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Els Protlds clel xemgot estuclxats
Per electroforeﬁ

peis PI‘OfESSOl'S A ORIOL i J. PINOL

STUDIANT el complex proteic de la sang, sota el punt de vista
fisico-quimic, hem trobat un seguit de dades que assajarem d or-
denar per tal de poder explicar la dinimica d’aquests elements.

Es curids notar que gairebé tots els adtors gue s’entretenen a estu-
diar el complex proteic de la sang o del xerigot ho fan sota el punt
de vista quimic. En aquest sentit hom fa mesures quantitatives de glo-
bulines, d'albiimines, de mixoglobulines, etc. Altres autors cerquen de
treure suc de coeficients més o menys complicats, com per exemple

—per citar el més corrent—la relacid de globulines a albimines segons

I'equacié ben coneguda W:{H:])(::l ----- . Més enlld d'aquestes recerques,
: .

només hi ha la significacié que cada autor els atribueix, de vegades
sota el punt de vista diagndstic i d'altres sota el punt de vista prondstic.

Seguint un ordre purament histdric, trobem a mitjans del segle
passat els treballs de Panum (1}, el qual per mitja d’insolubilitzacions
fraccionades arriba a precisar els dos grans grups dels protids del xe-
rigot que han d’esdevenir classics durant molts d’anys. Albdmines i glo-
bulines. Aquelles restaven en solucid, aquestes precipitaven del medi
acidificat, 1 per aixd foren anomenades serocaseines.

Onze anys més tard Alex. Schmidt (2) bateia el grup de Panum
amb els noms esmercats encara avui, troba nous matisos de la seva.
precipitabilitat, perd continua aferrat als mateixos procediments fisics.

Als quinze anys cabals, Hoppe-Seyler Th. Weyl - (3) afermen les
conclusions anteriors de Panum i la teoria queda en peu.

A les acaballes del segle passat-es recalca una vegada més aquest
punt de vista de classificacié degut a qué Hofmeister (4) per una banda
i Halliburton (3} per alra precisen métodes de fraccionament que amb
Heugeres diferéncies de forma mantenen doctrinalment intacte el con-
cepte de Panum. '
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A comencaments d’aquest segle, Hammarsten (6) pensa fer una
critica severa dels treballs de fraccionament portats a cap amb els pro-
tids del xerigot, perd, després de depurar rigorosament 'abast que pot
tenir una senzilla solubilitat per a classificar aguests protids, preco-
nitza un procediment de precipitacié segons concentracions salines di-
ferents [SO, (N H,).] que al capdavall condueix a la mateixa conclu.
si6. Els protids del xerigot poden resumir-se en dos grups: globulines
i alblimines, . )

S’afina encara més el treball de solubilitats i de precipitacions
fraccionades en funcié de concentracions salines diverses i en mans
de M. Emil (7), Fuld-Spiro {8} i W. Seng {9) s'arriba a precisar dues
gEobui;nes també diferents per recursos de precipitabilitat sahna, la
pseudoglobulina i 'euglobulina.

Fem notar que Halliburton ja havia precisat tres fraccions protei-
ques fent coagulacions fraccionades en funcié de la temperatura, i que
més endavant Maximowites (10} retroba aquestes fraccions utilitzant
com a estri de treball els esdeveniments ocorreguts durant el curs de
la cristallitzacié. Oppenheimer {11) segueix aquests estudis que han de
© portar Roberston {12} a la conclusié que hi ha també dues alb(mines,
una cristallitzable i upa altra amorfa. | en arribar aci tenim ja dues
fraccions principals, Globulines i Albtimines, subdividides cada una
d'elles en alires dyes fraccions. Les globulines en pseudoglobulines i
cuglobulines. Les albiimines en cristallines 1 amorfes, '

- A partir d'aqguest moment simcia una dura critica que comenga
amb Uanilisi qufmica centesimal d aguestes fraccions i acaba per con-
eloure en boca de Goldschimidt i Kahn {13) per una banda i Groh i
Faltin (14) per una altra que les tals fraccions sén totalment arbitraries,
car reuneixen complexos de composicié guimica ben diferent, segons
les concentracions dels elements precipitants.

