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RESUMEN de la Tesis presentada para optar al tftulo de DOCTOR EN QUIMICA

Se prepar$ zefna a partir de gluten de mafz por el método de Nolam y
Vickery modificado por Larco.-

La zefna obtenida y la "alfa protefna® de soja preparada por Glidden
Co. fueron hidrolizadas por ebullicidn a reflujo conm ClH 6N.-

Se realizé el anflisis cualitativo de los hidrolizados proteicos por
cromatograffa circular y bidimensional sobre papel.-

Se ensayaron los siguientes métodos de cromatograffa euantitativa so-
bre papel: 1) determinacién del area de las menchas; 2) método de elucién;
3) medida de la densidad total de color; 4) determinacién de la densidad
méxima de color de cada mancha. Este #1timo método, que es el més exac-
to, fue utilizado para valorar alanina y prolina en los hidrolizados de
zefna y de ™alfa protefna"™ de soja.-

Para geparar los aminoé4cidos que aparecfan juntos después de un de-
sarrollo de 16 horas se empleé cromatografifas con desarrollo de 80 horas.

Se describié una técnica de desarrollo mfitiple en pequefias cajas
de Petri.-

El envejecimiento del solvente butanol-4cido acético-agua (4:1:5 v/v)
produjo Ia disminucién de los valores Rf. Remlizando cromatograffas con
mezclas de butanol-4cido acético-agua-acetato de butilo en varias propor-
ciones se demostrd que la disminucién de los Rf2 se debfa a la esterifi-
cacién parcial del solvente.-

Se establecié la siguiente relacidén entre los valores Rf obteni-
dos por cromatograffes eircular y monodimensional ascendentes

RZ = Rf.

(eircular) (ascendente)

Se estudiaron varios métodos de fraccicnemiento de mezeclas de emi-
noécidos: Para realizar el procedimiento de extraccién continua de Dakin
se usé el aparato propuesto por Woolley con algunas modificaciones; este
método no produjo separaciones: cuantitativas.-

La electrodifilisis realizada una sola vez en una cfmara de madera
de trea compartimientos con electrodos de grafito resulté insuficiente pa-

ra separar cuantitativamente los grupos de aminoécidos neutros, bésicos y
dicarboxflicos.-

s o Ter s -







PADRINO DE TESIS

Dr. Ventursa liorera




Deseo expresar mi agradecimiento
al Dr. Ventura Morera por su constan-
te preocupacién y valiosos consejos;

al Dr. José Marfa Quevedo (h) y
personal técnico del Instituto de Bio-
logfa Animal del Ministerio de Agri-
cultura y Ganaderf{a de la Nacién, que
hicieron posible este trabajo ponien-
do a mi disposicién los laboratorios
de dicho Instituto;

a los Léboratorios Brandt que me
facilitaron la muestra de "alfa pro-
tefna" de so0ja;

y a los Sres. Orsi, Moneo y Beo-
vide que realizaron las fotografias.-



INTRODUCCION

Innumerables trabajos realizados desde mediados del siglo
pasado hasta la actualidad, han demostrado que las protefnas cumplen fun-
ciones diversas de extraordinaria importancia en los organismos vivien-
tes.-

Ya en 1851 Boussingault sefiald el valor de las protcinas en
la nutricidn. Dicho valor varfa con el orfgen de las proteinas, como lo
demostré Rubner en 1897.-

Desde los trabajos de Henderson y Dean (1), Willcock y Hop-
kins (2), y Osborne (3), se 1llegd a la conclusidén de que el valor nutri-
tivo de una protefna depende de su composicién en aminodcidos.-

Osborne y Mendel (4), y m%4s tarde Rose (5), clasificaron
lus aminodcidos en "esenciales" y "no esenciales"; esto explica porqué,
durante muchos afios, s6lo se dosaron los aminoécidos considerados "esen-
ciales" para comparar el valor nutritivo de los distintos alimentos.-

El conocimiento de que muchas enzimas y hormonas son de ne-
turaleza proteica, impulsé a los investigadores, en los dltimos quince
afios, a perfeccionar los métodos de andlisis de aminoécidos. Estos es-
fuerzos dieron por resultado notables trabaios en los que se reealizaron
tnflisis completos de protefnas, determinaciones de secuencia de eminod-
cidos y estudios detallados sobre la estructura espacial de la cadena
proteica.-

_——nen (Yo e an

LAS PROTEINAS VEGETALES .-(6)

Kessel-Meyer en 1759 y mds tarde Rouelle, aislaron del
trigo y otros vegetales sustancias similares a las obtenidas a partir de
organismos animales. En 1809 Gren establecié que dichas sustancias vege-
tales contenfan hidrégeno, nitrégeno, carbono, oxfgeno y azufre.-

Ritthausen realizé los primeros estudios serios sobre 1las
proteinas vegetales, aislando muchas de ellas y determinando aproximada-
mente sus composiciones.-

Las protefnas de las plantas se encuentran disueltas en los
flufdos circulantes, semi-disueltas en el protoplasma de las células, y
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en estado s6lido ccmo material de reserva, en las semillas, bulbos y
raices.-

En los organismos vegetales escasean las albdminas y abundan,
en cambio, las globulinas. Estas cristalizan con relativa facilidad, y
son nfs dificiles de precipitar por sales y de coagular por calor que
las globulinas animsles.-

T.as prolaminas y glutelinas soh dos tipos de proteinas de ex-
clusivo origen vegetal. Las primeras se caracterizan por su solubiliiad
en alcohol de 70 a 90 % de concentracidn. No coagulan por el calor, son
muy poco solubles en agua neutra, y se disuelven fécilmente en solucio-
nes 8cidas o alcalinas,. Osborne (7) las llamé prolaminas porque entre
sus prcductos de hidrolisis abundan la proline y el amonfaco. Ademds
producen mucho 8cido glutdmico y muy pequefias cantidades de arginina,
histidina y lisina. Las mds conocidas son la gliadina, aislada del tri-
go por Taddei en 1819, y la zefna, aislada del mafz por Gerham en 1821.-

Las glutelinas son insolubles en agua neutra, soluciones sa-
linas o alcohol. Se disuelven en &dlcalis y &cidos dilufdos, y coagulan
por el calor. Las tnicas bien conocidas son la glutenina del trigo y la
orizefna de la cebada, aunque se cree que existen otras en las deméas
semillas, que no se han podido estudiar por la dificultad de los. méto-
dos de extraccifn.-

c—-——_o—— -

HIDROLISIS DE PROTEINAS .-

Existen muy pccos métodos que permiten el dosaje de aminod-
cidos en protefnas enteras. Entre ellos mencionaré el de loliday (8) pa-
ra determinar tirosina y triptofano, el de Mirsky y Anson (9) para la
cistina y cistefna, y el de Horowitz (10), que usé una mutante de la
“neurospora crassa" para dosar leucina en caseina sin hidrolizar.-

Para realizar un andlisis completo de una protefna es nece-
sario hidrolizarla previamente.-

La hidrdlisis tiene por objeto romper las uniones peptidicas
de la cadena, dejando libres los aminoédcidos.-

a) Hidr6lisis con 4cidos.- Los mds usados son el S0,H, &N,

ClH 6N y IH al 57 %s Alguncs autores han empleado mezclas de ClH y dcido
fSrmico, o CH y ClBTi; y notaron que se reduce el tiempo de hidrdlisis



y la cantidad de humina.-

También se usaron con cierto éxito algunos decidos orgéni-
cos como el trifluoracético, cetilsulfénico, dodecilsulfénico y dode-
cilsulfdérico.~

Se han investigado otros dcidos como el fosférico, acéti-
co, ldctico, glucénico, etc, y se vié que todos ellos no son apropia-
dos para hidrolizar protefnas.-

Generalmente la hidrdlisis dcida se realiza hirviendo a
reflujo durante 20 a 24 horas. Este perfodo se puede reducir trabajan-
do a presidn en un autoclave.-

S1i se emplea 4cido sulfirico como agente de hidrdlisis, su
exceso se elimina agregando sales de calcio o bario. El precipitado que
se forma presenta el inconveniente de adsorber cierta cantidad de ami-
nodcidos. Cuando se usa Acido clorhfdrico, se puede eliminar su exceso
evaporando al vacfo, o haciendo pasar la solucién a través de una resi-
na intercambiadora de aniones (11).-

La hidrélisis d4cida destruye todo el triptofeno y produ-
ce la dismutacién de algunas cantidades de cistina, serina, treonina y
dcidos aspértico y glutdmico (12). Ademés forma huminas, que son pro-
ductos insolubles originados por candensacidn de triptofano con restos
de aldehfdos o carbohidratos. (Segtn algunos autores la tirosina en
presencia de trazas de mctales como el hierro tembién forma huminas).

b) Hidrélisis alcalina.-Generalmente se usan NaOH SN o
Ba(OH), &l 14%; €éstos no formen huminas ni destruyen el triptofano, pe-
ro producen la racemizacién completa de los aminodcidos y la destruc-
cién parcial de la arginine, cistina, treonina, lisina y otros.-

c) Hidrdlisis enzimdtica.- Sélo requiere condicio-
nes suaves de pH y de temperatura, evitando as{ la destrueccién y race-
mizacién de los aminodcidos. Sin embargo tiene varias desventajas: es
lenta, casi nunca es completa, y ademds, como las enzimas son protef-
nas, parte de los aminodcidos provienen de su autolisis.-

