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El estudio de la proteina aislada de la hidatide de Tenia
equinococcus (') tiene un interés particular por representar
esta substancia la fraccidn antigénica especie especifica de
esta parasitosis. Recordaremos que la especificidad de grupo
corresponde al conjunto de substancias, lipidos en general,
extraidos de este parasito, solubles en alcohol y otros sol-
ventes organicos.

En este trabajo se examinan algunas de las caracteristi-
cas generales de esta proteina y se aplica en particular el
método de la cromatografia en papel para la identificacidn de

los amino-acidos que la constituyen.

(') La Tenia equinococcus (Echinococcus granulosus) es un pa-
rasito heteroxeno, esto es, que necesita de mas de un huésped
para completar su ciclo evolutivo.

Este ciclo comprende el estado adulto y el de larva. El
estado adulto se desarrolla en el huésped definitivo,en este
caso el perro, en cuyo intestino se aloja. E1 estado de larva,
una hidatide, evoluciona en lor drganos de un huésped interme-
diario que puede ser el hombre, el bovino, el ovino, etc.

El conjunto de la hidatide mas la reaccidén propia del or-
gano parasitado, membrana perihidatica o adventicia, constitu-
ye lo que en patologia humans y patologia comparada se conoce
con el nombre de equinococosis hidatidica o quiste hidatidico.

La hidatide de Tenia equinococcus tiene el aspecto de una
esfera de tamaiio variable, de pared blanda, con un contemnido
liguido de aspecto cristalino.

Dicha pared se halla compuesta por una doble capa: una ca-
pa interna,la membrana germinativa y otra externa,la cuticular.

La membrana germinativa tiene de diez a veinticinco micro-
nes de espesor, se halla intimamente adherida a la capa exter-
na y estéd constituida por elementos celulares netamente dife-
renciados. La capa externa, la cuticular, tiene un aspecto le-
choso y se halla compuesta por laminillas concéntricas.



En capitulos sucesivos se estudia:

1 - Aislamiento de proteina de la hiddtide de T.equino-
coccus.

a. Proteina de liquido.
b. Proteina de membrana.

2 - Propiedades generales y isgnificado bioldgico de esta
proteina.
3 - El1 método cromatogrdfico en papel.

a. Antecedentes.
b. Estudio experimental de la técnica.

4 - Aplicacién de la cromatografia en pspel al andlisis
de las proteinas aisladas.

a. Cromatografia del hidrolizado de la proteina sepa-
rada del liquido hiddtico.

b. Cromatografia del hidrolizado de la proteina sepa-
rada de la membrana hiddtica.

Con respecto al liquido hiddtico su composicidn es la si-
guiente: para 100 mililitros: (liquido de quiste de bovino)

Densidadecceccecscscscscsesees 008
AgUB..v.iveeetesccnsscnsceasasss 98,70
Extractoeceececccceeccncecsses 1,30
Cenizas.ecceeeesssesosncsscsee 0.83
Cloruro de S0diOeccesescsceees 0,65
GlUCOSBececesvoscsosscscsssesse 0,06
ProteinBe..cceceecscosscccsses 0,02
GrasS8Secscecsccscscsssssesascssse 0,04
UreBececesecsscncsssscosssscesss 0,014
CAlCi0eeveeveeccoocacaseassass 0,008

Estas cifras corresponden a promedios obtenidos por varios
autores, entre otros WERNICKE y SAVINO (1), LEMAIRE y RIBERE (2).



Capitulo I

Aislamiento de la protefina de la hiddtide de

T. equinococcus

Se han estudiado por separado las protefinas aisladas de
lfquido hiddtico y de membrana. Para la obtencidén de las mis-
mes se ha seguido la técnica descrita por PIROSKY y colab. (3)

a.-Protefna de 1iquido.

Se operé sobre un total de 9,3 litros de liquido hiddti-
co. Este se obtuvo de quistes localizados en el higado y pul-
mones de bovinos faenados en el dia. La puncién de los quis-
tes se realizaba con la mayor asepsia y el material recolecta-
do en una sesidén se centrifugaba unos minutos o se pasaba por
papel de filtro estéril a fin de separar los escbélices y ma-
teria en suspensién. E1 1fiquido cristalino asi obtenido era
colocado en frascog estériles y conservado sobre nieve carbé-
nica hasta conseguir el volumen conveniente. Se tuvo el cui-
dado de desechar todo liquido que no tuviese el aspecto cléd-
sico de cristal de roca.

Separacién de la protefina - El1 volumen ya citado se des-
congela a temperatura ambiente, se pasa por papilla de papel
de filtro y se agrega la cantidad de cloruro de sodio sélido
necesario para saturar a 10°C, ajustando el pH a 3,2 poten-
ciometricamente con ClH concentrado. Se deja en la heladera
durante la noche. El precipitado que se forma es separado por

filtracidén con papel simple y redisuelto a continuacién en



agua destilada mediante el agregado de Na(OH) al 10 por
ciento hasta un pH 7,6 - 7,8 al rojo de fenol. La solucidn
obtenida ( 960 mililitros), de color ligeramente amarillento
se dializa en agua corriente durante 24 horas en cdmara fria.

Terminada la didlisis, la solucién presenta una opales-
cencia que desaparece por agregado de cloruro de sodio sé-
lido hasta una concentracién de 0,8 por ciento y ajustando
el pH a 7,8.- Se filtra por papel plegado.

De esta solucidén se reprecipita la proteina con cloruro
de sodio sélido a 2/3 de saturacién a 10°C y a pH 3,2.- Se
de ja durante la noche en cdmara fria, se centrifuga durante
45 minutos y el precipitado se redisuelve en 500 mililitros
de una solucidén de cloruro de sodio al 0,8 por ciento y de
pH 7,8.- El1 sobrenadante, biuret negativo, se descarta.

Se efectdia una segunda reprecipitacién por agregado de
igual volumen de una solucién de cloruro de sodio saturada
a 10°C ajustando el pH a 3,9.~ Como anteriormente, se deja
durante la noche en la heladera, el precipitado es separado
por centrifugacién, suspendido en 100 mililitros de agua des-
tilada y redisuelto a pH 7,4.- E1 sobrenadante, biuret nega-
tivo, se descarta.

Las dos soluciones de proteinas obtenidas, a pH 3,9 ¥y
3,3, se dializan en sacos de celofdn en agua destilada hasta
reaccién negativa de cloruros.- Estas soluciones se llevan a
sequedad por liofilizacidn.

Se obtuvieron, a partir de los 9,3 litros iniciales de
liquido hiddtico, un total de 2,773 gramos de proteina, cor-
respondiendo 1,593 grs. a la precipitada a pH 3,9 y 1,180 grs.
a la precipitada a pH 3,3. (Estas cifras han sido obtenidas
mediante determinaciones realizadas por el método de KJELDAHL).



b. - Proteina de membrana.

Las membranas fueron obtenidas abriendo los quistes
con la mayor asepsia luego de haber eliminado el liquido
por aspiracidén, desechando todas aquellas que no tuviesen
el aspecto caracteristico lechoso, de clara de huevo coa-
gulada. Se lavaban rdpidamente en solucién fisioldgica con
ob jeto de eliminar el pequefio volumen de liquido hiddtico
residual y los escélices. Las membranas obtenidas en cada
sesién eran conservadas en recipientes estériles sobre nieve
carbénica hasta obtener la cantidad considerada necesaria.

Reunidos 460 gramos de membrana, peso humedo, se tritu-
raron en el Waring blendor durante un minuto. Para ello se
descongelaban a temperatura ambiente, se las pasaba al tri-
turador previamente enfriado con nieve carbdénica agregandose
un volumen de solucidn fisiol8gica igual al peso de membranas.

Se ha comprobado que es importante enfriar previamente
y mantener enfriado el recipiente del triturador durante la
operacién que'debe ser 1o mds breve posible.

A la papilla as{ obtenida se le agregd solucién fisio-
16gica hasta un volumen de 800 ml y se dejé durante la noche
en la heladera para efectuar la primera extraccidén. Filtrada
la papilla por gasa, se la extrae por segunda vez en las mis-
mas condiciones,

Reunidas ambas soluciones se agregé cloruro de sodio
sélido a saturacién a 10°C y se ajusté el pH a 3,7 repitién-
dose desde aquf el procedimiento ya descrito para la separa-
cién de la proteina de ligquido. La solucidén final obtenida

fué conservada sobre nieve carbdnica.



Capitulo II

Propiedades generales y significado bioldgico

de la proteina de hiddtide de T. equinococcus

Dadas las caracteristicas de precipitabilidad, solu-
bilidad, coagulacién térmica, ya sefialadas por PIROSKY (4),
nos parecidé de interés precisar las caracteristicas genera-
les de esta proteina y sefialar nuevamente su significado
biolégico.

Propiedades generales.

Utilizamos una solucidén al dos por ciento de proteina
en agua destilada llevada a pH 7,4 - 7,6 por agregado de
Na(OH) al 10 por ciento, umbral de la zona donde la protei-
na comienza a ser perfectamente soluble. En estas condicio-
nes verificamos lo siguiente: reaccidén del biuret intensa-
mente positiva, de un orden igual o mayor a la de una solu-
cién de suero-proteinas a la misma concentracidn, reaccidn
de Molisch negativa (lectura inmediata y a las 24 horas); en
cuanto a la coagulacidén térmica, debemos sefialar que la so-
lucidén permanece limpida en ausencia de electrolitros después
de un calentamiento prolongado en el medio alcalino de pH
ya sefialado y aun a pH 3,8 - 4. El1 agregado de algunos cris-
tales de cloruro de sodio a la solucién a pH 3,8 anterior-
mente calentada provoca una coagulacidén instantdnea, a dife-
rencia de la solucidén alcalina, a la cual ademas de agregar

cloruro de sodio es necesario volverla a calentar para obte-



ner la coagulacion.

Precipitabilidad por sales.

Se estudidé la sensibilidad de esta proteina al cloruro
de sodio y sulfato de amonio a diferentes pH.

Por agregado de mezclas buffer (mezeclas de Clark y Lubs
o de Mc Ilvaine, segin el caso) se obtuvieron soluciones de
proteina a pH que variaban de 1 hasta 7,6. Por adicidén de vo-
lumenes adecuados de solucién saturada de cloruro de sodio o
de sulfato de amonio, se examind el efecto de estas sales al
tercio & media saturacién y a dos tercios de saturacidén para
cada uno de los pH elegidos. - Cuadro n°l -
Cuadro n°l - Efecto del cloruro de sodio y del sulfato de amo-

nio & pH comprendidos entre 1 y 7,6, sobre la proteina de li-
quido hidatico de Tenia equinococcus.

Sol.de ; pH ; ClNa S04(NHy)2: % sat.;opalesc.;sobrenad.

tubo § prot. sol.sat. % sat. sol.sat. r.biuret
T . |
oo i om i & m__ i - S R S i
1 1 i - i - - - 0 P
2 i 1 1 ‘ 1 50 - - +++ 0
3 i 1 1 2 66 - - +++ 0
4 1 1 : - - 0,5 33 R d
5 1 1 ; - - 1 50 +++ d
6 1 1 - - 2 66 +E+ d
T 1l 1,6 - - - 3 - -0- P
8 1 1,6 1 50 ¢ - - +++ tr
9 1 1,6 @ 2 66 - - ++F tr
10 1 1,6 ¢ - - 0,5 § 33 +++ d
11 1 : 1,6 - 3 - 1 50 FHF d
12 1 1,6 - - 3 2 66 F++ d
13 1 2,3 i - - i - - 0 p
14 1 2,3 ¢ 1 50 - - +++ 3 0]
15 1 293 2 66 - - +++ > o)
16 1 2,3 - - 0,5 33 +++ d
17 1 2,3 - - 1 i 50 P FFE d
18 1 2,3 - - 2 66 +F+F d
19 1 3,1 - - - - ‘- D
20 1 3,1 1 , 50 - . = f +++ : O

o/ o
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t : H : : : :
tubo § S01.de : ; ClNa 4 i50, (NH, ), :  sobrenad.
: prot.l%§ pH gsol.sat.; % sat.g sol.sat. % sat.gopalesc.;r.biuret
Poml 0 om Pom
21 8 1 i 3,1% it 66 i - S S o
22 i 1 §3,1% - : - §{ 0,5 P33 F 0 44+ d
23i 1 i31i - F - i1 P50 i e i oa
24 1 i 3,1 - : - i 2 P66 i +++ i d
5f 1 i3ei - b - - F - i s i p
26f 1 i34i o1 i osoi - i - i 4w i 0
27 § 1§ 3,4%F 2 i 66 i = Po=  F 44+ 0
28 1 3,48 - - i 0,5 P33 i e d
29 1 3,4 § = : - i1 P50 i 4+t d
30 1 i 3,4F - : - i 2 P 66 i 4++ a
1 AU I A U E R e T
32 1 4 i 1 i S50 §{ - - i 4+t 0
33 ¢ 1 4 & 2 : 66 i - - i 4++ 0
34§ 1 4 i - i - i 0,5 i 33 o+ a
35 1 14 § - i - i1 i 50§ +++ 4
36 1 ;4 ; - : - ;i 2 i 66§ 44+ d
37 1 i 4,6 ; - i - i - : - H +x ; P
i 1 i4ai 1 i so i - i - i & | a
i 1 iaei o2 }oe i - 1 - i« i
20i 1 i46%F - i - % 0,5 i 33 i 4+ i a
41 ¢ 1 §4,6F - : - i1 P50 F 4+ d
42 i 1 i 4,6 8 - - i 2 i 66 I ++ d
s3f 1 isei - b b o b b o i p
44 1 {5,438 1 i 50 1 - Po- i 0 i P
45 ¢ 1 §i5,4% 2 : 66 i - P~ £ P
46 : 1 5,4 - : - § 0,5 P33 ++ a
47 @ 1 5,4 - : - 1 ! 50 ++ i d
48 L i 5,4 - - 2 i 66 +++ d
1 746 o { p
1 7,6 : P
1 7,6 : D
1 T,6 d
1 : 1,6 d
1 T46 d

52 i - it oo,5 i3 i o+
53 & P - - 1 P50 i 44+
54 i : R R L

La lectura se realiza a la hora y a las 24 horas. Al cabo de
este Ultimo término se procedid a la centrifugacidén de cada una de
las soluciones, verificdndose en el liquido sobrenadante la pre-
sencia de proteina mediante la reaccién del biuret.

