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EXPERIENCIAS DEL ESTADO COLOIDAL

(Quinta, sexta y séplima coniribucién) (%)

LOS PRECIPITADOS DE SALES DE CALCIO EN GELES

br

DE GELATINA Y SUS RELACIONES OSTEO-
Y ODONTOGENETICAS

POR EL

Dr. Guillermo V. Stuckert

Haece ya siete afios que fuera publicado nuestro trabajo so-

e ‘““Los factores fisico-quimicos de los dsteo- y odentogénesis’

(1) Las anterioves experiencias sobre el estado ecoloidal han &ido publica-

das en forma de articulos aislados en las revistas que citamos a con-
tinuaeion:

Primera contribucion. Algunos nUEVOs fendmenos fisico-quimicos ¢n
los géles. Gmllermo V. Stuckert y Alberto Marsal. — Rev. de la
Univ. de Cérdoba. Afio XI'No 7, 8 y 9. 1924. ~

Segunda contribucidn. Ueber 'rhythqmsche Reaktionea m U-Form.
Guillermo V. Stuckert — Kolloidzeitschrift. Band XXXVIT.  Heft
4. 1925.

Tercera contribucién. Aceién de las sales sobre los geles. Guiller-
mo V. Stuckert. Anal. de la Asociacién Quimica Argent. Tomo XI.
pag. 352. 1926. .

Cuarta contribucion. Algunas modificaciones de los precipitados pe-
riddicos del tipo Liesegang. Guillermo V. Stuckeri. En ¢‘Investiga-
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Era una monografia del conjunto de los conocimientos que
hasta, entcnces se tenfa de este asunto, ampliado con muchasfex-
perimentaciones propias (*).

Es muy dificil compenetrarse de todos los aspectos de la com-
binaeién osea, orgéniea e inorginica, de tan alta diferenciacién mor-
folégica en los organismos de los vertebrados. En efecto, muchos
de los fendmenos formativos de los huesos y de los dientes afin es-
capan a una imitacién en condiciones biolégicas aceptables, y su
explicacion fenomonoldgica es a veces precisa llenar con teorias
o hipétesis de sus causas provoeadoras.

En estos afos, no hemos cejado en seguir el camino de tanto
interés biolégieo, emprendldo entonees y algunas de nuestras publi-
caciones, en especial sobre la forma de precipitades caleicos, han
mereeido nuestra preferente atencién. También, han contribuido
algunos autores extranjeros a aclarar ciertos problemas de la mis-
ma Indole, asi citaremos los trabajos de Klinke (), Guillaumin
(*), Kay (%), Giufré (°), y Antoniani y Usuelli (°).

Pienso, que en la futura reedicién de la monografia sohre os-
teogénesis, se han de tomar en cuenta estas nuevas investigaciones
" junto con las nuestras.

Bn la forma, como se separa el tejido de nueva formacién pé-
trea de sus circunvecinos, entresacamos los hechos sobresalientes
siguientes: la precipitacién coneéntrica sistematizada alrededor de

ciones del Laboratorio de Quimica Biolégica’’. ler. tomo. pig. 208.
Afio 1932,

Quinta contribucién. La obtencion de los precipitados de sales de
calcio en geles de gelating. Guillermo V. Stuckert. Sesiones de Qui-
mica de Buenos Aires. Agosto de 1934.

© Sexta contribucién. Los precipitados sistematizados de las saies
de calcio y sus relaciones Gsteo- y odontogénicas. Guillermo V. Stuckert.
Comunicacién a la Sociedad de Biologia de Cérdoba, 20 de Noviem-
bre de 1934.

. En esta publicacién se encuentra reunido lo tratado antenormen-
te en la quinta y sexta comunicacién, junto con nuevos datos que con-
sideramos comeo séptima contribucién.

(1) G. V. Stuckert. Coniribuwcion al estudio de los factores [isico-
quimicos ‘de lo osteogénesis ¥y odontogémesis. Actas’ del Congreso Tm-
terno de la Facultad dé¢ Medicina. Afio 1927. Cérdoba.

Klinke. Ergebnisse der Physiologie de Asher Spiro. Band XXVI.
235. 1929.

Ch. O. Guillaumin. Bul. Soe. Chim. Biol. XIV/1/85, 1932.

Kay. en Luck. An. Rev. of. Bioch. 1/187, 1932,

Giuffré. Biochem. Zeitsch. Band. 229/296.

Antoniani y Usuelli. XIV Cong. Inter. di Fisiol. Roma. 1932.
pag. 9.
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los eanales de Havers; la transformaciéon del precipitado a gran

dureza; y una consecuencia de mayor petrificacién, que es la -

opalesecencia o irisacién, sobre todo del tejido esmaltico del diente
con cierta analogia a las perlas o al néear.

i Cémo imitar m vitro estes transformaelones que se observan
en la osteogénesis? Los fenémenos son tan comnleJos que solo Po-
demos obtener en los ensayos uno u otro cambio aislado y deducir
asi sus causas; naturalmente que lo méis interesante es la forma
de la separacién céleica insoluble.

Si hacemos difundir en un gel de gelatina de concentracién
entre 2 y 256 % a dos sales solubles, que actuando una sobre otra,
provocan la precipitacién de otra sal insoluble, por ej. entre el
fosfato de sodio y el-cloruro de calcio, con la obtencidn de cloruro
de sodio soluble y del fosfato de calecio muy poco o nada soluble,
entonces estos preecipitados tienen apariencias distintas; por ej. es
posible encontrar: 1°. precipitados difusos sin morfologia o siste-
ma alguno; 2°. precipitados eristalinos de diferente tama-
fio; 3°. precipitados periédicos en capas superpuestas (obtenidos
en tubos), o en capas concéntricas, (obtenidos en placas), eétgs al-
timas a veces en relieve o en escritura (ver més atras); 4°. pr‘eei-
pitados parcialmente sistematizados en forma de un anillo difu-
30, espeso en sal precipitante y de aspecto irisante.

Bs probable, que la primera forma no tenga interés biolégico
normal, pero si patologico, resultando de una inconveniente con-
eentracién salina, que podma encontrarse ya en el suero sanguineo.
Asi sabemos que Tas relaciones caleicas en forma ibnica, vy de com-
plejo soluble y adsorbide y de fosfatos varia en c1eI’tos estados pa-
toldgicos, como puede observarse en el cuadro adguntn en 10 que
se refiere a la sangre normal a la sangre en el raquitismo y en la
osteomalacia (ver fig. 1). En la gelatina es facil obtener esta fmu
ma. difusa de muchas sales de calcio insclubles.

