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El estudio de la proteina aislada de la hidátide de Tenia
equinococcus(') tiene un interés particular por representar
esta substancia la fracción antigánica especie especifica de
esta parasitosis. Recordaremosque la especificidad de grupo
corresponde al conjunto de substancias, lípidos en general,
extraídos de este parásito, solubles en alcohol y otros sol­
ventes orgánicos.

En este trabajo se examinanalgunas de las caracteristi­
cas generales de esta proteina y se aplica en particular el
métodode la cromatografía en papel para la identificación de
los amino-ácidos que la constituyen.

(') La Tenia equinococcus (Echinococcus granulosus) es un pa­
rásito heteróxeno, esto es, que necesita de más de un huésped
para completar su ciclo evolutivo.

Este ciclo comprendeel 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. El estado de larva,
una hidátide, evoluciona en lor órganos de un huésped interme­
diario que puede ser el hombre, el bovino, el ovino, etc.

El conjunto de la hidátide más la reacción propia del ór­
gano parasitado, membranaperihidática o adventicia, constitu­
ye lo que en patología humanay patología comparada se conoce
con el nombrede equinococosis hidatidica o quiste hidatídico.

La hidátide de Tenia equinococcus tiene el aspecto de una
esfera de tamaño variable, de pared blanda, con un contenido
liquido de aspecto cristalino.

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

La membranagerminativa tiene de diez a veinticinco micro­
nes de espesor, se halla íntimamente adherida a la capa exter­
na y está constituida por elementos celulares netamente dife­
renciados. La capa externa, la cuticular, tiene un aspecto le­
choso y se halla compuestapor laminillas concéntricas.



En capítulos sucesivos se estudia:

Aislamiento de proteína de la hidátide de T.equino­
coccus.

a. Proteína de líquido.
b. Proteína de membrana.

Propiedades generales y isgnificado biológico de esta
proteína.
El método cromatográfico en papel.
a. Antecedentes.
b. Estudio experimental de la técnica.
Aplicación de la cromatografía en papel al análisis
de las proteínas aisladas.
a. Cromatografía del hidrolizado de la proteína sepa­
rada del líquido hidático.
b. Cromatografía del hidrolizado de la proteína sepa­
rada de la membranahidática.

Con
guiente:

respecto al líquido hidático su composiciónes la si­
para 100 mililitros: (líquido de quiste de bovino)
DensidadCOOOIOOOOOOOIOOOOOOOOO1008
Aguero.00.00.00000000IOOQOOOOOOExtracto...................... 1,30Cenizas....................... 0.83
Clorurode sodio.............. 0,65
Glucosa....................... 0,06
Proteína...................... 0,02
Grasas........................ 0,04
Urea.......................... 0,014
Calcio........................ 0,008

Estas cifras corresponden a promedios obtenidos por varios
autores, entre otros WERNICKEy SAVINO (1), LEMAIREy RIBERE (2).



Capítulo I

Aislamiento de lagproteina de la hidátide de
T. eguinococcus

Se han estudiado por separado las proteinas aisladas de
líquido hidático y de membrana.Para la obtención de las mis­
mas se ha seguido la técnica descrita por PIROSKYy colab. (3)

a.-Proteína de líguido.
Se operó sobre un total de 9,3 litros de líquido hidáti­

co. Este se obtuvo de quistes localizados en el hígado y pul­
mones de bovinos faenados en el dia. La punción de los quis­
tes se realizaba con la mayorasepsia y el material recolecta­
do en una sesión se centrifugaba unos minutos o se pasaba por
papel de filtro estéril a fin de separar los escólices y ma­
teria en suspensión. El líquido cristalino así obtenido era
colocado en frascos estériles y conservado sobre nieve carbó­
nica hasta conseguir el volumenconveniente. Se tuvo el cui­
dado de desechar todo líquido que no tuviese el aspecto clá­
sico de cristal de roca.

Separación de lagprgteing - El volumenya citado se des­
congela a temperatura ambiente, se pasa por papilla de papel
de filtro y se agrega la cantidad de cloruro de sodio sólido
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
filtración con papel simple y redisuelto a continuación en



agua destilada mediante el agregado de Na(OH)al lO por
ciento hasta un pH 7,6 —7,8 al rojo de fenol. La solución
obtenida ( 960 mililitros), de color ligeramente amarillento
se dializa en agua corriente durante 24 horas en cámara fría.

Terminadala diálisis, la solución presenta una opales­
cencia que desaparece por agregado de cloruro de sodio só­
lido hasta una concentración de 0,8 por ciento y ajustando
el pHa 7,8.- Se filtra por papel plegado.

De esta solución se reprecipita 1a proteina con cloruro
de sodio sólido a 2/3 de saturación a 10°C y a pH 3,2.- Se
deja durante la noche en cámara fria, se centrífuga durante
45 minutos y el precipitado se redisuelve en 500 mililitros
de una solución de cloruro de sodio al 0,8 por ciento y de
pH7,8.- El sobrenadante, biuret negativo, se descarta.

Se efectúa una segunda reprecipitación por agregado de
igual volumen de una solución de cloruro de sodio saturada
a 10°C ajustando el pH a 3,9.- Comoanteriormente, se deja
durante la noche en la heladera, el precipitado es separado
por centrifugación, suspendido en 100 mililitros de agua des­
tilada y redisuelto a pH7,4.- El sobrenadante, biuret nega­
tivo, se descarta.

Las dos soluciones de proteínas obtenidas, a pH 3,9 y
3,3, se dializan en sacos de celofán en agua destilada hasta
reacción negativa de cloruros.- Estas soluciones se llevan a
sequedadpor liofilización.