Se comprueba que entre pH 1 y 4 la proteina precipitea total-
mente con cloruro de sodio a media saturacién, mientras que aun
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a los dos terciog de saturacidén con sulfato de amonio queda pro-
teina en solucidén. A pH superiores a 4,6 la precipitacidn es in-
completa con ambas sales. (')

Punto isoeléctrico -~ Se determiné el punto isoeléctrico de la pro-

teina separada a pH 3,9 ¥y 3,3.- Se utilizaron soluciones de pro-
teina al 1 por mil y dos por mil en series que iban desde pH 2,2

a 6 mediante los buffers de Mc.Ilvaine y los de acetato. - Se mez-
claban volumenes iguales de solucién de proteina y del buffer.- El
sistema se encontraba a temperatura ambiente.- En algunas determi-
naciones se facilité la lectura por el agregado de alcohol en la
cantidad de un tercio sobre el volumen total de la mezcla buffer-
proteina. - Cuadro n¢ 2.

Cuadro n°2.- Determinacién del punto igoeléctrico de las proteinas
aisladas a pH 3,9 y 3,3 del 1{quido hidd-tico.

Proteina preparada
a pH 3,9

D — - D - D s D T D s ) D WD G O D D D i D S P

iopalescencia :floculacidén opalescenciaifloculacidn

e o — ——— — ——— o ——— M —— —— A — . —— — T — — o . o — o —— —— . o o T o — — — — —— ————

_—— e L L L S S S S S S T S S S S s S S S S S T S S S S S S S T e S S s s e s s s s e s m===

Proteina preparada
a pH 3,3

9080000000000 000

tubo ; pH $10 min.60 minglOmin.BOmin. {10min.60min. {10min.60min.
1§ 3,2 0 o { o0 o { o + 0 0
2 i 3,5 i 0 o i o o i o0 + io 0
308 3,7 i 0 0o i o0 o { o + {0 0
4 i 3,9 0 £ {0 o i o0 + 0 0
5 i 4,1 { O + i 0 0 iz + 3 O 0
6 i 4,3 i = : O + P+ + 3 O 0
7T i 4,5 § + { O + 5 4 i O %
8 : 4,7 i ++ : 0 ++ P 4+ i O ++
9 i 4,9 i + i 0 + f 4+ i O *
10 ¢ 5,1 { & ++ : 0 0 P+ : 0 +
11 ¢ 5,3 i 0 + i o0 o i =« ++ i 0 0
12 ¢ 5,5 i © + {0 0 P+ ++ § O 0

(') Sefialamos el hecho de que si bien en soluciones puras esta pro-
teina precipita totalmente a media saturacidén con cloruro de sodio
en medio dcido; para separarla del liquido hiddctico es necesario
operar con dicha sal a saturacidn.



Para la lectura del punto isoeléctrico se tomé en conside-
racidén el primer tubo de la serie en el que aparecia opalescen-
cia.- En estas condiciones el punto isoeléctrico de la proteina
separada a pH 3,3 se halla entre 4,5 - 4,7 y el de la proteina
separada a pH 3,9 entre 4,7 y 4,9.- Estos puntos fueron confir-
mados mediante la técnica de Michaelis. - Esta consiste en agre-
gar una serie de soluciones buffers de diferentes pH, diluidas
al 1imite de su capacidad buffer, un milijitro de la solucién de
proteina en estudio, lo cual determina un cambio del pH de todas
las soluciones menos el de aquella que coincida con el punto iso-
eléctrico de la proteina.

Estas determinaciones fueron hechas potenciométricamente.

Significado bioldgico - Las dos fracciones de proteina separadas

del liguido hidéd-tico asi como la obtenida a partir de membranas,
se han comportado de igual modo en cuanto a la propiedad de reve-
lar el estado de alergia en los sujetos infestados por la hidd-
tide de Tenia equinococcus. - Tampoco hemos podido apreciar di-

ferencias antigénicas entre las mismas.



Capitulo IITI

Cromatografia en papel

La pequefia cantidad de proteina disponible nos obligd a
buscar un método de analisis fidedigno en el cual solo se uti-
lizaran minimas cantidades del material problema. - Esto hizo
que nuestra atencidn se sintiese atraida por un procedimiento
relativamente reciente en el cual esa condicion es una de sus
caracteristicas mas sobresalientes y que une a ella su senci-
llez, elegancia y certidumbref/ - Decidimos asi utilizar para
el anadlisis cualitativo de las proteinas aisladas de hidatide
de T.equinococcus el método de particidn cromatografica en pa-

pel descrito por primera vez por CONSDEN,GORDON y MARTIN.(5)

a.- Antecedentes sobre el método cromatografico.

Originado incidentalmente hace aproximadamente 90 aflos el
andlisis cromatografico no llegd a conocerse y aplicarse uni-
versalmente hasta las dos ultimas décadas.- Es curioso notar
que en las primeras experiencias se utilizaron tiras de papel
como soporte, material que ultimamente ha vuelto a ser emplea-
do con mucha eficacia en una de las mas recientes modificacio-
nes del método.

SCHONBEIN investigando las condiciones de formacidn del
ozono bajo la influencia de las descargas eldctricas, utiliza-
ba tiras de papel impregnadas con ioduro de potasio y almidon
para detectarlo. Observd que cuando sumergia un extremo de la
tira en las soluciones las substancias disueltas en las mismas

ascendian por el papel hasta diferentes alturas. - SCHOENBEIN



publicéd sus observaciones en las Verhandlungen d. Naturforschers
Gesellschaft en Basilea, 1861, bajo el t{f{tulo:"Uber einige die
Haarrdhrchen-anziehung des Papieres hervorgebrachte Trennungswir-
kungen" ¥Sobre algunas separaciones realizadas utilizando la capi-
laridad del papel") subrayando su utilidad para resolver e identi-
ficar los componentes de mezclas sobre todo orgdnicas.

GOPPELSROEDER prosiguidé los estudios de su maestro sobre ese
tema publicando varios articulos, en especial una monografia en el
Fresenius Zeitschrift fiir analytische Chemie (6): "Zur Anwendung
der Adsorption zu analytische Trennungen"("Sobre la aplicacién de
la adsorcidén a las separaciones analiticas").

El método combinaba el ascenso por capilaridad con la adsor-
bibilidad de los componentes de la mezcla por el soporte (algoddn,
lino, lana, seda y principalmente papel de filtro), segin que ésta
fuera mayor o menor, menos o mas ascenderian las diversas sustan-
cias respectivamente.

El método recibid el nombre de Andlisis Capilar y bajo este
t{tulo lo revista RHEINBOLDT H., en "Die Methoden der organischen
Chemie", ed. J.Houben. Tomo 1 pag. 302 (1925).

Es al botdnico ruso M.TSWETT a quién debemos la nomenclatura
que damos actualmente a este método analitico, creando una modifi-
cacién que tendria vastas posibilidades.

Es sabido que si una solucidén es agitada con una sustancia
adsorbente, tiene lugar entre las 2 fases una particién determi-
nada por una relacidén de masa y un coeficiente denominado de ad-
sorcién. Pero el adsorbato asi obtenido es una mezcla y no hay
manera sencilla de separarla. La situacidn es diferente si se deja

percolar la solucidén por el adsorbente en una direccidn definida.

TSWETT en sus experiencias fudamentales extrajo ho jas verdes
con éter de petrdleo y luego hizo pasar el extracto por una columna
de CO_Ca finamente pulverizado comprimido en un tubo de vidrio ver-

3

tical.- El1 pigmento, que era aparentemente homogéneo en solucidn,



al percolar lentamente, se descomponia en una serie de fraccio-
nes apareciendo en la parte superior de la columna un anillo de-
bilmente amarillo, inmediatamente debajo, dos zonas verdes y més
abajo tres otros componentes amarillos que estaban fijados en
las partes mds inferiores del carbonato.

Al tratar dicha columna con solvente puro se "desarrollaba
el cromatograma" apareciendo interzonas blancas que se ensan-
chaban mientras los componentes indiviguales anteriormente ci-
tados se desplazaban hacia abajo con diferentes velocidades.

En 1910 aparecen los resultados de los trabajos de TSWETT
en el libro:"Cromofilos en el mundo vegetal y animal" publica-
do en ruso en Varsovia, en el cual explica el origen del nombre
"eromatografia"."Como las radiaciones luminosas en el espectro,
asi se separa sistematicamente una mezcla en sus constituyentes
en la columna de COBCa, los cuales pueden ser cuall y cuantita-
tivamente determinados.”

El trabajo de TSWETT tuvo poca difusidén entre sus contem-
poraneos. Esporddicamente aparecian algunos trabajos que utilizaban
el método en Francia, Estados Unidos, Inglaterra y Holanda,
hasta que WILSTATTER con motivo de sus trabajos de separacién de
enzimas, basados en la utilizacidén sistemdtica de medios ad-
sorbentes y eluyentes, aunque sin emplear la cromatografia, se
refirié enfdticamente a la significacién de dicho trabajo. Sus
palabras tuvieron pronto eco y a principios de 1931 KUHN y LEDE-
RER (7) y KUHN,WINTERSTEIN y LEDERER (8) introdujeron exitosa-
mente la cromatografia en la quimica preparativa de los pigmen-
tos poliénicos.

Desde entonces su uso se fué haciendo universal al mismo
tiempo que se me joraban las técnicas, recibiendo as{ tanto, la
quimica de los hidratos de carbono como la de los lipidos y de
las proteinas un valioso aporte mediante el cual se pudieron re-

solver los mds diversos problemas asociados a la separacién de



los componentes de un sistema complejo que dificilmente hubieran
podido ser resueltos con otros métodos de trabajo.

En la prdctica el andlisis cromatogrdfico comprende un proce-
dimiento particular discontinuo.- Esta técnica depende de una par-
ticidn o distribucidén dindmica de sustancias disueltas o dispersas
entre dos fases inmiscibles una de las cuales se mueve con respec-
to a la otra.

La mezcla a resolver es adsorbida en una columna de material
adsorbente (o en el extremo de una tira de papel ,como se verd
luego) donde es lavada con solvente fresco o con mezclas de sol-
ventes de manera que los solutos migren a través de la fase po-
rosa no mévil a diferentes velocidades y se separen unos de otros.

La particidén dindmica de los solutos entre las dos fases en
separaciones cromatogriaficas puede estar representada por las ecua-

ciones de equilibrio:

fagse estacionaria. -»fase mdvil
splutos solutos
» > [ 3
‘e < < :v
solvente. >adsorbente solvente

Estos equilibrios pueden comprender la disolucidén o disper-
gién del soluto, su ionizacidn, solvatacién o asociacidén.- Pueden
formarse comple jos con la misma fase o con sustancias afiadidas y
producirse variadas reacciones quimicas reversibles.- En la fase
estacionaria pueden tener lugar fendémenos de adsorcidén superfi-
ciales.

Para la separacidén cromatogrdfica de amino-4cidos podemos
distinguir segun el material usado tres procedimientos: 1° de ad-
sorcibén, 2° de intercambio idnico, 3° de particién.

Cromatografia de particién - La técnica de particidn fué

introducida por MARTIN y SYNGE (9), después de estudios prelimi-
nares sobre la separacidn de acetilamino-dcidos basada en la di-
ferencia de sus coeficientes de particidén entre cloroformo y agua.

En lugar de un adsorbente sdélido normal usan un polvo inerte
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(silica ppda) que sirve como soporte mecdnico para una fase 1i-
quida. La columna asi preparada es recorrida por una segunda fase
liquida que es inmiscible en la primera.- En esta técnica, la pro-
piedad fisica de la cual depende la separacidn estd determinada
por la particidn entre dos fases liquidas, reemplazando a la ad-
sorcidén en un adsorbente.