En cuanto a la segunda forma de separacién eristelina de
una sal céleiea, no es comnmente biolégica; la hemos obtenido de
diversas formas en los experimentos. Algunas de estas eristaliza-
eiones ya han sido mencionadas en publicaciones anteriores y pue-
den cbservarse nuevamente en las fotografias adjuntas (Fig. 4 ¥5).

Sin dude que la tercera distribueién de los precipitados en
forma sistematizada o peri6dica, es la que hiolégicamente tiene
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més, interés ¥ la que en el .experimento puede sorprenderse mejor.
Lios precipitados ritmicos del tipo Liesegang, obtenidos en muchos
anteriores ensayos y la repeticién de estas formas no sen ninguna
novedad (ver Fig. 2 v 3).

& Fig‘. 2

Ensayo 1 a)—Con gel
de gelatina al 5 %,
aunque esta es la for-
ma més comin de la
precipitacién  ritmica
de fosfato triedleico
de cualquier concentra-

cién
¥ig. 3 —
Ensayo 1 b) — Con-
centracién del __gel al
2 % N

En cua_fxto a la cuarta forma de precipitado,irisado, hemos po-
dido imitarla y se eonsignan en las siguiente péaginas.

BEstudiande los precipitados sistematizados, especialmente los
ritmicos, hemos hecho y haremos resaltar la influencia de log si-
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guientes factores, que obran modificando los fenémenos : concen-

tracién de la gelatina, coneentracién de las sales reaccionantes, di-
ferencia de composicién en lag mismas sales, concentracién de hi-
drogeniones; quedando aun muchos puntos que aclarar.

Fig. 4 y 5. — Con-
centracién de gelatina
al 7 %. Distintas for-
mas del precipitado
ritmico irregular econ
cristalitos. Estas foto-
grafias fueron tomadas
de tubos de los expe-
rimentos N° 1—h, cs
deeir con gelatina dia-
lizadg con adieién de
€1,68; aunque corres-
ponden @« la misma
forma de 1—d.

Para 12 precipitaciéon construetiva de los huesos en ortofosfa-
tos y carbonatos de ealeio msoluble& deben tomarse en cuenta in-
dudablemente y méas que todo estas sales, pero no debemos excluir
otrcs posibles precipitados, o por lo menos, es interesante gonocer
€omo se eomf)ortan en el experimento.

¢
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PRIMERA PARTE

LA OBTENCION DE PRECIPITADOS DE SALES DE CALCIO EN GELES

DE GELATINA

(De la qu;inta, contribuecidn, ver pag. 445; nota al pie)

Ie. ENSAYOS CON ORTOFOSFATO DISODICO
Método. — Para el caso, se ha empleado gelatina natural, ca-
lidad Oro, eon un contenido de czleio propic de un 8 por mil. Se
disuelve la gelatina en agﬁa caliente, empleando concentraciones
desde. un 2 hasta a un 25 %, y para impedir el desarl:ollo de mi-
Croorganismos. se agrega una pequefiisima cantidad de timol, sin
que éste llegue a enturbiar el sol o gel, que se forma. El p. H.
inieial determmado por el método de Mlehaehs es de 7.0. Se re-
parte el sol de gelatina en tubes de ensayos o en eapsulas de Pe-
tri y si la concentracién y temperatura lo permite, se deja gelifi-
car. Después se afiade en los tubos el fosfa,to en sustaneia, que-
dando naturalmente en caso de ser un gel el solido superpues-
to a la gelatina. Desde entonces se deja a una temperatu-
ra de 22°. En otros ensayos se 1nv1erten las colocaemnes es deelr
se agrega a la gelatina dializada el fosfato, y se’ superpone la sal
calcica, v en otras pruebas empleamos gelatina perfectamente . dia-
lizada agregando la sal deseada. Cuando se opera en ecapsulas de
Petri, se dispone la sustancia sélida que debia difundir, en la par-
te media, en uno o varios centros- de difusion: Los es per1mentos
se realizan generalmente en las mismas condiciones en muchos
tubos a la vez (b a 20).
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Ensayo 1°. a) Usando una concentracion de gelatina del 2 %,
se mantiene en forma de sol a la temperatura que cperamos, por
lo cual la sustancia afiadida va al fondo y la reaccién de difusién
se produce desde abajo. Si sc agrega asi a la gelatina natural cl-
cica el fosfato en sustancis, se produce un enturbamiento tenue,
que corresponde a un preeipitado de fosfato tricaleico, cbservando-
se que después de élgunos dias todo el tubo se ha enturbiado igual-
mente. Al principio este enturbamiento puede hacerse en forma
~de estrias en el sentido vertical; mientras que aumenta la difu-
sién de la sal fosfitica va aumentzndo cl p. H. hasta quedar fi-
nalmente en 8.0.

“Ensayo 1. b) Concentracién de gelatina 3 %, gelificaciéon en
los tubos v superposicién del fosfato disédico. Se observa al prin-
cipio en la zona de contacto uns soloidizacién del gel, que dura
unios dos diss, para volver a gelificarse después de nuevo. A la
zona de. soloidizacion sigue otra de difusién con enturbamiento ge-
neral, ciiyo cspesor es variable desde 2 milimetros hasta 16 milime-
tros; en las horas y dias siguientes se vzn formando los anillosde
preéipitaeién, siendo los primeros regulares, luego cada vez mas
trregulares (ver Fig. 2 y 3). Se encuentran entre éstas: formas im-
perfectas, anillos de Saturno, anillos -anastcmosados, anillos eon
varios orificios y otros como eélador, 2 veces quedan solo pedazos-o
esbozes dc algunas ruedas, tomando a menude los Gltimos una po-
sicién inclinada. El ntmero de estos anillos oseila entre 13 a 20,
y se encuentran bastante separados unos de otros. Se ha-observado
también la formacién de pequefios cristalitos aislados, que vistos
con lente tienen una disposieién irradiada. Generalmente después
del cuarto dia nc aparecen anillos, quedando en el fondo del tube
una zona sin precipitados. A medida que avanza la precipitacién
aumenta el p. H. hasta estabilizarse en la zona de reaccién cn-
tre 7.8 v 7.9. '

Ensayo 1. ¢) Concentracién de gelatina 5 %, gelvatizado en
tubos, fosfato superpuestc. Después de una estrecha zons de en-
turbamiento se forman ya en las primeras 24 horas, 2 a 3 anillos
separados y perfectos. La -anillzeién aumenta después v llega por
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filtimo hasta 26. También aqui, los Gitimos tienen las caracteristi-
cas de irregulares o incompletos. Hay pocos eristalitos. El p. H.
en la zona de anillacién es alrededor de 7.7.

