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£l prosento trabajo consiste en utili,ar muostras do "Lesonia Fascia!
¥y "Lesonia Flavicans" rccogidas cn distintos mesos del afio para podor de-

terninar les variaciones dc sus aninoacidos conponcntes.

Las 2lgas sc rccogioron cn Pucrto Doscado y previamento fucron scca-
das al airc en cl lugar dec cosccha. Unz voz on Bucnos iiros sc sccaron
cn cstufe a baje tcmperature (35-40°C), so trituraron on un molino a mer-
tillos, sc volvioron a sccar a 35-40°C on cstufe y final.. atc so molicron

cn un pequefio nolino a bolas dc porcolara.

La poarte oxperinental puoede dividirse on tresctapass

1) Dcterninacidn de nitrdgono totals

Sc utiliza la tdécnice de Thompson y Morrison dec kjcldhalizacién y

nesslerizacidn.

Sc parto dec elga sccay; sin tratanionto previo y sc rcaliza un micro-
kjcldhal tenicndo cn cucnta la tcnmporatura y las condiciones do la nues—~
tra durentc la digestidn y la alcalinidad antes y dospués dc la nesslo-

rizacidn.

Una vez obicnide una solucidn ligoremonte alcalina sc tone de la nis-
na una portc alicuote y sobre olla so roaliza la nessleriz..idn . Bs inpor-
tantc la preparacidn :..cl manteninicnto do la solucidn dcl reactivo dec
Nessler basado on la modificacién do Koch y Mc Meckin sobro ol reactivo

de Folin Nesslor.

El color de las ruostras sc dotermind nidiondo cxtinciones con un
fotdnctro cspoctral Carl Zoiss, modolo PMQ II. Los valorcs numéricos cs-

tén dados por cl CUADRO I.

2) Dctorminacidn dc nitrdgono eminicos

So trabaja con a2lgo soca y molida, sin tratemionto provio y so ha-

con hidrdlisis Zcide y alcalina.

Sobrc cstos hidrolizados sc roaliza la titulacidn iodomdtrica dec
las szlos dc cobre do los aninoacidos scgun ol método de Pope y Stevens
puesto a punto por Schrueder, Kay y Mills. Estc procoedinicnto os aplica-

ble & los aninoacidos quc forman sales solublcs dc cobrce.



Pora solubilizar ocqucellos aminoacidos quo forman una sal de cobre
insolublc o porcizlmentc solublo como le loucina, mctionina, fenilalani-
na y triptofano, sc modifica el procedimicnto agrogando 2 la solucidn

problcme una cantidad conocida de glicina.

La prescncic de glicina producc una szl solublc, aparentcnente a
través dc la formacidn do una sal doble. .iclaramos quc la cistina perue-

nece insoluble aun cn prescncia de glicina.

Los velorcs numéricos ostan dados por ¢l CUADRO IT.

3) Determinacidn de aminoicidos por cromatografia sobrc papol s

Las wucstras dc algas vare rcalizar la cromatografia sc somctieron
o hidrélisis acida y alcalina. A continuacidn sc cfcctué cl "desalting",
consistentc on oliminar las sales prosontes quc interfioren luogo on ol

desarrollo dc los cromatogramas.

Sc intentd desarroller cromatogramas ascondontos usando como solven-
tc butanol-icido acdtico-agua (40310850) y rovelando con ninhydrina, pec-

I d . . o ” .
ro no 8¢ conscguir scparar sctisfactoriamento las mezclas de aminoacidos.

Sc cnsayd tambidn la cromatografia bidimensional utilizando como
solventc I butanol-icido acético-agua (40310:50) y como solventc II fe-

nol-anoniaco-2gua preparado dc acucrdo a Underwood y Rockland.

Los papcles sc desarrollaron hastia 2 cm del borde y so sccaron a
tenperatura ambicnte durante mds do 24 horas, hccho quc rcvisto suae
inpestancia ya que cn caso contrerio ol fondo se colorea al tratar los
papeles con ninhyarina. Dc todos modos los rcesultados nc fucron sgtis—

factorios.

Sc oncontrd lucgo que la cromatografia doscendonic utilizando pa-—
pol rocortado sogin Matthias ora lo mds convenicnte, ya quc la mayoria

dc los aminodcidos sc scparaban bicn.

El solventc caploado fué butanol-dcido acético-agua (40:10:50).
Las manchas sc revelaron con una solucidn de ninhydrina al 0,1 %. En los
casos cn quc debido o la similitud dc los Rf sc proscentoban dudas; so ci-
pled un sclvente distinto, ctanol 2l 77 % (v/v) que scpard perfectamente
los anminodcidos en cuostidn. Sc cmpled tombidn ol wdtodo dosccndente, asi

cono la ninhydrina para revelar las manchas.



% NITROGENO TOTAL

Les, Jlascia Les. flavicans

octubre 1953 2,345 2,19
diciembre 1953 1,376 1,55
enero 1954 1,09 -

febrero 1954 - 1,65
marzo 1954 1,218 1,65
abril 1954 - 1,31
mayo 1954 1,45 -

junio 1954 - 1,81
julio 1954 1,50 1,69

% NITROGENO AMINICO

CUADRO I

LESONIA FASCIA LESONIA FLAVICANS
hidr. dcida | hidr. alc.|hidr. acida|hidr. alc.

octubre 1953 1,15 1,22 1,08 1,12
diciembre 1953 0,66 0,70 0,75 0,82
enero 1954 0,51 0,54 - -
febrero 1954 - - 0,81 0,90
marzo 1954 0,58 0,65 0,78 0,91
abril 1954 - - 0,60 0,68
mayo 1954 0,71 0,71 - -
junio 1954 - - 0,86 0,99
julio 1954 0,74 0,79 0,80 0,92

CUADRO II
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1-Cistinz - - - - - -
Glicine + + + + - +
dl-Histidina - + + + - -
¢l-Isolcucina + - + + - -
l-Loucina + + + + + -
l1-Lisina - - + - - -
Mctionina + - + - - +
dl-Scrina - + + + + +
1-Tirosina + + + - - -
1-Troonina + + + + - +
dl-Triptofano + + - + - +
él1-Valina + + - + + +
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V.RILCION E51MCION.L DE LMINOACIDOS EN "LESONILi FLLVIC.NS'

