Disefio y evaluacion de un equipo de electroforesis de zona, construido con
materiales de bajo costo

Disefo y evaluacion de un equipo de electroforesis de
zona, construido con materiales de bajo costo

Design and to evaluate a zone electrophoresis apparatus,
using materials of low cost

Daniel E. Rojas J.

danielchemicaljreds@gmail.com

danieljreds@hotmail.com

Unidad Educativa Nacional Miguel Antonio Caro. Caracas

RESUMEN

El propdsito fue disefiar, construir y evaluar un equipo de electroforesis
de zona, utilizando materiales de bajo costo, para ser empleado como
técnica de separacion de especies quimicas. Este equipo representa
una solucion viable para utilizarlo en experiencias de laboratorio de los
centros educativos. La fase de disefio y construccion del equipo propicio
la busqueda de materiales de bajo costo, fiables y de facil adquisicion,
teniendo un costo de 58,8 bolivares fuertes (73,25 $) para el afio 2003. Se
evaluo con una separacion de aminoacidos y comparando los resultados
con un equipo comercial Shandon UNIKIT.

Palabras clave: Equipo; electroforesis; técnica de separacion; especies
quimicas

ABSTRACT

The porpuse was to designed, to build and to evaluate a zone
electrophoresis apparatus, using materials of low cost, to be employed as a
technique for separation of chemical species. This apparatus represents a
viable solution to be used in laboratory experiences of educational centers.
The design and construction phase consisted on the search of materials
of low cost, reliable and easy obtention, having a cost of BS 568,80 (73,25
$) for 2003 year. It was evaluated to separation of amino acids, comparing
the results with a commercial apparatus Shandon UNIKIT.

Key words: Kit; electrophoresis; technique for separation;, chemical
species
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INTRODUCCION

La electroforesis es una técnica utilizada para hacer separaciones de
mezclas complejas y facilitar los analisis, permite hacer separaciones a
niveles de microgramo de sustancias ionizables (Smith y Feinberg, 1965).
La electroforesis se ha aplicado para resolver problemas en la separacion
de macromoléculas de interés en la industria biotecnoldgica y en las
investigaciones de bidlogos y bioquimicos por su gran poder resolutivo y su
utilidad para lograr separaciones de componentes de mezclas complejas
entre las que destaca: aniones y cationes inorganicos, aminoacidos,
catecolaminas, farmacos, vitaminas, carbohidratos, péptidos, proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos, nucleétidos (Skoog, James Holler y
Nieman, 2001).

A pesar de su extensa aplicacion, los componentes del equipo son
de elevado costo, por lo que la aplicacién del método, por parte de los
quimicos y en centros educativos, se ha retrasado. En este sentido, la
presente investigacion tuvo como propdésito disefiar, construir, y evaluar
un equipo de electroforesis de zona con materiales de bajo costo, como
alternativa de solucion a la falta de una instrumentacion sencilla y fiable,
la cual permita realizar practicas de laboratorios donde esté inmersa ésta
técnica de separacion en los diferentes centros educativos, tanto a nivel
de Secundaria, como en la Universidad.

Segun confirma Mathews (1998), al aplicar un campo eléctrico a una
disolucion, las moléculas de soluto con carga eléctrica neta positiva se
desplazan hacia el catodo y las moléculas con carga negativa se desplazan
hacia el anodo. Este desplazamiento se denomina electroforesis.

Para Bohinski (1987) la electroforesis implica el movimiento de una
particula cargada eléctricamente (ion) en un campo eléctrico. El movimiento
de las particulas se realiza en un medio liquido que esta sometido por una

sustancia sélida inerte, como por ejemplo papel o gel.

La electroforesis es una técnica analitica que puede definirse como un
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proceso en el cual las especies quimicas cargadas eléctricamente (iones,
particulas y coloides) se separan en funcion de sus distintas velocidades
de migracidon en un campo eléctrico (Skoog, y otros, 1998/1995). En
tal sentido, sus métodos de aplicacidbn surgen como una poderosa
herramienta de separaciéon (Koper, 1998). Esto se debe a que los métodos
electroforéticos a escala analitica son de alta sensibilidad y poseen un
gran poder de resolucion y versatilidad (Garcia, 2000), por lo que los
métodos analiticos clasicos o tradicionales han sido desplazados a un
segundo plano en los analisis quimicos.