Como se ve todos los procedimientos de hidrélisis tienen
sus inconvenientes; unos son incompletos y otros destruyen algunos ami-
nodcidos .-

El mejor método para seguir la hidrdélisis, consiste en
determinar el nitrdégeno alfa amfnico y el nitrégeno total, estableciendo
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luego la relacién entre ambos valores. Cuando dicha relacién es méxime,
la hidr3lisis es completa, es decir, se han roto todas las uniones pep-
tfdicas de la cadena proteica.-

Se ha estudiado detalladamente la velocidad de hidrdlisis
nrotelca y la influencia sobre la misma de la temperatura y la presidén
(13) .- |

______ O——— e

METODOS DE FRACCIONAMIENTO DE AMINOACIDOS .-

Existen numerosos procedimientos qufmicos y fisicoqufmicos
para fraccionar la mezcla compleja de aminodcidos que resulta de hidro-
1izar una proteina. Los més importantes son los siguientess

Método de los &steres de Fischer.~ Los &steres et{licos de
ciertos aminofcidos pueden separarse por destilacién fraccionada a pre-

sion reducida.-

Fereman (14) eliminaba los aminodcidos dicarboxflicos con
hidréxido de calcic y alcohol, y luego precipitaba las sales de plomo de
los demfs amino8cidos calentando el hidrolizado con un exceso de litar-
girios Las sales de plcuo se secaban y suépendian en alcohol absoluto,
saturando iuego esta suspensidn con dcido clorhfdrico gaseoso.—

Se filtraba el cloruro de plomo precipitado y se neutra-
iizaba la solucicn con Jaicohol absoluto asmoniacal hasta pH 6. Una vez
seporado ol cloriro de amorio se evaporaba el etanol, y se tomaba el
rcgiduo con cloroformo secos Los clerhidratos de los ésteres se neutra-
lizaten con hidréxido de.bario seco a Baja temperatura; se filtraba el
cloruro de bamio formedo, y después de evaporar el cloroformo, se des-
tilaben o1 vacfo los &steres de los aminodcidos .-

Este método, muy usado a principios de siglo, fué luego
anandoaedo pues s6lo permitfa recuperar alrededor del 60 % de cada ami~
noacido.—~

Método de extraccién con butenol normal.- Dakin (15) descu~

e — v r——

bris que extirayendo con alcohol butflico caliente una solucién concen-
trada de amnlnoScidos a pH aprcximademente neutro, &stos se distribuyen
entre dos fasess Bgua saturadr. ccn butamol, y butanol saturado con agua.
Loo awincdeidos dlearboxilicos y los diemino4cidos quedan en la solucidn
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acuosa, mientras que los restantes pasen a la fase butflica. Usando ete-
nol y 4cido fosfotungstico, los dos grupos anteriores pueden originar
las siguientes cinco fracciones:
1) Los Monoaminodcidos alifdticos y arométicos, que son extraidos
por el butanol e insolubles en alcohol etflico. (La glicocola
y la serina son muy diffciles de extraer (16).
2) La prolina, también extrafda con butenol, pero soluble en etenol.
3) Dicetopiperazinas, extrafdas por el alcohol butflico y débilmen-
te solubles en etanol y en agua.-
4) Los aminoécidos dicarboxflicos, no extrafidos por el butanol, y

5) Los diaminodcidos, que tampoco se extraen con alecohol butilico,
y que se pueden separar de la fraccién anterior por precipitacién
con 8cido fosfotungstico.-

Como en este método se requieren altas temperaturas para her-
vir el butanol, algunos aminoécidos se convierten en sus anhidridos (di-
cetopiperazinas). Esta dificultad fué salvada en parte por el mismo Da-
kin (17) utilizando un extractor contfnuo g presién reducida, con lo
que la temperatura de ebullicidn del alcohol butflico desciende hasta
45 6 50°C.-

El extractor modificado por Woolley (18) evita completamen-
te la formacién de dicetopiperazinas.-

El método de Dakin no es ccnveniente para el fraccionamien-
to cuantitativo de los aminoécidos« Johns y Jones (19) encontraron ala-
nina y serina en la fase acuosa y &cido glutémico en el extracto buti-
licos Otros investigadores obtuvieron resultados similares (20 y 21).

Fraccionemiento de las sales de cobre de los aminofcidos (22).
Estas sales se preparan hirviendo un hidrolizado proteico con un exceso
de hidréxido o carbonato cdprico. La solucién resultante se evapora has~
ta consistencia siruposa y las sales se secan completamente con acetona.

Por extraccidén sucesiva con diferentes solventes se obtienen
tres grupos de sales de aminodcidos:
1) Contiene las sales de cobre de la leucina, fenilalamina y dcido
aspértico, que son insolubles en agua.-
2) Las sales de alanina, tirosina, &cido glutémico, histidina,
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arginina, lisina y glicocola, son solubles en agua, pero insolubles en
metanol seco.-

%) La valina, prolina, isoleucina, y algo de tirosina y leucina,
formen sales de cobre solubles en agua y en metanol anhidro.-

Electrodislisis.- Martin y Sjynge (23) propusieron el nombre de io~
ncforesis para los meétodos de este tipo, que consisten en el mowvimien-
0 de iones relativamente pequefios dentro de un campo eléctrico.-

En 1909 Ikeda y Suzukl patentaron un procedimiento elec-
trolitico para preparar 4cido glutémico. Usaban una celda de tres com—
partimientos, de los cuales el central y el catédico se cargaban con un
hidroiizado de protefna. Se aplicaba un potencial de 4 a 6 volts entre
el #nodo de zinc, hierro o aluminio y el c4todo de hierro. Las membra-
nas eran de tela impregnada en gelatina, que luego se insolubilizaba
mediante un tratamiento con formaldehido. El 4cido glutémico migraba
hacia el compartimiento anédico.-

Foster y Schmidt (24) usaron un método similar para pre-
parar aminodcidos bésicos. En este caso los electrodos eran de grafito,
y se mantenfa el pH agregando hidrdéxido de bario al compartimiento cen-
tral y anhidrido carbdnico al catédico.-

Cox, King y Berg (25) emplearon membranas de papel per-

gamino ¢~

Albanese (26) usd la electrodidlisis para analizer los
aminodcidos bdsicos de un hidrolizado proteico.-

Theorell y Akeson (27) desarrollaron una microtécnica que
les permitid trabajar con 20 § 30 miligramos de hidrolizado. E1 aparato
de vidrio tenfe tres compartimientos separados entre si por pequeiias
nembranas de pergamino. Los electrodos erean d e alambre de platino arro-
llados en forma de espiral, y se colocaban frente y muy cerca de las
mexmbranas. El tamaflo reducido de las mismas y la pequefla distancia e-
xistente entre los electrodos disminuye los fendmenos de difusién.-~

Durante el proceso se hacfa circular agua para refrigerar.
y se aglitaba el contenido de la celda mediante una corriente de aire.-

Al final de la operacién los aminodcidos dibdsicos se en-
contraban en el compartimiento catédico, los monoaminomonoaéidos en el
central; y los dicarboxflicos en el anddico.-
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Macpherson (28) indicd que una simple electrodidlisis no es
suficiente para separar estos tres gruposa de aminoécidos, debiendo re-
dializar por separado cada fraccion para obtenerla pura.-

Conaden, Gordon y Martin (29) separiron los amino&cidos bési-
cos, neutros y dcidos, usando un soporte de sflica gel saturada con
agua, en cuyos extremos colocaban un cétodo metéiico y un é&nodo de gra-
fitos~

Metodos cromatogrificos.-

Bl anfllisis cromatogréfico comprende todas las técnicas en las
cuales el flujo de un solvente o de un gas & través de un medio poroso,
causa la migracién diferencial de 1los componentes de una mezcla,-

Aunque los origenes de estos métodos se remonten a los prime-
ros trabajos de Pliny y a los posteriores estudios de Runge, Schdnbein
y Goppelsroeder que datan del periodo 1850-1900, se considera que la
primera experiencia de cromatografia tal como sSe entiende hoy, fué
realizada en 1910 por el boténico Taswetts Este hacia pasar un extracto
etéreo de hojas verdes a través de una columna de carbonato de caleio;
el material coloreado quedaba retenido en la parte superior de la colum-
na. ILuego lavabe con éter de petr6leo, y observaba que la banda colorea-
da comenzaba a migrar.desdobléndose en dos zonas netamente separadas y
de diferentes colores, que correspondian a la clorofila A y B respec-
tivamente,~-

Fraccionamiento de los aminofcidos por cromatogroffa de adsor-
cidns Si se hace pasar un hidrolizado neutro de proteina a través de
una columna de silice, los aminoécidos bésicos quedan adsorbidos, mien~
tras que los dicarboxflicos y neutros pasan con las aguas de lavados
La arginina, lisina e histidina se eluyen con ClH O,1 N,

Los eminofcidos dicarboxflicos se pueden adsorber sobre una co-
lumna de alumina previamente tratada con fcido, eluyéndolos luego con
ClH 2N a 85 6 90°C.

