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NUEVO DISENO DE UN APARATO PARA EFECTUAR
ELECTROFORESIS EN COLUMNAS DE GEL

BARBARIN ARREGUIN *

RESUMEN

Se describe un aparato para efectuar electroforesis en columna que presenta las
ventajas de ser de fdcil construccién, operacién sencilla y muy eficiente en su

funcionamiento.

ABSTRACT

An apparatus is described for disc electrophoresis that has the advantage of being
of easy construction and operation as well as very efficient in its functioning.

INTRODUCCION

La electroforesis en columna de gel, tam-
bién conocida como electroforesis de
disco (Tiselius, 1950; Ornstein, 1964;
Holmes y Masters, 1968; y Ward, 1970)
es un arma muy poderosa en el estudio
de las proteinas ya sea para efectuar la
separacién de una mezcla de ellas como

para conocer su grado de pureza. La
electroforesis también se emplea con mu-
cho éxito en la separacién de isoenzimas,
obtencion de zimogramas y determina-
cidon de pesos moleculares, siendo una
gran ayuda para el trabajo del bioqui-
mico.

DESCRIPCION

A continuacién se describe un aparato
que se ha empleado con éxito en estos
laboratorios y que retne los requisitos
de facilidad de manejo, eficiencia y sen-
cillez de construccion.,

El aparato, construido de vidrio, cons-
ta de las partes siguientes (Fig. 1):

A) Un tubo de vidrio cerrado en sus
extremos y al que se le han soldado unas
juntas esmeriladas macho 14/20, en este
ejemplo, 4 de ellas a las que ademds
se les hizo un gancho de vidrio. Se le

suelda también un tubo de 10 mm de
didmetro que va a ser el lugar por donde
pasa uno de los electrodos de platino.
A continuacidén, se corta longitudinal-
mente dejando la parte superior abierta.

B) Los tubos de electroforesis son unos
refrigerantes; un extremo de los cuales
tiene una junta esmerilada hembra 14/20
con un gancho que sirve para unirla,
por medio de un resorte, con la junta
macho del recipiente superior.

* Instituto de Quimica de 1a UNAM, Torre de Ciencias piso 11, Ciudad Universitaria,

Méxica 20, D. F.
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Fig. 1. Aparato de Electroforesis,

C) Es un recipiente para el otro elec-
trodo, hecho con un tubo con una salida
soldada para sostener el electrodo y des-
pués cortado en su parte superior.

Para ilustrar el funcionamiento se
describe a continuacién un experimento.

Los refrigerantes se encajan en sentido
vertical en plastilina, que sirve de so-
porte y tapon. Se prepara del modo usual
la poliacrilamida (Davis, 1964}, se vierte
en los refrigerantes y se deja hasta que
se gelatiniza. Los refrigerantes se conec-
tan a las juntas de la parte (A) previa-
mente fijada a un soporte por medio de

unas pinzas de tres dedos. La cubeta de
electroforesis (C), que sube o baja a
voluntad por medio de un gato de labo-
ratorio, se hace que haga contacto el
liguido contenido en ella con la paite
inferior de las columnas de poliacrila-
mida. El liquido, es una solucidén bdéfer
de glicina-tris 0.0 M, pH 9.2,

El suero que se va a analizar, disuclto
en una solucién de sacarosa al 109, se
debe estratificar cuidadosamente por me-
dio de una micropipeta sobre la colum-
na del pgel, cubierta con 1 cm de bofer.
A continuacién se agrega ¢l colorante
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marcador, como por ejemplo, una gota
de azul de bromofenol, teniendo cui-
dado de no perturbar la muestra de
proteina; se agrega a continuacién la
solucion del bofer de modo que cubra
el electrodo de platino que es un alam-
bre de 1 mm de didmetro por 10 cm de
largo y un extremo del cual sale por
el tubo de 10 mm de didmetro.

Los refrigerantes que contienen las co-
lumnas de poliacrilamida se conectan en
serie con un refrigerador recirculante
para poder mantener la temperatura
baja y evitar que la proteina se desna-
turalice.

A continuacién se inicia la electrofo-
resis (en este caso suero de Hevea brasi-
liensis) a 350 Vy 1.5 mA por tubo, inte-
rrumpiendo la operacién antes de que el
azul de bromofenol marcador salga de
las columnas.

Los tubos se colocan en un recipiente
con agua y con la ayuda de una aguja
larga de acero inoxidable se desprenden
de las paredes y luego se tifien durante
1 hora en una solucion de amido negro
en dcido acético al 8%, y otra hora en
una solucion de dcido acético al 3%,

La eliminaciéon del amide negro de
los geles (excepto en donde reacciond
con la proteina), se cfectia en el apa-
rato que se describe a continuacion (Fig.
2y.

Este aparato consta [undamentalmente
de dos cilindros de plistico acrilico (I}
y (E), maquinados a partir de un ci-
lindro solido de plistico con las dimen-
siones y forma que aparecen en la Figura
28

El cilindro (D) tiene unas ranuras
de 0.5 mm que permiten €l paso de 1i-
quido pero evitan que los geles se salgan
por ellas. La parte (D) tiene un canal
anular en donde se coloca un “O ring”
de necopreno que tiene el objeto de hacer
un cierre hermético, como si fuera un
tapon, con el cilindre (E), el cual tiene
dos orificios diametralmente opuestos en
donde, a través de dos tapones hechos
de teflén maquinados en un torno, pasan
un tubo de vidrio en forma de S que
sirve para regular la altura del liquido
en el recipiente (E) y otro tubo do-
blado en angulo recto en donde se en-
cucntra uno de los electrodos y que sirve
ademas de entrada a la solucién deste-
fiidora (dcido acético al 39), que se
deja gotear a la velocidad necesaria y
evitar asi el calentamiento.

Para operar el destefiidor, en el reci-
piente (E} se coloca la solucién deste-
itidora estando el pico de vidrio en §
en sentido vertical. El cilindro (E) se
fuerza, embutiéndolo en (D), haciendo
que el liquido se desplace hacia arriba
a través de las ranuras. Se colocan los
geles en las ranuras del cilindro (D) y
en la parte superior de los geles ya cu-
biertos con la solucién destefiidora, se
coloca el otro electrodo de platino, En
el experimento con el suero de Hevea
brasiliensis se emplearon 600 V y 30 A,
lograndose el destefiido en 3 horas.

En la [iguta 3 se muestran los resul-
tados obtenidos al separar el suero de
Hewvea brasiliensis. Las fracciones I a 'V
solo daban un componente protéico en
cromatografia ¢n columna empleando
Sephadex G-200,
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Fig. 3. Resultados de una Eleciroforesis. 5.
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1. Suero total de Hevea Brasiliensis.

Los ntmeros romanos corresponden a fracciones obtenidas previamente del sucro
total por [iltracién c¢n Sephadex 200. La lineas punteada nos mucstta ef frente
aicanzacde por el colorante marcador.
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