Se obtuvieron, a partir de los 9,3 litros iniciales de
liquido hidático, un total de 2,773 gramosde proteína, 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. - Proteína de membrana.

Las membranasfueron obtenidas abriendo los quistes
con la mayor asepsia luego de haber eliminado el líquido
por aspiración, desechando todas aquellas que no tuviesen
el aspecto característico lechoso, de clara de huevo coa­
gulada. Se lavaban rápidamente en solución fisiológica con
objeto de eliminar el pequeño volumen de líquido hidático
residual y los escólices. Las membranasobtenidas en cada
sesión eran conservadas en recipientes estériles sobre nieve
carbónica hasta obtener la cantidad considerada necesaria.

Reunidos 460 gramos de membrana, peso húmedo, se tritu­
raron en el Waringblendor durante un minuto. Para ello se
descongelaban a temperatura ambiente, se las pasaba al tri­
turador previamente enfriado con nieve carbónica agregandose
un volumen de solución fisiológica igual al peso de membranas.

Se ha comprobadoque es importante enfriar previamente
y mantenerenfriado el recipiente del triturador durante la
operación que-debe ser lo más breve posible.

Ala papilla así obtenida se le agregó solución fisio­
lógica hasta un volumen de 800 m1 y se dejó durante la noche
en la heladera para efectuar la primera extracción. Filtrada
la papilla por gasa, se la extrae por segunda vez en las mis­
mas condiciones,

Reunidas ambas soluciones se agregó cloruro de sodio
sólido a saturación a 10°C y se ajustó el pH a 3,7 repitién­
dose desde aquí el procedimiento ya descrito para la separa­
ción de la proteína de líquido. La solución final obtenida
fué conservada sobre nieve carbónica.



Capitulo II

Propiedades generales I significado biológico

gg la proteina de hidátide de T. equinococcus

Dadaslas características de precipitabilidad, solu­
bilidad, coagulación térmica, ya señaladas por PIROSKY(4),
nos pareció de interés precisar las caracteristicas genera­
les de esta proteina y señalar nuevamentesu significado
biológico.

Propiedades generales.
Utilizamos una solución al dos por ciento de proteína

en agua destilada llevada a pH 7,4 - 7,6 por agregado de
Na(OH)al lO por ciento, umbral de la zona donde la protei­
na comienza a ser perfectamente soluble. En estas condicio­
nes verificamos lo siguiente: reacción del biuret intensa­
mente positiva, de un orden igual o mayor a la de una solu­
ción de suero-proteínas a la mismaconcentración, reacción
de Molisch negativa (lectura inmediata y a las 24 horas); en
cuanto a la coagulación térmica, debemosseñalar que la so­
lución permanecelimpida en ausencia de electrolitros después
de un calentamiento prolongado en el medio alcalino de pH
ya señalado y aún a pH 3,8 - 4. El agregado de algunos cris­
tales de cloruro de sodio a la solución a pH 3,8 anterior­
mente calentada provoca una coagulación instantánea, a dife­
rencia de la solución alcalina, a la cual ademásde agregar
cloruro de sodio es necesario volverla a calentar para obte­



ner la coagulación.

Precipitabilidad por sales.

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

Por agregado de mezclas buffer (mezclas de Clark y Lubs
o de McIlvaine, según el caso) se obtuvieron soluciones de
proteina a pHque variaban de l hasta 7,6. Por adición de vo­
lúmenes adecuados de solución saturada de cloruro de sodio o

de sulfato de amonio, se examinóel efecto de estas sales al
tercio a media saturación y a dos tercios de saturación para
cada uno de los pH elegidos. - Cuadro n°l ­

Cuadro n°l - Efecto del cloruro de sodio y del sulfato de amo­
nio a pHcomprendidosentre 1 y 7,6, sobre la proteina de li­
quido hidático de Tenia equinococcus.

sol.de pH ClNa % sat SO4(NH02 % sat. opalesc. sobrenad.tubo prot. sol.sat. ' sol.sat. r.biuret
lá
ml ml ml

l l l - - - - 0 p
2 l l l 50 - - +++ 0
3 l l 2 66 - - +++ O
4 l l - - 0,5 33 +++ d
5 l l - - l 50 +++ d
6 l l - - 2 66 +++ d
7 l 1,6 - - - - ‘0‘ p
8 l 1,6 l 50 - - +++ tr
9 l 1,6 2 66 - - +++ tr

10 l 1,6 - - 0,5 33 +++ d
ll l 1,6 - - l 50 +++ d
12 l 1,6 - - 2 66 +++ d
13 l 2,3 - - - - 0' p
14 l 2,3 l 50 - - +++ 0
15 l 2,3 2 66 - - +++ O
16 l 2,3 - - 0,5 33 +++ d
17 l 2,3 - - l 50 +++ d
18 l 2,3 - - 2 66 +++ d
19 1 3,1 _ - _ _ -6- P
20 l 3,1 l 50 - - +++ O

./.