™M
['a)

m a <

[Te) ~ [Ta)
o o < <t <t <
~ (] ~ [T Tq) ) un\
£ o\ a o o\
o =l o ~ —~ — ~

2 g [
o o ) o ~ o o
2 3 B 5 BF B 3
o) - (] ﬁ Q 5 3
o d % g o ~ -
acido gluténico | - - - - - + -
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l-.rginina - - - + - - -
1-Cistina - - - - + - -
Glicine + + + + - + +
dl-Histidina - - - + - - -
dl-Isolcucina + + + + + + +
1-Lecucina + + + + + + +
l1-Lisina - - + + - - +
Mctionina - + + + - + +
Cl-Sorina + + + + + + +
l-Tirosina + - + + + + +
1-Trconina + + + + + + +
dl-Triptofano + - - + + - -
al-Valira + + - + + - -
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El presente trabajo tiene por objeto la determinacidn de los amino-
dcidos componentes de las "lesonia fascia" y "lesonia flavicans" y su

variacidn estacional.

La variacidn estacional constituye un elemento de juicio muy impor-
tante ya que contrariamente a lo que ocurre con los vegetales terrestres
0 la perte de los mismos que se consume como alimento, no va acompailada
de una correlativa variacidn de las caracteristicas fisicas de la plan-

ta que permite determinar el momento oportuno para su consumo.

Las algas pertenecen al grupo de las TALOFITAS dentro de las cuales
forman la seccidn ALGAR que a su vez comprende varias clases, drdenes y
familias (1).

Las alges carecen do raices, tellos y hojas, es decir no tioenen una
estructura difercnciada. Su organismo se balla constitufdo por células

con clorofila y otros pigmentos, denominandose TALO al vegetal completo.

Por su pigmentacidén se las clasifica en algas azules o cianofyceac,
rojas o rhodofyceaec, verdes o chlorofyceae y pardas o phaeofyceae (2),
siendo éstas Ultimas las mads importantes por su desarrollo, abundancia
y distribucién.

Las algas sc distribuyen a lo largo de la costa de los continentes.
En nuestro pals sc encuentran zlges on ¢l oxtenso litoral patagbénico, re-
colectindose principalmente en Puerto Desceado.

Las corrientes marincs, lo temperatura minime riedia do las agucs
superficiales y las condiciones geograficas y climdtices do la zona con-

dicionan cl desarrollo de las distintas especies.



LiS LLGAS BN L LLIESNT.L.CION

Dado el progresivo incremento de la poblacidn mundial, seria una so-

e A . s e s -
lucion para lz provisidn de alimentos on ol futuro, la posibilidad de com-
ponsar ¢l regimen alimontario humano con sustancias obtcnidas a partir de

las algas.

La utilizacidn de los mismas como fuonte de a2limento pera ol hombre
data de épocas antiguas. Sin embargo, nunca csto cowsumo alcanzd cleva-

das proporcioncs.

Las algas, como todos los organismos con clorofila, son capaces de
producir por su funcidn fotosintética sustancias tales como glucidos, pré-
tidos, lipidos, vitaminas, ctc., mediante le utilizacidn do sales inorga-

3 ) 9 9 2 &

nicas (fosfatos, nitratos, otc.) disueltas en el agua y la energia solar.

Constituyen asi una fuente dc provisidn de sustancias orgdnicas, las
que al scer consumidae por el zooplancton sirven de alimento a Lequefios
peces, los cuales son devorados por otros mayores, llcgando asi indirec-

tamente al hombre.

Bl Japdn es cl pals donde 1la explotacidén do algas marinas he sido

mayor.

Tambidn se han roalizado investigaciones on lo concornicnto al con-
tonido cn proteinas y aminoacidos, pudiendo citarse los trabajos do Mit-
suzo Takagi (3) sobre las protcinas de la "ulva portusa" y cl contcnido
dc tirosina, triptofano, trconina, y scrina (4) cn algas verdos, marro-

nes y rojas (datos a purtir de proteina cruda).

La arginina y su cxtraccidn como sal do sodio fué objoto do un tra-

bajo ée Kikuko Tabei (5).

En la costa de China; Filipinas; Indochina, Hawai e islas del .Lrchi-
piélago Malayo sc utiligan 75 cspecics do algas quc forman parte de la

dicta de¢ cstas poblaciones.

En la costa norocste do Buropa (BEscocia, Islandia, Francia) se con-



sumen diversas especies como ensaladas, sopas o condimentos.

C. Coulson (6) en Escocia realigd también estudios sobre proteinas
y aminoacidos en algas marinas, determinando por cromatografia bidimen-
sional (7) los aminodcidos de la Rhodymenia palmata, Laninarias, etc.

Scott (8) observd la presencia de iodoaminoicidos en algas usando
131
I -

En América, el consumo directo de algas en la alimentacidén humana
. . - o . -
tambien es reducido. En la costa de California se utilizan fragmentos

del talo de un alga parda para la preparacidn de un producto alimenticio.

En Chile, solarente en la isla de Chiloe se consumen en gran escala,

entre oiras, la "ulva pertusa‘’, "durvillea antartica", etc.

Suith y Young (9) determinaron la distribucidn de aminoacidos com-
binados en plantas enteras de diversas especies de algas marinas por
cromatografia cuantitativa, encontrando que Chondrus crispus posee el

mas alto contenido en arginina y ornitina.

v

También es importante la utilizacidn de algas como alimento de ani-
males terrestres. in las islas Orkney e Iceland las ovejas sc alimentan
casi extlusivamente de algas marinas y en E.E.U.U. se elaboran produc-
tos concentrados con algas pardas para la alimentacidn de aves de corral

y mamiferos domdsticos.

Lyman, Kuiken y Hale determinaron los aminoécidos on zlimentos de

granjas formados por diversos »roductos, entre ellos algas (10).

En nucstro pals se efoctud un trabajo cxperimental en borrcgos Co-
rricdale, a los que se les incorporaba como suplemonto cn la alimenta-
cidén cl "cachiyuyo", nombre vulgar do la "macrocystis pyrifora®, alga

parda quo crecc en el litoral patagdnico (11).