Los aminofcidos neutros pasan cuantitativamente en el filtre-
do sin ser retenidos por la altimina., De todos ellos, solamente los aro-
méticos (fenilalanina, triptofano y tirosina) son adsorbidos con car-
bdn activado y pueden elufrse con acetato de etilo (30 y 31).~-
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Cromatograffa de intercambio iénico.(32).~ Ciertas resinas intecr-
cambiadoras de cationes, como la "Duolita C-1" y la "Amberlita IR-100",
fijan cuantitatlvamente arginina y lisina. La histidina y el resto de
los aminodcidos que pudieran haber quedado adsorbidos se eluyen con
piridina muy diluida. Después de eliminar la piridina se hace pasar la
mezcla a traves de una resina intercambiadora de aniones ("Amberlita IR~
4B o "Duolita A-3"), que retiene selectivamente los dcidos aspértico y
glutdmico, (33).

DETERMINACION CUANTITATIVA DE 1OS AMINOACIDCS .-

Cromnatografia de particién.- Después de los estudios preliminares
{34) sobre la separacién de acetilaminodcidos basdndose en sus diferen-
tes coeficientes de particién entre el cloroformo y el agua, Martin y
Synge (35) crearon la cromatografia de particidén. En esta técnica las
sustancias se separan por su diferente distribucién entre dos fases
1iquidas no miscibles:uuna mévil (el solvente de desarrollo), y otra
estacionaria, que se encuentra retenida por un material inerte. Gordon,
Martin y Sgnge (36) han desarrollado un método para analizar cuantitati-
vamente ura mezcla de aminofécidos acetilados obtenidos a partir de un
hidrolizado de proteina. La solucién de acetilaminoédcidos se transfiere
a una cclumna de silica gel, que es el soporte inerte de la fase acu:sa
estacionaria; luego se eluye con mezclas de butanol-cloroformo y de
propanol~ciclohexano en diversas proporciones. Los distintos lfquidos
de desarrvllo permiten separar fenilalanina, valina, alanina, prolina,
tirosina, metionina y triptofano, que se pueden dosar por cualquier mé-
tcde  colorimétrico.-

En 1944, Consden,Gordon y Martin (37) usaron la cromatogra-
ffa de partici6én para analizar mezclas de aminodcidos sin acetilar; en
este método, emplearon la celulosa en forma de hojas de papel de filtro
ccmo soporte de la fase estaclonarlsy Este trabajo dié orfgen a la cro-
matograffa sobre papel, que a partir de entonces cobré un impulso ex-
traordinario y comenzé a usarse con gran éxito para desdoblar mezclas
complejas de sustancias naturales, sintéticas, orgénicas e inorgsnicas.

Posteriormente Symge (38) usé una columna de almiddn como
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soporte 1inerte de la fase estacionaria. Esta técnica fué puesta a pun-
to por Moore y Stein (%9), que lograron desarrollar uno de los métodos
mis exactos para analizar cuantitativamente mezclas de aminodcidos.-

Distribucidén en contracorriente.-Las sustancias que tienen
diferentes coeficientes de distribucién entre dos solventes inmiscibles.
pueden separarse si la distribucién entre dichos solventes se repite un
nomero sufieiente de veces:-

Este método, que ha sido muy usado para fraccionar mezclas
de hormonas, antibioticos y péptidos, también puede emplearse para la
separacién y dosaje de aminodcidos (40,41).-

Se han ideado numerosos aparatos para realizar extracciones
en contracorriente, pero el més usado actualmente es el de Craig (42 y
43) o=

Tanto los métodos de distribucién como los cromatogréificos,
deben complementarse con alguna técnica colorimétrica o fluorometrica
que permita determinar cuantitativamente las sustancias separadas.-

Producto de solubilidad de sales de amino&cidos.~ Bergmann

y sus colaboradores demogstraron que el producto de solubilidad de la
sal de wm aminofcido y un &cido sulfénico depende de la presencia de
otros aminogcidos en la solucién. En cambio resulta constante la rela-
cion entre los productoas de solubilidad correspondientes a dos diferen-
tes proporciones de &cido sulf8nico y aminoédcido.-

De esta manera se puede calculer la cantidad de aminoacido
presente en una solucidn, si se determinen las solubilidades de su sal
sulfdnica en dos alicuctas a las que se ha agregado distintas propor-
ciones de reactivo precipitante (44-48); &ste no debe precipitar ningin
otro aminodcido en las condiciones de la experiencia.-

La principal desventaja de este método consiste en que son
distintas las solubilidades de las sales de los dos isoémeros Spticos y
del racémico de un mismo eminodcido.-

Dilucién isotépica.~ Si a un hidrolizado de protefna se a-
grega un exceso medido de un aminodcido rico en le, y de la mezcla to-
tal se ailsla y purifica dicho aminofcido determinando su contenido en eX
isStcpo mencionado, se puede calcular la cantidad del aminodcido presen~
te en el hidrolizado original (49).-

Ussing (50) ha descripto wna técnica similar empleando aminoé-
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cidos ricos en deuterio, y Cannan y colaboradecres (51-52) utilizaron los
p-iodofenilsulfonil derivados de los aminodcidos con iodo radioactivs.-

En estas determinaciones el error es independiente del proce-
dimiento de obtencién de la sustancia pura y de su rendimiento: los tni-
cos factores importantes son la pureza del compuesto &fladido y del ami-
nodcido aislado, y la exactitud del sndlisis isotépico.-

Aunque este metodo es de los mds exactos, su uso es limitado
porque requiere aparatos caros y técnicas complicadas.-

Métodos microbiolégices y enzimdticos.-

El ccnocimiento de las necesidades nutritivas de ci¥ rtas bac-
terias y el perfeccionamiento de medios sintéticos de desarrollo, permi--
tieron la elaboracién de métodos para determinar cuantitativomente cada
uno ée los constituyentes de dichos medios .-

Si se elimina un componente esencial del medio de desarrollo
de un microorganiamo, y se lo reemplaza por una solucién que contienga
una cantidad desconocida de dicho constituyente, éste puede dosarge mi~
diendo el crecimiento de la bacteria.-

Un medio ideal de desarrollo es aquél que esté completamente
exento de 12 sustancia que se desea determinar, y que contenga todos los
otroa nutrientes esenciales o estimulantes del crecimiento del microorga-
nismo (53%).~

Para dosar aminodcidos se emplean bacterias lécticas como el
"Lactobacillus casei", "Lactobacillus arabinosus", "Streptoecozcus feca-
lis”, "Leuconostoc mesenteroides" y otros. El crecimiento de estos orga-
nismos se mide por turbidimetrfa o por titulacién del dcido 1ldctico pro-
ducidc.-

Kuiken (54), Mc Mahan y Snell (55), Dunn (56) y otros inves-
tigadores, han puesto a punto técnicas para la determinscidn cuantitaii-
va de arginina, lisina, valine; leucina, isoleucina, &cido glutdmico,
triptofano y fenilalanina.~

También se han usado mutantes de la "Neurospora crassa" para
el dosaje de algunos aminodcidos (57)« El crecimiento de la neurospora se
mide pesando su micelios Rockland y Dunn (58) emplearon el protozoo "Te-
trahymena geleii" para determinar algunos emincdcidos en protefnas sin
hidrolizar,-

Les méscdos enzim&ticos se conocen desde hace muchos 3fios en
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el anflisis de mezclas de aminodcidos. La determinacién de arginina por
la accidn sucesiva de arginasa y ureasa es uno de los més exactos(59).

Ciertas bacterias contienen decarboxilasas especificas para al-
gunos aminofcidos(60). Estas enzimas actuan liberando anhidrido carténi-
co que puede medirse con un respirémetro de Warburg o un aparato manomé-
trico de Van Slyke.-

Los métodos bioldgicos son muy especfficos y sensibles. No re-
quieren un equipo complicado de laboratorio y son similares para todos
los aminodcidos; ademds se pueden adsptar admirablemente a los trabajos
de rutina.

En cambio presentan el inconveniente de dosar sdélo los isé-
meros naturales de los aminoécidos.-
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PARTE EXPERIMENTAL

Obtencién de zeina.-

Se usé la técnica de Nolam y Vickery (61) modificada por Lar-
co(62): 200 gramos de gluten de maiz se extrajeron durante dos horas con
800 ml de etanol 9€% a una temperatura de 60°C. El1 extracto enfriado y
Tiltrado primero a través de una gasa y luego por un Blichner, se mezcld
con igual volumen de eter agitando enérgiceamente. Se form§ un flecula-
do de zeina cruda que se dejé decantar, separando el lfquido sobrenadan-
te que volvi8 a agitarse para recuperar el total de la zeina de la solu-
cione-

La protefna cruda se disolvié en un pequeiio volumen de alco-
hol .S6% a 60°C., y después de enfriar se agregé un volumen igual de é-
ter. La zeina precipité y las materias grasas y los colorantes quedaron
en la solucidn.-

Se repitié una vez més la disolucién en alcohol y la precipi-
tacién con &ters la protefna obtenida se disolvid a 60°C en un pequefio
volumen de etanol 96% y la solucién alcohblica se vertié lentamente so-
bre un volumen 10 veces mayor de agua destiladas Esta dltima etapa se
realizé con agitacién continua para evitar la formacidn de fléeculos
grandes de zeina que pudieran incluir impurezas.-

El precipitado se dejé decantar varias horas, se separ§ el
1fquido sobrenadante y luego se filtré la protefna a través de un Bfich-
ner al vacifo para extraerle la mayor parte del agua.-

La zeina se colocé en un cristalizador formando una capa de
poco espesor y se secé con una corriente de aire frio.-

