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¿ya c: t’i c d; uáteríal sarícïrñto prr: ¿Factuar las 01?"? wn0119,

fué ECCFSÜTÉÓsembrar 50 ’itros ¿r c.ït!vo. Trfnscurrído c1 t‘m”;o rá»

Caserío ¿sra obtener un "Priturcifiï Pto añ?cun?o ¡o h'ctnri s, É“ 1'

gar ron ¿stPS por Cint“¿ÏUQCCIÓHy una vn? tcczg, 1:5 pulv«"1 ó

Fin M9¿rrtruir su into ridad y ¿oi r somntcrlas Iu go a 7 ¿:o'ór Ha

lor ÉEDIV3htGS.El ¿roñucto pulvcrí;ado,'ss ¿fulsionó ‘zr so”uv“x f!

Sïolóficv, lavándose luego dos voces con dich; so'uciin, y 30 tr‘t ver

con {oido "ul“fir=co Clïuino, ïryt? 11?v=rïos L ;K 3,9-4. ?1 r=04 ft"

do bnnñtnte .ue se obtuvo su F ltró, sr 1 v6 con

v cïo. Cyrrando en ist Po 13, v9 logró reunir 0.970 Ir.

to hlü"co grisánno, ?e 'tíï’26 en ïsr SRSLÏOS p« ¿it71‘"r n

tortínuaclóno—

3, 9L¿usï;ron u“ :9 tr t ha fie una nucl o rotvtrs. JI urta rzñccfo
nrm Chuïít:tív-s 7-:t_ “as con una

tr:31.cco h'rta ¿í 7, raafciun; ,Orjt.vh.untv :1 ¿Eur<t, Tíï mn, .s fi
Y r V5'L uzugtwcia r9 ïSsForo. Lo? ¿la¿lís Zn ‘i=;'1v L tot Zavnt



caigortzúiento yrorio 6* las nucl ogroteir s, .uhóu sir nïh reo scr

o? gin do taxbién por yrot ¿nus Siflplnn, que ¡or inpurr: s adsorbidés,

dior: re cc ones rositiv-s do fósforo y de hifirs*os de c rbOro. Ett:

posib'ïij¿d decidió tratar de purificurles.

Egsavos de gugir;gzgióg

Los vns ros 69 gurificación efeccuados, fueron los siguient=st

1° Precipitación Pracclonada yor variación de pH.

2o Prrcigitación fraccionsda mediante QICCtTOIÏtOSo'

3° Precipitación fraccionada ¿or variación de pHy electrolitos.

49 Sewaraciónpor diálisis.

. . l ‘ , .lcneua por variacion fi; ¿ul p

porción (0.1 g) fi€l ¿reducto finalñonte ;;1Vwríaado, s» trató con unrs

got;s 1P solucifin ¿iluíca de hidróxido de c dio, cn un aort ro 31 ¿7:

ta, hasta logrzr su disolucïón totcl. Se dlluyó con ngua üwprílpfia h.w

4te «o cm3obteniénïose unb solución tractïcaxn.te li piña, cuyo y“ re
ISdltífitg fué ¡e 8.2 (colorixítríco). Mediante a1 ‘graga o 4g Saifio ¡cu

tico diïnfdo se día inuyó esta paulatinamente mlüntr s re ubrrrvó 2:

For2:ción dm urvci tt go. Hasta ph 5 no se observó c> bio 7"*Hn0: c í

la solución se puso deb!lnente opalescente, a 4.2 Ébñïntó ’st? o 51':

debeis y : pH4 sa obtuvo un abundante prpcilltzdo. Se Pspsró acto or

centrífugación y el líautdo result'nte su trató con LEYOTc ht‘üud du

Ácido. Ho hubo for.ación de precipitafio. El rreducto 89¿.ra Q : wF-Á,
wse sacó ¿ vacfo y con el se efectuaron las reúne: nos in B!ur t, "o

liscn y flillon con resulta o os'tivo. La ÍhV‘StÍVL3iSnJ; FógPoro >

fsctuada sobre Una ;orción tr t#da con fiÉZCILsuïro nftrica, tn‘ :5“

dió r sult fio ¡ositívo, si hien ron ¡un r intensidrd CUPnr el prodvzts



original.
o" LOS

¿lectrolitos utilizados fueron el cloruro de sodio, sulffto d? sodio,

y culïabo ¿e afionioo

glgrgro ge sodig. Se prsyzró una soïución ¿y nucleo

protcfna un Lïdróxido d sodio, ueutralizándola lungo con ¿cido nïor

hídrico diluido h'stu llevarla a pH7. Graduolxonte sv :dicionaron p9

“ualas ,orciones do cloruro de sodio sólido, observando 1: rorfiacïón

de ¿recipitüd y li constancia dv pH de la solucién. La solución se
llegó c saturar con cloruro de soíio, sin logrcr separacion alguna

ño ¿r9cigittdo.

io. Este elactrolito se coqportó en

forza anélog¿ al cloruro de sodio. A ph 7, el agregcfo 3: su1f=to de

sodio, no wodirica l; soiubilidad de la nucleoproteira, que no s" so

;ara ni afin a soturoción.