La electroforesis, de acuerdo con el medio donde es posible la
migracion de las particulas para su separacion, se puede clasificar en:
electroforesis sobre papel; electroforesis sobre gel y electroforesis capilar.
En esta clasificacion también entra en juego el disefio del instrumento, ya
que los equipos utilizados difieren en algunos de sus componentes.

Segun Skoog y otros (2001) las separaciones electroforéticas se pueden
realizar considerando dos modalidades: (a) electroforesis convencional
y (b) electroforesis capilar. La primera modalidad, se basa en una
metodologia clasica donde las separaciones se llevan a cabo sobre una
capa delgada y plana o una placa de un gel semisélido y poroso. Y en la
segunda, las separaciones ocurren dentro de un capilar de silice, en esta
ultima modalidad parece ser el sustituto de la electroforesis convencional,
porque permite obtener resultados mas satisfactorios.

Suele emplearse para separar mezclas de moléculas pequeias
cargadas eléctricamente. Se extiende un trozo de papel de filtro
humedecido con una disolucién tampén (buffer) para controlar el pH, entre
dos cubetas que contienen electrodos. Se coloca en el punto medio del
papel una gota de la mezcla que se va a analizar y se aplica la corriente
eléctrica. Cuando ha transcurrido un periodo de tiempo suficiente, lo que
puede durar horas, se retira el papel, se seca y se tifie con un colorante
que le proporciona un tono especifico a las sustancias que se analizan
(Mathews, 1998).
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En relacién a la electroforesis en gel, es importante sefialar que
un gel en forma de lamina se coloca entre dos placas de cristal que
contengan la disolucion tampén adecuada. Los materiales que se utilizan
para la fabricacion del gel son la poliacrilamida, un polimero reticulado
soluble en agua y la aarosa, un plisacarido. La lamina se sitia entre los
compartimientos de los electrodos y en el punto medio del gel se coloca
cuidadosamente una pequefia cantidad de muestra en un orificio que se
hace previamente en la parte superior del gel, para asi aplicar el campo
eléctrico (Mathews, 1998).

En relacién a la electroforesis capilar, como su nombre lo indica, separa
especies dentro de un capilar perforado lleno de un electrolito, el embalse
que contiene los electrolitos posee electrodos conectados a una fuente
de poder de alto voltaje. En el analisis son separados los componentes a
través de la migracion dentro del capilar hacia secciones opuestas, debido
a sus cargas también opuestas, donde son registrados por un detector de
sefal electrénica. Se emplea para separaciones de sustancias neutras o
iones cargados eléctricamente (Wher y otros, 1999).

De acuerdo a los sefialamientos de Skoog y otros (2001), la
electroforesis se ha aplicado para separaciones analiticas dificiles de
lograr por otros métodos, entre las que destaca: aniones y cationes
inorganicos, aminoacidos, farmacos, vitaminas, carbohidratos entre
muchas otras sustancias. Su ventaja radica en la capacidad de separar
macromoléculas de interés para la industria biotecnoldgica y en las
investigaciones bioldgicas y bioquimicas, por su alta resolucion.

La electroforesis se aplica en laboratorios para el analisis de proteinas
en suero sanguineo, indicando la proporcion relativa de cada fraccion
de proteina; también se utiliza en la determinacién de la cantidad de
lipoproteinas, como el colesterol. De cuerdo a lo que sefiala Bohinski
(1987) se utilizan tiras de acetato de celulosa para los analisis cuantitativos
de las proteinas en los laboratorios.
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METODO

El presente estudio se refiere a un proyecto factible que implicé elaborar
una alternativa de solucion ante la ausencia del instrumental necesario, en
los centros educativos, para la aplicacion de esta técnica de separacion.
Su disefio y validacion se llevo a cabo tres en las siguientes fases: (a)
fase de disefio, (b) fase de construccién y (c) fase de evaluacion.

Los materiales utilizados en la fase de construcciéon del equipo de
electroforesis fueron: (a) cubetas plasticas (30 cm x 15 cm x 5 cm); (b)
cubetas para las disoluciones buffer (2,5 cm x 12 cm); (c) electrodos
de platino o carbon, con cubierta de vidrio; (d) papel de filtro, (e) varilla
de vidrio; (f) fuentes de poder de 250 a 359 voltios; (g) bases para los
electrodos y (h) cables.