Andlisis de la zefna.-

L§ determinacién de humedad se realizé secando a 105°C hasta
constancia de peso.-

El nitrdgeno se dosé segin la siguiente téenica (63):

En un baloncito de aproximadeamente 12 em de altura y %,5 cm
de ancho médximo se colocaron unos 10 mg de protefna exactemente pesada,
40 mg de HgO, 0,5 g de SO4K2 y1,5ml de‘SO4H2 concentrado. Se calentd
suavemente hasta la desaparicién de la espuma, y luego se aumenté la tem-
peratura continuando el calentamiento hasta unas dos horas después que

la solucion se volvid incolora. Se dejé enfriar, se agregd una gota de
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alcohol y volvié a calentarse hasta que la mezcla se decoloré nuevamen-
te.—

La solucién dcida se diluyd con 8 ml de agua y se pasé al apara-
to de destilacién de Pregl-Parmas-Wagner (64), al que previamente se ha~-
bfa agregado una segunda trampa de Kja&lahl. Se lavé el baloncito con por-
ciones de % ml de agua para que la transferencia fuera cuantitativa y se
agregd por el embudo 6 a 7 ml de solucion 40% de HONa y 5% de 8203Na2.
5H20 hasta alcalinizar fuertemente la mezclas Se cerrd el sistema y se
abrid la conexi6én con el balén que contenfa el agua para el arrastre.-

Se recogieron 10 ml de destilado en un erlenmeyer con 5 ml de
BO3H3 al 2% y una gota de indicador que se prepard mezclando soluciones
alcohélicas de rojo de metilo y de verde de bromocresol al 0,2% en pro-
norcién 1 a 5 en volumen.-

Se lavé con una pequefia cantidad de agua y se titulé el amonia-
co con ClH 0,02N. Paralelamente se realizé un blanco con los reactivos.

Resultados:

Humedad: 7,89 %
Cenizas: 0,51 %
Nitrdgeno:16,6 %

"Alfa protefna" de soja.-

Siguiendo los métodos ya descriptos se analizd una mezcla de
proteinas denominada "alfa protefna" de soja, preparada por Glidden Co.
de Cleveland (Ohfo, U.S:A.)

Los resultados fueron los siguientes:
Humedad : 8,97 %
Cenizas 3 1,28 %
Nitrégeno: 16,2 %
In todos los casos el porcentaje de nitrégeno se refiere a protefna seca
y libre de cenizas.-

Hidrdlisis.-

Alrededor de 0,5 gremos de protefne  se hidrolizaron por ebu~
1llicién a reflujo durante 24 horas con 100 ml de HCl 6N tridestilado.
Esta operacidn se rcalizd en un aparato totalmente de vidrio.

El hidrolizado se evaporé al vacfo hasta sequedad para elimi~
nar el acido, y el residuo se disolvié en solucidn acuosa de isopropanol
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2l 10 % en volumen con algunas gotas de HCl 6N llevando a un volumen
conocido.-

En el caso de la zeina se hidrolizé 0,4818 g; como no se for-
maron huminas, el residuoc seco resultante de la evaporacién se tomé con
isopropanol al 10% y se 1le2v6 a 50 ml.-

En forma andloga se hidrolizaron 0,4952 g de "alfa protefna" de
soja. Se evaporé hasta sequedad y el reaiduo se disolvié en alcohol
isopropilico al 10%. Las huminas se separaron por filtracién y la solu-
cién de aminodcidos se 1llevé a 50 ml de volumen,-

Se usé isopropanol por ser un buen conservador de las solucio-
nes de aminofeidos, y porque no interfiere en las determinaciones croma-
togréficas.-

En ambos hidrolizados se determind el nitrdégeno,obteniendo
los siguientes valores:

Hidrolizado de zefna: 16,2 %

Hidrolizado de "alfa

protefna" de soja: 15,9 %
-——-o————

el
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CROMATOGRAFIA CUALITATIVA SOBRE PAPEL DE HIDROLIZADCS PROTEICGS .-

A) Cromatografia circular.-
Reactivos y aparatos.-

Ninhidrina al 0,25% en acetona.

Isatina al 0,2% en acetona conteniendo 4% de 4cido acético gla-
cial. Esta solucidn se filtré para separar el insoluble formado.-

Solventes de decorrollo.- Solucién de 70% de fenol, 5% de isopropa-
nol y 25% de agua bidestilada en pesos Este solvente se prepard fundien-
do 500 gramos de fenol "May & Baker", y agregéndole luego 178,5 ml de
agua y 45,5 ml de alcohol isopropflico,-

Butanol normal-dcido acético—agua (40:10:50 en volumen): Se mez-
claron 4 partes de butanol normal redestilado (punto de ebullicién: 117-
118°C) con 1 parte de 4cido acético glacial y § partes de agua bidestila-
da. Después de agitar se dejé en reposo, formédndose entonces dos capas:
la superior se usé como solvente y la inferior se desechd (65).-

En todos estos casos se uad agua bidestilada en aparatos de vi-
drio para eliminar cualquier traza metdlica que pudiera interferir en los
ensayos cromatogrdficos.-

Soluciones de aminofcidos.- Se prepararon dos soluciones en
isopropanol al 10% acidificaedo con algunas gotas de HCl concentrado, pa-
ra facilitar la solubilidad de los aminoécidos,-

Cada solucién contenfa 5 milimeles por litro de cada uno de los
aminodcidos que se mencionan a continuacién:

Solucién As leucina, fenilalanina, triptofano, valina, prolina,

hidroxiprolina, treonina, glicina, dcido aspértico
Yy 1lisina.-

Solucién B : isoleucina, metionina, tirosina, alanina, 4cido

glutdmico, serina, arginina, histidina y cistina.

Papel de filtro Schleicher y Schfill No. 589, banda azul, en dis-
cos de 18,5 cm de difmetros ’

Cajas para cromatograffa de vidrio "Termiglas", de 170 mm de did-
metro exterior y 85 mm de altura, con tapa plana de vidrio esmerilado de
190 mm de didmetro y 2,5 mm de espesar.-

Pipetas de 0,1 ml de capacidad graduadas en microlitos.-

Método -
Se usé e técnica similar a las descriptas por Giri y Rao(66),
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y por Saifer y Oreskes (67-68).-

En el centro de cada disco de papel se deposité una gota de 3
a 541 de la solucién a cromatografiar. El difdmetro de estas gotas fué
siempre inferior a 8 mm. Se dejé secar a temperatura ambiente, y luego
se hizo un corte de 4 mm de longitud en el centro del papel con una hoje
de afeitar. En esta ranura se insertd una tira de papel de 4 mm de ancho
y 25 mm de largo.-

Cada disco.de papel asf preparado se colocé en posicién horizon-
tal sobre una caja para cromatograffa, con la tira sumergida en un vasi-
to de 150 ml - l1leno con solvente de desarrollo (fig. 1).

La tira queddé perpendicular al plano del papel que se hallaba a
2 cm de distancia de la superficie del 1fquido de desarrollo.

Se colocd la tepa de vidrio sobre el disco de papel cerrando la
cémara, que de esta manera se saturd rédpidamente con los vapores del sol~
vente. Este ascendil por capilaridad por la tira hasta alcenzar el pla-
no del discos Se dejd desarrollar el cromatograma durante la noche (12
a 16 horas); en este perfodo el solvente recorrié una distancia radial
de aproximadamente 8 cm desde el centro del papel.

tapa

= disco de papel

«» Caja

P —

Terminado el desarrollo se sacd el disco de papel, se marcd con
lépiz el limite al que llegd el solvente (frente 1fquido) y se dejé se-
car al aire.-

Antes de realizar cada cromatograffa se debe reponer el solven-
te gastado.

Los papeles desarrollados con mezcla de fenol-isopropanol-agua
se lavaron dos veces con acetona para eliminar las trazas de fenol y ace—
lerar el secado.-~

Los cromatogramas secos se cortaron por la mitad en dos partes:
una de ellas se sumergif en el reactivo de isatina y la otra en el de
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ninhidrina; luego se dejaron secar.-

E1l color de la ninhidrina se desarroilé en varias horas a tem-
peratura ambiente. Los papeles surergidos en isatina se colorearon ca-
lenténdolos a 100°C durante 15 minutos .-

La mayorfa de los aminoficidos aparecieron como arcos de colour
pirpura sobre fondo blanco, en las porciones que habfan sido sumergidas
en nihidrina, o de distintos colores sobre fondo amarillo, en las tefii~-
das con isatina,-

En cada cromatograma se trazarcn varlos radios; scbre cada ung
de &stos se marcd el centro de cada banda coloreada y se calculd los Rf.
a lo largo de cada radio de la siguiente manera:

Distanc'a en mm desde el centro del papel hasta el centro de cada banda
Distancia en mm desde el centro del papel hasta el frente liquido

Rf=

El Rf. de cada componente se determind promediando todos los va-
lores obtenidos para dicho componente sobre los distintos radios trazados.

