) y se deposita en la cubeta apropiada (fig. 31).

La tincidén dura 10 minutose.

A continuacidén se lavan con liquido de destincién segin el procedi-
miento descrito (II-2-412).

Los trozos de cristal adheridos al gel se van desprendiendo durante

la tincién y la destincién. Pueden acabarse de quitar ayudado con -
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pinzas, en una cépsula Petri mojada con liquido de destincidne.

Bl tiempo de destincién es de 15 a 20 minutos.

I1I-2-67 Resultados

| Las fotos nos. 33 y 34 muestran la electroforesis realizada con

owoalbimina y esperma de mejillén anrecidnduse claramente en és

ta dltima las tres bandas caracterisiicas de separacién.
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"irze 33 Microelectroforesis en gel de 0,4 mm de Aié-

metro. Muestra: ovoalbiimina.

Wige 34 Wicroelectroforesia en gel de 0,4 mm de did-
metro. Bandas de sevaracién de proteina del esperma -

de mejilidn,

—
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I1-3 ELECTROCRESIS PREPARATIVA

II-3-1 INTRODUCCION

La electroforesis preparativa es una modalidad de electroforesis
distinta de la analftica. lientras que el fin de la anilitica es
conocer la cantidad, el peso molecular o simplemente la comnosi-
cidén de la muestra a estudio, en la electroforesis prenarativa -
se trata de recuperar los componentes de ésta una vez senarados
por el proceso de electroforesis.

Asi pues el nroceso consta de dos fases:

La primera fase es la de senaracién electroforética de los compo
nentes de la muestra.

La segunda fase es la recuneracién de estos componentes,

En esta segunda fase se describen dos métodos de recuneracién que

han sido pnrobadoss Por elucidn y por doble electroforesis.

Se realiza la separacién elecliroforetica de los commonentes de la
muestra en un aparato, tal como muestra la fig. 35, usandose el -
método de Chalkley para esta electroforesis. 1I1 gel es de tino ca
pa, eolocandase: la muestra.en ung.ranura dnica horizontal, practi
cada a lo largo de la parte superior del mismo. Finalizado el tiem
po normal de recorrido electroforético, aquedan senarados los com—

ponenetes tal como se muestra en la Tig. 36.

En la fase de recuperaciéni por el método de elucién del tinte, -
se procede de la siguiente maneras Una vez extraido el ~el del a-

parato, luego del recorrido electroforético, se le tiile y destifie

segin el procedimiento usual, con lo cual quedan perfectamente -




visualizadas las bandas de separacidn. Se cortan las bandas que in-
terese recuperar y se trinchan en trozos peque :.0s. Por elucién se -
separa la proteina con el tinte del gel. 'inalmente se precipita la

proteina v se seca al vacio.

In esta segunda fase y por el método de segunda electroforesis; una
vez hecha la primera electroforesis y extraido el gel del aparato -
se cortan los bordes del mismo, tiriendose por confrontacién de la -
parte central del gelycon los extremos ic:idos se sabe aproximadamen
te donde estdn situadas las bandas. Se cortan estas zonas donde han
de estar las separaciones de la muestra y se efectdia con ellas una
nueva electroforesis hasta que pasan del rel al tampén inferior. A -
continuacién se liofiliza y lava el producto, obteniendo la separa-
cién deseadas

En las pruebas efectuadas, los mejores resultados se han obtenido -
con este dltimo método de extraccibén vor doble electroforesis.

A continygacién se describe el proceso de la eleciroforesis preparati
va y luego los dos méto.os de extraccién de los componentcs de la -

muestra.

92
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1I-3-2  SEPARACION ELECTROMORIIICA DI LOS COHPONENILG. APARATO USATO

hsta electroforesis proniameute llamada clectroforesis prenarativa,
tiene por objeto separar los diferentes commonentes de la nuestra.
Interesa colocar ¢l méximo de muestra para poder obicuer ma oves -
cantidades en las separacioneg, sin que llegue a saturarse el gel,

La cantidad évtina se encuentra en unos 80 miligramos de muestra.

Se usa el anarato que se nuestra en la fiy. 35, Diseiado por Rosa-
rio Gonzaleu(20), sus orincinales caracteristicas sons

Aparato tivo cana vertical, refrigerado por scrpeniin en ambas ca-—
ras del gel.

Volumen necesario aproximado de liguido de gelificacién 150ml.
Volumen anroximado de tamndn necesario en cada cubetas 3/4 de litro
Se ha construide un ranurador que produce un agujero unifoime en —
el gel de unos 7 mm. de profundidad con wn ancho de 4 mm. ¥y largo

100 mme.