- 8 _

z : : : = 2

tubo s°l°de ClNa : ÉS°4(NH4)2Ï s Éeobrenad.
á prot.1%É pH gsol.sat.É fi sat.é sol sat.á %sat.E:opalesc.Ér.biuret

s m1 m1 m1 ‘

21 l 3,1 2 66 - - +++ O
22 1 3,1 - - 0,5 33 +++ d
23 l 3,1 - - l 50 +++ d
24 1 3,1 — — 2 66 +++ a
25 1 3,4 - - - — * p
26 l 3,4 1 50 - — +++ 0
27 l 3,4 2 66 - — +++ O
28 1 3,4 - - 0,5 33 +++ d
29 l 3,4 - - 1 50 +++ d
30 l 3,4 - - 2 66 +++ d
31 l 4 - + - - + p
32 l 4 l 50 - - +++ 0
33 l 4 2 66 - - +++ 0
34 l 4 - - 0,5 33 +++ d
35 l 4 - - l 50 +++ d
36 l 4 - - 2 66 +++ d
37 1 4,6 - - - _ +i p
38 l 416 1 50 - + d
39 l 4,6 2 66 - - + p
40 l 4,6 - - 0,5 33 ++ d
41 l 4,6 - - 1 50 ++ d
42 l 4,6 - - 2 66 ++ d
43 l 5,4 " - " " o P
44 l 5,4 l 50 - - 0 p
45 l 5,4 2 66 - - t p
46 l 5,4 - - 0,5 33 ++ d
47 1 5,4 — — 1 50 ++ d
48 L y 5,4 - — 2 66 +++ d
49 l 7,6 " - "' " o p
50 1 7,6 1 50 _ — o p
51 1 7,6 2 66 -:- —. O p
52 l 7,6 - - 0.5 33 + d
53 l 796 - - l 50 +++ d
54 l 7,6 - - 2 66 +++ d

La lectura se realiza a la hora y a las 24 horas. Al cabo de
este último término se procedió a la centrifugación de cada una de
las soluciones, verificándose en el líquido sobrenadante la pre­
sencia de proteina mediante la reacción del biuret.

Se compruebaque entre pH 1 y 4 la proteina precipita total­
mente con cloruro de sodio a media saturación, mientras que aún



_ 9 _

a los dos tercios de saturación con sulfato de amonio queda pro­
teína en solución. A pH superiores a 4,6 la precipitación es in­
completa con ambas sales. (')

Punto isoeléctrico - Se determinó el punto isoeléctrico de la pro­
teina separada a pH 3,9 y 3,3.- Se utilizaron soluciones de pro­
teína al l 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 volumenesiguales de solución de proteina y del buffer.- El
sistema se encontraba a temperatura ambiente.- En algunas determi­
naciones se facilitó la lectura por el agregado de alcohol en la
cantidad de un tercio sobre el volumentotal de la mezcla buffer­
proteína. - Cuadro n? 2.

Cuadron°2.- Determinación del punto isoeléctrico de las proteinas
aisladas a pH 3,9 y 3,3 del líquido hidáutico.

Proteína preparada
a PH 3,9

Proteína preparada
a PH 3,3

opalescencia Efloculación 0pa1escenciagfloculación

0.oo.

ooooooooi¡0000000000000000

tubo g pH 310 min.60 minglOmin.60min. 10min.60min.gIOmin.60min.

l 3,2 0 0 O 0 0 + 0 O
2 3,5 O O O 0 O + O 0
3 3,7 0 ,0 O 0 O + 0 0
4 3,9 O t O 0 0 + O 0
5 4,1 0 + O O 1 + 0 O
6 4,3 i O + + ++ O 0
7 4,5 + o +1 + o :l:
8 4,7 ++ 0 ++ ++ O ++
9 4,9 + O + ++ O 1

lO 5,1 i ++ 0 0 + 0 +
ll 5,3 0 + O O + ++ 0 0
12 5,5 O + O 0 + ++ O O

(') Señalamos el hecho de que si bien en soluciones puras esta pro­
teína precipita totalmente a media saturación con cloruro de sodio
en medio ácido; para separarla del líquido hidáctico es necesario
operar con dicha sal a saturación.



Para la lectura del punto isoeléctrico se tomóen conside­
ración el primer tubo de 1a serie en el que aparecia opalescen­
cia.- En estas condiciones el punto isoeléctrico de la proteína
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
madosmediante la técnica de Michaelis. - Esta consiste en agre­
gar una serie de soluciones buffers de diferentes pH, diluídas
al límite de su capacidad buffer, un mililitro de la solución de
proteína en estudio, lo cual determina un cambio del pH de todas
las soluciones menosel de aquella que coincida con el punto iso­
eléctrico de la proteína.

Estas determinaciones fueron hechas potenciométricamente.

Siggificado biológico - Las dos fracciones de proteína separadas
del líquido hidávtico así comola 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 hidá­
tide de Tenia equinococcus. - Tampocohemos podido apreciar di­
ferencias antigénicas entre las mismas.



Capitulo III

Cromatografía en papel

La pequeña cantidad de proteina disponible nos obligó a
buscar un métodode análisis fidedigno en el cual solo se uti­
lizaran minimascantidades del material problema. - Esto hizo
que nuestra atención se sintiese atraída por un procedimiento
relativamente reciente en el cual esa condición es una de sus
características más sobresalientes y que une a ella su senci­
llez, elegancia y certidumbre/ - Decidimosasi utilizar para
el análisis cualitativo de las proteinas aisladas de hidátide
de T.equinococcus el método de partición cromatográfica en pa­
pel descrito por primera vez por CONSDEN,GORDONy MARTIN,(5)

a.- Antecedentes sobre el método cromatográfico.
Originado incidentalmente hace aproximadamente 90 años el

análisis cromatográfico no llegó a conocerse y aplicarse uni­
versalmente hasta las dos últimas décadas.- Es curioso notar
que en las primeras experiencias se utilizaron tiras de papel
comosoporte, material que ultimamente ha vuelto a ser emplea­
do con muchaeficacia en una de las mas recientes modificacio­
nes del método.