El agregado d: sulfato io aconio

a la solución de nucleoproteína, disminuye apreciablenente su pH. Fl'o

ce nnccuario agregar álcali a mudida ¿ue aunenta 13 csncentración en

SUIÏLtOde ¿Junio de la solución, a fin de nantnner constsnte al ¡K

final. A pH 7, se obtiene una debil precipitacián, cuando sn (IC?ÍÏE

la ¿odia saturación de sulfato de anonib; 13 opalvscvncia producidt,
no aumenta sensibleaante u medida on? se setura la soluciór. Por cen

trífugución, se Se ¿ra una pequeña rorción “un no e: suficiente r¿r1
efoctuor reacciones de identificación.

39) Mo; 94.91ón graggioggqa cor num-angu- dr: «lag
T .

C uro d? sodi Une solución alcalina ño Ïf 1iqna

concrrtrcoíón Hue la usada hr ensayos anter‘orrs, 5? s;t:r5 con Cinpbpg
1|dc so io y 5€ ¿ciairicó ¡aulitinazente cen {cido acfitïco. Cqu‘o (1 y”



.. fn- ' .L/r

de ¿ïtn soluolán 11932 a 4.5 cowírnza una débil ooalascencie que se

acontúc ’1od1d; qu» aumenta ln acidez; a pH 3.8 se obtiene un precio

gltudo thundénte. El líquido resultante no ¡rocipita :or agregado de

mayorcantidad de {sido acético. r1 rreciritsdo ro difiere do la sus

tancia original cuando se 1a ensaya frente o los reactivos antes 1n
¿icados.

Sulfato gg ggdig. Se ensayo en igual forma cue,unto

riormente. Los resultados fueron iguzlns que con cloruro de sodio. El

producto se separa cuando el pHd? la solución se l‘eva a 3.8-4.

Sulfato 3g 339319. La solución de la sustancia s:

preparó comoen casos arteriores; se neutralizó "1 exceso do ¿lcali

y se fué agregando paulatinamente sulfato de cuonio. A nedida que nu

:onta la concentración, disninuye simultaneatnnte el pHde la solucl'n,

gue a su vez conienzn a enturbiarse. Cuandolu cantidad de sulfato de

anonio agregado, llega al 25 fl, y el pH ss de G.4, se nota un snturbia.

miento bastante apreciable; por centrifugación se logra ser2r3r un ;a—

dueño residuo. El agregado de más cantidad de sulfato de amonio no por

rite obtener mayor cantidad de prec1¿1tado, lo que solo se logra currdo

el pHllega a 4. Sin embargols densidad elevada del lícuido resultan

te, dificulta la separación mediante la centrifuga.
Con el objeto de constatar si el producto que grociyi

ta por cgrrvado de sulfato de amonioo 25 í, diflere del jri1ltívo y

do que la Cbhtidfid guu se obtiene es {mauricio te para efectuar reaccía

nes do idontlficccfón, se la sonvtió c una prueba hiolózicw. Por: 91*0

Sn preparó un? solución al 1 fi y se dividió tn ¿os phrtus. Une do ollrs

so llevó a pH 4 con ¿cido acético, ss cvntr4fug6 y sc sacó n ¿r9 ión r"
\Guclñu. A otrz, se tr:t6 con sul eco de amonio on Crntídud surlc1 nte

para obtcner una c,nccntr ción f Lai dcl 25 pl el ,H ora ¿e 5.4. En ca"
1trlfugó ¿l grvc1¡itaïo obtcr‘do y su SÜCÓcon? .5 yorcïó' int4r7'r.



¡.I ka"

lfuuiáo PFTLÏtsntfi re trató con {cido thta pH4, "c Contrifugó, Ffué,
etc.

lstas trcq Fracciones Lun degigna os 1,11, y IIÍ re*

victÍVT'wnte s: oisc vieron ¿n la forma usual, ¿lluyundo 1L ¿o ractï o?«

É’HÉÍ soluciones de La ¿ia a conCentrscíón (1%3). Isth "arron u 2d¿s

coca antígenos du ïrcci,itación Frontn el suero de un c¿bal o intuniz¿—

io con ic fracción nuclcoprotcica de B¡agthgegis. Se utilizaron c;nttuv

d-s ¡servei ntes (desde 0.5 hasta 0.02 1g do groducto seco) fic anti; n.,

quv s= úiluyeron hasta l cm3can solución fisiológica.