Houdley, Ing y Krzuss (12) detorminaron un mayor crccimionto cn
ratas dcbido 2 1a lisina y trconina en las algas incorporadas o su dic-
ta. Encontraron, por cjemplo, quc la '"chlorclla pyronoidosa'" posoc ma-—

yor cuntidad dc csos aminoicidos que la proteina do la soya purificada.

Tambidn pueden utilizaorse clgas como fortilizantos; su contenido

en nitrdgeno, potasio y fésforo las capacitc para cllo.

En E.B.U.U., cn 12 costa dc California, so dosarrolld una industria

dc abonos usando alg:s gigontces del Pacifico; asi so ayudd a solucionar



cl probleoma dc la cscasez do fortilizantos potasicos durantc los dos guc-

rras mundialcs.

Otro uso intercsante dc las alges os la obtoncidn dc acido alginico,

un ficocoloide rac porcce cxistir cexclusivemento on las algos poardes.

In succsivas publicacionces verios autoroes dcmostraron quc sc trate
dc un polimero del acido manurdnico (13) (14). Gracias a su cstado coloi-
dal los alginatos solublcs (dc motzles alcalinos y de magnesio) actdan

como crmulsificantes,; cstabilizantes, coloidos protcctorces y humcctantes.

BEn 1z industria dc la alimentacidn so han oncontrado numcrosos usos
2 los alginatos, como por cjcmplo, formacidén do pecliculas protcctoras pa-
ra la conscrvacidn de frutas, verduras, carnes y fiambres (sustitutos de
tripas paroe cmbutidos); aglomcrantos de carnc picada o carnc sintética 2
partir de proteinas vegetales; cstabilizante do productos lactcos; coloi-
de protcctor cn la formacidn de helados; proparacidn dc hilos para liar
¥y compr mir fiombres y cmbutidose. A osto ropocto cxisten numcrosas paten--

tcs de diversos paiscs.



PARTE EXPERIMENTAL

Sc utilizaron muecstras dc las clgas "losonic fascia" y "lesonia fla-
vicans'", rccogidas cn distintos moscs dol afio.para detcerminar sus varia-

ciones cstacionalces.

Las algas sc¢ sccaron 2l aire cn ol lugar de cosccha y cnviaron o
Bucnos Aires. Aqui sc sccaron cn cstufa a baja tomperatura (35-40°C),
lucgo sc trituraron cn un molino o martillos y volvieron a scearsc cn
cstufa a 35-40°C. Finalmentec cl material aosi tratado sc molid on un po-

qucfio molino a bolas de porcclanc.

Los inconvecnicntes quc sc prescentan c¢n cl cstudio de los ~minoiiidos
cn las algas marinas obedccen 2 la gran cantidad de hidratos de carbono
¥y sales minorales quc conticnen cn relacidn a su bajo contenido de ni-

trdgeno.

En primer luger sc determind ¢l nitrdégeno total -por medio de la

kjcldahlizacidn, tal como lo rccomicndan Thompson y Morrison (15).

A continuacidn se¢ detcrmind ol nitrdégeno aminico utilizando ¢l mé-
todo de Schrocder, Kay y Nills (16) quc consistc cn la determinacidn
cuantitativa de los aminodéidos por titulacidn iodométrica de sus salos

dc cobre.

Su técnice o¢std basada cn los trabajos dc Popc y Stevons (17), quic—
nos indican quec cn la mayoria do los casos dos moldculas do un aminodci-
do roxccionan cstcquiomdétricamcntc con un ion cipraco para formar una

sal azul dc cobrec.

BEn ¢l método original dc Popo y Stevens sc usaba cloruro ciprico
(0,16 M), fosfato trisddico, solucidn buffcr dc bdrox, suspensidn de fos-
fato ciprico, gimolftalcina, tiosulfato dc sodio, solucidn standard de

iodato dc potesio y almiddn.



Cadz una de las mucstras ful somctidc 2 una hidrdlisis acida y otra

2lcalina, para luecgo realizar 1z determinacidn del nitrdgeno aminico.

Las mucstras para llevar a cabo la cromatografia sobrc papel también
sc somcticron o hidrdlisis Zeida y 2lcalina, pero posicriormonte sc les
hizo un trztamionto adocuado para oliminar las sales que interferirian
lucgo cn cl dosarrollo dc los cromatogramas. Estc "desalting" sc hizo si-

guiondo la técnica dc Block (18).

Sc comenzd o hacer cromatografia ascendente usando como solventc bu-
tanol-acido acdético-agua, pero los distintos eminodcidos no sc scparcbon
bicn (19).

Tambidén sc tratd dc hacor cromatografia bidimonsional usando como
solvento I butanol-2cido acético-agua y como solvente II fenol-amoninco-~

agua (20) poro no did resultados satisfactorios.

Sc cncontrd cn cambio quc la cromatogrnfia dosccndentc utilizando
papel rccortado convenia mas, ya que sc scpararon la casi totzlidad do

los aminodcidos. El solvento cmploado fud butanol-dcido acdtico-zgua.

Aqucllos aminodcidos cuyos Rf cran similaros y ocasionaban dudas
pudieron rcsolverso por mcdio de 1la cromatografia descendente, pero uti-

lizando comd solventc ctanol al J7 % (21).

DETSRITINACION D NILSROGENO TOTAL

Se sigue la técnica recomendada por Thompson ¥ Morrison (15) para

determinar nitrdgeno en vegetales.

Se pesaron 10C & 200 mg de alga seca tal cual, sin tratamiento al-
guno y se colocaron en un pequefio Kjeldhal; se agregd entonces 5 6 10
ml (segin la cantidad pesada) de acido sulfirico 3 N. El baldn se Yolo-
¢S a llama viva en anguld de 45° y se calentd hasta que el volumen se

redujo aproximadamente a 1 ml.

Cuando el volumen es menor de 1 ml y aparecen tenues humos blancos
comienza la digestidn de la muestra. Durante la misma, la llama se Tre-
dujo de tal modo que el acido sulfirico se condensd en el bulbo del
Kjeldhal.