Ensayo 1. d) Concentracion de gelatina 7 9, gel en tubos;
fosfate superpuesto. La anillacién se hace ‘mids réapida -que en el
ca,w mrwm aI priincipio muy re‘gular y juntos, luege ,xrregulares

luerg@ pe@azos de anﬂlos a veces en U o semil nares ¥ pegados a
la {pa%re& &sel tubay su nimero llega hasta 40 0 mas al ultmw $e no-

anfllacién Mega hasta 7.5
Hemos eomprobado que si en vez de va‘}erse ‘en “las mismas

ccmdrlemnes antemere’s de la sustancia sélida &
ung solucmn saturada de fosfato disédico, la &
tante, los anitles~son més 1rre0'u1ares v la ea; ‘
menor (has’ﬁa 8).

erpucsta, se pone

?
¥

Em&yo z, “e. ) Concentracién de gela tma; al 10 %. Ali-gel
ebtableex&@ en los tubos se sochrepone el fosfato disédice, v muy len-
tamente se formam anillos juntos y, casi siempre perfeetos, Ilegan-
nmném solo 2 T ¥ no multlphcandose méas. Bn . la zona de
v el p.o H. es alrededor de 7.4. :

i

Enswg@ 1. f ) Coneentracmn de gel?tm@ %.Se p“onevel

ni fa . despues de mucho tiempo; el p. H. en Ia zonia t
de: 7 9.

. Ensayo 1. g.) Al agregarse en un gel de gelatina natural al
3 %, fosfato disédico en proporeién del 1 % iy se pone. ene
este 0’61 el clorure de caleio cristalizado, ent@nees se soloi
sustaneia va al fondo v se enturbia todo mtensamente
formaelon de preecipitados ritmicos.

Ensayo 1 h.)Y Sise emplea gelatina perfectam(nte diali-
zada, afiadiendo cloruro de ealeio al 1 % y superponiendo fosfa-
to de sodio en sustaneia, eon cualquier concentracién de gelatina,
observamos -siempre les mismos fenbémenos anteriormente mencie-
nados, siendo el desarrollo de los circulos méas nitido, mas clara
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la gelatina, y més pronunciados los cristalitos; de estos tltimos,
hay en comparacién al ensayo eon gelatina natural, mayor ecanti-
dad, y a veces invaden toda la zona de precipitades ritmicos.
(ver Fig. 6).

<« Fig. 6

IR ST=c. e

Ensayo 1 h) — Obsér-
vase la gran cantidad
de nteleos de erista- f
lizacién. (eristalitos). |}

Fig. 7

Ensayo 1 i) — Difu-
sién del cioruro de ecal-
cio desde abajo hacia
una geiatina con con-
tenido fosfético s()diqu,

)

- Emsayo 1. 4.) Si se invierten los términog anteriores con ge-
latina dializada, agregando a la misma fosfato disédieo al 1 % ¥
dejando difundir el eloruro de caleio superpuesto, se nota solodiza-
cién del gel, la sustancia va al fondo o produce desde abajo un pre-
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cipitado grueso que alecanza a veces algunos centimetros y otras ve-
ces sc modelan en una zcpa inferior 2 a T anillos mal delineados
vy borrosos, y con interposiecién y superposicién de eristalitos; lue-
go viene una zona de enturbamiento general y termina méas arri-
ba en un fnico znillo muy grueso (ver Fig. 7).

Resultado de los ensayos anteriores. La relacion que existe en-
tre la concentracién de la gelatina y la cantidad de anillos que se
forman ritmicamente, se puede seguir en el diagrama adjunto
(Fig. 8). Asi vemos que la mejor anillacién corresponde a una
concentracién del 7 % de gelatina con una temperatura de 22°. La
curva del p. H. depende de la mayor o:menor difusibilidad de la
sal fosfatica y ella no parece influir en los limites ensayados, en
la mayor o-menor formacién de anillos, es decir que estox se desarro-
llan hien entre un p. H. de 7 a 8. Los anillos se congregan bien
al difundjf la sal fosfitica de sodio a través de un gel de gelatina
que contiene, aunque sean pequefias cantidades de sales de caleig,

mientras los anillos se configuran mal o no lo hacen con la' difu-
sién invertida.

CUADRO DE LA RELACION DE LA CONCENTRACION DE GELATINA,
CON LA CANTIDAD DE ANILLOS PERIODICOS Y LA VARIACION

DEL p.H.
i -
Ensayos Conceniracion de | N°. de anillos pre- ‘ P. H. final
gelating cipitados, término | )
medio

2 2 por % 0 8.0
b s, 16 7.9
[ 5 4 26 7.7
d 7T 5 40 7.5
e 0, 7 7.4
£ 25, 0 7.2




ANO 21. N° 9-10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1934

N
N
V)
3
%

ﬁ.ﬂ

8o
4¢ 7.8
30 76
20 14 - —0
10 72 “.

o
le] {0 Z . , ,
-6 7z 8 9 70

1 2 3 4 5

Concentracion de fo gelatina %

Diagrama del p. H, y de la formacién cuantitativa de los anillos ritmicos de fosfato tricdleico en relacién con
" la concentracién de la gelatins

Fig. 8




ANO 21. N° 9-10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1934
— 457 —

Este resultado puede tener su aplicacién para la interpreta-
cidn de la teoria esteo@enetlc‘ de los capturadores de Pfaundler,
Freudenberg, Guorgy y Stuckert® (ver Osteogenesis 1. cit. pag.
40, 44 vy 98). Segin coquel enunciado, la unién del coldgeno se
produce primerc con el calcio y recién después se precipita con
la sal fosfatica, sunque el fendémeno inverse podria también suce-
der, por ser la gelatina o el colageno un anfigeno; pero eon estos
ensayos afirmamos, que si se originan precipitados ritmicos perfeo-
tos, como los que se observen alrededor de los canales de Havers,
debe producirse primero la reunidn del prétide con el caleio y lme-
go la precipitacién del fosfato. Asi que la suposicibsi tedrica ha
sido confirmada por los hechos experimentales.