Lo: resultados obtenidos, se consignan e" si cuadro

sigue, donde se ha designado con cruces la intensïflsd de 1. ¡rccigíta

Cióno'

Suero NQ 3442.

Concentración Fracción I Fracción II racción III
de antígeno ng/cm3

DJ
0.2 + + -++ ++

+++ +++ +**

0.1

0.05

0.02 ¡4-i»-+

¡w H

Estos resqltados, indican cue la actividad biológica
.,racción prccigitada yor sulfato de anonio &1255 ns diPicrc su"'ade la

rastante, hecho quz dewuestra que no hay purificación.

L°)Pu;ifigagióg go; díéljglg. LLúltïwa tüütutiVï

purificación Fué la de so1stcr el “reducto a un: diálisis e ‘nvwctiy r

uediante el uétodo biológico, si auAGntahao disminuíz tu ;:t'víf;fi.—

PGPLello, se preparó una solución al lÏ, rr HSLEF' L

" y se la dislizó durcntc cuatro días. El lf nido rtscïtants, tr tó
con ¿cido Gótico hasta 1 GVrio a pH 4 y 3‘ r9 i it: e cbïrzïao s



- ,

C5 7 v,"«.

Ju=go s» lo S'yó -r xa for=a n LC'ñ; antn?

te, cv r n‘o lo: resultzfn' con uns solución ro u3to cr

a Lista concsntr ción (1*)

COflC“ntP’Cián
7m ng/cm

0.5

Nuclnop.

+++

++
+++

G.2 ++

0.1

0.05

0.02

Fstzs r9::1t:”os ínïican cue a;

su :ctividad a diaïiïorlo, n’ ta3.oco 3; RHÚFHÉL,v:1;

,osíhle ¿ur Picurlo radiante fiat? -roco?11’ñnto.

Est Priencias ¡caen do :anífi"'ELS r J.

to ¿ums. obtiene cuzvdo se racigita Él fixtr cto ¿a B.¿ntbr:c

cloruro ¿y cuüío al 970, Jisniuuyunóo 91 pi a 3.8-4, Cisne un:

sición hLStLZCtF doiFneu Dado 1; Ír'fithbí‘idid ;¿untuaí' 7”

cluofrocrirus frentr los rr tivos, nc s“ tuntcron OETC" ¿1

“nsayaáos, ¿Mc dívhdo .zr ‘ tPrtc

cow;onnntnv

“reducto origïn"

r ...

‘r.r' 5..

1 sn'x - ,-.

3vcir

.r3?uc

CO L O

1 7 

,‘\1-.:- kz.‘

Pf.-.!"'» 11,A 4-. .

‘¡ ,c'
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ggnROLLaz. a; «a TUCL.O?ÏUT TEA

Las experiencias de purífíc¿ción, "gotoron lr cant.
‘ . . -. 1 .l.JP :ucleoprota na qua sw ciSponÍa LL iniciar los ensayos. Evo .9

h star sembror nuvvazonte 50 litros de ñnñio de cultivo y ngpir la
n;rc¿a ínáICLda unteriorwente ;ara lograr reunir 1.18 g 62 ;rwduct3

seco. Con est; cznt‘fiad, se han erectu do los ensayos tu: se inflicau

Cint 1.113301\::=.

SgparQQISn He ácido nucláfgg y rrot ima

Vadiance una hidrólisis nuy suave es gosible En grvr

el ¿cido nucléico, Fe la fracción protCICH, 3:: CUPse [rodu3CLn 1

txracíwnvs de inyortricia. Sin c bargo, Johnssn y Braun (3?) tr'bkud —

¿o con ácido tuberculInico notaron qua el nuclfotido corres;oraï<ntc

a la guanina, es 153 1¿b11 gun ‘03 r stantes, srpcránfose de elïos un;

con trrtawlnnto alcaliro a: frío; ;or ello, es ïCKOStfirínv "ti; r v

t: bñse on el líquido ou< sz obtiene al pr cigitar el Ccífio nuci'ïco.Cl

Si bien on nuvstro csso se ignorsha la prevencia del nucleótífo xsucio

fin cuenta cstos ¿Ltecedentes ¿1 ofxctuur 19 nturóïinado, su ha tcnid=

sis dQPLnitiva, ¿ue se efectuó tranaado ïa CUCIKOQrOtulna,;r12 ro een

Tafia en Trío, duruhte 24 ¡or s anto“ de roc”tnr1? al tr ta

tierto aleglino. Províe ente, rin ewbargo, su ans 75 la sepxr;ciór dc

’cifio nucléico-grotoíns, sobre un; pequeña porción (0.15 g). Para el'o,\.