En nuestro caso se realizaron 30 cromatografias diarias, 15 con
cada uno de 10s solventes mencionados. La temperatura fue controlada con
un termégrafo colccado sobre la mesa donde estaban las cémaras cromato-
gréficas.~

Las cajas que = usaron con la mezcla fenol-isopropanol-agua se
mentuvieron en la oscuridad dentro de armarios, pues el fenol se polime-
riza rdpidamente en presencia de lug,-

Para determinar la posicién de cada amincdeido, se realizaron
cromatograffias de las mezclas sténdard a las que se agregd un exceso de
un aminodcido distinto por vezs El componente en exceso se localizd no-
tando cudl era la banda mds intensa o mds ancha.-

Después de haber fijado la secuencia de todos los eminodcidos,
se hicieron cromatografias de hidrolizados de zeina y de "alfa protefna"
de soja. Comparando los Rf. de las bandas obtenidas con aquéllos deter—
minados a partir de las mezclas sténdard, se pudo realizar un anélisis
cualitative de los hidrolizados mencionados.

Todas las mezclas que se debian cromatografiar se neu’ralizaror
con NaOd N antes de ser depcsitadas sobre el papel.-

Resultados .~

Se reallzaron 50 cromatograffas de cada mezcla stédndard con
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cada uno de los solventes. En los tres meses que duraron estas experien-
cias la temperatura del laboratorio vari6 entre 18 y 23°C; por lo tanto
no fué necesario regularla.

CUADRO I

Valores promedios de los Rf. obtenidos con mezclas sténdard de aminodcidos

empleando butanol~dcido acético-agua (4:1:5) como solvente de desarrollo.

(Papel S ¥ S

No. 589, benda agul)

Desviacién| Color con Color con isa-| Color con i-
Arinodcido Rf. | Standard ninhidrina tina calentan-| satina 2 hrs.
do 157a 100°C.| después de ha~-
ber calentado.
Cistina 0,18 bt 0,018 plrpura violdc.rosado | verde griséc.
Lisina 0,19 z 0,032 Pirp.violadc. 1ila azul verdoso
Histidina 0,22 bt 0,031 Pdrp.violdc. violdc.azulado | celeste verd.
Arginina 0,25 | ¥ 0,027 Pérp.violdc. { violéc.rosedo | plat.violde.
Ac.Aspér-
tico-gli- + . :
cina 0,29 } - 0,026 purpura azul verdoso verde grisac.
Serina 0,31 : 0,025 purpura rosado violédec.| verde muy élare
Hidroxipro- +
1lina 0,32 { - 0,024 amarillo celeste desaparece.
Tieonina 0,34 z 0,026 Pdrp,violde. rosa salmén ros.muy claro
Acido glu~ +
tdmico 0,36 | - 0,023 Pdrp.rojizo violdc.azulagd | verde griséc.
Alanina 0,39 ™ 0,021 Pdrp.azulado azul violdceo | azul claro
Prolina 0,40 | < 0,024 emerillo azul intenso | azul intenso
Tirosina 0,50 ha 0,026 pirpura verde azulado | verde grisdc.
Valina 0,51 b 0,022 Pdrp.violdc. rosa violéc. rogs.muy claro
Triptofano 0,54 z 0,026 Pdrp.violéc., gris azulado pardo claro
Metionina 0,55 bt 0,021 Pdrp.violéc. violdceo verde griséc.
Fenilalanina; 0,62 z 0,026 Purp.violdc., verde azulado | verde claro
Isoleucina 0,68 : 0,023 Purp.violdc. rosa salmén ros.muy claro
Teucina 0,69 x 0,023 Pérp.violécs rosa salmén ros.muy claro

b ——

Notai-En mezclas stédndard con todos los aminodcidos los grupos histidina-ar-
ginina, dcido aspédrtico-glicina-serina, treonina-4cido glutémico,valina-
triptofano-metionina e isoleucina~leucina, aparecen cada uno come una so-
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la bsnda,.~-
Es interesante comparar los colores indicados en el cuadro I con
los mencionados por Saifer y Oreskes (69).-

CUADRO II
Valores promedios de los Rf obtenidos con mezclas stédndard de aminodcidos
y fenoldsopropanol-agua (70:5:25) como solvente de desarrollo.
(Papel € y S No. 589, banda agul)

Aminodcido Rf Desviacién Standard
4
| Acido agdrtico 0,16 I 0.011
Cistina 0,21 0,038
Lisina 0,24 Z 0,013
Histidina 0,30 ¥ 0,025
Serina 0,34 I 0,024
Arginina 0,35 0,024
5 Glicina 0,37 f 0,01%
a Acido glutédmico 0,40 : 0,032
. Treonina 0,44 - 0,016
| 4lanina 0,53 Z 0,011
Tirosina 0,60 20,022
Hidroxiprolina 0,66 0,011
Valina-Triptofano C,T74 I 0,014
Metionina 0,77 I 0,030
Fenilaleninae-leucina-isoleucina | 0,85 Z 0,020
Prolina 0,89 Io,012

Nota.~ En mezclas stdndard con todos los aminodcidos los grupos histidina-se-
rina-arginina, valina-triptofano y fenilalanina-leucina-isoleucina apare-
cen cada uno como una sola banda. La histidina, serina y arginina forman
una banda difusa en la cual se pueden distinguir tres zonas. La cistina
también da una banda difusa que a veces se superpone con la de 4cido as-
partico.- '

Los cromatogramas coloreados no pueden conservarse mucho tiempo.
El color de la ninhidrina se aclara hasta desaparecer despuds de 2 & 3 dias,

y el de la isatina después de pocas horas; por esta razén fueron fotogra-
fiados.~
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Figs 2- Cromatogrema Circular

Se hicieron 40 cromatografias de cada hidrolizado con cada uno de

los solventes ya mencionados.-

CUADRO ITI

Velores Rf obtenidos con hidrolizado de zefna, empleando butanol-dcide

acético-agua (4:1:5) como solvente de desarrollo.

(Papel S y S No. 589, banda azul)

L

Banda No. Rf. Desviacién Color con isatina| Aminocdcidos corrgspond.
stédndard
1 0,16 - violdceo rosado cistina
2 0,29 | % 0,023 | azul verdoso Ac.aspértico-serina-glic:
3 0,34 < 0,022 violéceo Treonina-dcido glutdmico
4 0,37 | = 0,021 | azul violdceo alenina
5 0,40 { 0,019 | azul intenso prolina
6 0,47 - 0,020 verde griséceo tirogina
7 0,53 z 0,020 rosa violdceo Valina - metionina
8 0,64 | I 0,026 | verde azulado Fenilalanina
9 0,70 | % 0,024 | rosa salmén int. | Leucina — isoleucina




CUADRO IV
Valores Rf. obtenidos con hidrolizado de zefna y fenol-isopropanol-agua
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como 1lfquido de desarrollo.(Papel S y S No. 589, banda azul).

Banda No. Rf. |Desviacidn Color con isatina| Aminofcidos correspondientes
stdndard
1 0,16 | < 0,012 azul griséceo Acido aspértico
2 0,22 : 0,019 rosa violédceo cistina
3 0,30 | % 0,014 |rosa anaranjado | Histidina-serina-arginina
4 0,3%8 : 0,016 violdceo Acido glutédmico-glicina
5 0,45 ¥ 0,016 rosa claro treonina
6 0,54 : 0,011 azul violdceo alanina
7 0,82 z 0,021 rosa violédceo Fenilalanina-leucina-isoleu-
cina,
8 0,89 | 2 0,015 azul prolina.

De acuerdo con los datos consignados en los cuadros III y IV el hi-
drclizado de zefna contenfa los siguientes aminodeidos: cistina, histidina,
arginina, dcido aspdrtico, serind, glicina, dcido glutémico,treonina,alani-
na,prolina,tirosina,metionina,valina,fenilalanina,leucina e isoleucina,

CUADRO V

Valores Rf._obtenidos con hidrolizado de "alfa protefna" de soja, desa-

rrollando con butanol-fcido acético-agua.(Papel S y S No. 589,banda azul)

Banda No.| Rf. D::zggg;gn Color con isatina |Aminodcidos correspondientes

1 0,14 z 0,007 viol4ceo claro cistina

2 0,18 2 o,011 11la lisina

3 0,27 A 0,012 verde azulado Ac«Aspértico-serina~glicina
4 0,35 ¥ o,011 violdceo Treonina-4cido glutémico

5 0,34 | < 0,019 azul violdceo alanina

6 0,383 % o,o11 azul intenso prolina

7 0,45 z 0,011 verde grisdceo tirosina

8 0,51 z 0,015 rosa Valina-meticnina

9 0,62 | < 0,017 verde griséceo Fenilalanina
10 10,67 Z 0,019 rosa salmén intensq Leucina~isoleucina
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Valores Rf. obtenidos con hidrolizado de "alfa protefna" de soja y fe-
nol-isopropanol-agua como solvente de desarrollo.

(Papel S y S No. 589, banda azul)

Banda No. re. | Desviacion| goyon con isatina Aminodcidr 3 correspond.
sténdard

1 0,16 z 0,012 azul griséceo dcido aspartico

2 0,23 | £ 0,015 | violdceo claro cistina - lisina

3 0,29 | ¥ 0,015 | violdceo anerenj. | Histidina-serine-arginina

4 0,37 | = 0,016 violdceo Glicina-fcido glutémicc

5 0,44 z 0,017 rosa Treonina

6 ¢,53 | o,013 azul violéceo Alanina

7 0,75 | < 0,020 | violdceo claro Valina-metionina

8 0,81 |X o,018 rosa violdceo |Fenilalanina-leucina-
isoleucina,

9 5,88 | 0,014 azul intenso Prolina

v . i ks

Segdn los cuadros V y VI el hidrolizado de "alfa protefna" de soja
contenfa cistina, lisina,dcido aspdrtico, histidina, arginina, serina,
glicina,dcido glutédmico, treonina, alanina, prolina, tirosina, valina,
metionina, fenilalanina, leucina e isoleucina.