SCHONBEINinvestigando las condiciones de formación del
ozonobajo la influencia de las descargas eléctricas, utiliza­
ba tiras de papel impregnadas con ioduro de potasio y almidón
para detectarlo. Observó 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



publicó sus observaciones en las Verhandlungen d. Naturforschers
Gesellschaft en Basilea, 1861, bajo el titulo:"Uber einige die
Haarrührchen-anziehung des Papieres hervorgebrachte Trennungswir­
kungen"(Sobre algunas separaciones realizadas utilizando la capi­
laridad del papel") subrayandosu utilidad para resolver e identi­
ficar lOs componentes de mezclas sobre todo orgánicas.

GOPPELSROEDERprosiguió los estudios de su maestro sobre ese

tema publicando varios artículos, en especial una monografía en el
Fresenius Zeitschrift für analytische Chemie (6): "Zur Anwendung
der Adsorption zu analytische Trennungen"("Sobre la aplicación de
la adsorción a las separaciones analíticas").

El método combinabael ascenso por capilaridad con la adsor­
bibilidad de los componentesde la mezcla por el soporte (algodón,
lino, lana, seda y principalmente papel de filtro), según que ésta
fuera mayor o menor, menos o más ascenderian las diversas sustan­
cias respectivamente.

El método recibió el nombre de Análisis Capilar y bajo este
título lo revista RHEINBOLDTH., en "Die Methoden der organischen

Chemie", ed. J.Houben. Tomo1 pag. 302 (1925).
Es al botánico ruso M.TSWETTa quién debemos la nomenclatura

que damosactualmente a este método analítico, creando una modifi­
cación que tendria vastas posibilidades.

Es sabido que si una solución es agitada con una sustancia
adsorbente, tiene lugar entre las 2 fases una partición determi­
nada por una relación de masa y un coeficiente denominado de ad­
sorción. Pero el adsorbato asi obtenido es una mezcla y no hay
manerasencilla de separarla. La situación es diferente si se deja
peroolar la solución por el adsorbente en una dirección definida.

TSWETTen sus experiencias fudamentales extrajo hojas verdes
con éter de petróleo y luego hizo pasar el extracto por una columna

de CO3Cafinamente pulverizado comprimido en un tubo de vidrio ver­
tical.- El pigmento, que era aparentemente homogéneoen solución,



al percolar lentamente, se descomponiaen una serie de fraccio­
nes apareciendo en la parte superior de la columnaun anillo de­
bilmente amarillo, inmediatamente debajo, dos zonas verdes y más
abajo tres otros componentesamarillos que estaban fijados en
las partes más inferiores del carbonato.

Al tratar dicha columnacon solvente puro se "desarrollaba
el cromatograma" apareciendo interzonas blancas que se ensan­
chaban mientras los componentesindividuales anteriormente ci­
tados se desplazaban hacía abajo con diferentes velocidades.

En 1910 aparecen los resultados de los trabajos de TSWETT
en el libro:“Cromofilos en el mundovegetal y animal" publica­
do en ruso en Varsovia, en el cual explica el origen del nombre
"cromatografía"."Comolas radiaciones luminosas en el espectro,
así se separa sistematicamente una mezcla en sus constituyentes

en la columna de CO3Ca,los cuales pueden ser cuali y cuantita­
tivamente determinados."

El trabajo de TSWETTtuvo poca difusión entre sus contem­
poraneos. Esporádicamente aparecían algunos trabajos que utilizaban
el método en Francia, Estados Unidos, Inglaterra y Holanda,
hasta que WILSTATTERcon motivo de sus trabajos de separación de
enzimas, basados en la utilización sistemática de medios ad­
sorbentes y eluyentes, aunque sin emplear la cromatografía, se
refirió enfáticamente a la significación de dicho trabajo. Sus
palabras tuvieron pronto eco y a principios de 1931 KUHNy LEDE­

RER (7) y KUHN,WINTERSTEINy LEDERER(8) introdujeron exitosa­

mente la cromatografía en la química preparativa de los pigmen­
tos poliénicos.

Desde entonces su uso se fué haciendo universal al mismo

tiempo que se mejoraban las técnicas, recibiendo asi tanto, la
quimica de los hidratos de carbono comola de los lípidos y de
las proteinas un valioso aporte mediante el cual se pudieron re­
solver los más diversos problemas asociados a la separación de



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

En la práctica el análisis cromatográfico comprendeun proce­
dimiento particular discontinuo.— Esta técnica depende de una par­
tición o distribución dinámica de sustancias disueltas o dispersas
entre dos fases inmiscibles una de las cuales se muevecon 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 pape1,como se verá
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 móvil a diferentes velocidades y se separen unos de otros.

La partición dinámica de los solutos entre las dos fases en
separaciones cromatográficas puede estar representada por las ecua­
ciones de equilibrio:

fase estacionaria. '-*fase móvil

splutos solutos
h ) l

¡c _, <- evsolvente. >adsorbente solvente
Estos equilibrios pueden comprenderla disolución o disper­

sión del soluto, su ionización, solvatación o asociación.— Pueden
formarse complejos con la misma fase o con sustancias añadidas y
producirse variadas reacciones químicas reversibles.— En la fase
estacionaria pueden tener lugar fenómenosde adsorción superfi­
ciales.

Para la separación cromatográfica de amino-ácidos podemos
distinguir según el material usado tres procedimientos: 1° de ad­
sorción, 2° de intercambio iónico, 3° de partición.

gramatografía de partición —La técnica de partición fué
introducida por MARTINy SYNGE(9), después de estudios prelimi­
nares sobre la separación de acetilamino-ácidos basada en la di­
ferencia de sus coeficientes de partición entre cloroformo y agua.