FEl mateix Séerensen {15) que havia reexit en V'obtencié de 'albi-
mina de 'ou en forma crstallina, admet 'existéncia, en el xerigot.
&’ euglobulines i pseudoglobulines que no amriba a obtenir de forma
cristallina. Troba la infludncia que té per a aquestes fraccions la concen-
tracié total de protid tal com ja havien dit Hardy (16) i Chick (17} §
finalment indica la possibilitat que una fraccid insoluble doni lloc a
una altra que sigui soluble tal com anys enrera havia prevlst Mel-
lanby (18).

Els estudis de The Svedberg (19} sohre ultracentrifugacié -1 pes
molecular, compliquen la simplicitat d'aquelles quatre fraccions protei-
ques i hom arriba a concloure que es tracta de sistemes complexos
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que mostrarien propietats de grup, més bé per la seva condicié col-
loidal que per tractar-se d'una entitat quimica. Es aixi com Ostwald
(20) interpreta els resultats de solubilitat obtinguts semblantment amb
altres colloides no proteics segons llur intensitat d’agregacié.

Nosaltres hem volput conédixer la dindmica d'aguests protids de
la sang, I amb aquesta finalitat hem portat a cap les segiients expe-
riéncies.

Seguint de molt a prop la técnica de Viés, hem extret de 'animal
10 ¢. c. de sang i 'hem deixat aglevar per tal d'eliminar els protids
generadors de la fibrina. Després de molts assaigs hem arribat a es-
tandartitzar la proporcié de 4 ¢. ¢. de xerigot diluits en aigua fisio-
ldgica fins a obtenir 120 ¢, c. de solucid. :

Hem repartit aquests {20 ¢, ¢. en 6 parts iguals i els hem portat
potenciométricament a pH distints, variant gradualment de 4 fins a 10.

Aixi mateix hem fet amb 1'aigua fisioldgica que hem tingut cura
de portar-la sucessivament als mateixos pH.

Hem muntat els tubs de cataforesi segons model de Vlés (31), hem
deixat que al seu través (una série de 6 tubs) hi passés durant 4 hores
un corrent continu, de 150 volts de f. e. m. i d'una intensitat a l'en-
torn de 2 miliampers.

Aixi hem cercat la polaritzacié de les micelles colloidals dels pré-
tids del xerigot, d'acord amb la seva carga eléctrica manifestada en-
front de cada pH.

Els resultats d'aquestes experiéncies seran publicats integrament
per un de nosaltres (21) en reunir aguest problema amb el de la sig-
nificacié que pot tenir el pHi com a tsrreny «fisico-quimic» de V'orga-
nisme viu, | com a exponent diagndstic 1 terapéutic d algunes malalties.

Agui ens interessa anotar tres fets que ens semblen d'importancia
pet ajudar a escatir la dindmica dels protids del xerigot 1 la seva sig-
nificacié bioclogica.

1" Inversid de signe de la cirrega miceHar proteica.

2.* Dissociacié eléctrica dels protids del xerngot.

3" Formacié de complexos fisica-quimics amb els protids dis-
sociats,

1." Inversié de signe de la cdrrega micellar proteica

S} ens atenim a les nocions classigues que prevalen sobre la fisico-
quimica dels protids, és evident que aguests per la seva condicié d'és-
ser amfolits poden comportar-se igualment com a colloides positing
que com a coloides negatius. Perd, ben entés que aquesta chrrega
eléctrica estara sempre en funcié de la concentraciéd de H™* ions del
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medi. Les primeres observacions d'Hardy (22} fetes en aquest sentit i
portades a cap amb ovoalbiimina ja deien ben clar que si en el curs
de 'electroforesi posavem les particules de 'albiimina desnaturalit.
zada dintre d'una solucid neutra les miceles no anaven ni cap a ["ano-
de ni cap al catode; dintre d'una solucié Acida anaven cap al catode
i en solucid alcalina es dirigien cap a anode. _