Cromatografia circular con desarrollo de 80 horas.-

Los datos de los cuadros I y II indican que algunos aminodcidos
se superponen dando bandas difusas. En ciertos casos hemos encontrado
que se puede solucionar este inconveniente realizendo cromatograffas de
desarrollo prolengedo. De esta manera la histidina, serina y arginina,
que en la cromatograff{a circular con fenol-isopropanol—-agua daban una
banda difusa, se separaron netamente después de un desarrollo de 80 ho-
ras con €l mismo solvente. En este perfodo, tanto el frente lfquido co-
o tamblén la tirosina, hidroxiprolina, valing, triptofano, metionina,
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fenilalanina, isoleucina, leucina y prolina alcinzaron el borde del pa-
pel circular; por esta razén calculamos los Balanina, para caracterizgr
las bandas obtenidas.

Distancia en mm des.de el centro del papel hasta el centro de

'Ralanina= cada banda
Distancia en mm dasde el cantro del papel hasta el centro de
la banda de alanina
CUADRO VII
Cromatograffa con fenol-isopropanol-agua
(Papel S y S No. 589, banda azul)
Valores Rf. después de un Valores Talanina después de
Aninodcido desarrollo de 12~16 horas un desarrollo de 80 horas
(Promedios de 50 determin.) (Promedios de 50 determin.)
Histidina 0,30 = 0,025 0,41 % 0,023
Serina 0,34 £ 0,024 0,61 * 0,027
Arginina 0,35 £ 0,024 0,55 = 0,025

Los desarrollos de 80 horas también se aplicaron a la cromatograffa ccn
hutanol-dcido acético-agua.—

Técnica de deserrollo mdltiple (70).-

En el centro de un disco de papel de filtro se cortdé una ranu-
ra de 4 mm de longitud; y luego se trazé con ldpigz una circunferencia de
4 cm de difmetro; sobre esta circunferencia se depositaron alternadamen-
tey, ¥ a 15 mm de distancia una de otra, 4 gotas de soluciones sténdard
de aminodcidos y otras 4 de hidrolizados proteicos. Las gotas tenfan 2
2 31 de volumen y 4 a 5 mm de didmetro, por lo que nunca llegaban a
tocarse.~-

Se dejé secar a temperatura ambiente y se insertd en la ranura
una tira de 4 mm de ancho y 25 mm de largo. E1 papel asf preparado se co-—
locé en la cHmara cromatogrdfica con la tira sumergida en el solvente.-

Terminado el desarrollo se sacd el cromatograma, se dejé secar
y se volvid a deserrollar de la misma manera dos veces més{desarrollo
méltiple); Finalmente se sumergif el papel seco en el reactivo de colora-
cidn.-
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Los aminodcidos aparecieron como arcos concéntricos de distin-
tos radios. Los componentes de las muestras desconocidas se identificaron
refiriendo los arcos a aquéllos formados por los amino&cidos conocidos
de las mezclas sténdard (66,71 y 72).-

Cuande se coleca&ban las gotas muy cerca unas de otras al prin-
cipio de la cromatograffa, los arcos correspondientes a los aminodcidos
conocidos y desconoeidos aparecfan juntos formando cfrculos.-

Fig. 3 - Cromatograma Mdltiple
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Los desarrollos mdltiples producen una mayor y més neta separa-
cién de las bandas.-

Cromatograffa circular en pequefias cajas de Petri.-

Hemos adaptado un método anflogo al descripto en la pdgina 15
desarrollando un gran ndmero de cromatogramas en discos de papel de fil-
tro Schleicher y Schtill No. 589, banda azul, de 1l cm de didmetro. En es-
te caso el solvente ascendfa por una tira de 3 mm de ancho y 20 mm de lar-
g0 que se habfa insertado en la ranura de % mm realizada en el centro

del papel.-

La cémara cromatogrdfice era una caja de Petri comdn de 95
mm de difmetro externo y 23 mm de altura, con su correspondiente tapa de
102 mm de difmetro y 21 mm de altura.-

Después de apoyar el disco de papel sobre los bordes de la
caja cargada con 50 ml de solvente, se colocaba la tapa presionando el

papel como lo indica la figura 4.-

upy Solvente

= N .
" [/ w; \ [ ‘A'—, — disco @e papel
: L_’ tira 4, tapa
_

LJ_; caja

Fig. 4

El desarrollo se completaba en 2 a % horas; se dejaba secar

el cromatograma y luego se lo desarrollaba dos veces mds, cuidando que el
frente 4fquido 1legara siempre a la misma posicién.-

La cromatograffa circular en pequefius cajas de Petri es una
técnica muy simple y cémoda pues no requiere ningdn aparato especial; ade-
m4s es répida y da valores Rf. perfettamente reproducibles.-



CUADRO VIII

i

Valores Rf._obtenidos por cromatograffa circular en pequefias cajas de

Petri.(Solventeibutanol-dcido acético-agua 4:1:5; Papel S y S No. 589,

banda azul)

Aminoécido

Rf,
(Valores promedios de
50 determinaciones)

Desviacién sténdard

Cistina-lisina 0,15 0,011
Histidina 0,19 X 0,003
Acido aspértico 0,20 I 0,017
Arginina-glicina 0,24 0,016
Hidroxiprolina 0,28 L o,012
Serina 0,29 Z 0,014
Treonina 0,34 2 0,020
Acido glutémico 0,36 I 0,014
Prolina-alanina 0,41 0,018
Tirosina 0,53 X 0,019
Valina-triptofano 0,59 Z 0,014
Metionina 0,63 i 0,014
Fenilalanina 8,71 X 0,017
Isoleucina 0,77 I 0,013
Leucina 0,78 £ 0,009
Fig. 5

Cromatograma reali-
zado en caja Pe-

iri chica. -

I
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Cromatograffa con solvente viejo y con mezclas de butanol-4¢ido acéti-
8o -agua-acetato de butilo en distintas proporciones.

A medida que el solvente butanol-4cido acético—agua enve je-
cfa, observamos que disminufan los valores Rf. de las distintas ban-
das. Esto se atribuyé a la esterificacién parcial del 4cido acético con
el alcoljol butflico (73); para comprobarlo se realizaron cromatograffas
con solvente fresco, con el mismo lfquido de desarrollo después de 75
dfas de haber sido preparado y con varias mezclas de butanol—dcido acéti-
co-agua-acetato de butilo en diversas proporciones.-

Los resultados fueron los siguientes:
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La mezcla butanol-4cido acético-agua-acetato de butilo(3619:45t
10 v/v) se obtuvo agregando 15 ml de acetato de butilo a 135 ml de bu~
tanol-4cido acéticozagua (41115 w/v) recientemente preparados.-

El solvente butanol-4cido acético-agua—-acetato de butilo (39:10:48:
3 v/v) se prepardé afladiendo 5 ml de acetato de butilo & 145 ml de la
mezcla de butanol-dcido acético-agua (41115 v/v).-

E1l cuadro IX muestra que al aumentar el porcentaje de acetato de
butilo disminuyen los valores Rf. de todas las bandas.-

Cuando se usé la mezcla de butanol-fcido acé&tico-agua (4:1:5) 75
dfas después de preparada, los Rf. resultantes fueron aproximadamente
iguales a los obtenidos con butanol-dcido acdtico—-agua-acetato de buti-
1o (%6:9:45:10 v/v). Esto indicarfa que el solvente envejecido contenfa
10 % de ester.-

Qe
B) Cromatograffa bidimensional.-

Se usaron hojas cuadradas de papel de filtro Schleicher y Schfill
No. 2043% Bs de 24 cm de lado.-

La gota de la solucién a cromatografiar se deposité en un &ngulo
de 1la hoja & 2 cm de distancia de cada borde. Cuando la solucidn era di-
lufda se depositabgn varias gotas superpuestas, dejando secar después de
cada agregado.-

La hoja asf preparada se colgé verticalmente de dos broches de
acero inoxidable colocados en una varilla de vidrio gue estaba sosteni-
da por un armazén de madera (fig. 6).

broohe
varilla de vidrio
soporte de madera

hoja <1 _

co._gota Inicial |-

Fig. 6
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El armazdn cargado con seis hojas de papel se colocd dentro de la
cdmara cromatogréfica de tal manera, que el borde inferior de las hojas
quedd sumergido 2 d3 mm en el lfquido de desarrollo.-

La cdmara era una estufa metélica de laboratorio de 30 cm de ancho,
32 cm de profundidad y 43 ecm de altura, en cuyo piso se habfa colocado
una cubeta plana de vidrio que contenfa 400 ml de la mezcla fenol-iso-
propanocl-agua (70:5:25 en peso).-

oyt
soporte de madera <
hoja de papcl [ q — > Camara
Cdmara para cromatograffa
| ascendente,
Cubeta con solvente ]
i LJ/
Fige 7

Se dej6 desarrollar durante la noche, y a la mafiana siguiente los
cromatogramas fueron retirados dejéndolos secar al aire; luego se gi-
raron 90° en sentido contrario al movimiento de las agujas de un reloj
y se volvieron a introducir en otra cémara cargada con butanol-4cido
acético-agua (411:5 v/v).~

Antes de usar las cémaras cromatogréficas se saturaron durente 48
horas con los vapores del solvente.-

Terminado el segundo desarrollo se dejé secar, y finalmente se su-
mergieron las hojas en solucién de ninhidrina, isatina o aloxano (69).