s: 1 disolvió un frío, con sol ción ¿a hidróxido ie sodio nl 3“. Das

s 'c 1 vera ¿o ra oso, 1; solución rssult nte se rató con ící=o un.
I‘ nobtener un prcc1,1t;do ah ndante, 1L :2 Ü! ’_ ltico gota a gota, ü;;tz

por centrirugacifin. T1 ¿a dil lfguido "obreradantc Dr: 1.roxí1¿¿: int“

3.6-3.8. n uracígitzño, es lzvó con ¿cido ncfitigo ¿tïuiro

Hol ' nalucnte ft r. Si obtuvieron 0.07; g. in

obtarïd: :1 ‘chi'Ítnr Ya¿rotr “d, ¿1:16 ¿- “2;:



trajo ¿“sta uhcínrr un: Q al scs.ciu ¿mr"i;cdrt:, ¿grrgó su gr

volú en dc alcohol de 95? y se dejó reposar 2¿ horas. Toïcs <9tzs e;

rgcicnïs sr effictúaron 9 texpmr tura baja (inPPr'or a ïñg), h ’1H

evitar en lo roslble la d:3:on¿osición fiel ácido nuclffco.

1 ¿{a siguicnte, se observó Pm :7 fundo 761 reci

¿iente un prncipitaio blapco amar11”wnto, que una vez sop”ruío ¿cr

centríïugación se lsvó con alcohol y ¿tsr. SUyeso una vez xsfio fué

de 0.007 g.

S¿pcr&d3 lg nuulooprotGLnu en cntts das Fraccijncs,

1-1 (7) efectuaron Aún Bigïírutn¿ r9.CCLünCS¿

Biuer Hil'on Gliozilíco Prcs rc

Fracción _rotcica + + + s
Fracción ac. nucïe’cu — *

Las dos ,orcianes re nidLs, sumabanen total 0.077

cuna se ve hay yn: p6rd‘da vr las opprïcionpr da c351 el SO ’, afirií

our d< ¿CUUPÓOa las ohservaci nm? de Johnson y Brovn ru ¿c ser origi

nana por l: sap ración dc un nucl’ot’do ¿urcnte nl trata ¿arts ¿lcrïí

no. Con 91 objeto dc evttar en lo posible esta lnCOHVPnlontG,sn so v

tió :1 ¿roducto, tal se 1ndic6 unteriorvente, a un trütaïiühtü ¡rrvic

con agua destilada.

l.03 de nucleo rpthina yulverina<:, sa sus 9:51 rar
en 7 cn3 de agúa destilada, durante 24 horas. Esta sus ensión sv crnw

tr fugó, separándose un ínso.uble (B) y un líquíüo ligera.snto ¡:rco

(A) cuyo volfi' n oía a roxlzadañonte Hs fi 333.

got: a gota, con 'cido ¿cfití‘o obtení¿ndase un prccí 1ta o ii: y;

nardo, up sa se,aró yor cíani?uración, sr lzvó con ácido :Ftico ¿i

lgido, Zuugo¿leo Ol v fina ññnta 5tor. (Fracc55n :rotnic; I) Ppnfl'tv



to 0.0310 g.

El lÏ.uído aït 1do L1 cwntr'Fua r rst‘ :POtF;T¿,

tr.t6 con ácido clorhídrico concsrtrafio, hasta obtaner un: 'r*‘rs

o alescencia; Ïuego se figrwgó Ur-volú;on de alcohol de 95€ ' so ¿+56

en re oso E4 horas; estas o (TÉCiHEPSse efectuaron a .Anzl ñ«

El ácido nuclfi co se;grado, Hes¿uïs Jn centrífugudo se lo íavó c9? -‘«

cohol y ¿tur (Eracciqn ácido nuolfilggg) Rena niezto 0.0190 g.

V La solución que s: obtiene al so atar al ac. nucl”'co,
comoasí tanbiéu las ,rovn.imntes del lavaje, fu rosvrv ron par'ïwv "

tigar en ellas, ¿a presencíi de groductos de cusco ¿us'cí
nuclélco.