Experiéncies posteriors de Kopackzewsk: {23}, Hober (24), Pauli
(25), Loeb (26) i Bechold (27} deixen tan ben precisat el concepte, que
no hi cap el més lleuger dubte. Tothom admet el fet experimental 1 la
seva llegenda doctrinal, que parla de la situacié quimica especial dels
protids, ens diu gue sén amfoters per la seva constitucié, que podem
representar aixi: -

H—R - OH

l.a preséncia simuitdnia de H i de OH els permet actuar com a
anions o com a cations, segons que el medi sigul ric en substancies -
alcalines o Acides respectivament, _

Degut al seu amfolitisme hom diu que davant d'un dcid el pronud
es comporta com un alcali 1 davant d'un aleali representa el paper
d'un acid. En l'escala dels pH hi haurd un moment que no es com-
portara ni com a acid ni aleali, Heus aci el seu punt isoeléctric (pHi).

Aguestes nocions classiques ens diuen per tant que:

A grans concentracions d hidrogenions, el protid situat en el tub
cataforétic es desplagard cap al pol negatiu car es comperta com un
cation (R H)+.

Per contra, davant de grans ¢oncentracions d hidroxilions el des
placament es verificard cap al pol positiu, car la seva disposicié és
com la d’un anion (ROH)— puix que es desplaga cap a 'anode.

Aquesta teoria s'ajusta estrictament als resultats practics obtin-
guts. Nosaltres mateixos en tenim bonics exemplars.

La teoria classica encara va més enlla.

Hom parla d'un punt isoeléctric dels protids que coincidiria amb
el moment en gué aguests no han d’actuar ni com a acids ni com a al-
calis, En aguest moment tenim el ion hermafrodita (¥} que tindria una

d'aguestes dues disposicions :
- VAALLDN
. RY
o bé ~Neo s
N+
R 7/
™~ CO0-

(com adn-mt Mann),

(%) «Zwitterions del alemany.
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[ a tal punt I'experimentacié ha estat generosa en resultats que
s'ha pogut caleular tedricament el punt isveléctric d'un prétid 1 veure
com aquest coincidia amb les experiéncies realitzades al Laboratori.

Caleul del punt isceléctric.—D acord amb les constants de dissocia-
¢ié K dels cossos eléctrics tindrem per a cada protid dues constants.
Una per la valéncia acida que sera:

(ROH)~ (H*) o

i una altra per la basica que serad igualment:

Ky R O~ (I
{HROH)

5] d'aquestes férmules en treiem l'expressié logaritmica tindrem
respechivament
log. (ROH)-+log. {H)* — log. (HROH)=log. Ka (H])
de la primera, i
log. [RH]* +log. [OH]— — log. [H-RewOH]=log. Kb (IV)
de la segona i per una senzilla transposicié tindrem :
log. [ROH]~ — log. {k@gommw;og“. (H]++1og. Ka dIIy
i expressat en valor pH, segons definicié d’aguest exponent:
log. [ROH]— ~log. {H ROH]=pH —p Ka (-
i pel que ateny a la férmula IV tindrem extractament ;
log. [RH]* — log. [H—R—OH} =pOH - PKb. vy
i restant ordenadament les férmules 117 1 IV’ tindrem :
[ROH]—
[RH}+

Ara cal gue tinguem en compte que to! aixd esdevé en medi

log. =pH — pOH — pKa +pKb

aqués i que per tal I'aigua té una relacié de H ions a HO jons expres-
sada per
(Ht) .(OH~ ) (0 0000001) {0.0000001)

(Ho) 0.9999999

i admetent que la valor del denominador és practicament igual a la

k a0 T

unitat, tindrem :