Se utiliza el método de Chalkley (11-2-52), modificado en la compo

sicidén tampdnze

Tampén c. Sunerior:
A. Acetico 1,4 0

Tampdn c. Inferior:

A« Acetico 0,4 N
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IT-3-21 TLlenado. Colocacidn del ronnrador. Oelificacidn,

La comnosicién del gel es la misma que la usadz nor Chalkley, aqui

las cantidades aue se emplean song

Solucidbn A 40 ml
Solucidn B 20 ml
Solucidn G 100 ml

Bstas tres goluciones se despasificon por vaclo antves de nesclarse
Se coloca la parte de la cubeta surerior del anarnbo, apretfindos
ligeramcnte las tuercas de sujeccidne.

Se pone ¢l avarato, sobre un lugar llano y horizontal y e eleva la
parte delantera mediante las patas que van roscadas, inclinanione
el anaralo ligeramente hacia atrés, a2 continuaci‘n se va llenando
noco a noco ¢l esnacio entre la base ¥ lo cubeta suverior, de Liqui
do a gelificar, cuidaando gue no nuede burbuja entre anbos.

Se coloco el prnurador de ldmina dnica y e dejo gelificar, lo cue
ocurre al poco rato, dejandosne luero el conjuato en 1o chunra fria

hasta el womento en gue deba ser usado.

IT-3~22 Hquilibrado. Colocacién de 1o muestra. Alectroforesise.

Se corta y quita el gel que sobresale dzl ranurador, e aprietan

mas 1las tuercas de sucjeccidn y poco a noco se procede o remover
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de su sitio el ranurador.

A continuacidn se coloca el aparato en nosicién vertical, 1llenéndose
la cubets inferior con su tampén hasta que sunere en un centimetro -
aproximadamente el nivel del electrodo, llenandose asimismo la cube-
ta superior con su tampén hasta que su nivel suba 1 cm vor encima -
del borde del gel.

La evacuacidn de calor del gel, al vaso de la corricnte, se consni-
gue haciendo pasar por el doble serpentfn del anarato, una mezcla de
agua destilada y metanol al 50% a 09C., nrocedente de un minicriosta
to de la casa Colora (F10).

Se conectan los bornes de los electrodos a la fuente de alimentacién
de corriente contfnua, inicidndose de esta forma el equilibrado, con
una tensidn de 300V y 150 mA, durante O horas. La tensién y corrien-

te al final de las 8 horas es de 320V - 45 mi.

Finalizado el equilibrado se extrae 1/3 parte del tampén de la cube-
ta suverior, secdndose el lfquido remanente sobre el gel y en la ra-
nura por medio de papel absorvente.

Se pasan 80 gr de muestra y se disuelven a 1 ml de solucién para mues
tra. En el caso de ocue queden vartfculas sin disolver, se depositan
&stas nor centrifugacidn. Por medio de la jeringa de lcc. se coloca
1a muestra en la ranura. El anarato, en posicién vertical, debe te-
ner la ranura del gel horizontal para que la muestra se revarta uni-

formementes

Colocada la muestra, se vuclve a poner el tampén extraido anterior-
mente en la cubeta suverior. Conecténdoge a continuacién la fuente -
de corriente continua. La electroforesis se efectda con miliamperaje
inicial de 45 mA. y 300V, durante 6 horas. En la fig. 36 se aprecia

las bandas de separacién de componentes de una muestra de esperma de

mejillon.




Pige 35

Pige 36

Aparato usado pnara la electroforesis

preparativa

Bandas de senaracién de una muestra

en la electroforesis preparativa

96
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II-3-3 RECUPHRACION DE LOS COMPOWENTIES

|
Se descrihe a continuacidn dos métodos distintos de recuneracién de
los componeneles separados por la electroforesis preparativa.

El primer métodc tiene la ventaja de visualizar, por tincién donde

se encuentran las bandas, sin embargo es un procesc algo mis lento

¥ su rendimiento es algo menor que el segunda. En las pruebas efec-

tuadas ne se ha logrado eliminar totalmenlte el tinte ya sea con Ami

do Black o Gomossie Blue. El segundo método, por doble electrofore-

sis, tiene la dificulftad que el corte de la zona del gel donde se -

situa el componente a extraer; es aproXimado, existiendo el neligro

de coger sclo parte del componente o incluso coger mezcla de varios

sin embargo se ha elegido como método de trabajo en el L () B, este |

segundo método nor su mayor eficacia,

II-3=31 Metodo de extraccién por elucién

Realizada la electroforesis preparativa propiamente dicha, se extrae
el gel del aparato de electroforesis (II-3—2) y en este método se ti

fle todo el gel con "Coomassie Blue",

e



Las pruebas efectuadas indican que esgte tinte tiene ventuja frente

al Amido Black, pues al ser menor la fuerza de unién con la mues-
tra, es mis facil separar ésta.