Se calentd la muestra 10 minutos bajo esas condiciones y se enfrid



luego a temperatura ambiente. Se agregaron dos gotas de agua oxigenada
al 30 % y se calentd 2 minutos como antes. Como la muesira no se aclard
Sse siguieron agregando porciones de 2 gotas de agua oxigcnada a la mues-
tra enfriada y se calentd sucesivamento hasia que la muestra se aclard
(1as gotas agregadas oscilan para las distintas muestras de algas de 10

a 24 gotas).

Cuando la muestra ostuvo clara y fria se¢ diluy& con agua (6 a 7 ml)

¥y se agregd hidrdxido do sodio al 5 % hasta ncutralizar la solucidn.

Una precaucidn importante es la do no excodersc cn cl agrcgado do
hidréxido de sodio, ya que mis do 1 ml en excoso causa turbidoz cuando
la solucidn sc trasva con el roactivo do Nesslor. La solucidn alcaline se

1lovd cntonces a volumen (25 ml).

El método original indica quc sc Geben tomar de osa solucidn 20 ml
parae la nesslorizacidn, poro sc oncontré quo rosultaban asi muy concen-
tradas y quc csto ocasiona una turbidoz al agrcgar cl reactivo dc Ness-
ler., Para poder hacer lecturas adccuadas cn el ospectrofotdmctro utili-
zado debicron hacersc dilucioncs a partir de la solucidn dc 25 ml, quec
variaron scgin los casos, y lucgo, dc allf sc tomaron los 20 ml nccosa-

rios parz lo nesslerizacidne

Nesslerizacidn

Los 20 ml dc la solucidn colocados cn un tubo tostigo de 50 ml sc
llcvan o befio do agua a 20°C. So burbujce airc a través pero no muy ra-
pidamentc. Lucgo sc hace correr 1 ml do solucidn Nossler preparada sc-

gin (15) por cl costado decl tubo, scguido de 5 ml dc bicrdéxido de sodio

al 5 %.

. . . . . .l
La corricente dec airo sc climina. No es nccesario quce la solucion

ncsslorizoda permanczca a 20°C lucgo de la adicidn de la basc.

El color sc dctermind cxcctamentc 20 minutos dospuds dol zgregado
del hidrdéxido dec sodio, utilizando wun ospectrofotémetro Corl sciss mo-

delo PHQ II. En todas lus detcrminaciones sc usaron cuvas de 1 cm y fil-
tro 440. "

Los blancos y los standards sc haccen con cl mismo procedimiento.

Como cl color dec las mucstras no cumplo la Ley de Beer, sc hizo una cur-



va con standards de sulfato de amonio, y de atlf se extrapolaron los va-

lores que se obtenian para cada lectura de las muestras problemas.

Las variables mas importantes que deben tencrse en cuenta en este
método sons la preparacidén y mantenimiento de la solucidn del reactivo
de Nessler (22) (23) (24); Las condiciones durante la digcstidn de la
mucstra (22) (25) (26); la temporatura de la muestra durantc la nessle-
rizacidén (25) (26); la alcalinidad do las mucstras antes y dospuds de
la nesslerizacidn (22) (23) (24) (27).

Esta técnica no ofreco las dificultades halladas por Channing y

Young (28) (29) para doterminar nitrdgeno con algas.

Los valores obtenidos on la doteriainacidn de nitrdgeno total fucron
confirmados por ¢l método del micro Kjoldhal, scgin A.0.A.C. on su soxto

cdicidén del afo 1945, pagina 763. So dan a continuacidn algunos valoross

cnero 1954 1,11 %
mayo 1954 s 1,46 %
junio 1954 s 1,80 %

Compircnsc cstos resultados con los quec figuran cn el cuadro I.

DETERMINACION DS NITROGENO AMINICO

Se realizd mediante la titulacidén iodométrica de las sales de cobre
de los aminoacidos, segin el método de Pope y Stevens (17) puesto a pun-
to por Schroeder, Kay y Mills (16). Es un procedimiento aplicable a los

aminoacidos que forman sales solubles de cobre.

Se comienga por hacer una hidrdlisis acida y otra alcalina sobre

las muestras de algas secas y molidas, sin tratamiento previo.

Se pesa 1 gramo de alga en todos los casos y se trata con 10 ml de
dcido clorhidrico 6 N § 10 ml de hidréxido de bario al 14 %, segin el
caso (30). La ampolla, evacuada de aire, se cerrd a la llama y se hizo

la hidrdlisis en estufa a2 110°C durante 24 horas.

Se dejan enfriar a temperatura ambiente y so sumergen luego en un

bafio de hielo y sal para evitar quo cstallon al romperlas.

El contenido se filtrd obteniondo un liquido amarillo pajizo cn las



alcalinas y otro color caramclo on las adcidas. Ambos hidrolizados se¢ neu-
tralizaron usando timolftaloina como indicador é hidrdzido de sodio =l

30 % & ac2do clorhidrico 6 N segin ol caso.

Ya noutralizados es ncceosario contrifugar los hidrolizados tanto
» . . . S
acidos como alcalinos; los residuos se lavaron dos veccs con agua desti~
ladza calicntc. El liguido sobrenadanto y agudllos provenientcs de los

lavados sc¢ llcvaron a volumcn on matraz aforado do 25 ml.

Sc toma una partc clfcuota dc la misma (2,5 ml) y sc agregan 2,5 ml
dc glicina 0,04 X y 5 ml dc una suspensidn do fosfato ciprico lavado,
preperado sogin Schroecder, Key y Mills (16). Todo csto sc coloca cn un
tubo dc ceatrifuga do 15 ml.

La prescencia de glicina os nccesaria porque producc una sal solublo

aparcntcmente a trzvds de 1z formacidén de una sal doble.

Aminoicidos ccmo loucina, metionina, fonilalanina y triptofano for-
man una sal de cobrc insoluble o parcialmontc .&soiuble; por lo tanto,
parz obtcner una scl solublce ¢s nocosario modificar cl proccdimicnto

agregando a la solucidn probloma una cantidad conocida dec glicina.

Aclararcmos que lz cistina permancce insoludblc aun on prescncia de

glicina.

Si solamontc cncontraramos cn solucidn =minolcidos capaces dc dar
una sal solublc de cobrc, tomariomos 5 ml do la susponsidén dc fosfato
ciprico lavedo y 5 ml dc lz solucidén probloma que sc colocarian on un

tubo dc centrifuge do 15 ml, siguicendo lucgo la tdcnicz habituale.