GORDON, MARTIN y SYNGE (10) lo desarrollaron como un proce-
dimiento de rutina para andlisis de hidrolizados de proteinas.

Pero el procedimiento presentaba varios inconvenientes, en-
tre otros la acetilacidn de los amino-dcidos que lo hacian engor-
roso y que era ademdas fuente de errores.

Los mismos intentaron la separacidén de amino-dcidos por el
gel de silice que resulté impracticable debido a la adsorcidn de
los amino-dcidos sobre el mismo.

Se obtuvo en cambio buena separacidén usando celulosa en for-
ma de tiras de papel de filtro.

Finalmente CONSDEN,GORDON y MARTIN (5) desarrollaron el mé-
todo que se denomind "cromatografia sobre papel".

Cromatografia sobre papel - E1 método recuerda el "andlisis

capilar" pero agui la separacién depende de la diferencia de los
coeficientes de particidén entre la fase mévil y la fase liquida
fija (agua) inmovilizada sobre la celulosa.

Que la adsorcidn por la celulosa no tiene un papel signifi-
cativo se ve por la comparacidén de los coeficientes de particidn
calculables en base a la velocidad relativa de desplazamiento de
los amino-dcidos en el cromatograma con los obtenidos directamen-
te por ENGLAND y COHN (11) en butanol-agua.

El dispositivo consiste en una banda rectangular de papel de
filtro de porosidad conveniente, de tal modo que el borde de uno
de sus extremos quede sumergido en el solvente contenido en una
cubeta situada a cierta altura de la mesa o suelo.- Previamente
se deposita en el extremo del papel que serd sumergido en el sol-

vente, una microgota de la solucidn a analizar (5 - 10 /41).



La gota se coloca a una distancia del extremo del papel de
tal modo que una vez sumergida éste,el nivel del solvente en la
cubeta quede por debajo de la gota.

El papel queda colgado de la cubeta cuidando empero, median-
te unas varillas horizontales paralelas, de que no toque los bor-
des de la misma.- Todo el sistema se encuentra en una cdmara de ta-
mafio adecuado que asegure un buen cierre.- Dentro de esta Ultima
se incluye un recipiente que contiene una solucidén saturada de S
en S' si en la cubeta se ha colocado un solvente formado por una
soluciédn saturada de S' en S ( siendo S' agua y S solvente orgdnico
parcialmente miscible en S').- Esto tiene por objeto obtener una
atmésfera saturada de ambos solventes.

Colocado el extremo del papel en la cubeta se inicia el de-
sarrollo del cromatograma.

En este método el solvente se desplaza sobre el papel esencia
mente en el sentido de la gravedad.-El cromatograma se desarrolla
durante un lapso de tiempo variable que oscila entre 20 y 72 horas.

Al cabo de,este tiempo se retira el papel de la cédmara, se lo
seca al aire o en estufa a 80° y se procede a su revelacidén. Para
ello se humedece el papel pulverizidndolo con una solucién de un
reactivo apropiado. ( que para amino-dcidos es en general ninhidrina)

Estos reactivos dardn con los amino-dcidos compuestos colo-
reados determinando la aparicidén de manchas sobre el papel que nos
indicardn la posicidn de los diferentes amino-acidos.

Del solvente - Los solventes mds satisfactorios son los par-

cialmente miscibles con agua.- En una serie homéloga de solventes

la correspondiente velocidad de movimiento de los amino-4cidos cam-

bia en el mismo sentido que la solubilidad en agua del solvente.
Aquellos completamente miscibles pueden usarse siempre que el

contenido acuoso no sea muy elevado.-En este caso la celulosa,

presumiblemente por un efecto de "salting-out",permite que el sis-

tema funcione como un cromatograma de particién.

Del revelador - Como ya sefialamos el reactivo princ¢ipalmente




usado para revelar los amino-dcidos es la ninhidrina ( hidrato de
tricetohidrindeno) .- Este reactivo produce con los am.ac. por ca-
lentamiento una coloracidn que varia desde el azul al pirpura.

Sobre la reaccidén que produce el compuesto coloreado hay va-
rias interpretaciones.- Citaremos las tres principales:

Segin RUHEMAN (12) el amino-dcido es desaminado oxidativamente
por la ninhidrina la cual se reduce a dicetohidrindol, éste y la
ninhidrina se condensan para formar hidrindantina la cual se com-
bina con NH3 para dar dicetohidrinilideno-dicetohidrindamina.-Esta
es la mds conocida.

Segin RETINGER (13) dos moles de am-dc. se combinan con la
hidrindantina y el compuesto se separa en dos radicales idénticos
de color purpura andlogos a los presuntos compuestos formados por
cationes inorgdnicos e hidrindantina en solucidn fuertemente alca-
lina.

Segin HARDING y colab. (14) los am.dc. se distinguen de las

aminas y NH, puesto que reaccionan cromogénicamente con ninhidrina.

Los ai.-éc. se descomponen independientemente de la ninhidri-
na en glioxal y NH3, el glioxal reduce la ninhidrina a dicetohidrin-
dol y es oxidado al x-cetodcido correspondiente, el NH3 se combina
con el dicetohidrindol para formar dicetohidrindamina y esta se
condensa con ninhidrina para formar la purpura de Ruhemann.

Mac FADYEN y colab.(1l5) han realizado un estudio experimental
sobre las tres interpretaciones y la reaccidén, cuyos resultados nos
son conocidos s0lo en su primera parte.- Segun éstos el color pur-
pireo es independiente de la naturaleza del catidn y debe atri-
buirse al anién, que denomina pirpura de Ruhemann y es indandiona-
2-N-2' indanona enolato.- Ademds indica que la formacién del com-
puesto coloreado no se produce por el camino de la formacidén inter-
media de NH, y que el color rojo se debe al anidén monovalente del

3

indanona-enediol y el color azul al anidn divalente.



Constante de desplazamiento de los amino-dcidos o Rf.- Ia

coloracién que da un amino-dcido con la ninhidrina no siempre
permite reconocerlo, pero hay una magnitud que es caracteristi-
ca del mismo y que se designa con el simbolo Rf.

Sabemos de la teoria de Martin y Synge (9) que para croma-
tografia en papel, siendo:

A = 4rea de la seccidén transversal del papel+agua+solvente

A1= " LU " " de la fase
conc. en la fase acuosa
conc. en la fase solvente

X = coeficiente de particidn =

A
Al + o&As

es: R =

pero este R no es facilmente medible en papel como lo es en co-

lumna y por lo tanto se introduce Rf que se define:

Re = desplazamiento del soluto - * soluto
£ desplazamiento del frente del solvente X golvente
hV/W

se tendrd ahora: Xgglvente = y por lo tanto Ry =

/AL
donde: V, volumen de solvente utilizado para desarrollar el cro-
matograma

h, es la menor altura dentro de la cual hay equilibrio de
particidn

W=nh (A] +~< Ag)

resuital  mmy M _RMm A
f=w Al +xAg A Al + < Ag
Luego: - A Ay _ A1 ( 1 1)
" Bf Ag As ~  As Rf
A
I%‘ es igual a la relacién de los volumenes de la fase solven-

te y de la fase acuosa en el cromatograma.- Asumiendo un dado con-

Ay

tenido acuoso del papel, puede deducirse de la relacidn de

los pesos del papel seco al del cromatograma desarrollado.



Cromatogramas bidimensionales - TLa cromatografia en papel

ofrece ademds la posibilidad de me jorar las separaciones obte-
nidas en primera instancia en los procesos monodimensionales,
efectuando cromatogramas llamados bidimensionales.- Estos con-
sisten en desarrollar con un solvente dado un cromatograma en
una direccién y luego, el mismo papel, sin revelarlo, es some-
tido a otro desarrollo con un solvente distinto, de tal manera
que las direcciones de avance de ambos solventes formen entre
si un dngulo de 90°,.,- Se obtiene asf separaciones imposibles
de conseguir con un solo solvente.

Una simplificacién del método original es la aportada por
WOLFSON, COHN y DEVANEY (16) en la cual el papel, en vez de col-
gar de la cubeta, es arrollado en forma de cilindro, sumergién-
dose uno de los extremos en el solvente que se encuentra di-
rectamente sobre el fondo del recipiente que se utiliza como
cdmara.- Arrollando papeles en cilindros concéntricos de dife-
rentes didmetros se pueden realizar simultdneamente en una mis-
ma cdmara numerosos cromatogramas.- En este caso el desplaza-
miento del solvente se efectua en sentido contrario a la gra-

vedade.

La cromatografia en papel ha obtenido por sus caracteris-
ticas tan satisfactorias una enorme difusidén, apareciendo con-
tinuamente modificaciones gque han permitido aplicaria a una
gran variedad de problemas.

Se usa ya en todos los campos de la quimica, donde ha re-
suelto numerosos casos, tanto teéricos como prdcticos y hasta
econdémicos, dada la pequefiisima cantidad de material gue se em-
plea en los andlisis.

Originado como método eminentemente cualitativo todavia
no ha podido ser transformado satisfactoriamente en cuantita-
tivo.- Se han ideado sin embargo varias aproximaciones que ofre-

cen buenas perspectivas.



be- Estudio experimental de la técnica.

Durante las experiencias que pasamos a describir se uti-
1lizé el método ascendente.- En las primeras series empleamos
el método tal como lo indican Wolfson, Cohn y Devaney (16) es
decir arrollando el papel en forma de cilingro.- Cuando el nu-
mero de mezclas a comparar por el método monodimensional no pa-
saban de 4, necesitdndose por lo tanto una tira de papel de an-
cho mds reducido, se prefirié sostener el papel por un extremo
0 por la parte media, por intermedio de una varilla de vidrio
colocada horizontalmente a una altura adecuada de la cdmara en
lugar de arrollarlo como se indicé anteriormente.- Asi el sol-
vente ascendia y luego descendia consiguiéndose de esta manera
un aumento en la velocidad del frente del mismo, manteniéndose
al mismo tiempo la sencillez y comodidad caracteristica del mé-
todo por ascenso.- Pero la mayor ventaja residia en el aumento
de longitud de las tiras de papel, audn utilizando recipientes
de escasa altura.

Los bidimensionales desde luego, fueron siempre arrolla-
dos en cilindros.

Materiales utilizados:

Papel - El papel usado fué exclusivamente Whatman n°l, el mds
conveniente por su rigidez dada la concentracidén acuosa de los
solventes utilizados en la cromatografia de amino-dcidos.- Se
cuiddé de cortar siempre las tiras perpendicularmente a la di-
reccién de la mdquina (calandrado) del papel para asegurar re-
sultados me jores y reproducibles.- Es de suma importancia no
tocar el papel con las manos donde va a tener lugar el desarro-
1llo cromatogrdfico, para evitar que al tratar con ninhidrina
aparezcan manchas debidas al sudor que podrian falsear la in-

terpretacidn.



Solventes - De los disponibles se utilizaron fenol, butanol y
para ciertos casos alcohol amilico.
Fenol - Este solvente, uno de los mds usados ya por Consden,
Gordon y Martin (5), tenfa el inconveniente de dar frentes co-
loreados de rojo, sumamente molestos para desarrollos de pe-
quefia longitud; esto era atribuido por los autores a la pre-
sencia de Cu++ en el papel ya que el mismo desaparecia agre-
gando, en la cdmara o en el solvente, compuestos que le com-
plejaban o lo eliminaban: Cupron, SHp, CNH, NH3, gas de hulla
o tratamiento previo del papel con Fe(CN)6K4 , o lavando cro-
matogrificamente en forma completa el papel con agua destilada.

Por otra parte algunos de los elementos utilizados para
eliminar el frente rosado presentaban a su vez otros inconve-
nientes.- Asi, por ejemplo, en el caso del gas de hulla resul-
ta dificil mantenerlo a una concentracidén adecuada debido a la
imperfeccidén del cierre de las cédmaras.- Ademds el gas de hulla
a bajas concentraciones en presencia de amoniaco determina un
frente negro sobre el papel.- Todos estos inconvenientes, tan-
to el frente rosado como el manejo de gases téxicos, se obvia-
ron destilando el fenol, como lo indican DRAPER y POLLARD. (17)

Los cristales de fenol se licdan con 12% de agua y el 1i-
quido, previo agregado de 0,1% de virutas de Al o de 2Zn y 0,05%
CO3HNa, se destila primero a presidén atmosférica, hasta elimi-
nar el acedtropo y luego al vacio hecho por una trompa de agua;
la operacidén se continda hasta de jar un residuo aproximado de
20 ml.

Se utilizé como condensador un tubo Pyrex de 70 cm. de
largo por 14 mm. de didmetro, refrigerado a aire.

Al destilado se le agrega el 25% de agua triple destilada
ensayada para metales pesados.

El solvente asi preparado fué usado sin otro agregado ni
en el 1liquido ni en la atmésfera de la cdmara ( no se encontré

necesario agregar NH3) obteniéndose cromatogramas satisfacto-



rios y limpios.