Los preeipitados difusos simples o-los de anillacién periédiea,
al reaccionar el fosfata con una sal de caleio soluble, @ebén ser
forzosamente de ortofosfato tricéleico, "mientras que la foi’macién‘
de cristales, va sea entre Ids anillos o debajo de ellos, debe ser de
un fosfato con mucho menor contenido ealeico, quizas un fosfato
doble de sodic y caleio, ya que mo es probable que sea un fostato
acido de calcio, debido al p. H. que no cambia mayormente.

Sin embargo, esto tltimo resultard por dos causas, primero,
porque los mismos cristalitos también se encuentran en el casc que
tomamos un gel <de gelatina dializade con un pequefio porecentaje
de fosfato de sodio (1 por %), haciendo difundir a través de és-
te, la sal calciea soluble, y que por lo tanto sus iones pravalecen
sobre los de sodio y de fosfato, ademés encontramos los mismos
eristalitos con un p. H. bajo, hasta menos de 5.0, siendo la zona
de p. H. mas faverable para Ta separacién de cristalitos entre
5.0 2 6.0 '

Ensayos 1 k). — Difusion en cdpsulas de Petm’. —

Se usa: gelatina: natural al 3 % con timol, a la cual se adicio-
na cloruro de caleio cristalizado al 1 %. Se coloc el sol en cap-
-sulas de Petri de manera que contenga més o menos 1 cm. de al-
tura. Después de su gelificacién se coloca en umo ¢ varios foecos
 distantes, al fosfato, .diéédieo en sustaneia. Fo primero que se ob-
seLya es una disolucién del fosfato con parcial solvatacion de la
gelatina gue rodea al fosfato y se van depositando anillos ritmieos
de preeipitac;iénl de fosfato triclcico; su nlmero es variable, en-



Fig. 10

Dos casos de difusién rit-
mica de fosfato disédico
en gel de gelatina célei-
ca, obtenida en capsulas
de Petri. Se nota en la
primera figura la difusién
desde dos nficleos y en la
segunda desde tres. No
hemos observado Cassino-
taxis. (Lit.: Zehn Jahre
Forschung auf dem phy-
sikalisch. Medizin Grenz-
gebiet, Fr. Dessaver. -—
Articulo de R. Ed: Lie-
segang sobre Cassinota-
xis).
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Tipos de gelatina: A=

ANO 21. N° 9:10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1934

GELATINA 5 POR %, ADICION DE SUSTANCIA SOLIDA.

grano fino, B = granc mediano, C == grano grueso.

(Resultados a los 3 dfas)

ENSAYOS COMPARATIVOS DE DIVERSOS GELES DE GELATINA EN TUBOS DE ENSAYOS Y PLACAS, CONCENTRACION DE

Gelating Sustancia Sustancia sélida Zona de P.p. Amnillos Forma Distancie  |Cristalitos | Soloidizacion
y Fotegrafia aitadida superpuesta o afio- difusa de anilles de anillos del gel.
dida en el centro

N -

A Fig. 11 (0] PONaH poca 6-10 |perf. e imp.| sevarados pecos no

B Tig. 12 O » - 3:5 " imperf. mai delin. pocos * no

C (¢] ” ancha 0 imperf. — regular no

A Tig 13 y 14 CLCa % » ancha 5-25 perf. e Jnntos muchos 10

] impert,

B Fig. 15 y 16 5 ” ’ : 4-7 imperf. » " no

¢ Fig. 17 » » ”» poca 0-3 semilunar e separados muchos no o
imperf. pareial
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Gelating Rustancia Sustoncia sélida Zona de P.p. Amnillos Forma Distancia  |Cristalitos | Soloidizacion
y Fotogrefia aiadida supcrpuesta o aiie- | difusa de awilles de anillos del gel.
dida en el centro
I\KT{" 21 JO Q 1!‘- !\Jn‘TYUIJRDF n!f‘TET\HDRU 1024

A Fig. 11 (¢] PONa H poca, 6-10 |perf. e imp.| senarados poeos no

B Fig. 12 0O » R 3-5 imperf. mai delin. pocos no
C 0 » ancha 0 imperf. —_ regular no

A Fig. 13 y 14 CLCa 1 % " ancha 5-25 perf. e juntos muchos no

imperf.
B Fig. 15 y 16 " " - R 4-7 imperf. " . 1o
C Fig. 17 5 ’ . poca 0-3 gemilunar e separados muchos no o
imperf. : pareial

A ” R PO,Na, regular 3 imperf. poco sep. 10 no
2 ” 2 o mucho 1 iris. — no no -
C 2 33 2 2 ¢ M - - no si

A " ’ PO,Na,NH, regular 4 imperf. juntos muchos no

B 5 5 o mucho 2 » »s pocos no

c ” » 2 mucho 0 Pp. relieve no no
A Fig. 18 PONa,H 1 9% CLCa mucho s imperf. — m. Poeos ) si

B ” ” » 43 0-1 2 - P.p. fino si

C » s » muy mucho 0-1 ’s — no si

A Fig. 19 Gluconato PONa.H poco 5-10 perf. e senarados regular no

) caleico 1 % imperf,

B Fig. 20 " " s mucho 0-4 ) »y muchos no

C % 5 o 0-3 imperf. juntos » no
A . " PQNa, mucho 1 iris. — no no
JE] » » 3 2 1 i - ns no

C 2 » 3 » 0 — — no 10
A " » PO, Na,NH, mucho 1 iris, — 10 no

B ” » ” " 0 — ne no

C »” »” 1 ] 0 - - ne no

Semilun. — semilunares.

NOTA: P.p. = precipitado. Perf. — perfectos.. Imperf. = imperfectos. Iris. = irisacién.
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contrandose entre 3 y 7 anillos perfectos y 1 a 3 irregulares. La
distancia entre eada anillo aumenta de la periferia al eentro, mien-
tras que el p, H. disminuye en la misma direccion.