En lugar de un adsorbente sólido normal usan un polvo inerte
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(sílica ppda) que sirve comosoporte mecánico para una fase lí­
quida. La columna así preparada es recorrida por una segunda fase
líquida que es inmiscible en la primera.- En esta técnica, la pro­
piedad física de la cual depende la separación está determinada
por la partición entre dos fases líquidas, reemplazandoa la ad­
sorción en un adsorbente.

GORDON,MARTINy SYNGE(10) lo desarrollaron como un proce­

dimiento de rutina para análisis de hidrolizados de proteínas.
Pero el procedimiento presentaba varios inconvenientes, en­

tre otros la acetilación de los amino-ácidos que lo hacían engor­
roso y que era además fuente de errores.

Los mismos intentaron la separación de amino-ácidos por el
gel de sílice que resultó impracticable debido a la adsorción de
los amino-ácidos sobre el mismo.

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

Finalmente CONSDEN,GORDONy MARTIN(5) desarrollaron el mé­

todo que se denominó "cromatografía sobre papel".

Cromatografía sobre papel - El método recuerda el "análisis
capilar" pero aquí la separación depende de la diferencia de los
coeficientes de partición entre la fase móvil y la fase líquida
fija (agua) inmovilizada sobre la celulosa.

Quela adsorción por la celulosa no tiene un papel signifi­
cativo se ve por la comparaciónde los coeficientes de partición
calculables en base a la velocidad relativa de desplazamiento de
los amino-ácidos en el cromatogramacon los obtenidos directamen­
te por ENGLANDy COHN(ll) en butanol-agua.

El dispositivo consiste en una banda rectangular de papel de
filtro de porosidad conveniente, de tal modoque 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 será sumergido en el sol­

vente, una microgota de la solución a analizar (5 - lO ¡41).



La gota se coloca a una distancia del extremo del papel de
tal modoque 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 cámara de ta­

mañoadecuado que asegure un buen cierre.- Dentro de esta última
se incluye un recipiente que contiene una solución saturada de S
en S' si en la cubeta se ha colocado un solvente formado por una
solución saturada de S' en S ( siendo S' agua y S solvente orgánico
parcialmente miscible en S‘).- Esto tiene por objeto obtener una
atmósfera saturada de ambossolventes.

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 cromatogramase 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 cámara, se lo
seca al aire o en estufa a 80° y se procede a su revelación. Para
ello se humedece el papel pulverizándolo con una solución de un
reactivo apropiado. ( que para amino-ácidos es en general ninhidrina)

Estos reactivos darán con los amino-ácidos compuestos colo­
reados determinando la aparición de manchas sobre el papel que nos
indicarán la posición de los diferentes amino-ácidos.

Del solvente - Los solventes más satisfactorios son los par­
cialmente miscibles con agua.- En una serie homóloga de solventes
la correspondiente velocidad de movimiento de los amino-ácidos cam­
bia en el mismosentido que la solubilidad en agua del solvente.

Aquellos completamente miscibles pueden usarse siempre que el
contenido acuoso no sea muyelevado.—Eneste caso la celulosa,
presumiblementepor un efecto de "salting-out",permite que el sis­
tema funcione comoun cromatograma de partición.

Del revelador —Comoya señalamos el reactivo prinéipalmente



usado para revelar los amino-ácidos es la ninhidrina ( hidrato de
tricetohidrindeno).— Este reactivo produce con los am.ac. por ca­
lentamiento una coloración que varía desde el azul al púrpura.

Sobre la reacción que produce el compuesto coloreado hay va­
rias interpretaciones.- Citaremoslas tres principales:

Según RUHEMAN(12) el amino-ácido 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 NH3para dar dicetohidrinilideno-dicetohidrindamina.-Esta
es la más conocida.

Según RETINGEB(13) dos moles de am-ác. se combinan con la

hidrindantina y el compuestose separa en dos radicales idénticos
de color púrpura análogos a los presuntos compuestos formados por
cationes inorgánicos e hidrindantina en solución fuertemente alca­
lina.

Según HARDINGy colab. (14) los am.ác. se distinguen de las
aminas y NH puesto que reaccionan cromogénicamente con ninhidrina.

Los aá.-ác. se descomponenindependientemente de la ninhidri­

na en glioxal y NH3,el glioxal reduce la ninhidrina a dicetohidrin­
dol y es oxidado alrvcetoácido correspondiente, el NH3se combina
Conel dicetohidrindol para formar dicetohidrindamina y esta se
condensa con ninhidrina para formar la púrpura de Ruhemann.

Mac FADYENy colab.(15) han realizado un estudio experimental
sobre las tres interpretaciones y la reacción, cuyos resultados nos
son conocidos solo en su primera parte.- Según éstos el color púr­
púreo es independiente de la naturaleza del catión y debe atri­
buirse al anión, que denomina púrpura de Ruhemanny es indandiona­
2-N-2' indanona enolato.— Ademásindica que la formación del com­
puesto coloreado no se produce por el camino de la formación inter­
media de NH y que el color rojo se debe al anión monovalente del

3
indanona-enediol y el color azul al anión divalente.



Constante de desplazamiento de los amino-ácidos o Rf.- La

coloración que da un amino-ácido con la ninhidrina no siempre
permite reconocerlo, pero hay una magnitud que es característi­
ca del mismo y que se designa con el símbolo Rf.