El solvente, mientras no se utilizaba, se guardé en hela-
dera manteniéndose durante largo tiempo eficaz. Cuando los cro-
matogramas empezaban a sefialar en el frente del solvente un li-
gero tinte rosado se redestilaba el fenol como se indicé.
Butanol ~ Se prepard el solvente destilando el butanol comer-
cial, recogiendo Unicamente la fraccidn superior que destila con-
stante a 117°C y desechando el residuo. Esta fraccidn, cierta-
mente n-butanol, se mezclaba con agua y dcido-acético en las si-
guientes proporciones: BuOH: 40ml

AcOH: 10ml
HpoOdst: 50 ml

La mezcla se separaba en dos capas de las cuales la supe-
rior era usada directamente como solvente para el cromatograma
y la inferior se incluia en la cdmara en cubeta aparte para sa-
turar la atmdésfera.

Asi preparado did resultados excelentes, pues, si bien su
poder separador para longitudes hasta 20 cm. de papel es inferior
al fenol, ddndole mayor recorrido es muy superior for la niti-
dez con que se delinean las manchas. La falta de nitidez de las
manchas indica que el solvente ya no estd en condiciones de ser
usado.

Alcohol amilico - Empleamos la misma férmula que para el butanol.

Los amino-dcidos tienen con este solvente Rf muy bajos y
por lo tanto solo es utilizable en algunas separaciones difici-
les con largos periodos de desarrollo.

(o}
Otros solventes - Se ensaydé etanol al 77% en volumen. (f =0,87 %%3%)

Es este el caso de un solvente completamente miscible con
el agua; se presume que la celulosa por un efecto de "salting-
out" permite al sistema funcionar como un cromatograma de par-
ticién. Pero las manchas son mucho mds anchas y difusas que en

el caso de solventes parcialmente miscibles. Consideramos que



si bien puede ser un solvente Util para identificar en una mez-
cla unos pocos am.4cs. no es ventajoso para un andlisis completo.
Mayor utilidad parece dar aplicando la técnica de RUTTER (18),
como se verd mds adelante.

También ensayamos una mezcla formada por:

n-BuOH: 40%; EtOH:10%; H,0:50%

y otra que prepardbamos mezclando 20 partes de n-BuOH saturado
con agua con 7 partes de fenol saturado con agua. Producida la
separacién en dos capas se usé la superior para el desarrollo.
Los Rf de los amino-4cidos en este Ultimo solvente son muy ba-
Jjos, pero se consiguen separaciones en grupos seme jantes a las
que se obtienes con alcohol amflico y consideramos que la mez-
cla en cuestidén es eficlente en los mismos casos en los cuales
es necesario usar a aquél y con cierta ventaja.
Cdmaras - Se utilizaron brocales de vidrio o terracota vidriada
y frascos de 4 1s. con boca ancha y cierre esmerilado. Los bro-
cales se utilizaban en general a modo de campana apoyéndolos
invertidos sobre un vidrio plano. Cuando, por el didmetro del ci-
lindro de papel formado era necesario usar el brocal como cube-
ta, colocando el solvente directamente sobre el fondo del mismo,
se 1o cubria con el vidrio plano tratando que el sistema fuese
lo mds hermético posible mediante un parafinado cuidadoso. Habi-
tualmente, el solvente necesario para desarroilar el cromatogra-
ma se colocaba en placas de Petri, cristalizadores o cubetas de
distinto didmetro y volumen seguin la superficie del papel. En
ellos se vertia un volumen de ligquido suficiente como para gue
el papel guedase sumergido de 1 a 2 cm.

Cuando usdbamos tiras de papel sin arrollar, que se sostenian
mediante varillas de vidrio colocadas horizontalmente en la cé-
mara a una altura conveniente, lastrdibamos el extremo sumergido
con un trozo de varilla colocado en dos perforaciones de papel.

Con los solventes que al prepararlos se separan en 4os capas

de las cuales sdélo una, la superior, se utiliza en la corrida, es



necesario saturar la atmésfera con ambas, colocdndose en la céd-
mara una segunda cubeta o bien un trozo de algoddén embebido en
la capa inferior.

Microbureta - Para medir los peguefios volumenes de solucidn que

se debian depositar en cada gota sobre los papeles se utilizé
una pipeta de Kahn, graduada al milésimo de mililitro, adiciona-
da de una fina goma de vacio cerrada en el extremo libre. Opri-
miendo la goma con una pinza de Hoffman, se formaba en la punta
de la bureta una gota del volumen requerido, que luego se absor-
bia en el lugar marcado del papel. Para obtener manchas compactas
no deben colocarse mas de 0,005 ml. por vez, sobre el papel.

En estas condiciones el didmetro de la superficie de absorcidn

de la gota en el papel es aproximadamente de 0,5 cm.. La superfi-
cie humeda resultante debe ser secada al aire o al calor de una
l4mpara. De ser necesario se agregaran nuevamente 0,005 ml. vol-
viéndose a secar y asi sucesivamente hasta haber colocado en

ese punto la cantidad de sustancia que la experiencia indique
como la mds conveniente para el caso.

Mezclas-testigo - Para la identificacidén de las manchas de los

cromatogramas preparamos soluciones testigos constituidas por

un solo o por una mezcla de amino-dcidos puros conocidos. La
solucién contenia un solo amino-dcido era preparada a la
concentracién de 0,050 milimoles por mililitro en isopropanol

al 10 %. Para la preparacidén de mezclas testigos se tomaba un vo-
lumen conveniente (0,5 ml.) de las soluciones cuyo amino-dci-

do se deseaba incluir y se tenia en cuenta la dilucidén sufri-

da por cada uno de ellos. En la mezla final se llevaba a una
concentracidn éptima, indicada por la experiencia, agregando agua
destilada. Cuando se tretaba de determinar el Rf de un amino-
dcido, se procedia al agregado de agua destilada a una fraccidn
de la solucidén madre hasta la concentracidén Séptima.

Las mezclas tenian diferente composicidn segin el solvente usa-



do y en general no mds de siete amino-3dcidos.
Ordenados segin Rf decrecientes los am.-dcs.incluidos en cada
mezcla-testigo segun los diversos solventes eran:

Para fenol-agua: leucina,valina,tirosina,treonina,glicina,se-

rina,dcido glutdmico.

Para butanol-dcido acético-agua:leucina,alanina,treonina,se-

rina,arginina,dcido glutdmico,cistina.

Para alcohol-aguasleucina,valina,prolina,tirosina,glicina,ar-

ginina,cistina.

Para alcohol amilico-dcido acético-agua:lLeucina,isoleucina,

valina,treoninaj
y otra de: isoleucina,metionina,valina,serina.

Las mezclas asi elegidas cubrian todo el dmbito de Rf y a la
concentracidén elegida presentaban buena separacidén después de
un desarrollo de 20 horas de duracidén. En general puede decirse
que se obtendri una buena separacién en cromatogramas normales
de 24 horas de duracidén si los Rf de los am.-4cs. presentes di-
fieren entre si en un 10% o més.

Hay que tener presente que la velocidad de los am.dcs.es al-
g0 mayor en el desarrollo de una solucidn individual que la que
presenta al desarrollar una solucidn gque contiene varios am.-dcs.
Es por eso gque aun cuando sblo haya interés en la identificacién
de un am.-dcs. en un hidrolizado no conviene colocar a éste en el
papel como testigo en solucién individual, sino preparar una mez-
cla con, por lo menos, tres am.dcs. elegidos de tal manera que la
posicidén que ocupen en el cromatograma desarrollado no interfie-
ra con la del que nos interesa.

Cuando se trate de analizar sucesivamente varios hidrolizados
consideramos ventajoso, una vez individualizados todos los com-
ponentes de uno de ellos, utilizarlo como uno de los testigos
para la resolucidén de los demds.

Ademds de las mezclas ya citadas se utilizaron en el trabajo



previo al andlisis cromatogrifico de los hidrolizados, varias
combinaciones de am.-4cs. necesarias para determinar la secuen-
cia de las manchas en el papel, su separacién, color, determina-
cién de concentracién Sptima.

Hidrolizados- El1 hidrolizado seco se disolvid en una solucién

al 10% de propanol. En todos los casos se hicieron inicialmen-
te soluciones que cromatogrdficamente eran muy concentradas y
luego se fueron diluyendo gradualmente para alcanzar una con-
centracidn que presentaba una buena separacién en 24 horas y
que nos aseguraba que no se habia sobrepasado el limite de sen-
sibilidad de la regccidn reveladora de los am.-&écs. presentes.
Esto nos obligd en el principio a realizar cromatogramas decon-
giderable duracidén dado que el drea de las manchas de los am.-
dcs. que se encontraban en mayor proporcidn encubrian las de
los am.dcs. de Rf préximo.

Como ejemplo: 195 mgs. de hidrolizado seco se disolvieron en 3 ml
de alcohol isopropilico al 10%. Con 1 ml de esta solucién se lle-
ga a cromatogramas convenientes una vez diluido con dos y media
veces su volumen de isopropanol al 10%.

Duracién - La duracién que debe darse a un cromatograma no es
naturalmente constante. Para bidimensionales puede decirse que
son suficientes para los solventes usados por nosotros 20 horas
para cada uno.

En los monodimensionales debe tenerse en cuenta, ademds de los
amino-dcidos que se quieran separar, el solvente que se estd usan-
do, dado que segin é1 varian las velocidades. Asi fenol-agua
y alcohol-agua necesitan menor duracidn que butanol-acético-agua.

En general puede decirse que para 1los primeros se obtiene bue-
na separacién a las 24 horas mientras que para el segundo es cada
vez mas satisfactorio a medida que nos aproximamos a las 40 horas,
tiempo que consideramos como el mds conveniente para este sol-

vente. En ciertos casos y para determinaciones de amino-dcidos



de Rf muy bajo, hemos llegado hasta 4, 5 y 7 dias,

Dado el uso que le hemos dado al alcohol amilico, la dura-
cidén del cromatograma con este solvente no debe bajar de 5 dias
Yy en general més.

Revelador - Para conocer la posicidn ocupada por los amino-4cidos
durante la corrida, se humedece con una solucién de ninhidrina.
mediante un pulverizador, el papel previamente secado en estufa
hasta eliminar todo el solvente. Debe cuidarse que la solucién

se distribuya uniformemente sin empapar el papel yademds la ope-
racién debe realizarse lo mds rapidamente posible para evitar que
se distorsionen las manchas.

La ninhidrina la hemos usado en dos soluciones: al 0,1% en
n-butanol saturado con agua y al 0,2% en propanol al 90% con 1%
de 4cido acético. Preferimos la segunda.

De jamos secar el papel al aire y luego lo calentamos en es-
tufa-de agua en ambiente con vapor de agua a 80°C durante 5 mi-
nutos.

La coloracidén que presentan las manchas después de revelado
el cromatograma se desvanece con el tiempo; es por eso gque debe
marcarse la posicién de las manchas con ldpiz inmediatamente des—
pués de reveladas.

Para conocer la ubicacidén de los amino-dcidos sin modifi-
carlos, como sucede cuando se usa ninhidrina, es conveniente pul-
verizar sobre el papel I, en solucidén alcohélica o me jor aun su-
blimar una pequefia cantidad de I. El amino-dcido toma durante un
cierto tiempo un color caracteristico, pardo amarillento, que
permite marcarlo; luego con un ligero calentamiento se elimina
el yodo y se puede recortar lg mancha, disolverla y volver a
desarrollar cromatogrificamente con otros solventes en mono o
bidimensional.

Determinacién de Rf - Para la cromatografia en papel ha sido in-

troducido en lugar del R, constante que no es medible como en



colunna, otra denominada Rf que se define:

movimiento de la mancha

Rf =
movimiento del frente l{quido

o sea practicamente si: A es el centro del drea mojada con la
solucidn a desarrollar
B centro de la mancha final
¥y C limite a que 1llegé el solvente

AB
AC

Previo al andlisis de los hidrolizados determinamos los Rf

Rf =

de los amino-dcidos puros en los solventes que pensdbamos usar.

Volvemos a repetir aqui algunos reparos respecto del valor
que posee los Rf como dato absoluto para la determinacién de in-
cégnitas.

Los factores que intervienen en la distribucién de los am.-
dcidos sobre el papel no son todavia bien conocidos y sélo se
han podido seguir las variaciones que provocan algunos de ellos
y ain esos son por ahora nada mds gque datos no generalizados por
ninguna regla. Es por eso que quien trabaje en cromatografia en
papel deberd determinar su propia tabla de valores de Rf, ponién-
dose en las condiciones mds aproximadas a las del andlisis. No
se puede por lo tanto tomar como dato aplicable directamente
el dado por los autores, puesto que en general no se aclara en
que condiciones fué obtenido y de todos modos dificilmente se
ajustarian a las nuestras. Pero no hay gque olvidar gque si bien
su valor puede variar a veces considerablemente, el orden, la
distribucidén relativa de los amino-4cidos se mantiene y puede
por lo tanto servirnos como guia.

Pero de su determinacidn es casi imposible prescindir pues
es la dnica manera de saber como se distribuirdn los amino-dci-
dos de una mezcla en el papel.