Este proceéo se basa en el método descrito por P. C. luang y C. Mu
ra ( 21).

La composicién del 1fquido de tincibén, es la siguientes

Coomassie Blue 0,25 %
Metanol 5 partes
Acético 1 parte
Agua Destilada 5 partes

La tincién dura un nar de horas.
Al cabo de las cuales se procede a deste:dir el tinte sobrante.,

Liquido de destincidns

Llietanol 1 volumen
Acético 2 volunenes
Agua Tlestilada 17 ol

Se nuede avreciar claramentc los resultados al.--cabo de 24 horas de
destincién nasiva, habiendo renovado un nar de veces este 1iquido.
Si se hiciese una destincién electroforética, su duracién seria so-
lo de unag seis horas. En la destincidn electroforética se hace co-
rrer el tinte frente a un potencial eléctrico, extrayéndose asi del
gel. Bl tinte usado, tiene una carga negativa; yendo por tanto ha-
cia el Anodo. Las bandas teridas no tienen carga, nor lo que quedan
invariables. Dos masas de algodén hidréfilo empapado en liguido de
destincién, se colocan a lo largo de los bordes del gel, introdu-
ciendose en estas los electrodos que se conectan a la fuente de co-
rriente continua. E1 tinte queda en el algodéin que emnapa el 4nodo.
Una vez indicadas claramente las bandas de separacién de componen-—

tes de la muestra original, por medio del tinte, se procede a cor-

tar del gel la/s banda/s que interese recuverar. Separada la banda
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a rccusernr se trocea ésta mediante wunas tijerns oy 1lwnias, en
trocitos de anroximadamente un milfietro cibico. Puede usarsc na
ra este menester, el cuenco que ofrece un vidrio de reloj media-
no. Se echa wor encima agua destilada vy sc cucurre,

Se extrae la muestra, junto con el tinte wor elucidén ceon vibra-

cidn, a teuwncratura de 379C.

La disolucidn nara elucidén es:

Wosfato S8dico n,05 PIL 7,5
Sodiododecilgulfato (519 Byl %
Fenilmetil sulfonil fluor 1. i

Se coloca la muestra troceada en un frasco aqdadiéndole a. rorimnada
mente un volumen doble de disolucidn »orie olnecidn, del volumen -
gue tenfa la banda del gel. Se coloca en un Rolovanor, cuys misidn
es dor movimiento de giro al conjuinto ¥ o su verm e semisuwnerje —
en un ba .o de asua de teuneratura resulada auntometicomente a 37°C,
Al cabo de unas 6 horas, se recore ¢l licvido resulisonte renovan-
doge con una cautidnd igual. A1 cabo de wae 1o horas ge recoce =
de nuevo =1 lfcquido renultante, o indiéncdouse el ya recogido. Vue-
den hecerse unas extracciones nero cnda vewn e obtienen uenores -
rendimientos,

Se nsrecinita la wmuestra mediante 1CL con unn concentroceidén final
0,2 1. Un el congelador, durante 15 ninnton. 31 nrecinitado puede
recunerarse 501 centrifusacidn a 10.000 % ¢, durente 20 minutos ¥y
lavados

Primer levados

Acetona 50 0,5 nl
Clorhfdrico 50 4 Cy5 ml

jegundo lovados

Acetona

Pinalmwente 1o auestra ze seca la vacilo,.
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I1-3-32 Métoco de doble Electroforesis

Extraido el gel del aparato, se deposita en una placa plana de meta-
crilato bien 1lfimpia y se cortan mediante una hoja de afeitar, los la
terales verticales del gel, en una anchura de unos 22 mm.Introducien
dose en 1lfquido de tincién de Amido Black durante una hora. Al cabo
de la cual se destifien electroforéticamente.

La destincién electroforética tiene la ventaja frente a la destincién
empleada normalmente, de su mayor rapidez.

En las tiras extremas, ya desteiiidas, se pueden observar los latera
les de las bandas, Bstas se colocan junto al trozo de gel central y
por comparacién se cortan las bandas correspondiente (fige 37).