A veces, pero no siempre, se forman entre los anillos y mejor
en una zona externa fuera de ellas, pequefios eristalitos. Hemos
hecho experimentos con dos o més ntcleos de difusién central, no
encontrando Cassinotaxis (ver Fig. 9 v 10).

Si después, se dejan mucho tiempo las cépsulas expuestas al
aire, la gelatina se deseca, y los anillos de precipitacién quedan en
forma de relieve bastante endurecidos. La altura de estos anillos
en relieve oscila entre 3 a 10 milimetros, también pueden encon-
trarse los cristalitos sobrsalientes de la gelatina deshidratada. La
altura de los anillos -en relieve disminuye en forma de escalones
del centro a la periferia.

Si en vez de emplear gelatina natur91 se realiza el experlmen-
to con gela.tma dializada, y en la cual se comprueba que no exis-
te més caleio, pero al cual se agrega cloruro de calcio al 1 9,
entonces la anillacién es més perfecta y mayor su niimero (8 & 12).
Iia desquelificacién también origina anillos en relieve, mientras que
log cristalitos son raros. Tl p. H. disminuye del centro a la pe-
riferia .

Cuando invertimos en el caso anterior la posicién de las sales
actuantes, es decir, mezelamos con la gelatina el fosfato disédico y
colocamos como nicleos centrales de difusién al elorure de ealeio
cristalizado en sustancia, aparece una zona de soloidizaeién ma-
yor, que luego también se regelifica. Después precipita la sal
calcica insoluble en la periferia enm parte en forina difusa ¥
como un débil enturbamiento, y luego aparecen algunos ani-
llos muy irregulares, entrecortados, mal delineados, cuyo ntimexo
es apenas de 2 a 4; més afuera viene una ancha zong !ena de pre-
cipitados de forma irregular, semejando letras extrafias; y que muy
bien podriamos llamar precipitados en escritura.

Resultado de los experimentos en cdpsulas. —

La difusién reaccionante en capsulas del ortofosfato disédico
con cloruro de caleio produee los mismos fendémenos que en el tu-
bo de ensayo, Ginicamente que por la disposicién horizontal del drea
reaccionante, las figuras resultantes son de precipitados eoncéntyi-
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cos; solo en esta forma de operar se ve bien la accidn desquelgiﬁ—
cante en los anillos precipitados, con la presentacién en relieve.

' En estas pruebas de las capsulas, mejor que en los tubos de
ensayo, se observa especialmente la diferencia que existe entre la
difusién del fosfato disédico en la gelatina céleica.con sus anilles
perfectos y la difusién inversa del cloruro de caleio en la gelating
fosfatica con la formacién de anillos imperfectos y la precipitacién
irregular en eseritura.

Influencia de la comcentracion de hidrogeniones en prdcticas
andlogas a las anteriores. — Hemos notado ya que las variacio-
nes de concentracién de hidrogeniones que proceden de la adicién
de fosfato disédico, 16gicamente no puede cambiarse, sino entre es-
trechos limites, es decir entre 7.0 y 8.0: la formacién de anillos
ritmicos es entonces mas o menos perfecta. En otro trabajo habia-
mos indicado que un p. H. superior no es conveniente para la pro-
duceidn de precipitados ritmicos (ver Osteogénesis, 1. cit. pag.
148 y anteriores), y que un p. H. inferior hasta 5.6 no afecta su
configuracidn. ’

Conseguir una amortiguacién de cambios de concentracién de
hidrogen-iones es con los buffers usuales imposible, puesto que ellos
modifican fundamentalmente la forma de precipitacién ritmica, que
es el asunto de mavor interés.

Siguiendo en el campd deido las pruebas, constatamos que al
agregar pequeflas proporciones de acido clorhidrico y asi disminuir
el p. H., la cantidad de los anillos es cada vez menor y ellos son
imperfectos, sobre todo va borriandose el cardeter de precipitado
ritmico debajo de un p. H. de 4.7 (punto isoeléetrico de la ge-
latina), debaje de 3.5 ya no se componen anillos, sino que hay
un enturbiamiento general. Cuando el p. H. se acerca a 2.6, em-
pieza. a soloidizarse la  gelatina gelvatizada y con un p. H. de
2.0 la solodizaeién es total y muy rapida.

Resultado. — Hasta cierto punto, no del todo de acuerdo con
'mis conclusiones publicadas en osteogénesis, 1. ecit. pag. 148, en-
contramos que el p. H. més favorable para la formacién cuanti-
tativa de anillos ritmicos es alrededor de 7.0, y al disminuir éste,
también disminuyen aquellos v se hacen mis irregulares, debajo
de 3.5 no hay precipitaciones ritmicas.
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2°. ENSAYO CON BICARBONATO SODICO

Si en vez de ejecutar los ensayos eon fosfato disédico se trata
con el bicarbonzate de sodio que se hace difundir en un gel de ge-
latina dializada eon cloruro de calcio cristalizado ep una propor-
cibn de 1 %, y operando con un p. H inicial de 7.0, se observan
los siguientes fenémenos.

Ensayo 2 a). Concentracién de gelatina 2 %, quedando la
mezela en los tubos como sol, y la sustancia agregada va al fondo
del recipiente. No se observan cambios, ni precipitados ni entur-

biamiento, encontriandose que el p. I—I aumenta hasta quedar al-
rededor de 7.8.

Ensayo 2 b). Concentracién de gelatina del 5 %, al gel for-
mado en los tubos se sobrepone la sustancia y se advierte después
de varios dias enturbiamiento o preeipitados tenues en forma se-
milunar, mientrag que p. H. sube hasta 7.6.

Ensayo 2 c¢). Concentracién de gelatina 10 %, la sustancia
superpuesta al gel difunde y provoca enturblamlento general que
progresa muy lentamente, lo mismo sucede con el p. H.

Ensayo 2 d). Si se opera con unz concentracién de gelatina
al 25 %, se notan los mismos fenémenos anteriores, pero ellos son
mas lentos.

Resultados de estos’ experimenios. — Haciendo difundir el
bicarbonato sédico a través de gel de gelatina con jones ealcicos, no
se observan precipitados ritmicos, sino un enturbiamiento débil, por
consiguiente el bicarbonato eélcico formado no tiene en las eondi-

. ciones mencianadas un limite metaestable de formacién periddica
frente a las sales de caleio, como sucede con el fosfato disédico.