Bgsíduo b, Se hal a co:st1tufdo -or ls rucïro;rot a;

insolublc en agua, Sa trató con 6 cm3 de Solución de hidr5:if 3P P0

dio al 3%, en el cual se disolvió casi totalmente, ¿apio un líquido

de colgr purdo ObSCurO.-Des,ués de 1 aora su cgntrírugó, tovnrÏ”?o€¡
un pegue o Gsíduo y una solución ing sr trató cono artnr :rtenne

¿ar; Süparbr ¿rotolna y {cido nucléico. La cantidad de ¿rot ira (T’)

obtcnida rn vsta ?racción rs vly abundante (0.4540 —).Y: c tbio, 71

rsndiate'ZO d: ácido nuclélco (JI) hp sido mu¿ r duc ño (0.0099 , ¿3

gun ¿HHECEqua la descongosíción de ¿sus filtlno “s Ïnt' s c271“: É"

trabaja on presoncía da hidróxido de sodio. C030 anterior RatQ, 94 r

varon los procl;it¿dos cen alcohol y ‘tar, habífsdose int-:s'PIC'lo

tos lavsfioc, 2 Fin de eliminar en io ¿ukíble ,1 ¡cetato 7 sc Io r»u 

rtdo or 1a rot«iLa. Los líquidos obt nidos ¿1 yreci itar el ¿ofio ' 

cláíco, Comaasí tunbién los ¿al laïtje de este, rouni ron con los

prov n GrtFS del trat;:isnto dul LíquLño(A).

Resláuo A est; Fracvljn se la ¿Fra un :sr' rc É‘Íu

ta Le;to con solución ¿a hiáróaido da 3a11u wayar ct'cvrtr'c! n ¿"I



La disoïución fué Cssi tot;1 obtrnifndase solo un raslfluo ihsoïubïe (P3,

Las o; racicnay :r of ctuarOn e; Porïa Lh"iü:fi un

ter.or‘erb0, habiéndose obtsnido ¿reductos 7': coior:;dcs y cen oí si

gn Hate reniiuivnto a continuación:

Proteina III 0.0446 Acido nuclÉJco III 0.0086

TOTAL P" Lg: R;NDI'ÏLNTOS

nucleo: otu na trat¿da. 1.0353 g.

I II III €05.L P

Proteina 0.0310 0.4540 0.0446 0.5,úó

c.nuclïjco 0.0190 0.0096 0.0086 0.83

Residuo insolubl; vn NaOH O 0080
0.5745

“frdfda 0.4544



IHVÏFTIuiCI K P' LOC PRJDUQTUÜ7‘ Ü’C?:‘ uSIcggH

L 50370 fiUïLkICO

Los rendiïivntos nterlorns, cozpruobxnnunvaú pts

‘ua el ¿cido nucléico a" düscox,ane en gran gcrto Hurrnte los :rocoo

sos dv separación.c

L¿ invrstígación de ‘os Produhtos ¿e ¡EFCGü;O€}ciSK,

sw han efectuado sobre los lfcuidos ¿e yreciyit:cióh y lavaño da ÜÏÉ”,

,uv auncban er total 270 cm3.—

hstos sc svazorarun a p rsíÉn reducida para 9111*nar

el éter, ¿lcohol y gran ¡arte del {cido clorhf3r1co przïfinte.

Gus obtenido, so ñiluyó en ácido sulïfirLCO al Iïfi, y tango 70 “’aro. *

26 'l baño narfa Gurxnto Un: nora. Aún cali rtc, su trátó con mwrías:

comedntrado, gota a gets, hasta obtener un crecí itnño. En agrhgó ur

exceso (25) ds amaní co y se dejó sn‘rgpcsc 24 keres.

El precipitado obtenífio Se CHntrïFugó, se lavó con

afanr co diluido (1%) y sc trató con agua Cullento y la CLntíi d ina...

dis¿e:sable de ¿cido éuLfGrico a1 20%;&ra disulvmrïo. Caww79 501u

ción se hallaba fuertewcnte colors da, sc trató con nngro un1191, tí;

trándose dnsPuós de 7 horas de regoso. En ¿a solución cholorL otta

“ïda, se reyrocipitó guanina con ancnfaco cone ntrad y a cbu1‘501‘r.

Dus,uás ón 24 Lorna se centrifugó, lavándose con a1onfzco ¿ilufdo v

socándose QRestufa a ¿O grafios. La cantidad de guanina Io: 1tzuth P ‘

de 4 1g.

En í griser filtrado, obtenido al s ;:r:r :u“*1uñ,
investigó la prrsencia de adanina.