Scgin los cutorcs cl ticmpo recomondado que dobo mediar cntre la
mezclz de roactivos y la contrifugacidn dol oxceso do fosfato cuprico
os de 5 minutos. En cstc lapso la mczcla sc agite ocasionalmontec. Sc
contri¥uga cntonces 5 minutosr y del liquido sobrenadantc sc pipotoan
7 ml cn una solucidén dc 5 gromos de ioduro de potesio cn 32 ml de solu-
cidn dc acido acético proparada scgin (16), la cual ha sido titulada
librc de trazas dec iodo, y ol iodo rosultante so tituld con tiosulfato
de sodio 0,005 N preparado y standardizado scgin (16), usando 2lmiddn

como indicadoré

La cantidad do cobre cn solucidn hallada agregando glicina so sus-
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trac 2l cobre total cn solucidn y asi so determina la cantidad do cobro
que sc ha combinado cstcquiométricamonte tanto con los aminoacidos solu-

bles como con los insolublces.

DETERWMINACION DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL

. . . Pa o .
Les muostras de alges sccas y molidas so somctioron a una hidrolisis

deida y otra alcalina, tal como lo recomiondan Cramor (30) y Zahn (31). i

Los hidrdlisis sc llevaron a cabo con una ampolla ovacuads do aire

¥y ccrrada 2 la llama.

Sc utilizaron 1 gramo dc alga y 10 ml dc acido clorhidrico 6 N parc
la hidrélisis acida y 1 gramo de alga y 10 ml de hidrdxido de bario &l
14 % para la alcalina.

Las ampollas so cerraron y sc roalizdé la hidrdlisis on ostufa a 110°C
durantc 24 horas. Lucgo de¢ transcurrido csc tiompo sc¢ dejaron cnfriar
lentomente y sce sumergiceron on baifio con hiolo y sal para cvitar quc osta-
llcen 21 obrirlas. Sc filtraron y se llovaron a volumen con matracos afo-
rados dc 25 ml.

Una vez obtonidos cstos hidrolizados sc buscd un método do "desal-
ting" quc resultara cficaz'y que oliminara las salos que interforirian

lucgo.

Sc adoptd la técnica que recomionda Block (32) ampliada por cl tra-
bajo de Lissitzky (33). Consistc cn embeber un trozo do papel de filtro
con 1 ml de mucstra, sccar cn corricnte do airo calionte y volver a co-
locar 1 ml de mucstra, sccando nuevamonte. So repito sogun los milili-

tros do sustonila problcma que se quieran incorporar.

Una vez soco el papel so rccorta on trozos pequchios y sc hacc la ox~
traceidn de los 1ipidos con dicloroctano calicnto. Estz ocxtraccidn con-

vicne hacerla unas tres veccs. Sc dejdé socer a tomperatura ambionto.

Una voz librc de grosas los trozos do papel se ponen cn contacto
con acetona que contenga 1 % do acido clorhidrico (20 ml do acoetona por

cade mililitro de solucidn problcmz).

Sc dojan los papcles una hora y ol oxtracto acotdénico sc destila al
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vacio hasta scquedad. Bl residuo se¢ toma centonces con 1 ml de isopropanol
al 10 %.

De csto wanora sc ticnen las muestras listas para rcalizar su croma-

tografia.

Si bien la cromatografia ascendente utilizando butanol-acifo acéti-
co-agua (40:10850) (12) did a2lgunos resultados, las mezclas d6. aminodci-

dos no sc scparaban bien.

Tampoco la cromatografis bidimonsional resultd beneficiosa. So usa-
ba couo solvente I butonol-icido acético-agua (40:10:50) y como solvente
II amonizco-fenol-agua, preparado sogin Underwood y Rockland (20). Los
papeles sc desarrollaron hastz 2 cm del borde y so sccaron o temporatura
ambientc éurante mis dc 24 horas, hocho sumamentc importante (34) ya que
en caso contrario cl fondo sc colorca 2l tratar ol papel con ninhydrina.
Dc csta mancra sc elimina tambidén ¢l amoniaco, ya que su presencia pucdce
conducir a graves crrores pucs tonto los hidratos dc carbono como ¢l aci-
do asc’rbico producen con la ninhydrina cn prescncia de amoniaco manchas

similarcs a las de los aminodcidos (35).

Por lo tanto sc hizo cromatografia descendonte utilizande papel re-
cortado scgin Matthias (36).

So cortaron tiras de papel Whatman N® 1 de 11x46 cn y ol recorte

se hizo dc la siguicnte formas

5
\?\ \‘—_"——_J\ s

AVAVAVLY
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Las manchas se aplican en los puntos S con micropipetas teniendo en

cuenta las precaucicnes siguientes:

Para que la mancha tenga el menor didmetro posinle la solucidn debe secar-
se en el momento de fluir en el papel, ya sea con una corriente de¢ aire

caliente o con una lampara de rayos infrarrojos (37).

El papel de filtro debe colocarse sobre un vidrio bien limpio para que
la pérdida do matcrial sea minima, ya que cualquier solucidén quec alcance

el vidric se rcabsorbe inmediatamentc on el papol.

El solventc utilizado fud butanol-acido acético-agua (40:10:50), mcz-
cla quc debe prepararsc con frecuencia ya quo el butanol y cl acido acd-

tico sc csterifican cn unas pocas scmanas (38).

Antes de utilizar la cdmara conviono saturarla. El método mas comun
para saturar con respecto al solventc o mezcla de ellos cs colocar una
pequeiia vasija contenicndo ¢l solventc a scr usado cn la parte inforior
dec la camara (39). Zn cstc caso sc colocaron 250 ml dcl solvonte on la
parte inferior dec la cémarc y 70-80 ml on la vasija supcrior. El volumcn

3

de la camara cra de 14 dm~.

La temperatura a la cual sc hizo la corrida influyc tambi’z:sobre
los Rf (39).

Otro factor quc concicrnc a los Rf os la medidz do la cémarz, ya quc
los afecta. Se ha cncontrado que de la modida do laz camara depende ol ve-
lumen ceritico del solvonte. Por cncima del volumon critico del solvento
los valores dec los Rf cstan al minimo, aunqueo ¢l volumen decl solvente
csté auncentado. Por debajo del volumen critico del solventc los valores

do los Rf cstan al miximo.