Kapo == (H*") A{OH) {V)
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1 de les dades experimentals ben conegudes se sap que la valor d'a-
questa K uo a 18° és igual a 0°000000000000014 i per tal 'expressid
cologaritmica de 'equacid V sera :
' pH+pOH =414
Ara bé, en aguest medi aqués hi trobem també aquell element
proteic electrolitic ; per tant, en el gue ateny a {aigua el pH serd

pH=14.14 — pOH

i fent I'addicié d'ambdés components tindrem :

RH+
2 pH=pKa — pKb+14.14 — log. (-~— ) (V1)

ROH-
i en arribar al punt isoeléctric és evident gue per definicié RH+=ROH—-
i per consegiiéncia
. i
pHi=7.07 — - {pKh — pKa) (VI
i si passem aquesta eéxpressidé cologaritmica a una logaritmica ordi-
naria tindrem :

pHi= mé"" log. {(Ka — Kb)= — (pKa+ pKb)

L
9
Davant de qualsevel exemple practic les valors numériques de
Ka i de Kb les trobem directament en les taules de constants,
5i seguim de més a prop Vies (28) i repetim I'exemple practic de la
glucocola trobarem que per aital substincia les taules ens donen una

valor de Ka=1.8. 10—

Kb=2.8. 10—
pRa=975
pKb=11.55

1 substituint valors de les equacions VII i1 VI tindrem respectivament -
pHi=7.07 — -;— (18,55 —9.75)=7.07 —0.90=6.17

per substituir valors en la férmula VI cal que traduim pKb en pH,
car les taules ens donen la valor en pOH, per tant caldra simplement
desplacar en aguest sentit '

pKb=i4.14 — pKb=14.14 — 11.55=2.59
per tant

9.75+2.59
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la practica corrobora, en efecte, que el punt isoeléctric de la gli-
cocola es troba a 6.17 ‘

En el mateix. sentit, perd, amb forca més complicacié, Vles (29)
arriba a calcular tedricament el punt isceléctric d'un amfolit polivalent
i encara hem de recondixer que hi ha una forta convergéncia entre els
seus calculs matemitics i els resultats experimentals. La férmula gene-
ral d'aplicacié és

i .
pHi= —~ (% tm pHi — 2 m’ pkm)
z .

on s equival al nombre total de valéncies Hiwres {no enganxades al
complexe) '

t el nombre de molécules que entren al complexe,

m el nombre de valéncies total (Acides 1 alcalines),

m’ el nombre de valéncies d'un sol constituent.

Després d'una tan afinada complexitat, cal que afegim el nostre
primer fet d ordre experimental,

Els prétids de la sang sovint ens han manifestat una ostensible
contradiccid d'aquests fets, en el sentit d haver-se invertit la ssva
carrega micellar.

De tot el que acabem de dir se’'n pot desprendre : primer, que
els protids es comporten com a colloides negatius a pH alts 1 com a
colloides amb cirrega micellar positiva a pH baixos. Després de.les
dades matematiques que acabem de mostrar, constatades sem-
pre pels resultats experimentals, no es pot dubtar de la seva auten-
ticitat. S'arriba-——hem vist—adhue a precisar numéricament el pHi.
Dones, si nosaltres trobem una i deu vegades una inversié total de la
carrega micellar proteica en el xerigot, hem d'admetre honestament
que aguests protids no es troben pas senzillament disposats a manera
de complexes d'amino-acids gue responen com si fossin amfolits poli-
valents. La micella colloidal del xerigot ha d'ésser més complexa. Els
fendmens d'absorcié hi han de jugar un fort paper. Gui sap si en la
mateixa estructura hi hem d’endevinar una comparsa lupidica que
donava lloc a |'estructura micellar lipoproteica gue admet Sandor (30}
‘amb arguments experimentals que no sén desaprofitables.