Nosotros hemos procedido a determinar primero los Rf de

cada amino-dcido por separado y luego los de varios amino-dci-



dos mezclados elegidos convenientemente.

Factores gque influyen sobre la constancia del Rf .- De todos los

factores que afectan la reproducibilidad de los Rf el méds difi-
cil de controlar ajustadamente ha sido la temperatura. Utiliza-
mos un termostato que nos aseguraba dentro de cierto margen la
temperatura requerida. La temperatura en las cdmaras la leiamos
varias veces con un termdémetro al grado. Asi debimos determinar
los Rf a varias temperaturas, aprovechando las condiciones ambien-
tales para estar dentro del margen cuando se procediera con las
incégnitas.

Debemos hacer notar que cuando se analizaron los hidroli-
zados acompaiiados de mezclas de comportamiento bien conocido que
nos servian de referencia, dejamos de controlar la temperatura,
puesto que ya no nos interesaba conocer su valor, pero siempre
se traté de mantener las cdmaras al reparo de bruscas variacio-
nes del ambiente para disminuir su influencia sobre la satura-
cidén de la atmdésfera por los solventes dentro de la cdmara.

Como han observado CONSDEN y colab.(5) cuanto mayor sea la
diferencia entre la temperatura de trabajo y la temperatura cri-
tica de solucién solvente-agua, tanto menos sensibles serdn las
velocidades a los cambios de témperatura. En el sistema fenol-
agua el aumento de temperatura aumenta la miscibilidad y la ve-
locidad de movimiento de las bandas. Sin embargo aunque los coe-
ficientes absolutos de particidén pueden ser grandemente cambia-
dos, la relacidén de coeficientes de particidén de los respecti-
vos amino-4cidos permanece casi inalterada.

Cuanto mds poroso sea el papel mayores seran las velocida-
des. Durante todo el trabajo no sélo debe usarse el mismo tipo
de papel sino también cuidar que las tiras ( caso de monodimen-
sionales) se corten teniendo en cuenta la direccidén de méquina,
fibra del papel, etc. como ya lo hemos seflalado.

La homogeneidad del papel se verificard observando la linea



del frente del solvente.

El punto de partida de los amino-dcidos no debe estar de-
masiado le jos de la fuente del solvente,

La razén del solvente a fase estacionaria varia a diferen-
tes niveles de papel y aumenta progresivamente cuanto mds cor-
ta sea la distancia a la cubeta. Esta distribucién es pertur-
bada tanto por interrupcidén del flujo del liquido como por la
acumulacibén al final de la tira.

Como resultado de la distribucidén del solvente mientras
mayor sea la distancia entre la cubeta y el punto de partida
del amino-dcido, mds pequefio serd el Rf. Nuestro punto de par-
tida se encontrd siempre entre 1 y 3 cm. de la superficie del
liquido y para esta distancia que llamaremos normal, la varia-
cidén es inapreciable.

E1l papel puede estar sobre o infra-saturado de acuerdo al
estado de la atmdsfera; es necesario asegurarse que esta se en-
cuentre saturada al iniciar el cromatograma. La evaporacidn del
solvente absorbidc en el papel, por estar en comunicacién con
el ambiente, determina un aumento del valor del Rf. Por eso de-
be asegurarse que las cdmaras tengan un buen cierre.

La cantidad de amino-4cido presente en la médzcla no tiene
efecto apreciable sobre el Rf puesto que, si bien el tamafio de
la mancha que se obtiene depende de esa cantidad, la distancia
para calcular el Rf se mide siempre desde el centro de "“grave-
dad" de la mancha.

Segin indican los autores sélo la presencla de sustancias
extrafias alterari el orden de las manchas en la tira.

Nosotros no realizamos experiencias al respecto limitdndo-
nos a algunas para observar la influencia de las sales y de es-
tas en especial el ClNa. Esta sal podia estar presente en el
hidrolizado si, por insuficiente eliminacidén del dcido usado en

la hidrélisis, nos veriamos obligados a neutralizar.



Asi observamos que a partir de una concentracidén del 2%
de ClNa en la solucidén mezcla, las manchas se presentan con
formas irregulares, mis estiradas en la direccidén del avance
del frente, su color mds tenue y la mancha es borrosa. Ademds
el papel se"moja" mds de lo usual durante el cromatograma.

Todos estos efectos se hacen mds evidentes con ClNa 5%.

Se ha indicado que para obviar esos inconvenientes debe
impregnarse el papel con ClNa, lavdndolo con solucidén saturada
y usando el solvente equilibrado con solucidn saturada de sal
en vez de agua.

Esta modificacidn me jora el cromatograma cuando la con-
centracidn salina inorgdnica es elevada en relacién a los am.-
dcidos pero no elimina, naturalmente, el inconveniente de la
3ébil coloracidén de las manchas y en general quita nitidez al
cromatograma.De manara que si la concentracidn salina no so-
brepasa el 3% no consideramos conveniente emplear esta modifi-
cacién. En nuestro trabajo no fué necesario utilizarla.

Dado el tipo de sustancias ionizables a las cuales per-
tenecen los amino-dcidos deberd tenerse en cuenta el pH de la
solucidén en estudio ya que este puede afect-ar tanto la sepa-
racidén como la secuencia de los componentes.

Las formas ionizadas de los amino-adcidos dicarboxilicos
0 bdsicos son mds solubles en la fase acuosa que en la frae-
cién orgdnica. Por lo tanto en medio dcido los Rf de 4cidos
como el aspirtico y glutdmico aumentardn y los de las bases:
arginina, lisina e histidina disminuirén.

Los 4dcidos monoamino-monoarboxilicos son poco influencia-
dos por los 4cidos diluidos.

Nuestras experiencias se realizaros en medio de ligera
acidez clorhidrica como la que podia quedar en los hidrolizados,

Para eliminar la influencia de dcido libre procedimos a

neutralizar las soluciones una vez aplicada la gota al papel,



con vapor de HONHy 2N durante 2 minutos. No conviene neutra-
lizar directamente la solucibén puesto que algunos amino-dcidos

(cistina,tirosina,triptofano) son insolubles o poco solubles

en soluciones neutras. E1 papel se deja al aire un cierto tiem
po, después de neutralizado, antes de iniciar la corrida.

Procediendo de esta manera se obtuvieron siempre resulta-
dos comparables puesto que la presencia de otros iones en pe-
quefia proporcidn respecto de los amino-dcidos no altera apre-
ciablemente a los Rf de estos. Hay que notar empero que la ve-
10cidad de un dado amino-dcido es algo menor en presencia de
otros amino-~-dcidos que cuando estd solo.

Variacidén del valor de los Rf con la temperatura.- Realizamos

primeramente la determinacidén de los Rf y observamos su varia-
cién con la temperatura con el fin de verificar si habia alte-
racién en el orden de los amino-dcidos sobre el papel.

Con cada amino-dcido puro preparamos una solucidén 0,0003
Molar en agua destilada, poniendo sobre el papel una gota de
5 M1 y dejando correr el solvente durante 11 horas solamente,
puesto que no habiendo separacidén sélo nos interesaba que el
amino-4cido recorriera una cierta distancia; un tiempo mayor
hubiese sido inconveniente dada la necesidad gue teniamos de
controlar asiduamente la temperatura y mantenerla constante en
el interior de la cdmara. Cada determinacidén se hizo por dupli-
cado, cuidando que el papel fuese mds largo que la distancia
que recorreria el solvente y que la duracidén de la cromatogra-
fia fuese siempre la misma.

Los papeles arrollados en cilindro eran idénticos y el vo-

lumen del solvente en la cubeta siempre el mismo con la lfinea

de partida a la misma altura. (Cuadro n°3),(Cuadro n°4)



Cuadro n°3 - Tabla de los valores del Rf de los amino-dcidos

con fenol-agua como solvente, a diferentes temperaturas.
Duracidén de cada cromatografia: 11 horas 15 minutos.
Distancias recorridas por el solvente durante dicho tiem-

po desde la linea de partida, para t :

13-16°C = 12,6 cm.

18-20°C = 13,5 *

2200 = 14,3

24-25°C = 15 cm.
amino-dcidos : temperatura en la cdmara

g 13-16° g 18-200 § 220 { 24-250

prolina ! 0,89 i 0,88 f 0,88 0,90
fenilalanina ; 0,87 § 0,87 g 0,88 g 0,89
isoleucina E 0,87 { 0,84 { 0,86 g 0,88
leucina i 0,85 E 0,83 g 0,85 g 0,87
metionina ; 0,80 é 0,79 § 0,80 ; 0,79
valina 0,79 § 0,77 | 0,77 | 0,79
ClH-Triptofano : 0,77 5 0,75 % 0,76 ? 0,78
ClH-histidina f 0,68 § 0,65 g 0,68 g 0,68
/3 -alanina i 0,64 ! 0,62 i 0,65 { 0,65
ClH-tirosina | 0,61 § 0,60 { 0,61 : 0,63
alanina § 0,61 : 0,61 ; 0,62 § 0,62
ClH-arginina | 0,59 { 0,56 i 0,57 i 0,60
treonina § 0,50 E 0,48 § 0,49 g 0,52
ClH-lisina 0,46 | 0,45 P 0,44 1 0,47
glicina § 0,42 § 0,37 § 0,40 i 0,44
serina i 0,35 § 0,31 { 0,32 { 0,34
deido glutdmico g 0,30 § 0,26 g 0,29 § 0,29
ClH-cistina i 0,26 i 0,25 § 0,26 g 0,26
dcido aspirtico § 0,23 § 0,22 § 0,21 § 0,20




Cuadro n°® 4 - Tabla de los valores del Rf de los amino-dcidos con

BuOH-AcOH-H20 como solvente, a diferentes temperaturas.
Duracién de cada cromatografia: 12 horas.
Distancias recorridas por el solvente durante dicho tiempo des-

de la linea de partida, para t:

18-20°C = 14,2 cm.

22-23°C = 15,6 cm.

23-25°C = 16,4 cnm.
amino-4cidos : temperatura en la cédmara ;
f 18-200 | 22-230 § 23-250 |
leucina 0,75 i 0,76 P 0,77 i
isoleucina § 0,71 § 0,73 g 0,77 §
triptéfano § 0,58 g 0,60 é 0,63 %
metionina E 0,54 § 0,56 % 0,57 é
valina E 0,52 g 0,56 E 0,56 é
tirosina § 0,48 i 0,46 i 0,46 i
prolina i 0,36 § 0,39 § 0,40 ;
alanina 0,30 ¢ 0,32 : 0,34 :
treonina E 0,24 § 0,25 § 0,25 g
serina E 0,20 § 0,20 E 0,22 ;
glicina 3 0,15 g 0,18 § 0,20 g
arginina é 0,12 § 0,16 é 0,17 2
histidina ; 0,06 § 0,08 § 0,09 §
4cido glutdmico | 0,06 i 0,09 i 0,11 }
dcido aspdrtico é 0,04 § 0,08 % 0,09 g
lisina § 0,03 § 0,05 § 0,06 §
cistina § 0,02 § 0,03 E 0,05 §
fenilalanina g g 0,74 g 0,76 g

0,73
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Debe notarse que la velocidad no es constante a lo largo
del espacio recorrido sino que va disminuyendo a medida que el
frente se aleja de la fuente del solvente.

Determinacidn del limite de sensibilidad de los amino-acidos

para la reaccidén de coloracidn con ninhidrina.- A fin de cono-

cer el limite de sensibilidad de los diversos amino-acidos pa-
ra con la ninhidrina en las condiciones de la cromatografia,
realizamos los siguientes ensayos.

Partiendo de soluciones que contenian 0,025milimoles por
ml de amino-acido cada una, fuimos diluyendo sucesivamente y
de cada dilucion colocamos, sobre el papel, una gota cuidado-
samente medida. Esta se desarrollé durante algunas horas ya sea
en fenol ya sea en butanol. La temperatura de la camara se man-
tuvo entre 22° y 24°C, La solucién de ninhidrina empleada en el
revelado era al 0,1% en n-BuOH saturado con agua a esa tempera-
tura. E1 cromatograma de algunas horas se secaba al aire y lue-
g0 se calentaba en estufa a 90° durante 5 minutos, lLas manchas
se.observaron con fuerte luz artificial reflejada.

Una ve:z orientados por experiencias preliminares entre que
limites se debia operar, realizamos por duplicado cromatogramas
definitivos en hojas de papel por separado con series de dilu-
ciones con intervalos proéximos.

El resultado se expresa en gammas de amino-acido puro exis-
tente en la gota de solucidn y corresponde a la ultima dilueidn
que desarrollada did una mancha de coloracidn perceptible.(Cua-
dro no°5)

Agregamos a la tabla el color de la mancha que puede servir
como elemento concomitante de identificacidén, pero que salvo en
muy contados casos,(prolina, por ejemplo) nunca debe ser el unico.

Hemos observado a través de todas las experiencias que la
imperfecta eliminacidon del solvente durante el secado, comunica

a las manchas una tonalidad caracteristica del mismo.