BEs conveniente el manejo del gel con guantes del tipo uniuso para e-
vitar su contaminacién, Para la extracién de la muestra se realiza -
una segunda electroforesis en un aparato, tal como muestra la fig.,
38,

El aparato utilizado para la segunda electroforesis congta de dos -
compartimentos separados por una cdmara de refrigeracién. Estos dos
compartimentos hacen las veces de cubeta superior y cubeta inferior
del aparato de electroforesis usado normalmente. Ln & cubeta '"Supe-
rior" se encuentra el 4nodo ( + ); la denominaremos cubeta-dnodo.

La cubeta "inferior" se encuenira el cdtodo ( - ) y el gel, la de-
nominaremos cubeta-gel.

Los electrodos son de platino, situados a lo largo de las cubetas,

a una altura de 2,5 mm. del fondo y a una distancia de 5 mm. de la
pared. El1 objeto de que estén a tan poca altura, es el de usar la

cantidad minima de tampén en la cubeta-gel, con vistas a que el 11

quido resultante sea mds rapido de liofilizar,
Los tampones gque se utilizan sons:
Cubeta~&nodo A. Acetico 1 N
Cubeta~-gel A. Acetico 0,2 N




La cantidad de tampén que se coloca en la cubeta-gel es de 10 ml.
En la cubeta-&nodo 20 ml.

En la camara de refrigeracién, ticne su entrada el liquido del mi
nicriosta{o, vor el agujero situado mis bajos; la salida se reali-
za por el otro agujero., Ambos son de 10 mm. de didmetro.

El trozo de gel que contiene la banda de muestra separada, suele
tener unzs medidas de 80 x 20 x 7 mm. Se coloca en la cubeta-gel
encima de los 3 apoyos situados junto a la cédmara de refrigera-
cién de medidas 8 x 3 x 2 mm., y vegado a la pared de la cémara -
de refrigeracién,

La unién entre la cubeta-~&nodo con el gel y cubeta-gel, se hace a
traves de una hoja doblada de papel celulosa, ,Este pavel se colo-
ca encima del gel, procurando que quede bien pegado a su seccién
superior. Y siguiendo la forma de la cdmara de refrigeracién, se
empape en el tampén de la cubeta-dnodo,

La corriente pasa a traves del pavel y del gel hasta el ciAtodo ce
rrindo el circuito. La muestra por efecto electiroforético va pa-
sando del gel hacia el tampén de la cubeta-gel en donde se mezcla
con dicho tampéne.

Los pardmetros de esta segunda electroforesis son:

350 Volts, = 25 mA - 3 horas -~ Refrigeracién 09C,

Bxtraida la muestra separada del gel, queda ésta en el tampén. Se
separa por liofilizaecién la muestra del tampéne. La liofilizacién

se consigue congelando  la mezcla tampédn-muestra y evaporando el -
tampén al vacio.

Posteriormente se lava el producto con solucién de Clorhidrico -
0425 N y Acetona 6 Vol, con lo cual precipita la prote{na, se cen

trifuga durante 10 minutos a 6.000 rpm, depositéndose ésta. Se la

va tres veces con acetona y se seca al vacio.
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#ige 37 Laterales del gel de electroforesis preparati-
va mostrando las bandas de senaracién de una muestra,te
ridas, y los cortes de la parte central del gel szegin

la situaccién de las bandas de separacién

Mige 38 Aparato para la sesunda electroforesis.




II-3-33 Comprobacién de Resultados segin el método de doble elec-

troforesis. Rlectroforesis analitica,

Para comprobar la pureza de la separacién obtenida se procede a ana
lizar cada muestra separada mediante electroforesis,

Se ha usado el procedimiento de microelectroforesis de 0,4 mm, de -
didnelro para comprobar la senaracién.

IEn la fig. 39 se ve la comparacién entre las tres bandas de separa-
cién de la muestra de Esperma de mejillén y la electroforesis del -
resultado de la separacién por electroforesis preparativa segin el
método de doble electroforesis,

Las muestras se hicieron correr durante Y minutos a un potencial de

125 Voltios, circulando unos 45 microamperios por gel.
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Pige 39 [Electroforesis analitica efectuada sobre
una muestra con sus caracteristicas bandas de sepa
racién (Y), y sobre la recuperacién por segunda e-
lectroforesis, de la primera banda separada por e-

lectroforesis preparativa de la misma muestra (II),

Realizads en geles de 0,4 mm de diémetro,
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