3°. ENSAYO CON CARBONATO NEUTRO DE SODIO

Sustitiyendo en los experimentos anteriores el carbonato aci-
do de sodio por carbonato meutro, y operando en lo demés en con-
diciones idénticas, hemos hecho las siguientes observaciones:
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Ensayo 3 a). Concentracion de la gelatina 2 por %. En ¢l
sol formado, al gue se ha afiadido la sal, se encuentran precipita-

dos irregulares, como musgos que parten desde el fondo; el p. H.
aumenta hasta el 7.6.

Ensayo 3 b). Concentracién de gelatina 5 %. Si se pone al
gel en contacto con la sustancia en la parte superior, éste se inva-

gina, se desarrollan precipitados en finos puntitos y el p. H. au
menta.

Ensayo 3 ¢). Conecentracién de la gelatina 10 9%. La sustan-
cia a difundir, apenas produce en una estrecha zona un poco de
enturbiamiento y aumenta ahi el p. H.

Ensayo 3 d). Con una concentracién del 25 % de la gelatina,
1o se nota enfurbamiento, ni eambio acentuado del p. H

Resultado de las pruebas con carbonate neutro de sodio. —
Esta sustancia no es capaz de precipitar periddicamente las sales
de calcio en las condiciones anteriores; si la concentracién de la
gelatina no es demasiado elevada, se establecen a veces enturbia-

mientos uniformes, o en pequefios puntitos ¢ sino en forma de mus-
gos.

4o, ENSAYO €ON ACETATO DE SODIO

Se ha empleado gelatina natural con un 8 por mil de caleio,
¥y vestigios de timol, cuyo p. H. inicial era de 7.0 y a cuyo gel
se superponia el acetato de sodio en sustancia.

Ensayo 4 a). Concentracién de gelatina al 2 %, afladiendo
al sol la sustancia, esta reacciona desde el fondo dando un halo de 1
precipitacién sin periodicidad, ni modificacién del p. H.

Ensayo 4 b). Concentracién de la gelatina al 5 %, la sus-
tancia encima del gel produce primero una licuacién invaginada
y luego halo de precipitacién tenue; la soloidizacién prosigue en
los dias siguientes hasta hacerse total. No se observa sistematiza-
cién de precipitados. ’

Ensayo 4 c¢). Concentracién de gelatina al 10 %. Al agre-
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garse encima del gel el acetato en sustancia, se cbtienen los mis-
mos resultados anteriores.

Ensayo 4 d). Con gelatina al 25 % se observan los mismos
fenémenos que en los casos citados.

Resultados de los experimentos con acelato de sodio. — El
acetato de caleic que se forma, es soluble en el agua y logicamente
no produce precipitados ritmicos, pero se observa un enturbiamien-
to tenue, que se reparte por igual en toda la masa soloidizada, por
lo cual esta sal debe comsiderarse poco soluble en el gel de gela-
tina. El P. H. no se modifica.

5°. ENSAYO CON SULFATO DE SODIO

En las mismas condiciones del ensayo cuarte se ha superpues-
to en los tubos de ensayo, sulfato de sodio neutro cristalizado, re-
gistrandose segfin la concentracién los siguientes eambios:

Ensayyo 5 a). Con gelatina al 2 9%, qiie se mantiene como sol,
se observa que la sustancia que va 2l fondo del tubo, no produce

un precipitado, o este es apenas nubecular. El p. H. no sufre
variaciones.

Ensayos 5 b, ¢ y d). Con concentraciones de la ‘gelatina al
5, 10 v 25 9%, nos encontramos sin precipitado visible.

Resultados con el empleo del sulfato neutro de sodio. — Esta
sal no modifica sensiblemente un gel de gelatina con caleio, nada
de precipitado periédico se ve, y la difusién del sulfato, si es que
se realiza, se hace al parecer con mucha dificultad. En un sol de
gelatina se encuentra un enturbiamiento tenue.

ENSAYO 6°. CON FOSFATO DIPOTASICO

Agqui hemos analizado los experimentos con la gelatina natu-
ral de contenido céleico del 1 %, aifizdiendo timol necesario, ope-
rando a una temperatura de 20° y econ un p. H. de 7.0.
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Resultado de la accign de une mezcla de fosfalo disédico y carbo-
nato monosédico. —

La superporsicién de esta mezela a un gel de gelatma célecica,
produce soloidizacién pareial e irregular, al mismo- t1empo se for-
man precipitados espesos en una ancha zona. Con una, eoncentra-
€ién relativamente elevada de la gelatina se obtlenen pocos preci-

pitados ritmicos e irregulares, el p. H. aumenta en la zona de di-
fusién.

CONCLUSIONES GENERALES: 1°.) De las sales emplea-
das para obtener precipitados de caleio insolubles en geles de ge-
latina de diferente concentracién, solamente el ortofosfato disédi-
CO €es capaz de difundir ritmicamente con produccién de anillos de
precipitacién de fosfato de triedleico; esto se realiza como en la
osteogénesis, seglin la teoria de los capturadores de Pfaundler.

2°.) Aunque otros aniones ensayados pueden precipitar eon

el lon caleio, nunca hemos observado precipitados periddieos del
tlpo Liesegang.

3°.) Una mezela de sales de fosfato disédico y earbonato aci-
do de sodio, no mejora en las condiciones experimentadas, la pre-
cipitacién periédiea, al contrario esta se hacé menos nitida.

DEDUCCIONES PARA LA TEORIA OSTEOGENETICA

La precipitaciéon ritmica de las laminillas déseas en forma de
fosfato tricdleico alrededor de los canaliculos de Havers, se haece
en su primera fase, segn los conceptos de Freudenberg y Stuckert
(ver l.e. de Osteteogénesis).