Vegem algun exemple de les nostres experiéncies : '
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Experiencia n.” 28

Solucions pH 5 6 7 8 9 10
AN N\ PN AN Fas AN
=+ |+ |+ {+~|+-
Potencial, en Volis
X st XbP. Xjo X]o X}. X
Alcohol-Acetona > e b X hd X
. ¥ P X X
i X olo Xi{. s o X Jo X
Sukfat Amoric Y X X
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Experi¢ncia n.° 3!

Solucions pH : 5 6 7 8 9 10
AN AN AN N s s

Potencial, en Volig

_ ¥ ox P x o ®]x o x|x x|x X|x x
Alcohol-Acetona oM E X XK X X XX XX X
X * > > > X X X

=

Koo b X X X XX x| x X

Sulfat Amonic X x E4 b4 XoxX | x o ox
A > s had X X
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Experiéncia n.° 26

Solucions pH 5 6 7 8 9 HH
N AN AN AN N S

Poiencial, en Volis

¥ooix olX o]l X olx o]lx .
Alcohol-Acetona % ® x > » pe
X X x X e
X X
X ofx oflxXx olx o o .
Sulfat Amdnic > Y b4 > X b'e
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Aquesta darrera no .sols es manifesta pegativa a pH baixos, ans
encara sorprén el fet que no s'hi trobi cap punt isoeléctric en tot 'espai
que va de pH 4 fins a pH 10. :

Volguérem repetir 'experiéncia per tal de portar el xerigot a pH
més desplacats i no ens fou possible perqué el malalt havia mort en
vint-i-quatre hores en quadre d'hiperglucémia manifeéta.

Cal remarcar encara, que «in vitron hem lograt aquesta inversid
operant amb pols d'albiimina d'ou redissolta i afegint-hi una quantitat
de colloide d’or protegit. '

L'experiéncia és aquesta

[D'aqui se’n podria deduir en primera aproximacid que els protids
de la sang sén agregats de colloides proteics i no proteics que seria
massa senzill d'identificar-los amb grups dehnits com sén les albi-
mines i les globulines.

2.* Dissociacié eléctrica del protids del xerigot,

Hem trobat un segon ordre de fets que ens interessa de remarcar,
Sovint esdevé que els protids del sérum de la sang no es polaritzen
tots ells en un mateix sentit. Encd 1 enlld del punt isoeldctric, trobem
les dues brangues del tub de cataforesi amb Tyndall positiu. '

Les reaccions de precipitacid fraccionada ens manifesten gue a
I'una banda hi ha floculats manifestos, en tant que a 'altra no passa
d’'un enterboliment de la solucié. Amb les sals corresponents hom
endevina que les albimines han corregut cap a una banda. en tant
que les globulines marxaven en sentit contrari,

Naturalment que ens referim al que normalment s'anomena albd-
mines i globulines, sense prejutiar que cada una d’aquestes micelles
pot ésser un agregat de protids i daltres substancies, com hem vist
en ['apartat anterior. ‘

Agquesta dissociacid de la cirrega micellar observada en els protids
d'una mateixa sang, només es fa notar d'una manera ostensible en
una determinada regié del pH. _

Aixi, per exemple, en Pexperidncia niimero 23 hom pot veure com
s'esdevé la inversié manifesta a pH 6. De totes maneres, s'ha de
remarcar gue en els casos en qué aixd es presenta en tots els tubs de Ja
série hom pot notar una inversié més o menys manifesta.

Tal vegada agquest fet recolza la complicacié micellar que hem
apuntat en i'rapartat ‘nfimero |, per(‘), almenys. ‘permet preveure mani-
festarnent que els protids del xerigot s6én capagos de reunir-se en com-
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Experiéncia n.” 1

Solucions pH 4 5 6 7 8 |

Potencial, en Volis

XKojxoixolXx]oxX}|oX
Alcohol-Acetona X A X e X
> et il
>
Syulfat Ambdnic’ o o | oo o| oX]oX

AKX
HKoXK
b

..
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Experiéncia n.° 23

Selucions pH 4 3 6 7 § 9
. PN AN 7N AN AN PN

Potencial, en Volts

_ OGO X . Ko XXX
Alcohol-Acetona <R X KX X
X .o A X
g
A4 =
Floc.
W A
Mt

. X
Sulfat Amonic 7 pd X
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binacions fisico-quimigues, fent complexos d'una major o menor esta-
bilitat.