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

A = área de la sección transversal del papel+agua+solvente

A1: " " " " " de la faseconc. en la fase acuosa
conc. en la fase solvente(X= coeficiente de partición =

A
99° R - I"’:’BÏX’l s

pero este R no es facilmente medible en papel comolo es en co­
lumna y por lo tanto se introduce Rf que se define:

R _ desplazamiento del soluto = x soluto
f desplazamiento del frente del solvente x solvente

hV/W
v y por lo tanto Rf = —.-——
A1 v/Al

donde: V, volumende solvente utilizado para desarrollar el cro­

, _se tendra ahora. xsolvente

matograma
h, es la menoraltura dentro de la cual hay equilibrio de

partición
W = h (A1 +rx AS)

resulta: hA] _ Al -_ RAl _ A1
Rf ‘ w A1 +«x.As A A1 + As

Luego: OL_ A1 Al _ Al ( l l)' Br As ' As ' As Rr ’
A

¡%— es igual a la relación de los volúmenes de la fase solven­
te y de la fase acuosa en el cromatograma.- Asumiendoun dado con­
tenido acuoso del papel, Al puede deducirse de la relación de
los pesos del papel seco al del cromatogramadesarrollado.



Cromatogramas bidimensionales —La cromatografía en papel
ofrece ademásla posibilidad de mejorar las separaciones obte­
nidas en primera instancia en los procesos monodimensionales,
efectuando cromatogramasllamados bidimensionales.- Estos con­
sisten en desarrollar con un solvente dado un cromatogramaen
una dirección y luego, el mismopapel, 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 ángulo de 900.- Se obtiene así separaciones imposibles
de conseguir con un solo solvente.

Una simplificación del métodooriginal es la aportada por
WOLFSON,COHNy DEVANEY(16) en 1a 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
cámara.- Arrollando papeles en cilindros concéntricos de dife­
rentes diámetros se pueden realizar simultáneamente en una mis­
ma cámara numerosos cromatogramas.- En este caso el desplaza­
miento del solvente se efectua en sentido contrario a la gra­
vedad.

La cromatografía en papel ha obtenido por sus caracterís­
ticas tan satisfactorias una enormedifusión, apareciendo con­
tinuamente modificaciones que han permitido aplicarla a una
gran variedad de problemas.

Se usa ya en todos los campos de la química, donde ha re­
suelto numerososcasos, tanto teóricos comoprácticos y hasta
económicos, dada 1a pequeñisima cantidad de material que se em­
plea en los análisis.

Originado comométodo eminentemente cualitativo todavía
no ha podido ser transformado satisfactoriamente en cuantita­
tivo.— Se han ideado sin embargo varias aproximaciones que ofre­
cen buenas perspectivas.



b.- Estudio experimental de la técnica.

Durante las experiencias que pasamosa describir se uti­
lizó 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 cilindro.— Cuando el nú­
mero de mezclas a comparar por el método monodimensional no pa­
saban de 4, necesitándose por lo tanto una tira de papel de an­
cho más reducido, se prefirió sostener el papel por un extremo
o por la parte media, por intermedio de una varilla de vidrio
colocada horizontalmente a una altura adecuada de la cámara en

lugar de arrollarlo comose indicó anteriormente.- Así el sol­
vente ascendía y luego descendía consiguiéndose de esta manera
un aumento en la velocidad del frente del mismo, manteniéndose
al mismotiempo la sencillez y comodidadcaracterística del mé­
todo por ascenso.- Pero la mayor ventaja residía en el aumento
de longitud de las tiras de papel, aún utilizando recipientes
de escasa altura.

Los bidimensionales desde luego, fueron siempre arrolla­
dos en cilindros.
Materiales utilizados:
2222; - El papel usado fué exclusivamente Whatmann°l, el más
conveniente por su rigidez dada la concentración acuosa de los
solventes utilizados en la cromatografía de amino-ácidos.—Se
cuidó de cortar siempre las tiras perpendicularmente a la di­
rección de la máquina (calandrado) del papel para asegurar re­
sultados mejores y reproducibles.- Es de suma importancia no
tocar el papel con las manos donde va a tener lugar el desarro­
llo cromatográfico, para evitar que al tratar con ninhidrina
aparezcan manchas debidas al sudor que podrían falsear la in­
terpretación.



Solventes - Delos disponibles se utilizaron fenol, butanol y
para ciertos casos alcohol amílico.
2322; - Este solvente, uno de los más usados ya por Consden,
Gordony Martin (5), tenía el inconveniente de dar frentes co­
loreados de rojo, sumamentemolestos para desarrollos de pe­
queñalongitud; esto era atribuido por los autores a la pre­
sencia de Cu++en el papel ya que el mismo desaparecía agre­
gando, en la cámara o en el solvente, compuestos que le com­

plejaban o lo eliminaban: Cupron, SH2, CNH,NH3, gas de hulla
o tratamiento previo del papel con Fe(CN)6K4, o lavando cro­
matográficamente 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.- Así, por ejemplo, en el caso del gas de hulla resul­
ta dificil mantenerlo a una concentración adecuada debido a la
imperfección del cierre de las cámaras.- Ademásel gas de hulla
a bajas concentraciones en presencia de amoniaco determina un
frente negro sobre el papel.- Todosestos inconvenientes, tan­
to el frente rosado comoel manejo de gases tóxicos, se obvia­
ron destilando el fenol, como lo indican DRAPERy POLLARD.(17)

Los cristales de fenol se licúan con 12%de agua y el lí­
quido, previo agregado de 0,1% de virutas de Al o de Zn y 0,05%

C03HNa,se destila primero a presión atmosférica, hasta elimi­
nar el aceótropo y luego al vacío hecho por una trompa de agua;
la operación se continúa hasta dejar un residuo aproximado de
20 ml.