Para el o sr acidificó 60biiw=nto con ácido F Z"r'cu

diluido, se l“e€6 5 obalïici5n y fivs¿¿¿s 69 agropsr soÏ cian ¡r —

to de cobre ul 10%se ;recl,1tó, got: a QOCH,Con soïhcífin satur‘7a

b sulfito ¿e sodio. Se obtuvo un yrecfi;ita o blanco a'uríï sto,



ï ‘yv- (,¡.;"’

separfi ,or centrífuïnción. Si 1 vó ¿or decantacíón y ïoslaïs va

'ni;r o vn urea caïlento, rr drscaú uso H: derivado cfigrico 19 1:5

bLSFS ¿iria s, con hidrógcn 2,1Furzdo. DOS_U¿€av H: arar ¿1 sulru

ro dc cobra forIado sv decoloró la sol ción con carbón an'ñal y se

llevó a sequedad tobre bano uarfa. Se obtuvo UWresiduo bïanco, 'u

¿v trató en cglicrte con ácido sulfúrico al SÍ separéndose der: és

de Unas Loret, cristales característicos ña sulfato ña eden ha. Ren

I). ¿alante 8 mg.

Agiáo fosgotigg: El ácido rosfórico libaraHo ¡or 1:

nidrólisífi del ácido uclñtco, fué itv Htivado en 91 lffiuldo 03t0wí

do al prqcipitar las bases pürícas con sulfato fio cobre y bisuïï.to
de sodio.

tha solución se trató con ¿cido nítrico, ritrato
de amonio y con molibúcto de anonio; su obtuvo un ¿inadentr yroci,*

tado, anarillo de Fosf0101*bdato Ga a;on1u.

HEACPILNíS DF COEEPGLLCICN

A pCSCr de qu: las sustancias ¿1513825, sn c úyorta

ron durante su seyarución, coco guanlna y edenina, sc a? ctua“on 33€

:ás las siguizrtos reacciones fin conprobación.

Ggaping

fisagción de L; furpygfig. (Sobra 1 tg) Dahl 19nt€ "o

sítiva. hfugtuadn can la 21519 cantídad de gunn’na rrrr. fi‘ó cor 1L

15538 intcn¿xfl¿d.

Q_g¿g_gggcggón¿ (3¿) Esta reaccion ¿a? ita

guïnina dc eáFnina. La srstsnci aisualt; en socución Jr r13r0.; o

sodio, se trzta con un: solución rocifin preparrda dc fcïpo ‘íerO""
ceno su3rónico. Tn caso ¿ositívo se dos .rolïa una ’ntonSP coïor' iv

roja.



Y“3;reactivo se pr.pars un la siguientv Por33: 2 A“:

E :ezclan cnn 3 023 de anna ï 2mnos de 35160 sulfanilico pulvoríaadc

cm3de {cido clorhídrico concentrado. A la y sta r sultünte, se agre
lga en "¿qu fics porc‘ nes, uno solucion óe l gra o de nitrito de poteru

sio en 2 cm3de agu+g rsta ogsrución se afactúa en un tinuno. Deerués

del agregado de cada ,nrción de nltr-to, la neccla sn vrfría con agua.

La noyor ¡arte del ¿oido sulfanilico se disuelve, obteniéndose a Ka v:2

un precifltafio cristalino, blanco, fiel diazocon gesto. Se Piltra y laVL

con agU&destilada.

bno peuuaán Lorción del _rec1;ita o de guanïns, trate‘

sn la Formaindicada antoriorceazc reaccionó or Fora: ,ositi

a los pocos minutos.

ggggggión fiel glorniqnhggr Con la guanína rananrnte,

dcs¿ués Aa erectJur l; reacc'ünos gnceyïorüs, ss JOCQVOul

to. Para v1o sc trató nn cali 1to con ¿cido clorhídrico ¿1 5?. op fli

HLclorhidrato ns ¿uan na, obu

tohido anteriorúwnte sa disolvió en ruea aga; c 11. te y sr rató con

unas gotas de sol. de ¿cido af rico. Al ¿nfráarso 59 snyararon crirta

las amarillo íntewsos, de ,1cr¿to es quanina. (microrotograïfa N9 2)

Después de centrlfugado se luvcron con agua Frfs, rñcrístalízfiníose or

la uznor cantidad posible de agua callante. La pe asia sentidas.2de cris

p ,tales obteniüos, dGSpLs ón secos, se usaron para dotará narl s C1 yun—

to uy fusión.

A los 190-200Qcápszá a desconpcnrrse; este tenynrct.ï'

concuerda praetíceañrtc con la ¿diccda narv 1: de desean Osición del

:ÍCTLÉOde guonfïa.n
w¿a tirïa sustancï: proparode a partir a" su nïna par:



\ .0 a J. . . 1‘'10 . :1 o Dr V Hem-.532: l o.