Después de una cromatograffa bidimensional, los componentes de la
gota analizada aparecen como manchas circulares o elfpticas, distribuf-
das sobre toda la superficie de la hoja de papel.-

Se determindé la posicién caracterfstica de cada aminodcido croma-
tografiando mezclas sténdard que contenfan un exceso de uno de ellos
por vez ( ver pdgs. 16 y 17). Luego se cromatografiaron los hidroli-
zados de zefna y de "alfa prcteina" de sojae.-
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Glu

‘Aq

"Solucién standard de 19 sminodcidos

Figura 8




Figura 9



Figura 10



Resvltados.

Abreviatura de los aminodcidos.

Al.s alanina L.: leucina

Ar.: arginina Li.:lisina

As.: écido aspértico M.: metionina
Cis.: cistina P.: prolina

F.: fenilalanina Ser.t serina
Gli,: glicocola Ti.: tirosina
Glu.: &4cido glutémico Tr.: treonina

Hs.¢ histidina Trip.: triptofano

Hp., : hidroxiprolina V.: valina
I,: isoleucina

La composicion cualitativa de los hidrolizados coincide con las
mencionadas en las pdginas 21 y 22.-

Se encontrd glicocola en el hidrolizado de zefna; este resultado
no concuerda con los obtenidos por lu mayorfa de los autores, por lo
que seria interesante realizar Investigaciones que permitan confirmar-
lo o rectificarlo.-

Los pares valina-metionina y leucina-isoleucina no pudieron sepa-
rarsgse con los solventes usados.-

Las manchas de prolina e hidroxiprolina no aparecen en les fotogra-
f1as por que son amerillas.-

Para obtener cromatogramas bien nf{tidos conviene realizar dos de-
sarrollos con cada solvente.—

Fotografies.- Los papeles coloreados con ninhidrina se colocaron
sobre un vidrio esmerilado y se fotografiaron iluminando por detréa.-

Se usaron placas "Lasaf" para reproduccién, y el tiempo de exposi-
cidn fué de 2 segundos.-

Fluorescencia de los aminodcidos gobre el papel.- Los aminodcidos
pueden detectarse coloreando los cromatogramas con ninhidrina,isatina,
aloxero u otros reactivos especificos, como asf también por su fluores-
cencia a la luz ultravioleta(74).

La fluorescencia sélo se desarrolla despuds de calentar el papel u
100°C durante 30 a 60 minutoss Este calentamiento produce la reaccién
entre los amino grupos libres de los aminodcidos y los grupos aldehfdi-




cos libres del papel (75-76).-
Las manchas de triptofano presentan una débil fluorescencia an=-
tes del calentamiento.

%2

Comparacién entre los valores Rf. obtenidos con las técnicas monodimen-

gsional y eircular.-

Estas determinaciones se realizaron sobre papel hatmen No. 1
usando como solvente la mezcla butanol-4eido acético-agua (4:1:5). El
tiempo de desarrollo fué de 16 horas tanto en la cromatograffa ascen-
dente como en la circular.-

CUADRO X

Valores Rf. obtenidos Valores Rf. obtenidos por

por cromatografia mono- cromatograffa circular
Amino4cido %%mensional ascendente (R.)(Promedio de 12 de-

romedio de 20 deter- —

minaciones). terminaciones).
Lisina ' 0,12 0,35
Histidina 0,13 0,38
Arginina 0,16 0,42
Serina 0,21 0,47
Hidroxiprolina 0,25 0,51
Prolina 0,41 0,64

Se ha encontrado la sigulente relacién aproximadai

R2

-—
—

T'(eirecular) (ascendente)

Estos resultados coinciden con los obtenidos por Le Strange y
Mtiller (77) para cobre y bismuto.-
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DOSAJE DE ALGUNGS AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA CUANTITATIVA SOBRE
PAPEL. 3

Se cortaron hojas rectangulares de papel Whatman No. 1 de 26
por 24 cme.

En cada hoja se trazd una paralela a 2 cm de distancia de uno
de los bordes de menor longitud; con una jeringa micrométrica "Agla"
se depositaron sobre esa lfnea 6 gotas de distintas diluciones de una
misma solucidén sténdard y % gotas de la mezcla desconocida.-

Se dejaron 25 mm de distancia entre una y otra gota,y 20 mm en-
tre las gotas extremas y los bordes del papel.-

Las hojas asf preparadas se secaron &l aire, y luego se coloca-
ron en la cémara cromatogréfica (figura 7), con el borde de 24 cm més
préximo a las gotas sumergido en la mezcla de butanol-&6ido acético-agua
(42135 v/v).-

Finalizado el desarrollo ascendente, se sacaron las hojas, se deja-
ron secar y se sumergieron en el reactivo de coloracién.- .

No se usé la pulverizacidén de los cromatogreamas porque producfa co-
loraciones irregulares.-

Algunos autores (78-79) obtuvieron buenos resultados ageegando
la ninhidrina al solvente de desarrollo.-

F. - W

-

Cromatograma
nonodimensional
ascendente.
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Se probaron varios métodos para valorar las manch@s de eminodci-
dos que aparecfan en los cromatogramas coloreados:
1) Determinacién del érea de las manchas.-
Se cromatografiaron soluciones de varias concentraciones de
alanina, y lisina. Se marcé el c ontorno de las menchas y luego se mi-
dié el édrea de las mismas con un planfmetro.-
El érea de las manchas resultd sélo aproximadamente proporcio-
nal al logaritmo de la cantidad de aminodeido (80) (ver figuras 12 y 13)

2) Método de elucién (81-83).~
Después de cromatografiar soluciones de distintas concentraciones
de glicocola,treonina y valina, se recortaron las manchas coloreadas y
se colocaron cada una en un tubo de ensgyo; luego se eluyeron agregando
a cada tubo 4 ml de etanol 75 % que contenfa 0,2 mgr de $0,Cu.5H,0 (84).
Finalmente se determiné la densidaed de color de los extractos obtenidos
usando un fotocolorfmetro "Klett-Summerson" con filtro verde (540 m/u,).

)
o4

?hd;(

WA -
R

/ 2 3 € Mol

Figs 14
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3) Medida de la densidad total de color (85-86).-

Los cromatogramas coloreados después del desarrollo monodimen-
sional se cortaron en tiras paralelas a la direccién de movimiento del
solvente. Cada tira de papel se sumergifé en vaselina lfquida para au-
mentar su transparencia.y se examiné en intervalos de 5 mm a lo largo
de todo el cromatogrema, usendo un densitémetro de transmisién (87)
narca "E.E.L." (Evans Electroselenium Limited) al que se habfa acopla-
do en serie un galvanémetro “"Norma" con la escal« gradueda en porcentea-
jes de transmisién.-

Con este m&tddo se analizd la solucién stdndard B de aminodci~
dos(')los porcentajes de transmisién obtenidos se representaron en un
papel semilogarftmico en funcidn de la distancia existente entre uno
de los extremos de la tira y la zona que en cada momento enfrentaba la
ranura del densitdémetro. (figura 15).

| En todos los casos se llevo el galvandmetro a la lectura de
100 % de transmisién con wna porcién no coloreada de la tira.-

Las 4reas comprendidas entre la curva y el eje correspondiente
al 100 % de transmision son proporcionales a las concentraciones de los
aminodcidos (88~89).-

4) Determinacidn de la densidad méxima de color.-

Se prepararon soluciones de varias concentraciones de glicoco-
la, arginina, serina y lisina que se sometieron & una cromatografia
asgendente,-

Las hojas coloreadas se ca taron en tiras que se sumergieron en
vaselina lfquida y luego se examinaron con el densitémetro anotando los
porcentajes minimos de transmisidn de cada mancha.-

En papel semilogarftmico se representaron las concentraciones
de aminodcidos en funcién de las lecturas del galvandmetro (Las concen-
traciones expresades en milimoles por litro se representaron sobre el
eje de ordenadas en escala logaritmica, y. los porcentajes mfnimos de
transmisién, sobre el eje de abscisas en escala comtdn; wver figura 16)

Se comprobd como ya lo indicera Block (90), que el mfnimo de
transmisién de cada mancha (o la densidad méxima de color) es propor-
cional a la concentracién del aminoécido respectivo.-

Este método que fud utilizado por numerosos autores (91-94),

(*) (ver pég. 15)
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es répido, sumamente sencillo y da buenos resultados; por estas razo-
nes se lo eligié, entre todos los mencionados, para dosar alanina y
prolina en los hidrolizados de zefna y de "elfa protefna" de soja.{f).
Se tomaron 10 ml de cada uno de estos hidrolizados (ver pég«l4 ), se
neutralizaron con NaOH N, y se diluyeron a 25 ml con isopropanol al
10 % en volumen.-

Los eminodcidos puros se secaron en estufa el vacfo, y luego se
preparé con ellos dos soluciones en alcohol isopropflico al 10 %: uma
contenfa 16 milimoles por litro de alanina "Merck", y la otra 12 mili-
moles por litro de l-prolina "B.D.H.". Porciones alfcuotas de cada una
de estas soluciones fueron dilufdas al medio, al cuarto, &l quinto y al
octavo con isopropanol al 10 %.-

Resultadog.-

Se realizaron cromatograffas ascendentes de las soluciones de
alanina y de prolina, como as{ también de los hidrolizados dilufdos.-

En todos los casos las gotas anallzadas eran de 24+ 1., y fue-
ron depositadas sobre las hojas de papel con ma jeringa micrométrica
merca "Agla",.-

Los cromatogramas se colorearon con ninhidrina para los dosajes de
alanina, o con isatina para las determinaciones de prolina; luego se
cortaron en tiras que se sumergieron en vaselina lfquida para aumentar
la transparencia del papel.-

Todas las tiras se examinaron con ¢l densitémetro determinando
los porcentajes minimos de transmisién de cada mancha.-

(*) El procedimiento basado en la determinacién de la cantidad de luz
transnitida a través del negativo de las fotograffes de los cromatogra-
mas (95), aparecié en la literatura cuando ya se habfa terminado este
trabajo.-



CUADRO XTI

[

Concentracién de la solucién de ala-
nina (milimoles/litro).