3" Formacié de ucomplexosy fisico-quimics amb els protids
dissociats.

Fl professor Vles, de la Universitat d'Estrashourg, estudia curo-
sament la barreja de diversos amfolits i n'obté la formacié de comple-
xos proteics. Aquests complexos no tindrien més nexe que els lligams
fisico-quimics.

L’exemple més senzill i entenedor el farfem amb dos amfolits
monovalents. ‘

Cada un- d’ells té un pHi gue podem calcular segons les normes
donades en el primer apartat, Siguin, per exemple, pHi=5 i pHi=7,
respectivament. [in aquesta barreja és molt facil d'endevinar que
a pH 6, 'un es manifestard com a anion, en tant que l'altre ho fara
com a cation, La seva reunid es fa imminent i per tant ¢l complex
resultant serd un agregat de naturalesa fisico-gquimica.

Una explicacié com aquesta de la complicacid proteica és ben ele-
gant. [ encara respon als resultats experimentals de l'autor, el qual
treballa amb amfolits de férmula definida,

A nosaltres se'ns feia dificil d'admetre la possibilitat de forma-
ciéd d'aquests complexos en el si de la sang després de les experién-
cies referides en ¢l primer apartat. En efecte, els amfolits no obraven
tan netament en alguns casos i aixd ens feia preveure que la micella
del xerigot és d'una complicacié que no permet d’ajustar-hi els calculs
matematics de 1'autor.

Tot amb tot, és evident que la segona conclusié aportada de les
nostres experiéncies ens permet presumir la possibilitat—gairehé la
seguretat—de la forma de complexos en ¢l mateix sérum de la sang,

Es curids constatar com la pretesa generalizacid de Vies per a la
formacié de complexos proteics, es va estenent adhuc en aquells
casos en qué el raonament de I'autor no té aplicacié per tractar-se
d’agregats que escapen de les férmules matematiques per ell cal
culades. ‘

CONCLUSIONS

1.* la carrega micellar proteica invertida ens obliga a admetre
que els protids de la sang no sén simples globulines i albfimines, ans
encara_complexos de protids i altres substancies de naturalesa quimica
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mal definida 1 enganxades per forces fisico-quimigues d'una certa
labilitat.

2* Aixd fa preveure la impossibilitat d’aplicacié dels calculs de
Vles en formacié de complexos proteico-amfolitics, d'acord amb les
seves propietats fisico-quimiques.

3. La dissociacié electrolitica dels protids del xerigot en deter-
minades regions del pH ens demostra la importancia que pot tenir en
el nostre organisme no sols una desviacid guantitativa de les valors
proteiques de la sang, ans encara una desviacié qualitativa que afecti
la dindmica micellar o polaritat eléctrica,

“4.* La dualitat de les cirregues micellars amb inversié manifesta
de la seva polaritat, ens explica la possible formacié de complexos
fisico-quimics, per bé que sense acatar la previsié matematica

de Vles.

RESUMEN

En este trabajo, los Doctores Oricl ¥ Pifal-Nolla han hecho un estudio del suero
de la sangre por electroforesis. De los resultados obtenidos deducen que los coloides
de la sangre no son prétides sencillos como se viene suponiendo con la denominacidn
de calbiminas y globulinasy, sino que se trataria de verdaderos compuesios consti-
tuidos a base de complejos Hsico-guimicos. -

SUMMARY

In this treatise, Doctors Oriol and Pificl Nolla, have made a study of the blood,
through the means of electroforesi. K is deduced, from the results obtained, that the
coloides of the blood are not of protides only—as has been thought—but true corm-
pounds that can form amongot themseives physical-chemical compounds. '
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