Se utilizó como condensador un tubo Pyrex de 70 cm. de
largo por 14 mm.de diámetro, 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 líquido ni en la atmósfera de 1a cámara ( no se encontró
necesario agregar NH3)obteniéndose cromatogramas satisfacto­



rios y limpios.
El solvente, mientras no se utilizaba, se guardó en hela­

dera manteniéndose durante largo tiempo eficaz. Cuandolos cro­
matogramasempezabana señalar en el frente del solvente un li­
gero tinte rosado se redestilaba el fenol comose indicó.
Butanol - Se preparó el solvente destilando el butanol comer­
cial, recogiendo únicamente la fracción superior que destila con­
stante a ll7°C y desechandoel residuo. Esta fracción, cierta­
mente n-butanol, se mezclaba con agua y ácido-acético en las si­
guientes proporciones: BuOH: 40ml

AcOH: 10ml

H20dst: 50 ml
La mezcla se separaba en dos capas de las cuales la supe­

rior era usada directamente comosolvente para el cromatograma
y la inferior se incluía en la cámaraen cubeta aparte para sa­
turar la atmósfera.

Asi preparado dió resultados excelentes, pues, si bien su
poder separador para longitudes hasta 20 cm. de papel es inferior
al fenol, dándole mayorrecorrido es muysuperior por la niti­
dez con que se delinean las manchas. La falta de nitidez de las
manchas indica que el solvente ya no está en condiciones de ser
usado.
Alcohol amílico - Empleamosla misma fórmula que para el butanol.

Los amino-ácidos tienen con este solvente Rf muybajos y
por lo tanto solo es utilizable en algunas separaciones difíci­
les con largos periodos de desarrollo.

O

Otros solventes - Se ensayó etanol al 77%en volumen. (f)=o,87 280;)

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 comoun cromatograma de par­
tición. Pero las manchas son muchomás anchas y difusas que en
el caso de solventes parcialmente miscibles. Consideramos que



si bien puede ser un solvente útil para identificar en una mez­
cla unos pocos am.ács. no es ventajoso para un analisis completo.
Mayorutilidad parece dar aplicando la técnica de RUTTER(18),
como se verá más adelante.

También ensayamos una mezcla formada por:

n-BuOH:40%; EtOH:lO%; H20250%

y otra que preparábamos mezclando 20 partes de n-BuOHsaturado
con agua con 7 partes de fenol saturado con agua. Producida la
separación en dos capas se usó la superior para el desarrollo.
Los Rf de los amino-ácidos en este último solvente son muyba­
jos, pero se consiguen separaciones en grupos semejantes a las
que se obtienes con alcohol amilico y consideramos que la mez­
cla en cuestión es eficiente en los mismoscasos en los cuales
es necesario usar a aquél y con cierta ventaja.
Cámaras—Se utilizaron brocales de vidrio o terracota vidriada

y frascos de 4 ls. con boca ancha y cierre esmerilado. Los bro­
cales se utilizaban en general a modode campana apoyándolos
invertidos sobre un vidrio plano. Cuando, por el diámetro del ci­
lindro de papel formado era necesario usar el brocal comocube­
ta, colocando el solvente directamente sobre el fondo del mismo,
se lo cubría con el vidrio plano tratando que el sistema fuese
lo más hermético posible mediante un parafinado cuidadoso. Habi­
tualmente, el solvente necesario para desarrollar el cromatogra­
ma se colocaba en placas de Petri, cristalizadores o cubetas de
distinto diámetro y volumensegún la superficie del papel. En
ellos se vertia un volumende líquido suficiente comopara que
el papel quedase sumergido de l a 2 cm.

Cuandousábamos tiras de papel sin arrollar, que se sostenían
mediante varillas de vidrio colocadas horizontalmente en la cá­
mara a una altura conveniente, lastrábamos el extremo sumergido
con un trozo de varilla colocado en dos perforaciones de papel.

Con los solventes que al prepararlos se separan en dos capas
de las cuales sólo una, la superior, se utiliza en la corrida, es



necesario saturar la atmósfera con ambas, colocandose en la cá­
mara una segunda cubeta o bien un trozo de algodón embebido en
la capa inferior.
Microbureta —Para medir los pequeños volumenes de solución que
se debian depositar en cada gota sobre los papeles se utilizó
una pipeta de Kahn, graduada al milésimo de mililitro, adiciona­
da de una fina gomade vacío 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 diámetro de la superficie de absorción
de la gota en el papel es aproximadamente de 0,5 cm.. La superfi­
cie húmedaresultante debe ser secada al aire o al calor de una

lámpara. De ser necesario se agregarán 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
comola más conveniente para el caso.

Mezclas-testigo - Para la identificación de las manchasde los
cromatogramaspreparamos soluciones testigos constituidas por
un solo o por una mezcla de amino-ácidos puros conocidos. La
solución contenía un solo amino-ácido era preparada a la
concentración de 0,050 milimoles por mililitro en isopropanol
al lO %. Para la preparación de mezclas testigos se tomaba un vo­
lumen conveniente (0,5 ml.) de las soluciones cuyo amino-áci­
do se deseaba incluir y se tenia en cuenta la dilución sufri­
da por cada uno de ellos. En la mezla final se llevaba a una
concentración óptima, indicada por la experiencia, agregando agua
destilada. Cuandose trataba de determinar el Rf de un amino­

ácido, se procedía al agregado de agua destilada a una fracción
de la solución madre hasta la concentración óptima.
Las mezclas tenían diferente composición según el solvente usa­



do y en general no más de siete amino-ácidos.
Ordenados según Rf decrecientes los am.—ács.incluídos en cada

mezcla-testigo según los diversos solventes eran:
gara fenol-agua: leucina,valina,tirosina,treonina,glicina,se­

rina,ácido glutámico.
223gbutanol-ácido acético-agua:leucina,alanina,treonina,se­

rina,arginina,ácido glutámico,cistina.
3339alcohol-agua:leucina,valina,prolina,tirosina,glicina,ar—

ginina,cistina.
3955 alcohol amilico-ácido acético-agua:Leucina,isoleucina,

valina,treonina;
y otra de: isoleucina,metionina,valina,serina.