Porcentajes mfnimos de transmisién
(promedios de 6 .determinaciones)

16 64,5 %
8 75 "
4 86 "
5,2 90,5 "
2 97
Mancha de alanina del hidroli-
zado de zeina. 87 "
Mancha de alanina del hidroli-
zado de "alfa proteina" de so-
jas 95,5 "
CUADRO XII
Concentracién de la solucidn de Porcentajes minimos de transmisién
prolina (milimoles/litro ) (promedios de 4 determinaciones)
12 73,5 %
6 81,5 "
3 89 "
2,4 92,5 "
1’5 98 ]
Mancha de prolina del hidro-
lizado de zefna. 88,5 %
Mancha de prolina del hidro-
lizado de "alfa protefina"
de soJja. 94 "
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Los porcentajes mfnimos de transmisién correspondientes a los cromato-
gramas de los hidrolizados permitieron calcular las concentraciones de
alenina y prolina, Los valores obtenidos fueron los siguientes:

Hidrolizado de zefna

Gremos de amino&cido por| Gramos de aminoficido por
100 gremos de protefna. | 100 gramos de protefna
(calculados para un con-
tenido de 16 % de N).,

Alanina 9,58 9;5
Prolina 10,44 10,3

Estos resultados son similares a los publicados por Tristram (96).

Hidrolizado de "alfa protefna"

de soja.
Gramos de aminoédcido Gramos de aminodcido por
por 100 gramos de pro- |100 gramos de protefna
tefna. (calculados para un con-
tenido de 16% de N).
. Alanina 5,69 5,7
Prolina 6,57 6,6

—-——:o:_--—
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FRACCIONAMIENTO DE MEZCLaS DE AMINOACIDOS

a) Método de extraccidn de Dakin (15-17).

Se utilizd el aparato de extraccidn continua propuesto por Woolley
(18) con algunas modificaciones.-

La solucidn de aminodcidos que debfa ser extrafda se colocé en un
tubo de 28 mm de didmetro y 41 cm de largo que se rellend con anillos
de vidrlo para aumentar la superficie de contacto entre las dos fases.-

El recipiente que contenfia el butanol estaba formado por un bul-
bo de 300 ml de capacidad y una prolongacién tubular de 38 mm de digme-
tro y 22,5 cm de altura.-

Los monoaminofcidos extrafdos cristalizaban en el frasco modifica-
do quedando en el fondo de 12 parte tubular donde permanecfan a tempera-
tura ambiente, con lo que se evitaba la formacién de dicetopiperazinas.-

El butanol se mantenfa en ebullicién calentando la mitad superior
de la prolongacién tubular. Un capilar que llegaba hasta el fondo de la
zona caliente producfa la agitacién continua del alcohol butflico para
evitar cualquier sobrecalentamiento.-

Las flechas rojas de la figura indican el recorrido del butanol den-
tro del aparato.-

Un hidrolizado neutro de zefna fué extrafdo durante 48 horas; lue-
go Se separaron la capa acuosa y la butflica, y ambas se analizaron separa-
damente por cromatograffa circular sobre papel. En las dos soluclones se
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~

encontraron todos los aminofcidos del hidrolizado.-

Para estudiar este método con mis detalle se prepard una solu-
cién que contenfa prolina, alanina y fdcido glutémico. Una porcién alf-
cuota de 200 ml fué tratada durante 48 horas en el aparato de extraccidn
continua; otra porcién de igual volumen fué extrafda durante el mismo
tiempo dejandola gotear sobre 2 litros de butanol que se removian con-
tinuamente con un agitedor eléctrico (97).-

Se realizaron ciromatografias cuantitativas sobre papel de to-
dos los extractos obtenidos. De esta manera se pudo calcular que el bu-
tanol extrajo el 54,7 % de la alanina cuando se usd el aparato de Woo-
lley modificado, y el 28,6 % cuando se empled el método de agitacidn.

Estos resultados confirmaron que el procedimiento de Dakin
original o perfeccionado no produce un fraccionamiento cuantitativo, co-
Lo ya lo habfan indicado varios autores (19-21).-

b) Electrodidlisis.-

200 gramos de gluten de trigo se hidroligzaron por ebullicién
a reflujo durante 24 horas con 500 ml de SO,H, &N. Luego se neutralizdé
hasta pH 5,5 con Ba(OH)z.BHZO 86lido y se filtré para separar el SO4Ba
precipitado. Se lavd varias veces con agua caliente y los lfquidos de
lavado se agregaron al primer filtrado; finalmente se llevd a un volu-
men de un litro y se tomaron 250 ml para someterlos a la electrodiflisis.

Degseripcidn del aparato.®e conectaron en seriet! una resisten-
cia variable, una cfémara de madera de tres comp®rtimientos, una lémpara
de 100 watts y un miliamperfmetro.-

+ (@A)

LN =

NNANNNANN

Fig. 20 - Aparato de electrodiflisis
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Se usé corriente continua de 220 voits. Los electrodos eran dos
placas de grafito de 15 cm de largo, 5 cm de ancho y 6 mm de €spesor.
La cfmara en que se realizd la electrodiflisis se construyé con una ca-
ja de madera de 25 cm de largo, 13,5 cm de ancho y 12 cm de altura que
se impermeabilizé por dentro con pintura asffltica; dicha caja se cor-
t5 en tres partes que se unieron por medio de dos bisagras como mues-
tra la figura 21,.-

Fig, 21

En los dos espaclios que separaban los tres compartimientos se
coloceron sendas membranas de celulosa especiales para didlisis,-

Las stres partes se atornillaron lateralmente y la cémara quedd
lista para ser utilizada (figura 22).-

g  Ap
Qe @O

Figs 22
Resultados.- El hidrolizado se colocd en el compartimiento
central y los espaclos anédico y catédico se llenaron con agua destila-
da.-

La electrodif4lisis se realizé durante 12 horas. Los lfquidos ob-
tenidos se analizaron separadamente por cromatograffa eircular.-

En el 1fquido anddico se encontrd dcido glutédmico, 4cido aspérti-
co y prolina; en los lfquidos central y catédico se hallaron todos los
aminodcidos del hidrolizado.-

De esta manera se comprobd que una simple electrodiflisis no es
suficiente para separar los tres grupos de aminoécidos; este hecho ya
fu¢ observado por otros autores (28, 98 y 99).-
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CONCLUS IONES

1) Los métodos de cromatograffa circular y bidimensional permitie-
ron realizar el andlisis cualitativoe de los hidrolizados de zefna y de
“alfa proteina" de soja.-

2) Aigunas sustancias que aparecian juntas después de un desarrollo
de 16 horas se separaron realizando cromatografias circulares con desa-
rroilo de 80 horas. En estos casos Yos aminodcidos se caracterizaron
DOr' sus respectivos.Ralanina.-

3) Se.describid una técnica de desarrollo mdiltiple en pequefias cajas
Ge Petri. Esie método no requiere ningdn aparato especial y da tan bue-
nos resultados como otras cromatograffas circulares efectuadas con equi-
pos més cost080S .- .

4) Se estudib el efecto del envejecimiento del solvente butanol-8cido
acético~agua (4:1:5 v/v) sobre los valores Rf. obtenidos, y se demostré
que la disminucién de los Rf. se debfa a la formacién de acetato de bu-
tilo .+~

5) BEn las cromatografias circulares se utilizé con buen resultado
el papel Schleicher y Schfill No. 589, banda azul, que en nuestro pafs
es mucho mds comin que el Whatman Nos l.-

6) Se comprobd la exlstencia de una relacién entre los valores Rf.
obtenidos por cromatograffas circular y monodimensional ascendente.-

7) Se probaron varios métodos de cromatograffa cuantitativa sobre
papel; de todos ellos se eligib el que se basa en la medida de la densi-
dad méxima de color para dosar alanina y prolina en los hidrolizados.-

8) En el procedimiento de electrodidiisis, é4sta debe repetirse va-
rias veces para obtener buenas separaciones.-

9) Se confirmé lo expresado por otros autores con respecto al métc-
do de extraccidn de Dakin, que no es adecuado para fraccionamientos
cuantitativos atn empleando aparatos perfeccionadoge-

-

/,
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