La precipitacién de la segunda fase por nueva, capturacién del
carbonato segin Pfaundler, no estd demostrada; parece que al -
contrario, la precipitacién del carbonato de caleic es independiente,
quizds posterior a la separacién sistematizada del fosfato insoluble.
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SEGUNDA PARTE

JiA FORMACION DE OTRAS SALES DE CALCIO INSOLUBLES Y LAS VARIA-
CIONES EN LA CLASE DE GELATINA

(De la sexta c&ntribueién, ver pag. 445,"nota al pie)

Tres nuevas observaciones podemos afiadir a las eonsignadas
en las lineas anteriores:

1o, Al difundir la sal doble de fosfato aménico-sédico en un
gel de gelatma calciea, el precipitado que se obtiene es muy poeo
espeso v borroso; y si sobreviene anillacién, esta es muy poeo pro-
nunciada ¢ los anillos son mal delineados. Muy bien visible se ha-
ce esta forma de precipitacién borrosa en los experimentos en pla-
cas, porque en el tubo apenas se nota un tenue enturbiamiento
El p. H. en este experlmento ha quedado por arriba de 8. 2, a81
que es facilmente comprensible, como seglin nuestras anteriores pre-
visiones ni puedén producirse buenos precipitados sistematizados.

2°. Cuando ‘se heee difundir ortofosfato trisédico a través de
la gelatina calcica extendida en placas, se forma primerc una zo-
na de débil enturbiamiento alrededor del cual se deposita un ani-
o de la sal calcica, insoluble, en forma muy espesa y bien limita-
da, y euyo aspecto opalescente llega hasta a una pronunciada iri-
sacion, andloga al marfil,

4 Ahora bien, cémo en este c2s0, a pesar de un p. H. que no
ha sldo,.mayor que en los experimentos eon ortofosfato disédico,
que por otra parte ha side menor que en la mezcla fosfato disédi-
co vy bicarbonato sédico, puede producirse formaeién tan particu-
lar y diferenciadz? Es este un problema cuya solucién debemos
buscar en nuevos ensayos.
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3°. Anteriormente ya nos habia llamado la atencién, que en-
sayos hechos para la obtencién de precipitados de salns, no eran
de la misma forma, con gelatmas comerciales de procedencias dis-
tintas.

. ¥n Ios ensayos cuyos controles van adjuntos se puede obser-
var este comportamiento diferente. En general podemos decir que
las gelatinas de grano grueso mo son convenientes para cbtener
buenos precipitados sistematizados, y parece que esta diferencia nro
solo proviene de la dificultad en su -gelvatacién, sino que es debl-
do quizas a factores de su estructura coloidal interna.
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Comparacion de reaceién precipitante en gelatina de tipo fino
(A) y mediano (B) Co '

<« Fig. 11

Gel de gelatina tipo A,
en tubo sin adicién,
superposicién de fos-
fato disédico; ‘obsér-
vase: - zona de. P.p.
difusa, poca; primeros
anillos, perfectos, luego
imperfecios, en forma
orificada o de Satur- -
no; pocos cristalitos
debajo de los anillos.

Fig. 12 -

Gel de gelatina tipo R,
en idéniicas condieio-
nes de preparacién an-
terior. Sc observa: zo-
na de p.p. difusa, po-
ca; anillos poeos y muy
imperfectos, anastomo-
sados mal delineados;
pocos cristalitos.




ANO 21. N° 9-10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1934

— 472 —
' Reaccién precipitante en gelatina de tipo fino (A )

En gelatina al 5 % se ha agregado-un.l % de cloruro de
caleio y superpuesto el ortofosfato disédieco en sustancia.

Fig. 13 y 14. Obsér-
vase una pequeiia zo-
na de p.p. difuso, ¥y
luego la: formaeién de
anillos que pueden ser
desde 5 hasta 26, mis
abajo se forman una
gran cantidad de cris-
talitos de tamafio gran-
de. Los anillos se en-
cuentran en .estas coi-
diciones muy juntos y
SOn MUy espesos.
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Reaccién precipitante en gelatina del tipo grueso (B)
/

A la gelatina al 5 % en forma de gel se ha agregado, ante-
riormente a su gelvataeién un 1 %- de eloruro de ealcio y se ha
superpuesto el ortofosfitico disédico en sustancia sélida, (como
en las fotografias anteriq?eg‘). . S

Fig. 15 v 16. Obsér-
vase uns zona de pa B,
difuso, Juégo unog ani-
llog semilunares pegsa-
dos a la pared del tu-
bo y enyo ntmero of-
cila entre 5 a 10, I_néé:s )
abajo se observa e
la ﬁgura 16 wn p(r;e;}.-
cipitado difuso lateral.
En todo el gel se eiy
cuentrs un gran nimeg-
10+ de. cristalitos ;mn?y

pequedios., 5
: (

o e S i
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Reaccién precipitante en gelatina del tipo ‘grueso (C)

Hemos procedido aqui en la misma forma anterior.

.
*
- M A /v
£
/
i
1
i
: .
! H ¢
; :
4 i
: I
i
i
,
i H
! .
i :
‘ Lo
H B ]

v

g .Se cneuentra una peguefia z¢ (-1
: cipltado_ ifuso, y luego en tedo el tul B
. simos cristaiitos. Ademdés se ha formado uma so-

loidizacién de forma invaginante en 8, que va has-
ta el fondo del tubo.
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Observacién de reaccién vrecipitante del cloruro de calcio en un
gel de gelatina tivo A con un contenido de fosfa*o d1sodlco
al 1 % ‘

edehﬁea y empleza aetuar “desde abfqo, fornndo
un proeipitado difuse que termina cn un grueso
anillo irregular, en toda esta zona de precipita-
cién difusa se forman cristalitos en bastante cau-
' tidad.
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Comparacion de reaccion | precipitante en geles .de gelatina de
tipo fino (A) y mediano (B ), con adicién de gluconato cilcico
all % y superposicion de fosfato disédico

0

- Fig. 19

Gel «de gelatina - tipo
A. Obsérvase: zona de
p.-p- difusa, poea; ani-
llos de 5 a 10, prine-
ros perfectos, luego im-
perfectos, distancia
muy sepurados, un ani-
llo semilunar (no siem-
pre). Regular cantidad

" de eristalitos..: -

E3

Gel de gelating tipo
B. Obsérvase: zona, di-
fusa de p.p. espesa;
anillos ¥ a 4, muy im-
perfectos  (figura- no
tiene); zona de pP.p.
espesa pegada a la pa-
red del tubo de un so-
Jo lado (parecen ser-la
reunién de muchos
anillos semilinzres bo-
rtados), ~Cristalites
gruesos, muchos..
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TERCERA PARTE