Sc rcconienda permanccer por cncima del volumen critico del solven-
to para tencr valoros constontes del Rf, pucs por dcbajo dol maximo ve-
lunen critico ocurre unc vaporizacidn: ol solvente sc onriquoce on aguza
y dec aqui que los valorcs dcl Rf do los aminodcidos solublos on agua

ticndan a aumentar (39).

El treobajo consiztid cn tomor unc scric de aminoacidos puros y pro-
parar soluciones patrones para obtonor Rf reproducibles. Las solucioncs,

todas do concoentracidn lgfdM, so propararon scgin la técnica quc aconsc-
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ja Block (40), cs deccir, disolviondo un peso detcrminado dc aminodcido on
agua caliontc y agregando acido clorhidrico gota a gote (6 N) hasta total

disolucidén. So agrega luogo alcohol isopropilico y se lleva a volumch.

. ’ o o - . . -
Los aninoacidos utilizados fuerons acido glutémzco;ﬁB-alanlna; l-ar-
ginina; l-cistina; glicina; dl-histidinaj; dl-isolcucina; l-lcucinaj 1l-li-
sinaj nctioninaj; dl-o:ziprolina; l-prolina; ¢l-sorina; l-tirosine; l-trco-

nina; dl-triptofano; dl-valina.

Una voz prcparacdas cstas solucionos se hiciceron crenatogranas descon-
dentes, colocando dos nanchas por cade uno (se coloca una nancha, sc seca
y 8o coloca otra). Sc dojaron corrcr durantc 24 horas, pcro sc obscrvd
quo los ncjorcs rcsultedos sc obtenien dejando sccar lucgo éc transcurri-

do csc ticmpo y volvicndo a haccrso correr otras 24 horas.

Sc sacan cntoncos los papclos, s¢ sccan al calor y sc pulverizan con
ninhyCrina (41) proparada sogin Block, ya quo so conprobS quo con clla sc
revelan perfectamente todos los anminodcidos a excepeidn do prolina y oxi-
prolina; para los quc adoptd otra forme de revelarlos scgun aconscja Block

(42) y es la siguientes

Para prolinea sc pulveriza cl cromatograma con isatina al 0,2 % cn acctona.
Se scca al airc y so ponc 10 ninutos on cstufa a T0-76°C saturada con va-
por do agua. Lucgo Gc identificor la mancha correspondicnte 2 prolina so

siguo ol método quo nos revelarz la proscncia de hidroxiprolina, cs decir,

sc pulveriza la hoja ya revelada con isatina con unc solucién rccicntenon-
to proparada do 1 gremo do p-dimctilaminobenzaldchidéo, 90 ml de acctona
y 10 ml de acido clorhidrico concentrad:s; socar el airc 30 minutos ¢ idon-

tificar hidroxiprolina.

Una vez quc sc idontificaron todos los aninoacidos sc dotermind no
ya cl Rf <dc los nismos tonicendo cn cucnta la d¢istancia rccorrida por ol
frente el solvento y la distancia rocorrida por la sustancia problona,
sino refiridéncolos a un oninodcido que en ¢l futuro sirviera como térmi-

- '.’ L
no ¢o comparacion para todos los cdomas.

Sc cligid la alesnina por posoor un Rf convenicnte y por lo tanto sec
c¢eterninaron los Re, es cecir, so tomd la distancia recorrida por la sus-

tancia y la que rocorre la alanine.

Esta mancra os mas beneficiosa, ya quoe la velocicdad conque corro el
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. L d -
solvente y cl ticnpo en mas o cn menos guo pudioron dcjarso los cromato-

granas no afocta sobro los rcsultados.

. & s . <
Sc procedid lucgo a colocar nczclas dc aminodcidos puros, sc 1llevd
a cabo su idontiticacidn, ctc., haste que finalmentce so hicioron corridas

con las sustancias problemas dc las nucstras Co les alges.

Por cada hoja cdc papol se colocaron on todos los cascs las dos nan-

chas de¢ alanina.

La cantidad dc .. nchas do sustancia probloma colocadas variaron sc-~
gin la concontracidn do las mismas, pero cn la mayoria sc colocaron 10
nanchas por cada una, tenicndo sicnpzc la precaucidn dc sccar bien la

nancha cntre una y otra aplicacidn.

Un dectalle que debe toncrsc on cuenta cs que les cromatograras do-
ben ponersc o corror innediatenente despuds do habersc aplicado las man-
chas, ya quc una cecnora ¢e, por cjonplo, 12 horas producc probablcrcntec
una eveporacion dcl Isopropanol y, por lo tanto, las manchas quo aparccen

lucgo decl rovelado son muy débiles y aun no aparccen on todos los casos.

Con la ninhydrina cCobe tencrso le procaucion do usarla recién prepa—
rada; ya pasados algunos dias de la preparacid: las manchas pierden in-

tonsidad dc color al sor rcveladas.

Los rosultados obtenidos de csta mencra fuoron satisfactorios (ver
fotografias 1 y 2) y los aninoacidos componcntes dc las wuostras proble-

nas pudioron identificarso casi titelnentce.

Pero en los casos cn quo los Ra oran similarcs (ver CUADRO III) y
ofrccfan cdudas les manchas aparccidas (acido glutamico-trconina; valina-
netionina; histicina-arginina; glicina-scrina), sc ccbid cmploar otro

solvente que lograra scpararlos.

Sc us§ cnioncos ctanol al 77 % scgin aconsoje Block (21) y los cro-
matogramas sc hiciocron con iguzl método do los anteriores, os docir, s
utilizan los aninodcidos puros como patrones, la alanina como refcrencia
y la coentidzd de nanchas colocadas fué la nisma. Las fotografias 3 y 4

ilustran los rcsultados dec oste procedimionto.

Aqui sc oncontrd que el tiompo Sptimo ce corrida ora cc¢ 18 horas,

ya quo ticmpos mayores producian corridas oxcesivas y los resultados no
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cran rcproducibles. Como revclador sc usd tainbién la solucidén de ninhydri-
na proparada scgun Block (41).