También verificamos que como lo indican PRATT y AUCLAIR
cuando se revela la gota absorbida sobre el papel previamente al
corrimiento con el solvente, la sensibilidad es algo mayor que cuaa-
do se procede al revelado después de desarrollado el cromatograma.
Este es un valor limite para la ninhidrina pero no es aplicable
a la cromatografia.

Cuadro n°5 - M{nima cantidad de aminodcido que reacciona con la nin-

hidrina en la cromatografia en papel.

amino-dcido { gammas color de la mancha
prolina i 1,5 ¢ amarillo
fenilalanina P 6,2 pardo claro
isoleucina i 1,2 ¢ pirpura

leucina i 1,2 ¢ purpura
metionina i 1,5 : purpura

valina i 0,6 i pirpura
triptofano : 3,2 pardo amarillento
ClH-histidina i 25,0 i pardo

5= alanina i 0,6 i rojo azulado
tirosina : 4,5 : pardo rojizo
alanina i 0,6 i pirpura

ClH - arginina i 4,0 i azul purpureo
treonina : 3,2 : purpura claro
ClH-lisina P 4,40 rojo

glicina i 0,3 rosado

serina i 0,9 i rojo pardo

dcido glutdmico : 0,3 : rojo purpireo
ClH-cistina : 12,0 i ro jo cereza

dcido aspartico { 0,8 i ro jo azulado

Ensayog de separaciédn de mezclas artificiales - Cromatografia mono-

dimensional- Conocidos los valores de Rf de am.-4c. y basdndo-

nos en ellos preparamos una serie de soluciones conteniendo de 5

a 7 am.-dcs. con el fin de observar las posibilidades de resoluciédn
en cada caso, controlar los Rf en mezclas y elegir la composicidn
de la solucidén que nos habria de servir de testigo en el estudio

de los hidrolizados.



La concentracidén de las soluciones era de 0,004 milimoles por

ml. para cada amino-dcido. Elegimos esta concentracidén como la

dptima para el caso, de acuerdo a 1o observado en los ensayos

para obtener el limite de sensibilidad.(Cuadro n°6)(Cuadro n°T7)

Cuadro n°6 - Resolucidn de mezclas artificiales mediante cro-

matogramas monodimensionales

Experiencia n°l

amino-dcidos : Rf
mezcla n°l é
Prolina é 0,88
triptofano g 0,73
alanina ; 0,58
treonina 2 0,48
serina § 0,30
cistina § 0,23
mezcla n°2 §
leucina E 0,84
valina E 0,78
tirosina % 0,60
lisina 2 0,41
dcido aspdrtico é 0,21
mezcla n°3 g
isoleucina § 0,86
metionina % 0,78
alanina é 0,58
glicina § 0,39
cistina § 0,24
Experienciag
mezcla n°4 é
leucina i 0,85
valina : 0,78
tirosina i 0,62

con fenol-agua como solvente.
Observaciones
duraccidén de la corrida: 24 hs.

recorrido del solvente: 26,4 cm.

X IITYYYYY Y Y

Se distinguen netamente las 6
manchas.

La separacidén es muy buena.
(como era previsible dada la di-
ferencia entre los Rf de los a-
mino-dcidos elegidos)

leucina y valina estdn uno a con-
tinuacidén de otro, el resto bien
separado.

buena separacién

duracién: 28 hs.
recorrido: 27,5 cm.

00000 G0N0 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000008000000000000000000000000

muy buena separacidn

008000000000 00000



amino-dcidos : Rf Observaciones
treonina i 0,49 i
glicina i 0,42 i
: ]
serina i 0,33 §
dcido glutdmico ; 0,25 ;
Experiencia n°3 ? 2 duracidén: 21 hs
mezcla no5 ; i recorrido: 22,6 cm.
leucina é 0,81 2 leucina y triptofano que se en-
. : { cuentran uno a continuacién de
triptofano : 0,81 : e -
: : otro se pueden distinguir por
alanina { 0,60 ; 1la diferencia de color; mds di-
treonina : 0.47 i ficil es diferenciar por el co-
: ' ! lor aspidrtico y cistina
glutdmico : 0,26 ! la misma mezcla durante 48 hs
roa : : (con mecha) se consigue aumen-
dc. aspértico : 9,22 : tar la separacidn, sobre todo
cistina : 0,22 : en los inferiores.
Experiencia n%4 § § duracidén: 30 hs
nezola 106 : : recorrido: 28,7 cm.
prolina ? 0,88 §
Jeucina g 0,88 ; diferenciables por el color
valina 5 0,77 §
histidina i 0,65 i
: i
tirosina ¢ 0,59 ;
lisina i 0,42 i
dcido glutdmico ; 0,25 §
: t
mezcla n°7 : :
fenilalanina i 0,83
metionina § 0,83 ;
arginina § 0,55 §
lisina ; 0,43 §
glicina 2 0,40 E
cistina i 0,23




Cuadro n°® 7 - Resolucidén de mezclas artificiales mediante cro-

matogramas monodimensionales con butanol-4cido acético-agua
como solvente.

Experiencia no°5

Observaciones
duracidén: 20 hs.40 min.

amino-dcidos : RE é recorrido: 27,5 cm.
mezcla n°8 § E
leucina g 0,76 ;
trptofano ; 0,59 E
valina é 0,53 é buena separacién
alanina g 0,31 §
glicina i 0,18 i
mezcla n°9 § g
isoleucina § 0,75 é
metionina § 0,54 §
prolina é 0,39 E buena separaciédn
arginina é 0.16 é
cistina § 0.06 ;
mezcla n°l0 g g
leucina E 0,75 ;
metionina % 0,52 §
alanina E 0,32 % buena separacidn
glicina % 0,20 %
cistina é 0,05 %
Experiencia n’6 E § duracidén: 41 hs. 30 min.
mezcla n°ll i H recorrido: 36,8 cm.
isoleucina % 0,70 é
alanina g 0,32 E
treonina % 0,25 % buena separacién
serina % 0,20 §
arginina ; 0,15 E
dcido glutdmico ? 0,10 %
cistina % 0,03 é



Experiencia n?7

; § Observaciones
amino-dcidos i Rf duracidén: 21 hs. 30 min.
: H recorrido: 22,7 cm.
mezcla nfl2 § g
leucina § 0,76 ;
valina 2 0,54 E
tirosina E 0,45 § buena separacidn
gerina é 0,21 §
dcido aspirtico E 0,06 3
cistina é 0,04 §
mezcla n°l3 é g
fenilalanina 3 0,71 %
triptofano E 0,58 §
tirosina ; 0,43 §
prolina E 0,36 é
histidina é 0,08 §
lisina ; 0,05 g

De entre estas mezclas que se resolvian netamente en todos
sus componentes se eligieron las composiciones de aquellas que
habian de servirnos como testigos para el andlisis de los hidro-
lizados ya citados anteriormente.

Numerosas mezclas, que no transcribimos, fueron experimenta-
das juntamente con las arriba tabuladas, para darnos cuenta de
las posibilidades de resolucidén e identificacidén de los compo-
nentes que segin el caso se presentaban. Podemos indicar que to-
das las que con un desarrollo monodimensional de 24 hs. de dura-
cidén no se lograban separar lo suficientemente para identificar-
los (este es el caso de los am.dcs. de bajo Rf que se presentan
agrupados en una mancha unica alargada), pudieron serlo en croma-
togramas monodimensionales con mecha de mas de 48 hs. o bien en
cromatogramas bidimensionales de 48 hs. totales de duracién

Hemos encontrado unicamente dos casos gque no han podido ser

resueltos con el par de solventes fenol-agua y butanol-etanoico



-agua, se trata de los grupos formados por valina-metionina y por
leucina-isoleucina.los componentes de ambos grupos pudieron ser
separados uno de otro mediante un desarrollo monodimensional con
alcohol amilico-etanoico-agua de siete dfas de duracidn.

Se realizaron también andlisis cromatogrificos de hidroli-
zados de caseina con resultados satisfactorios.

Ensayos de separacidén de mezclas artificiales-Cromatografia bi-

dimensional- Este tipo de cromatografia en papel es la mas con-

veniente para analizar una mezcla de muchos componentes.

Para ello se deposita una gota de solucién de los am.-4cs.
en uno de los d4ngulos de una hoja de papel de filtro cuadrada
o rectangular, de 30 a 40 cm. de lado, a distancia conveniente
de los bordes. Una vez seca el drea mojada por la gota de solu-
cidn, se efctia el desarrollo con un solvente en una direccién
hasta que aquél cubra toda la hoja. Se retira la hoja de la cdma-
ra y, luego de eliminado todo el solvente por secado al aire o en
estufa, se vuelve a arrollar el papel en cilindro, pero de tal ma-
nera que al colocarlo de nuevo en la cubeta un segundo solvente
distinto del anterior, recorra el papel en una direccidn que for-
me un dngulo de 90° con la recorrida por el primer solvente. Es
decir que cada uno de los solventes recorre uno de los lados del
dngulo en cuya bisectriz fué depositada la gota. Iuego que el se-
gundo solvente ha ascendido por el papel hasta una altura juz-
gada suficiente, se lo extrae de la cdmara, se lo seca y revela
con ninhidrina como es habitual. Aparecerdn asi distribuidas
por toda la hoja las manchas correspondientes a los amino-acidos.

La me joria introducida por este procedimiento reside en que
la separacidén efectuada por el primer solvente entre los am.-4cs.
es aumentada por el segundo. En efecto, mientras que la utiliza-
cidén de ambos solventes individualmente en forma monodimensional,
durante el mismo tiempo empleado en el desarrollo bidimensional,

de jar{a siempre grupos sin resolver en componentes, la



combinacidén de ambos consigue, cuando han sido bien elegidos, una
geparacidén completa. Para elegir un par de solventes para un ca-
so general, se comparardan 1os Rf de los amino-4cidos en ambos sol-
ventes. Se tendrd un par de solventes de buena capacidad separadora
cuando, construyendo una tabla donde a cada amino-4cido se le asigne
uno de los valores posibles, estos difieran entre si en mds del
10 % de su valor. También se puede determinar graficamente.
Para ello los valores de los Rf de los amino-4cidos en un sol-
vente son colocados como ordenadas contra los Rf con el otro
solvente como abscisas. Se tendrd asi una serie de puntos que nos
sefialardn la posicidén de las manchas en el cromatograma desarro-
llado, si ambos solventes recorren la misma longitud de papel.
Observando entonces en el griafico la distribucién de los puntos
sabremos asi{ de antemano cuales amino-dcidos aislard y cuales
no, el par en cuestidn.

Para identificar los amino-4cidos en un bidimensional po-
demos recurrir al mismo grifico y por las posiciones relativas
de las manchas comparadas en el griafico y en el cromatograma y
medicién de los Rf de cada mancha en este Wltimo, reconocerlos.

Esto se puede confirmar haciendo una mezcla artificial de
los amino-dcidos hallados, resolverla bidimensionalmente en las
mismas condiciones y comparar con el original.

También es interesante seguir los desarrollos parciales
monodimensionales simultaneamente 2l desarrollo bidimensional.

Para esto colocamos una gota en cada uno de los dos dngu-
los inferiores del papel; las desarrollamos con el mismo sol-
vente y una vez seco el papel, cortamos la tira donde se ha de-
sarrollado una gota, prosiguiendo el bidimensional con la otra.

Ademds se puede colocar una gota que contenga una solucidn
control para certificar la identidad de ciertos amino-acidos.

La ubicacidén de los amino-dcidos en el papel dependerd de
los solventes usados. Asi en el par fenol-butanol, glicina y

sus homélogos de cadena lineal se encuentra sobre una curva
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regular. Un homdélogo de cadena ramificada provoca una ligera
desviacidén de esta curva y una disminucidén de velocidad.

Esta disposicidn parece conservarse cualesquiera sean los
solventes usados. La presencia de un grupo hidroxilo disminuye
mucho los Rf en fenol y menos en butanol. Asi serina, tirosina
e hidroxiprolina se encuentran mds a la izquierda de la verti-
cal y un poco por debajo de la horizontal que pasa por el co-
rrespondiente amino-adcido no substituido.

Las bases, en cambio, son mucho méds lentas en butanol que
en fenol y por lo tanto se encuentran en la base del diagrama.
(butanol es el primer solvente) - Los dcidos que tienen baja
velocidad tanto en fenol como en butanol, siendo menor en este
Ultimo, se encuentran en el dngulo inferior, no muy lejos del
punto de partida,

Cromatografia en papeles de filtro circulares_- Entre las mane-

ras de realizar un cromatograma ensayadas por nosotros, se en-
cuentra la técnica propuesta por RUTTER (20) que, si bien no
utilizada por nosotros para el andlisis de los hidrolizados, la
creemos merecedora de una breve descripcidén por su utilidad en
ciertos casos y extremada sencillez.

Se usa, en lugar de hojas o tiras de papel, un disco de
papel de filtro de los que se utilizan habitualmente en quimi-
ca analitica. En este disco se corta un radio de 2 mm de ancho
de jando la tirita asi obtenida unida al centro y dobléndola
hasta de jarla perpendicular al disco; luego se la corta a unos
2 cm. del punté de unidn.