LA DIFERENCIACION ANALITICA DE LOS ANIONES DE ALGUNOS PRECIPi-

TADOS DE CALCIO EN LA DIFUSION A TRAVEZ DE GELES DE GELATINA

(De la séptima contribueién a los estudios coloidales, ver pag. 445
en la nota al pie) ’

Durante las experiencias anteriores y al observar las figuras
precedentes nos surgié la posibilidad de la comparacién de los pre-
cipitados obtenidos por difusién en los geles de gelatina para de-
terminar Ia clase del anion. En efecto la forma de estos preeipi-
tados varia mucho de un caso al otro y como en algunos, por ej.
en la diferenciacién de los orto, piro- y metafosfatos es a veces
diffeil su determinacién con los métodos ordinarios vy la obten-
cién de los precipitados mencionados es relativamente sencillo, pen-
samos que podria ser aplicable en la préctica; también podria ser-
Vir‘para la diferenciacién de los ortofosfatos primarios, secunda-
rios ¥y terciarios.

" Em nuestros ensayos hemos usado la difusién en geles de ge-
latina dispuestos en tubos de en;sayo o en placas de Petri, el pri-
mer procedimiento nos ha resultado mejor, lo que por otra parte
puede ser demostrativo con las fotografias anteriores.
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Los experimentos siguientes han sido realizados, para compro-

bar cual forma de gelatina céleica es mejor, empleando primero sin

adici6n céleica, es decir eon su contenido matural del 0.7 %, des- .

pués con un agregado céleico de la misma concentracién. :




exp

ek

[




amonico - -

CaCl, 1 % ” ” ninguno si, muchos y - ninguno - si, 2-7, mal deli-
ANOPp1. Ne ﬁﬁ%VIEM?RE-DICIEMBRE 1934 7neados, juntos
gluconato 9 » si, poco si si, poco -pronun- ninguno
cdleico 1 % ’ eiado
ninguna NaF si, ténue 'y ancho ninguna ninguno ) ninguno
y CaCl, 1 % P si, espeso, regular ningung, ninguno ’ ninguno
ancho
gluconato » si, regular ninguna, ninguno ninguno
caleico 1 % esneso, angosto
; CaCl, 1 9% - Na,COo, si; muy fino _si, muchag finas vinguno i ninguno
. ” ' NaHCO;- si, fvos - si, muchas: finfsi~ ninguno 1 cristalitos en for- -
mas ma de p. p. rit-

. mico, 2-4 anillos

- ” N2a,S0, S

i, irrvegular, se- | si, aowuchas finas ninguno ninguno
milunares
” 9 . Na;80, §i, pp. tenue §1, mucha ! ninguho ningune
» . 5 i Na,8,0, s, angosto - si,, cristales . irra- ninguno ninguno
diados; - grandes
: : ” » tartrato de™ - vinguno [ eristales y dentri-] ninguno ) ninguno
i sodie : tas:

- » » citrato de si, t.nue, apcho : ningung - ninguno ninguno

sodio




ANO 21. N° 9-10. NOVIEMBRE-DICIEMBRE 1934

)RO COMPARATIVO DE LOS RESULTADOS DE DIFUSION PRECIPITANTE DE SALES DE CALCIO EN GELES
DE GELATINA. (GELATINA AL 5 9% CON TIMOL, TEMPERATURA 22°, RESULTADO A LAS 48 HORAS)

I
A Sustancia afiadi- | Sustencia de difu- | P. p. difuso en Formacién cris- P. P espeso con | Anillos  ritmicos,
1. da al gel sion precipitante | forma de halo o taling irisacion Neo. y distancia
capa -
ninguna NaH,PO, ninguno ninguna ninguno ninguno
CaCl, 1 % 2 ninguno si, ténue, muy » tinguno ninguno
ancho
gluconato de » ninguno si, ténue, angosto ninguno ninguno
caleio 1 % *
"
ringuna NaH,PO, si, téhue, bien li- ninguna ninguno ninguno
. mitado, anillo an-
. ¢ho
CaCl, 1 9% §i, grueso gi, en anillo an- ninguno si, 2-19 muy jun-
” 3 ¢ 9 VA |
gosto y eristales : tos
grandes
gluconato de s 8i, grueso si, crist%les pe- ninguno ‘si, 23, poco. pro-
caleio 1 % . quefios nuneiados
ninguna N2, PO, si, . ténue ancho ninguna, ninguno ninguno
CaCl, 1 % si, espeso, ancho, |. ringuna si, condensado ninguno
s 2 ? 29 ] 3 24
abajo mas conden-
sado
gluconato de " si, grueso, muy ningung si, grueso ninguno
agleic 1 % ancho
]
ninguna Pirofosfato si, muy ténue ninguna ninguno ninguno
sédico
CaCl, 1 % 2 si, poco si, grandes, estre- | si, muy espeso, ninguno
lados, en gel lim- angosta
pio
.
glaconato " i, poco si, grueso si, ancho ninguno
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Segtin el cuadro anterior podmamos dlfevenclar por ej. las
siguientes sales por los fenomenos dlferenelales que provocan ew
le gel de gelatlnar céleieca.

Sal precipitante - P.p. espesol P.p. en ani-
en anillo llos ritmicos
risado
Ortofosfato monosédico no no no
Ortofosfato disédico Eoei l 10 si
Ortofosfato trisédico & si i si no
Pirofosfato sédico LS si no
Ortofosfato sédico-amé-| | no« . oSt si
nieo { .
Fluoruro sédico no no

Resultaria muy féeil dlferenclar p@r ‘este método las sales in-
dicadas. A contmuamon ﬁgura la fotografla, del resultado obteni-
do con la difusién de plvofosfato SOdlCo en un gel de gelatina cal-
cica. Como puede verse; 1a formaclon es sumamgnte caracteristica,

L
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Formacion del precipitado de pirofosfato cilcico, al difundir en
gel de gelatina con un 1 9% de cloruro de ca,lclo cnstahza,do,h el
pirofosfato sodlco

2

Fig. 21.-— Se obsérva; primerd una angosta zo-

ng de P.p. difusa que termina en torma de eris

tales dendriticos, después se ven en una zona lim-

pio del gel, formaciones cristalinas dendriticas,
y més abajo un.ancho precipitado espeso.