Fase de disefio: En ella se tomaron las decisiones en cuanto a cuales
serian los materiales que se podian utilizar en la construccion del equipo
de electroforesis. Estos materiales debian permitir un buen funcionamiento
del equipo construido y ademas ser de bajo costo, de facil adquisicion y
manipulacioén.

Fase de construccion: Se realizé el analisis de los diferentes disefios
del prototipo del equipo, tomando en cuenta aspectos como: (a) ventajas
y desventajas que podrian presentarse en el proceso de construccion,
(b) cantidad de material utilizado, (c) ubicacion espacial de cada uno de
los componentes, de manera que permita una mejor manipulacion en la
utilizacion y funcionamiento del equipo. En el siguiente grafico se muestra
la versién final del equipo de electroforesis.
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Grafico 1. Prototipo del modelo de equipo de electroforesis construido con
materiales de bajo costo

Fase de evaluaciéon: Una vez construido el equipo, se procedid a
evaluar su funcionamiento a través de una separacién de aminoacidos en
jugo de limén, y comparar los resultados obtenidos en el equipo construido
con los de un equipo comercial. Los aminoacidos seleccionados para ser
determinados en el jugo de limén fueron: acido aspartico, acido glutamico,
histidina y lisina. Esta selecciéon estuvo en funcion de una separacion
de aminoacidos en jugos de fruta reportada por otros autores (Smith y
Feinberg,1965).

RESULTADOS

Considerando que se refiere a un equipo elaborado con materiales de
bajo costo, el equipo de electroforesis disefiado esta muy por debajo del
valor de un aparato similar de confecciéon comercial para el momento de
la investigacion, segun lo reportado por Hartman y Courtney (1990) cuyo
valor para los anos 90 era de 600 délares.
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Cuadro 1. Rf experimentales de los aminoacidos separados del jugo de limén en
el equipo comercial y el equipo construido con materiales de bajo costo

Rf Patrones Muestra Rf Patrones Muestra

(1) (1 () ()

Aminoacidos

A. Aspartico 2,8 2,5 2,5 2,3
A. Glutamico 1,9 1,6 1,8 1,5
Lisina 3,2 -— 3,6 -
Histidina 3 - 34 ---

(1) Equipo Comercial: Shandon UNIKIT; (2) Equipo Construido

Como se observa en el cuadro 1, los aminoacidos separados de la
muestra, utilizando el método de electroforesis de papel, en el equipo
comercial y el construido como parte de este trabajo, fueron: &cido
aspartico y glutamico, los cuales presentaron Rf experimentales proximos
alos patrones, lo que indica que los resultados obtenidos son comparables.

En el electroforetograma del equipo construido se puede apreciar
mayor migracion de los analitos Lisina e Histidina y los resultados bajo las
mismas condiciones en el equipo son reproducibles.

Estos hechos se deben: primero, al disefio utilizado para el equipo,
el cual permite que haya una mejor aplicacion de las técnicas al puntear
la muestra, minimizando el error humano, porque los electrodos estan
colocados muy separados del medio de recorrido, lo cual hace que haya
menor interferencia. En segundo lugar, la fuente de poder construida tiene
mayor amperaje (5 A) que la fuente del equipo comercial (0,1 A), por lo
que suministra mayor intensidad de corriente, aun cuando se trabaje con
el minimo de voltaje, permitiendo la separacién en menor tiempo.

CONCLUSIONES

El equipo de electroforesis de zona disefiado, como parte del presente
trabajo es de bajo costo y de facil adquisicion, ensamblaje y manipulacion
al utilizarse en la separacion de especies quimicas.
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La medicién de los Rf evidencia que el equipo construido a bajo costo
permiti6 separaciones electroforéticas comparables con el dispositivo
comercial. El aparato de bajo costo presentd mejor reproducibilidad en las
separaciones de los aminoacidos en comparacién con el equipo comercial.

Es importante sefalar que la realizacion del presente trabajo demuestra
la capacidad inventiva de los venezolanos y las posibilidades reales de
desarrollar una tecnologia fundamentada en los conocimientos basicos
de la ciencia.

El dispositivo disefiado y construido puede servir como una alternativa
de solucién viable para su utilizacion en centros educativos debido a que
es de bajo costo, facil elaboracion y de resultados éptimos.
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