En cl CUADRO IV cstan rosumidos los cminoacidos provenicntes de la
hidrdlisis dcide y éc la alcalina deo la "lesonis fascia" y cn cl CUADRO V

los dec la "lecsonia flavicans'.

Es sumanento importentc aclarar cstc punto pucs algunos aminoacidos

son destruidos cn cl proceso do hidrdlisis acida y otros cn cl do hidréli-

sis alcaline.



% NITROGENO TOTAL

Les, lascia Les. flavicans

octubre 1953 2,345 2,19
diciembre 1953 1,376 1,55
enero 1954 1,09 -

fevrero 1954 - 1,65
marzo 1954 1,218 1,65
abril 1954 - 1,31
mayo 1954 1,45 -

junio 1954 - 1,81
julio 1954 1,50 1,69

% NITROGENO AMINICO

CUADRO I

LESONIA FASCIA LESONIA FLAVICANS
hidr. 4dcida |hidr. alc.|hidr. acida|hidr. alc.

octubre 1953 1,15 1,22 1,08 1,12
diciembre 1953 0,66 0,70 0,75 0,82
enero 1954 0,51 0,54 - -
febrero 1954 - - 0,81 0,90
marzo 1954 0,58 0,65 0,78 0,91
abril 1954 - - 0,60 0,68
mayo 1954 0,71 0,177 - -
junio 1954 - - 0,86 0,99
julio 1954 0,74 0,79 0,80 0,92

CUADRO II



Febedss

2

ssave
Z 70 0% 41
TTTTITIE:

G

it
sriiieeneem:

BEE sasE pa 4

o
jnaes: et

3%

3
3
T
§S Suape
et

-

353
teiig
—

P s

e o]

[ S

hre

esve 2 onee RN e
3

Ines

BEeIseess s

XTastunzs

i sane
[
48

222
i

(3884 t8a
%

Iog 2

iy il

rens Ewwes s wwny Newys swwes ww—




Re D& ..MINO..CIDOS PUROS (°)

Ra (') Ra (")
Acido glutanico 0,735 0,861
/6‘ -.lanina 1,000 1,000
l-.rginina 0, 348 0,477
1-Cistina 0,184 -
Glicina 0,620 0,843
dl-Histidina 0,353 0,719
dl-Isolcucina 1,900 -
l-Lecucina 1,920 -
l-Lisina 0,238 -
Mctionina 1,550 1,263
dl1-Sorina 0,575 0,902
1-Tirosina 1,380 -
1-Troonina 0,720 1,043
i1-Triptofano 1,780 -
dl1-Valina 1,520 1,343

(°) Rf calculacos cn basc 2 la alanina tomada como rcfercncia.

(') Solvontec:
(") Solvontes

butanol-dcido acdtico~agua (40:10:50).

ctanol 77 %

CU..DRO III
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-acido glutamico | + - - + - -
P -ilanina + + + + + +
l-irgininga - - - - - -
1-Cistinc - - - - - -
Glicina + + + + - +
dl-Histidina - + + + - -
¢l=Isoloucina + - + + - -
1-Lecucina + + + + + -
l-Lisina - - + - - -
Mctionina + - + - - +
dl-Scrina - + + + + +
1-Tirosina + + + - - -
l-Trconina + + + + - +
d1-Triptofano + + - + - +
Gl-Velina + + - + + +

CULDRO IV
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acido glutdnico | - - - - + -
‘? -.lanina + + + + + + +
l-.rginina - - - + - - -
1-Cistina - - - - + - -
Glicine + + + + - + +
¢l-Histicdina - - - + - - -
¢l-Isolcucina + + + + + + +
l-Lcucina + + + + + + +
l1-Lisina - - + + - - +
Mctionina - = + + - +
¢l-Sorina + + + + + + +
1~-Tirosina + - + + + + +
1-Trconina + + + + + + +
dl-Triptofanc + - - + + - -
¢l=-Valina + + - + + - -

CU..DRO V
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CONCLUS IONES

Uno de los inconvenientes que presentaba el método de determinacion
cualitativa de la composicidn de aminoacidos en algas marinas era la eli-
minacidn de las sales que interfieren en la cromatografia sobre papel y
que en el caso de las algas pardas representd un alto porceniaje de su

composicidén (30 a 40 %).

De los métodos ensayados se encontrd como cl mas satisfactorio cl
de Block, que elimina las sales del producto de la hidrdlisis do protei-

nas por extraccidén de los aminoacidos con acetona clorhidrica.

Los resultados fueron oxcclentes ya que so consiguid hacer una cx-—
traccidn total, desaparcciendo asi las interfcroncias debidas a la pre-

scncia dec sales.

En cuzcnto 2l estudio de la variacidn ostacional de la composicidn
de las algas se¢ oncontrd que hay un notablc aumonto de nitrdgeno total

y de nitrdgeno aminico cn los meses do primavera.

Desdc cl punto dc vistz de los aminoacidos glucogenéticos, o soa
aquellos que rcproscntan ctapes intermedies en la formacidén do los hi-
dratos do carbono, tales como trconina, scrina, alanina y tirosina, sc
pudo llegar a la conclusidn dec quec la "chonia Flavicans" los posoc to-
talmente; nicntras que la "Lesonia Fascia' presonta auscncia de tirosi-

na cn la época invernel.

En cuanto a los cminoacidos considerados cscnciales dcbemos hacer
notar quc cn la "Lesonia Flavicans' no so cncucentra crgininae ¢ histidi-
na y en la "Losonia Fascia" faltan arginina y lisina. BEn gencral, hay
qQuo aduitir auscncias parciales cn algunos mescs del afio ¢el resto de
los aminodcidos cscncicles. Lo "Lesonia Flavicans" los posce on todos
los meses cn cl caso de isoloucina, loucina y trconina, micntras que
la "Losonia Fascia" presonta una varizcidn casi complcta cn los caosos

dc¢ lcucina, trconinz y valina.
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Es factible quec la falta de un aminoacido cn un mes aislado dol afio

.sca aparcnte, ya que pudo habersc destruido cn la respectiva hidrdlisis.