En el centro del disco se absorbe la gota de la solucidn
a analizar. Una vez seco se coloca el papel sobre uno de los
platos de una caja de Petri en la cual previamente se ha verti-
do el solvente, de tal manera que el papel se apoye en los bor-
des sosteniéndose, mientras la "colita" se sumerge en el liqui-

do. Se cubre con otro plato de Petri del mismo didmetro que el



que contiene el solvente. Este, ascendiendo por la "colita" que
sirve de mecha, se distribuye radialmente por el papel partien-
do desde donde ha sido absorbida la solucién. Cuando el solven-
te ha cubierto todo el disco de papel se 1o seca y se revela.

El desarrollo tarda de 2 a 4 horas segin el papel y el sol-
vente usados.

Al revelar se observaron una serie de circunferencias con-
céntricas que corresponden a la distribucidén de los amino-dcidos
segin sus vejlocidades. La identificacidén se hace mediante Rf o
por comparacidén con una mezcla conocida.

Dada la corta duracidén y el poco material necesario, estd
modificacién presenta indudables ventajas sobre todo para mez-
clas de no muy numerosos componentes, puesto que agquf, a la se-
paracién por diferencia de velocidades, se une el hecho de que
a medida que la circunferencia formada por el amino-dcido aumen-
ta de radio, se afina su trazo aumentando la nitidez.

Nosotros empleamos esta técnica para seguir las hidrélisis
con bastantes buenos resultados, sobre todo tomando discos de ma-
yor didmetro que los usuales.

También la utilizamos para estudiar rapidamente la posible
utilizacidén de nuevos solventes. Es indudable gue la calidad de
la separacidén de la cromatografia bidimensional no ha sido su-

perada.



Capitulo IV

Aplicacidn de la cromatografia en papel

al andlisis de las proteinas aisladas de

T. equinococcus

Con las experiencias preliminares expuestas en el capitulo
anterior nos dispusimos a realizar el andlisis cromatografico de
las diferentes proteinas aisladas de hiddtide de Tenia equino-
coccus. Los cromatogramas se efectuaron sobre muestras obtenidas
de hidrdélisis dcidas y alcalinas, que se efctuaron segin la
técnica que se describe a continuacién.

Hidrdlisis dcida - Entre 200 y 240 mgs. de cada fraccién pro-

teica fueron hidrolizados con 5 ml. de ClH 5,5 N durante 48 ho-
ras ininterrumpidas. E1 4cido se elimind evaporando repetidas
veces a presidén reducida, agregandose 5 ml de agua destilada
luego de cada evaporacidn, interrumpiendo cuando el destilado
no dié mds reaccidn dcida apreciable.

El residuo, luego de agregarle 4 ml de agua destilada, se
filtré para retener la humina formada.

El 1iquido filtrado fué decolorado con carbdén adsorbente
Kodak. Este se tratd previamente de la siguiente manera: 0,5 gr.
de C se agitaron durante una hora con 10 ml AcOH 5% (v/v); una vez
filtrado y lavado bién con agua destilada, el C en torta himeda
se pasd a la solucién del hidrolizado que se agité continuamen-
te durante 1 hora.

Filtrada la suspensién se obtuvo una solucién incolora a



la cnal se le incorporaron los sucesivos lavados.

La solucidén asi obtenida se evapord a presién reducida en
bafio de agua caliente hasta casi sequedad, llevdndose a seque-
dad en desecador al vacio con Cl2Ca.

Una vez seca se pesa y se disuelve en 4 ml de solucidn de
alcohol isopropflico al 10%. Utilizamos el alcohol isopropilico
porqué es un eficaz conservador y no causa esterificacién en
estas condiciones.

La decoloracidn con C en las condiciones indicadas adsorbe
fenilalanina y tirosina. (PARTRIDGE.-21) De acuerdo a las indi-
caciones de este autor, tratamos el C utilizado en la decolora-
cién con una solucidn al 20%(v/v) de AcOH conteniendo 5%(p/v)
de fenol, agitando suavemente durante 30 minutos. Se filtra y
al filtrado se le extrae el fenol en un separador con eter eti-
lico. (2veces)

La solucidn ligerisimamente coloreada se concentra a pre-
sién reducida hasta sequedad. El resfduo se trata con pequefias
porciones de agua destilada helada para separar la fenilalanina
disolviéndose el nuevo residuo en agua tibia. (tirosina)

A las soluciones de fenilalanina y tirosina se les agregé
el 10% de su volumen de isopropanol.

Las tres soluciones del hidrolizado asi obtenidas se usa-
ron como soluciones madre de cada fraccidn proteica conservén-
dose en heladera.

Hidrélisis alcalina - 270 mgs de cada fraccidén proteica fueron

hervidos con refrigerante a reflujo con 20 ml de (HO)oBa al 14%
a 125°C en un bajfio de aceite durante 24 horas. L1 Ba++ se eli-
mind con un ligero exceso SO4H2 1N. El1 precipitado de SOyBa es
lavado varias veces con pequefias porciones de agua caliente con-
teniendo unas gotas de dcido acético. Todos los filtrados reuni-
dos, son concentrados hasta pequefio volumen al vacio y luego eva-

porados a sequedad en un desecador sobre Cl2Ca también al vacio.



La pelicula seca una vez pesada se trata idénticamente a

la obtenida por la hidrélisis 4cida.

a, = Cromatografia del hidrolizado de las protefnas separadas

del 1iguido hiddtico.

Se realizé por separado el andlisis de las proteinas obte-
nidas a pH 3,3 y 3,9 efectudndose cromatogramas mono y bidimen-

sionales.,

Cromatogramas monodimensionales del hidrolizado de la proteina

separada a pH 3,3 - Amino-dcidos identificados en el hidroli-

zado 4cido. Realizamos una primera observacidén haciendo un

desarrollo cromatografico monodimensional de 4 gotas cada una
de las cuales correspondfa a: 1) solucidn de la mezcla testigo;
(leucina,metionina,alanina,glicina,cistina); 2) solucidén del
hidrolizado; 3) solucidn obtenida tratando con agua fria el re-
sfiduo obtenido eluyendo el C decolorante con AcOH y fenol; 4)
solucién obtenida disolviendo después del tratamiento anterior
el resf{duo en agua tibia.- El corrimiento duré 23,30 horas, con
el solvente: BuOH-HcOH-H20.

Revelado el papel, se observé en el recorrido correspon-
diente a la gota n°2 una serie de manchas que ordenadas segun
Rf decrecientes presentaban las siguientes caracteristicas: una
mancha de color intenso y de contorno mayor que las del testi-
g0, correspondiendo exactamente a la de leucina del testigo; odra
correépondiendo a metionina y luego desde una posicidén su-
perior a alanina hasta la correspondiente a cistina una serie
de manchas seguidas, de variados colores y tonalidades que en
partes se superponian unas a otras. (ésquema nol)

Las otras dos soluciones (gotas 3 y 4) que contenian lo
eluido del C adsorbente, presentaban una sola mancha intensa

cada una. En el recorrido correspondiente a la gota n°3 apare-
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cia una mancha en la parte superior del cromatograma un poco
inferior a la posicidén de la leucina y en el de la gota n%4 se
encontraba una mancha hacia la mitad de la distancia recorrida
por el frente del solvente. El cromatograma de la primers solu-
cién (gota n°3) presentaba también una debilisima coloracidn

en correspondencia cor algunes manchas del hidrolizado (gota
n°2) y con la de la solucidn de la gota n°4. La tonalidad de
estas Ultimas manchas presentan la caracteristica de trazas.

Evidentemente el C ademds de adsorber fenilalanina y ti-
rosina también adsorbe trazas de otros amino-dcidos.

Como primer resultado tenemos por 1o tanto 1o siguiente:
la proteina en cuestidn estd compuesta con un mimero bastante
elevado de amino-4cidos con predominio de los de bajo Rf.

En cuanto a la individualizacidén de amino-4cidos podemos
ya contar con las leucinas y valina o metionina o ambas. La
proximidad de sus Rf es tal dentro de esos grupos que no nos
permite decidir cual o cuales se encuentran presentes en un mo-
nodimensional de esa duracidén, ya que si en el testigo hubie-
gsemos puesto isoleucina y valina en vez de leucina y metionina
la posicién de las manchas no habria sido perceptiblemente di-
ferente. Ademds, dada la capacidad de adsorcidn selectiva del C
decolorante indicada por PARTRIDGE (21) y la medicidén de los
Rf, podemos indicar la presencia de fenilalanina y tirosina.

Esto se confirm$ separadamente comparando ambas manchas
con soluciones testigo de cada uno de estos amino-dcidos.

Igualmente el color caracteristico de la mancha y su posi-
cidn nos indica la existencia de prolina.Sobre los otros ami-
no-écidos presentes no podemos hacer por el momento nada méds
gque suposiciones.

Un cromatograma similar pero de 44 horas de duracidén pre-
senta una mayor separacién en la parte inferior.La comparacidn

con los testigos mds que los Rf, nos indicaria la presencia de
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alanina y glicina.

Con el fin de agotar las posibilidades del BuOH en croma-
togramas de menos de 48 horas ensayamos nuevas mezclas testigo
(leucina,valina,alanina,serina,treonina,arginina,dcido
glutdmico, cistina). Los cromatogramas muestran ahora, aparte
de los amino-dcidos ya indicados, dos grupos de manchas que co-
rresponderian a serina y o treonina y arginina. Pero entre &cido
glutdmico y cistina hay una mancha unica que no permite
diferenciacidén. (esquema n°2)

Queda entonces por certificar sobre la identidad de los
amino-dcidos de Rf medio mediante una separacidén mds neta y re-
solverlos inferiores.

Para lo primero usamos como solvente el fenol-agua en el cual
los amino-dcidos tienen mayores velocidades y donde se pre-
sentan algunas alteraciones en la secuencia de los amino-4dcidos
con respecto a la en BuOH. Las observaciones en cromatograma
de 24,36,48 horas nos mostraron una serie de manchas que se
encontraban espaciadas a distancias mds o menos regulares todo
a 10 largo del camino recorrido por el frente del solvente.

Se identificaron asi por comparacidn con los testigos y
de un cromatograma con otro, junto con las mediciones de los Rf,
los siguientes amino-4cidos: prolina,leucinas,valina y/o me-
tionina, un grupo formado por alanina y arginina, treonina, gli-
cina,serina,dcido glutdmico. Ademds notamos que la mancha de
treonina, mds alargada que la del testigo, incluye posiblemen-
te otro amino-dcido de velocidad un poco inferior que por la
situacidn relativa y por el Rf aproximado supusimos podria ser
lisina.(esquema n°3)

Otra mancha alargada de Rf mds bajo que el del 4cido glu-
tdmico sugiere la existencia de dcido aspdrtico y cistina.

La ausencia de fenilalanina y tirosina en esta fraccidn

de hidrolizado y su total adsorcidén por el C decolorante, como
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lo demuestra su presencia en el liguido de elucidn del mismo,
verificada desarrollando tanto en fenol como en butanol, quedd
bien asentada.

Los cromatogramas en fenol dejaban ya pocas dudas sobre
la identidad de la mayoria de las manchas obtenidas y, si-bien
estas dudas podian ser resueltas por la cromatografia bidimen-
sional, gracias a los puntos de referencia conocidos, a fin de
aprovechar al mdximo las ventajas de la comparacidn directa con
amino-dcidos testigos, decidimos realizar un largo desarrollo
para separar en forma completa los amino-4cidos mds lentos.

Efectuamos asi cromatogramas de 5 a 7 dfias de duracién con
mecha que permitiria el continuo ascenso del solvente y elimi-
naria los amino-4cidos mds veloces gque momentaneamente no nos
interesaban. El solvente elegido fué el BuOH en el cual los
amino-dcidos en cuestidn tienen una velocidad apropiada,infe-
rior a la que tienen en fenol y superior a la que tienen en
alcohol amilico. Si usaramos fenol se provocaria la acumulacidn
de amino-4cidos en la mecha y si usaramos alcohol amilico sélo
se conseguiria correrlos en bloque compacto a poca distancia
del punto de partida.

Las experiencias asi realizadas nos presentaron una serie
de manchas perfectamente definidas. Para un papel de 35 cm. de
longitud los amino-dcidos testigos que se encontraban en el
nismo, después de un desarrollo de 7 dfas, iban desde prolina,
el superior, hasta cistina, el inferior.

Mediante los testigos se reconocieron prolina, alanina,
serina, treonina, arginina, dcido glutdmico, dcido aspdrtico, li-
gina y cistina. (Esquema n°4)

Para estos desarrollos se colocaron 1l0M 1 de solucidn en
vez de 5}11.

Amino-dcidos identificados en el hidrolizado alcalino - El1 prin-

cipal objeto de estas experiencias era la busqueda de triptofano.
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Desde el primer cromatograma monodimensional de 23 horas
en butanol aparecid una mancha de poca intensidad pero de color
caracteristico pardo amarillo entre leucina y valina; la per-
fecta correspondencia con el testigo no nos dejé duda sobre la
existencia de triptofano.