Loa :Tiítfll‘ü su}? te ¿e ¿=;FAH¿ s ' ,

. r . .7 — . 1 1 ‘ L .. 7. A .v _ , Lun eco (ÉL C1. Y,tc 3' _ cou._.’L'Sn J=_v,-;r1..ï.3, ur tv ¡_Jt. s (-3 .

. _,1 ;. ' f _ f‘. W, n_ , \ .l I ' 9|. ,- .l . U, 1,_ ._v”_,l_ ‘CU“¿o¿. ha _c;dh ¿;;riuo. nc ultszu un c c._¿. uu ...rifl o ( b;c':—

to¿r¿ïffi F” 3) un, i.5_;’; uucáfíc;53 i.cr nuïv- rr}: uïj:vc'.¿ m

i tar Ehó ts" 'r tura de a scov¿osL 15?.

‘ "L" S‘JT‘LÍÍÏCYEÏJ"

—---.-1 .7....‘.———-...._..-. Va



ELQQQLISIS Dï_h¿ W ACCÏJU TROTHIQA

De los 0.5296 g. ¿e prot?:fifi ohtanidos en total, al

separar ¿cido nucláico, se pSShTOP0,50 g. (previnñ'nte C“1?rtad95 a

6090 y enfríados ñobre P205) pura *fectuar su hidrólisis y dotarñínar
las dirv untüs fracci>nss de nitrógeno. F1 resto se usó yarr ñrtnvai

nar carbono e hidrógeno según qiero Preg1,ï¿), o invfifitíg:

tofanc. Los csultados obtvnidos en la hidrólís's, con: as

los de carbono e hiárógeno, no deben Considerarse los rw los, drdo que
g
|le uroteina hidrulizada ps una nnzclc de .ac tres fraccíwnss say rafi;:,

y krob&ble_ente se hallan 11;ur1f1ccñas con algo de {cido nuclfïco. 5’

bien ¿abría hab rse purlfíc:do antts ño hiárolizarla, 9110 no se #{20

en :¿rlto a poca cantidad de sustanclr 413ponible. La hidrólisis Sügfih

Van Elyke en siete frECCLJJHSuitrogenadus requiere tres grïflns de ¿ro

teina: con nenor Cantidad de sustancia (1 gr “0) sn uurden vïngsar

los resulflados de la hidrólisis en 4 grandes gruyos, run es la ¿no he

105 hecho.

0.50 g. de sustancia, se hidrolizaron ¿ur nte nuevo hu

rus con ácido clorhídrico 1:1, a ebulïlción. El groducto resultante,

una ver frío, sv destiló a yresién rnducid: (4O;C) hasta r íucïr su vo

¡A ü:en a c cm3 agroxinada;nnte. Se lficvó 1 [00 033 con agua redvstilafia,

toaánñose dos ;Unstr:s de IG 013 c/u ¿ara dntnrzinar QLQróggpotgtql cs

gfin Ljeldabl. fiwsulttdos. 15.20 fl v 15.24 f.
:1

a.(f). {stas detsríïnacion s :u ron efectuadas en Alflñanie por al Dr.
I.Drish=ns.



A lo: 80 cn3 rostrntes ya Éos tr:tó con íccdrd

¿L nacía erént¿ dr nnnnfuvo, deFCíïí dose el Vñcíü v1 CTCHÏÉCO“ibi

raño, que corres; nde a a, anidico. HHF>Ít fio 1.4K 4.

La susye'slón ¿o €ïgfl98ïfi, Iigfir;¡4nte colorrrfln er

;;rdo, se filtfó y lavó con agua rvdantílada cslicrte: e: e? prvc‘.á

tLdO 5€ detnrninó ü por Kieldahl, corresaúnñinrño esta reruït do nl

y nfiqigo¡ retenido en Su totalifia por la :Lgnosia. Hevwltado 0.6; .

LL Solución y líquidos de lavado, sa cancrrtraron

70 cm3a;roxinad¿16nce y se trataron con (cidu rosrntfinïstico (2113

uer. The Cae . C nst. of the Proteina). Despufir de 3L raras fic ro oso,

se r ltró 9L preci_itsdo obtenido, lavánd se con 303uc16n «e ac. ro-_

fotfincstico. La dut=rsin2ción d? S e992tuad sobra osta grnci¿1t:do,

CÚTÏBSgOMÏSal de los dianïhoággdo; y dió por rasuïtado 2.10ï. Por H1

ofcido . 11.uCarencia s: obtiene el corresyonáiente al de >05 menoamin

BEVULTADOF DF LA SÏÜRCLISIS iRÚTFICA

Nitrógeuñ total 15,20 fi

" ¿HIQICO 1,¿2 n

" hfinflco 0,6; I

" áísuínoív:

" nonog;inoícidcs 13,06 "

Carïqsg 5¿,31 fi

Hidrógonc 5,94 w

Fitrfigezo 15,20 "

-————-o-—-——..---



Y. :,. tn-¿_,',--_,... . . -v.wl. 1.1 =.-..I 1;..LI‘1'le.JJbI ..‘.»LI ¿1:41.10

‘Z'Jf‘fh'f't- r Y‘Ofl’_" -'\_’ .t-I ‘¿jvn’oLluvuu; 13.2.1 ‘1 a :1 L. .' -. .H ..1n B91“ 1.1.4..." ‘.LU

Las diferentsc Fr¿ccírnps “e no do nuclííco y Fe ‘ro

ta nas separad¿« Mediante la aficnica autos aurcionadn, se wn5?y2ron

es erectos de iñVQfltifl r c¿ alla: pois: p??Ciyít5g‘HO-í .

Fira ello, rá iisuïv197J: TLsolucíór muydiïufda de

hidróïidc ¿o 35‘10, en Por'; tal, gue el pHde 1.5 soluciones rn: i

tantes no ¡LSCÏS d; 3.- S; filuyaron coqveníwntpïante con SCÏLCÏÓH 21‘

logica hasta lÏrVHTlCS5,93; concentración de 1:10.GOOy se tra::ro*

ol sunro le un c¿bal.o ¿rhviarante innunlzado con 13 rrxcc ón nLcïco

,rOtQICn.

Los rvsuitCJOt obtvnzáos se ccnsignan en r1 siguicrun

cuadro:

PFAcido nunléico I

n I!

Proteina (I,II,IIÍ)
k+4‘0" I

" II
h+

Obsvrvacionüsa La Fracción ¿oigo nnolfiïco II ï ¿rotaïná II no sr diwtl
viaron totalïente.
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Cristales de clorhidrato de manías"



ficaa,wm.ow;gg¿ ¿a?2

2”i"! mani. nnu



Cristales de plerato de adeninaw



;stos snsayos unhan sar QUÉ?J ntí cíaccgsíos, ¿ri

cavío 'nthSu HCD¿.úi nte vPaCÏ-ÍÉCCLHGGSsuc99ív s, 0922 fracciJn,
1¿07 LRuCtÚÜdu eli inar ¿n el??? las sartsncías adsorïifl's "U? u

díarAn 601t5ner.- yor otr; ¿urt9, :1 1nv¿do con ¿leo 01 :ch tado cor

al objcto de SECTPls ri Lía: ünts y vita su insc01 os ción, t4rne

una acción evidentsncnte nociva sobre c1 Hui“? unttg'nico Cp lts ro

tsfn¿5.

Por clio, deban c nsiflersrse con r serva la? rwr,ïh:—

705 othuiios en los Ensayo: ue acubxzus ¿a ‘Eiciühür, '9.:cïaïzlnts

un lo HuHse refíave a la ¿ctívídsó yrociyïtógena de 1: fr -¿íón I '0

¿c do nu0161c0.

----n-.----..4---—4



La fracción del B anthrac solublá en sochión fisio

lógica y ¿recipitnble a pH3,8-4, e: comolo supusieron los autor?s que

la astudiaron dando el punto fle vista biolfigico, una nucleogroteinn.

Después de unos ensayos de purificación se ha desiobls

do este nucleoyrotuina, en ácido nucléico por una parte y ¿roteïna ,3r

la otra, hnbiéndose estudiado separadaüerfa.
El ácido nuclptco tiene entre aus campamentosdos aní

nepurinas, guanina y adenina cuyos mvnléotíóos corrrspccdïentes su Ti

beran del resto del ¿cido nuclé co con sumafacilidad.

La fracción protüies ha sido analizada, habiéndose dot"r
mïnadocl contevido de las distinbae clases de nitrógeno bue 1: constítu

yen y su porcentaje dg carbono e hidrógena.

F1 poder antigénico de la nucleOproto'nu rocide ¿osiblr
:ente en 1a fracción kroteica, pero dabido al tratamtonto con alcohol

QUEha sido sometida durante su sbpar ción, no se ha podido estcbICqu

nn forma terminante esta suposición.

Este trabajo de tesis ha sido erigtundo en el Lakers o

rio de Química Biológica dc la Facultad, baJo 12 wirección ¿el Prof. Tr.

Alfredo Sordelli a quien agradezco todas sus indicacianpn y c 280395.

-c.-q.--d-..---qu- ’
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