Un caso intcrcsante sc produjo cn lo refcrente 2 la invostigacidn
dec prolina y oxiprolina. Estos ominodcidos no dicron rcsultados positi-
vas on ninguna dec las mucstras dec z2lges, y csto puocde darsc por una to-
tal auscncia do los mismos o bicn quc las cantidadces prescntes soan ten
pogueiics quo los moétodos cualitativos habituales no llegucen o identifi-

carlas.

En c¢stc scntido, podcmos haccr notar que cn ol trabajo reclizado
por la Srto. kiaric A. Rongino sobro la composicidén cn aminoicidos do la

"Macrocystis Pyrifcra" so adolantaron cstas conclusioncs.
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Deter:inacidn de NitrSgeno tobgl
(n&todo wicro Xjeldhal)
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enero 1954 (L.7/) 200 | 1,27 | 1,08 200 | 1,34 | 1,14
mayo 1954 (L/7.) 200 | 1,73 | 1,47 200 | 1,71 | 1,45
junio 1954 (L.F1.) 200 | 2,12 | 1,80 2C0 | 2,11 | 1,79




Determinacidn de Witrdgeno total

(método Tompson-2lorrison)
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2p | aos | | Eglpe | B 3

ki e © & EE L r (=

octubre 1953 (L.F7.) 200 | 0,260 [1:100| 2,34 200 | 0,260 | 1:100 | 2,34
dicierdrs 1953 (L.T.) 200 | 0,150 [1:1001 1,375 200 | 0,148 | 1:100 | 1,365
enero 1954 (L.F.) 100 | 0,247 |1:25 | 1309 100 10,247 | 1:25 | 1309
marno 1954 (L.7.) 10C | 0,268 [1:25 | 1,21 100 | 0,268 | 1:25 | 1,205
mayo 1954 (L.F. 100 | 0,158 {1:50 | 1,44 100 | 0,160 | 1:50 | 1,46
julio 1954 (L.F.) 100 | 0,164 |1:50 | 1,50 100 | 0,166 [ 1:50 | 1,51
octubre 1953(L.F1.) 200 | 0,200 | 1:125| 2,20 200 | 0,198 | 1:125| 2,18
diciembre 1953 (L.F1.) 100 | 0,172 [ 1:50 | 1355 190 | 0,172 | 1:50 | 1,55
febrero 1954 (L.T1.) 100 | 0,185 | 1:50 | 1,655 100 | 0,183 | 1:5C | 1,645
marzo 1954 (L.Fl.) 10C| €,364 | 2:25 | 1,65 100 [ C,364 | 1:25 | 1,65
abril 1954 (L.F1.) 100| 0,281 | 1325 | 1,30 100 [ 0,282 | 1:25 | 1,32
junio 1954 (L.F1.) 100| 0,398 | 1:25 | 1,805 100 { 0,400 1:25 | 1,81
julio 1954 (L.F1.) 200 C,191 | 1:10C| 1,69 200 | 0,191 | 1:10C| 1,69
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(:.gtoclcigd% To.lize N S}evens‘)m * +§§ g o4

o |ELBE 3| 8 o B3l ul
hidrdlisis ;3;1 i-!'i“: {“!\?&3—% 3 o :.. .s.\.&’ t.\oo\;g T
. s &v]|a? Wal o ¢ <o ~ . 3L o ~ O
acida d - a ?{ = 3‘( evlwy R T
octudre 1953 (L.F.) 114,34 113,76 |1,15 114,39 [13,75] 1,16
djciembre 1953 (L.F.) 11(11,13]13,76 | 0,655 1 {11,17 {13,76 | 0,66
enero 1954 (1.7.) 110,22 (13,786 | 0,515 1 10,14 {13,76| 0,505
1narz001954  (L.F.) 110,63 (13,76 | 0,58 1 {10,60 {13,751} 0,575
mayo 1954 (L.F1) 1111,55|13,76 [{0,72 1 |12,42 (13,76 | 0,70
Julio 1954 (T.7.) 111,74 (13,76 | 0,75 112,805 (13,76 0,725
octubre 1953 (L.F1.) 113,91 (13,76 1,08 1 (13,91 (13,76 ] 1308
diciembre 1953 (L.F1.) 1 (11,82 (13,76 (0,76 1 (11,74 |13,76] 0,75
febrero 1954 (L.F1.) 1 (12,15 (13,76 0,81 1 |12,07 {13,76| 0,80
marzo 1954 (L.T1.) 11{11,8913,76|0,775 1 [12,00 {13,761 0,79
2bril 1954 (L.71.) 1 (10,76 (13,76 | 0,60 1 10,76 (13,76 | 0,60
junio 1954 (L.F1.) 1(12,39]13,76]0,85 1 (12,53 |13,76 ] 0,875
julio 1954 (L.F1.) 1(12,15]13,76 | 0,81 1 |12,07 |13,76] 0,80
hidrélisis
alcalina
octubre 1953 (L.F.) 118,71 ]|13,76 11,21 114,88 {13,76]1,23
diciembre 1953 (L.%.) 1111,42113,76|0,70 112,42 {13,76] 0,70
enero 1954 (L.F.) 1 i1o,38 13,76 | 0,54 110,30 |13,76| 0,53
marzo 1954 (L.T.) 1111,11(13,76 (0,65 1 (11,11 |13,76 | 0,65
mayo 1954 (L.F.) 111,82 13,76 0,76 111,89 |13,76| 0,775
julio 1954 (L.7.) 112,00 13,76 | 0,77 112,07 13,76 | 0,80
octubre 1953 (L.T1.)} 114,15/ 13,76 | 1,12 114,17 {13,76] 1,125
diciembre 1953 (L.F1.) 1{12,15| 13,76 | 0,81 112,28 |13,76| 0,83
febrero 1954 (L.71.) 1(12,73] 13,76 | 0,90 112,75 13,76 | 0,905
warzo 1954 (L.F1.) 112,78 13,76 | 0,91 112,78 113,76 0,91
adbril 1954 (L.F1.) 1]11,17(13,76| 0,66 1(11,42 | 13,76 0,70
jomio 1954 (L.F1.) 1{13,31{13,76|¢C,99 113,31 (13,76 0,99
julio 1954 (L.T1.) 1]12,88] 13,76} 0,925 1{12,78 | 13,76 0,91
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