Para reconocer el triptofano en cromatogramas usando el
fenol como stblvente, el tiempo de desarrollo debid ser mayor
dado que el Rf de este amino-dcido es prdéximo a valina y a me-
tionina. La diferente coloracidn facilita el reconocimiento.

Si comparamos las cromatografias obtenidas con hidroliza-
dos dcidos y bdsicos puede decirse que a exeepcidén hecha del
triptofano los resultados eran concordantes.

En los hidrolizados bdsicos las manchas de treonina y so-
bre todo la arginina estaban muy disminuidas. Cistina sélo pre-
sentaba una mancha ligera muy esfumada. (Esquema n. 5)

Cromatograma bidimensional de hidrolizados dcidos y bdsicos.

Poseyendo ya la certeza sobre la identidad de algunos de
los amino-4cidos presentes, nos fué fdcil sirviéndonos de la
ubicacidn que estos tendrian en el bidimensional, identificar
sin lugar a dudas todos los demds. Ademds con la separacién mds
perfecta obtenida se veria si apareceria alguno ain no recono-
cido.

Realizamos los cromatogramas como ya se ha indicado. Tam-
bién hicimos correr en la misma hoja y para cada solvente un
control monodimensional de una gota del hidrolizado y una de
mezcla testigo, cortando la tira antes de pasar la hoja al otro
solvente.

En esta forma y mediante la comparacidén con bidimensiona-
les de mezclas artificiales hechos anteriormente, con los gri-
ficos en papel milimetrado trazados con los valores de los Rf
obtenidos en experiencias preliminares y la medicidn de las
distancias, asi como la observacidén de la posicidn relativa en

el mismo papel, identificamos los siguientes amino-dcidos:
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Esquema de un cromatogra=-
ma monodimensional en
BuOH=AcOH=H,O del hidroli-
zado ba@sico de la proteina
separada a pH 3,3.
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Leucinas, valina y/o metionina, arginina, alanina, prolina, treonina,
glicina,serina,lisina,dcido glutdmico,4cido aspdrtico y cistina
(Esquema n°6) ademds de triptofano que aparecia en los cromato-
gramas de los hidrolizados bdsicos. A estos deben sumarse tiro-

sina y fenilalanina que habian sido separados de los demds por
adsorcidn con C.

Resolucidn de las manchas de leucinas y de valina-metionina. Que-

daba todavia por resolver cual o cuales de las leucinas y si era
valina o metionina o ambas las que constituian las manchas que
hasta ese momento se habian desplazado como un todo compacto ya
que el bidimensional con fenol y butanol como 1° y 2° solvente
no conseguia separar estos componentes.

Para resolverlo utilizamos como solvente AmOH-AcOH-H50 en
las proporciones ya indicadas desarrollando en cromatograma mo-
nodimensional. En este solvente los amino-4cidos tienen Rf muy
bajos y mediante largos desarrollos se consigue que los que tie-
nen los valores mayores se distancien de los demds y entre si.

En una tira de papel con mecha absorbimos una gota de la
solucién del hidrolizado dcido y como testigo una gota de una
solucidén de leucina,isoleucina,valina y treonina. Se desarrolld
durante 4 dias.

Al revelar se notaron en la linea del hidrolizado 2 man-
chas superiores netamente diferenciables gque se tocaban en un
punto de sus bordes. Su contorno y posicidn coincidia exacta-
mente con la leucina e isoleucina del testigo.

Mds abajo se encontraba una mancha a la altura de la va-
lina del testigo y otra alargada compuesta por el resto de los
amino-dcidos, cuyo extremo inferior toca la linea de partida.

En otro cromatograma también de 4 dias colocamos, ademds
de la gota de la solucidn del hidrolizado, dos gotas separadas
correspondientes a otras tantas soluciones testigo; la primera
contenia:leucina,isoleucina,valina,treonina;la segunda:iso-

leucina,valina,metionina,serina.



ESQUEMA N°6

Cromatograma bidimensional con el par de solventes butanol-
etanoico-agua y fenol-agua del hidrolizado acido de la pro-
teina separada a pH 3,3. (Esquema reducido)
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Comprobamos asi fehacientemente la posicidn de isoleucina
en las dos manchas superiores y tuvimos la seguridad de que se
trataba de dos amino-4cidos distintos debiendo ser, la superior,
leucina.

Para tratar de resolver valina-metionina realizamos cro-
matogramas de 7 dias con los mismos testigos del caso anterior.

Leucina e isoleucina aparecen ahora completamente separa-
das.

La comparacién de la mancha correspondiente al hidroliza-
do con las de los testigos que contienen valina y de los que
contienen valina junto con metionina, nos lleva a la conclusidn
de que el hidrolizado contiene solamente valina. (Esquema n°7)

Verificaciones generales.- Cromatogramas de control. Como com-

probacidn de los resultados obtenidos realizamos una mezcla de
todos los amino-dcidos encontrados en el cromatograma bidimen-
sional y efectuamos uno tratando de ajustarnos a condiciones -
generales de los anteriores. Obtenido el diagrama la compara-
cién fué plenamente satisfactoria.

] También realizamos un bidimensional absorbiendo sobre la
hoja una gota de 5 M1 de la solucidén del hidrolizado y luego
de hzberla secado colocamos otra gota, también de 5 Mml, de la
solucidén de la mezcla de amino-dcidos anterior, sobre la pri-
mera.

El cromatograma no presentd variaciones en cuanto al numero
y ubicacidén de las manchas. Naturalmente la intensidad de la
coloraciém de las mismas estaba notablemente aumentada.

También ensayamos para controlar nuestros resultados, la
técnica indicada por CRUMPLER y DENT (22): la formacidén de com-
ple jos de cobre con los amino-dcidos, comple jos que no corren
con el solvente y que son caracteristicos de los xX-amino-acidos.

Para ello el papel es espolvoreado con carbonato bdsico
de cobre en una zona a lo largo del futuro paso del primer sol-

vente, en este caso el fenol.
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ESQUEMA N°7

Cromatograma monodimensional
con mecha del hidrolizado de
protedma separada a pH 3,3
-7 dias de duracién con pen-
tanol-etanoico-agua-




El carbonato bdsico de cobre lo preparamos haciendo actuar
sobre una solueidén de S0,Cu una de COyNap en exceso. Dejando re-
posar se formé el precipitado cristalino de color azul verdoso
que utilizamos.

La solucidn del hidrolizado se colocd en el papel como de
costumbre y en otro papel se corrid simul taneamente un croma-
tograma de la misma solucidén sin el compuesto de cobre.

Desarrollamos conjuntamente ambos papeles y comparamos.

Los comple jos de Cu de 1los « -amino-dcidos tienen Rf cero
y por lo tanto no se desplazan mientras gue los que tienen el
amino grupo en otra posicién se desplazan con el solvente.

La comparacidén de ambos papeles permite distinguir unos
de otros.

Esta experiencia no nos sefialé nada nuevo.

Resumiendo, el método cromatogrdfico en papel, asi como
lo hemos seguido nosotros, nos seifiala en los hidrolizados de
la proteina separada del l{quido hiddtico por saturacidén con
cloruro de sodio a pH 3,3, la presencia de los siguientes ami-

no-4cidos:

leucina arginina serina fenilalanina
isoleucina lisina dcido glutdmico  tirosina
valina treonina dcido aspdrtico prolina
alanina glicina cistina triptofano

Debemos sefialar la ausencia de metionina. ILa resolucidn
de la mancha gque pudiera corresponder a valina-metionina no
permite afirmar la presencia de metionina.

Creemos poder excluir que la ausencia de dicho amino-dci-
do sea debida a la oxidacién del mismo (BLOCK - 23) por efec-
to de temperatura, puesto que en los cromatogramas de control,
toda vez que se colocd metionina aparecié su mancha correspon-

dieate.



Cromatografia bidimensional del hidrolizado de la proteina se-

parada a pH 3,9 - Resuelta asi la composicién de una de las

fracciones separadas pasamos a determinar la de la fraccidn
separada del liquido hiddtico a saturacidn completa de ClNa y
pH 3,9.

Para ello utilizamos como testigo el hidrolizado de la
prote{na separada a pH 3,3.

En este caso realizamos unicamente cromatogramas bidimen-
sionales.

La comparacién con el testigo nos demostrd que ambas frac-
ciones tienen la misma composicidn cualitativa.

El tamafio y la intensidad de }a coloracidn de las manchas
nos hacen creer que es posible que cuantitativamente también

tengan la misma composicidn.

b. - Cromatografia del hidrolizado de la proteina separada de

la membrana hiddtica.

El andlisis cromatogrifico del hidrolizado de la proteina
separada de membrana nos presenta constantemente una manche a-
némala sobre cuyo significado nada podemos decir todavia en
forma definitiva.

Los cromatogramas presentan las manchas de amino-dcidos
identificados como leucinas,valina,prolina,fénilalanina,tiro-
sina,arginina,treonina y probablemente dcido glutamico. Ademés
aparece la anomalia ya seflalada en forme de una gran mancha
de color lildceo, de baja velocidad, que ocupa, en los monodimen-
sionales en BuOH, una posicidén que va desde la que ocuparia se-
rina hausta algo mds abajo que la de cistina. Su intensidad es
uniforme. (Esquema n°8)

Esta mauncha aparece también en los cromatogramas en fe-
nol desde aproximadamente la posicidn del dcido glutdmico has-

ta mds abajo gue cistina, siendo mucho mds intensa en su parte
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ESQUEMA N°8

Bromatograma monodimensional
en BuOH-=AcOH-H,.O del hidroli-
zado de proteina separada de
membrana hidaticae.

Duracién 26 hs.




media e inferior. La parte superior presenta sélo una ligera tona-
lidad.(Esquema n°9) -Esta mancha tiene por lo tanto en relacién una
velocidad mds baja en fenol que en butanol. Es por eso que en los
monodimensionales en fenol se distinguen un mayor nimero de man-
chas de amino-dcidos que en butanol donde sélo se han separado ne-
tamente leucina, valina y prolina.

Sobre la identidac de esta mancha andmzla no podemos afirmar
nada con certeza. Descartamos gue se pueda tratar de un polipépti-
do puesto que repetidas y prolongadas hidrdlisis no hicieron va-
riar estos resultados. Es posible gue su coloracién o parte de ella,
se deba a los amino-4cidos que tienen en promedio, su misma velo-
cidad y que ella cubre. Esto podria ser el caso con el BuOH como sol
vente. Con el fenol es,en cambio,mucho menos probable ya que la ma-
yor intensidad de la mancha se encuentra por debajo del amino-4-
cido menor Rf. Debemos deducir entonces gque la sustancia en cues-
tidén posee la capacidad de reaccionar con la ninhidrina dando
una coloracidén similar a la de algunos amino-dcidos. Los croma-
togramas bidimensionales no agregaron ningin resultado nuevo.
Empero, observando los cromatogramas durante su desarrollo no-
tamos que en la posicidn de la mancha el papel presenta una trans-
parencia distinta a la del mismo mo jado con el solvente. Es una
zona mis opaca gue, mirada con luz refle jada,presenta cierta bri-
llantez. Al revelar se nota que dicha zona no ocupa toda la man-
cha sino s8lo la parte central de la misma.

Dado que se trata de un problema gue no se puede abordar
Unicamente desde el punto de vista del andlisis de amino-dcidos
lo hemos de jado momentianeamente en suspenso hasta reunir los

elementos necesarios para develar la incdgnita.
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Resumen y Conclusiones.

Se ha procedido al andlisis cromatogrifico de los hidroliza-
dos de las fracciones proteicas aisladas de la hiddtide de Tenia
equinococcus.

A partir del 1liquido hiddtico se ha separado mediante ClNa
a saturacidén una fraccién a pH 3,9 y otra a pH 3,3.

Del triturado de la membrana se obtuvo solamente un precipi-
tado a pH 3,3.

Estas proteinas que representan el antigeno especie especi-
fico son solubles en agua destilada a pH 7,6-7,8;coagulan por ca-
lentamiento en presencia de electrolitos y su punto isoeléctrico
se halla entre 4,7-4,9.

El andlisis cromatogrifico en papel de los hidrolizados
dcidos y bdsicos de estas fracciones proteicas ha permitido poner
en evidencia que:

1) la proteina separada del l1liquido hiddtico a pH 3,3 con-

tiene los amino-4cidos siguientes:

leucina arginina serina fenilalanina
isoleucina lisina dcido glutdmico tirosina
valina treonina dcido aspirtico prolina
alanina glicina cistina trptofano

2) la proteina separada del 1iguido hiddtico a pH 3,9 no
se diferencia de la anterior en cuanto a su contenido cualita-
tivo de amino-4dcidos;

3) en los cromatogramas de los hidrolizados de la proteina
separada de membrana sélo se han identificado:
leucina valina fenilalanina arginina
isoleucina prolina tirosina treonina
dado que, sistemdticamente aparece una mancha andmala no resolu-
ble que cubre la zona donde se hallarian los amino-dcidos de ba-

jo Rf. ///
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