Las mezclas asi elegidas cubrían todo el ámbito de Rf y a la
concentración elegida presentaban buena separación después de
un desarrollo de 20 horas de duración. En general puede decirse
que se obtendrá una buena separación en cromatogramas normales
de 24 horas de duración si los Rf de los am.—ács. presentes di­
fieren entre sí en un 10%o más.

Hay que tener presente que la velocidad de los am.ács.es al­
go mayor en el desarrollo de una solución individual que la que
presenta al desarrollar una solución que contiene varios am.—ács.
Es por eso que aún cuando Sólo haya interés en la identificación
de un am.—ács. en un hidrolizado no conviene colocar a éste en el

papel comotestigo en solución individual, sino preparar una mez­
cla con, por lo menos, tres am.ács. elegidos de tal manera que la
posición que ocupen en el cromatogramadesarrollado no interfie­
ra con la del que nos interesa.

Cuandose trate de analizar sucesivamente varios hidrolizados
consideramos ventajoso, una vez individualizados todos los com­
ponentes de uno de ellos, utilizarlo comouno de los testigos
para la resolución de los demás.

Ademásde las mezclas ya citadas se utilizaron en el trabajo



previo al análisis cromatográfico de los hidrolizados, varias
combinaciones de am.—ács.necesarias para determinar la secuen­
cia de las manchasen el papel, su separación, color, determina­
ción de concentración óptima.
Hidrolizados- El hidrolizado seco se disolvió en una solución
al 10%de propanol. En todos los casos se hicieron inicialmen­
te soluciones que cromatográficamente eran muyconcentradas y
luego se fueron diluyendo gradualmente para alcanzar una con­
centración que presentaba una buena separación en 24 horas y
que nos aseguraba que no se había sobrepasado el limite de sen­
sibilidad de la reacción reveladora de los am.-ács. presentes.
Esto nos obligó en el principio a realizar cromatogramasdeben­
siderable duración dado que el área de las manchas de los am.­
ács. que se encontraban en mayor proporción encubrían las de
los am.ács. de Rf próximo.

Comoejemplo: 195 mgs. de hidrolizado seco se disolvieron en 3 ml
de alcohol isopr0pílico al 10%. Con l m1de esta solución se lle­
ga a cromatogramas convenientes una vez diluido con dos y media
veces su volumen de isopropanol al 10%.
Duración - La duración 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, además de los
amino-ácidos que se quieran separar, el solvente que se está usan­
do, dado que según él varían las velocidades. Así fenol-agua
y alcohol-agua necesitan menorduración que butanol-acético-agua.

En general puede decirse que para los primeros se obtiene bue­
na separación a las 24 horas mientras que para el segundo es cada
vez más satisfactorio a medida que nos aproximamosa las 40 horas,
tiempo que consideramos comoel más conveniente para este sol­
vente. En ciertos casos y para determinaciones de amino-ácidos



de Rf muybajo, hemos llegado hasta 4, 5 y 7 días.

Dado el uso que le hemos dado al alcohol amilico, la dura­
ción del cromatograma con este solvente no debe bajar de 5 dias
y en general más.
Revelador —Para conocer la posición ocupada por los amino-ácidos
durante la corrida, se humedececon una solución de ninhidrina,
mediante un pulverizador, el papel previamente secado en estufa
hasta eliminar todo el solvente. Debe cuidarse que la solución
se distribuya uniformemente sin empapar el papel yademás la ope­
ración debe realizarse lo más 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 ácido acético. Preferimos la segunda.

Dejamossecar 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 coloración que presentan las manchas después de revelado
el cromatograma se desvanece con el tiempo; es por eso que debe
marcarse la posición de las manchas con lápiz inmediatamente des­
pués de reveladas.

Para conocer la ubicación de los amino-ácidos sin modifi­
carlos, comosucede cuando se usa ninhidrina, es conveniente pul­
verizar sobre el papel I2 en solución alcohólica o mejor aún su­
blimar una pequeña cantidad de I. El amino-ácido toma durante un
cierto tiempo un color característico, pardo amarillento, que
permite marcarlo; luego con un ligero calentamiento se elimina
el yodo y se puede recortar la mancha, disolverla y volver a
desarrollar cromatográficamente con otros solventes en monoo
bidimensional.
Determinación de Rf — Para la cromatografía en papel ha sido in­
troducido en lugar del R, constante que no es medible como en



columna, otra denominada Rf que se define:

movimiento de la manchaRf:
movimientodel frente liquido

o sea practicamente si: A es el centro del área mojada con la
solución a desarrollar

B centro de la mancha final

y C limite a que llegó el solvente
AB

AC
Rf ­

Previo al análisis de los hidrolizados determinamoslos Rf
de los amino-ácidos puros en los solventes que pensábamosusar.

Volvemosa repetir aquí algunos reparos respecto del valor
que posee los Rf comodato absoluto para la determinación de in­
cógnitas.

Los factores que intervienen en la distribución de los am.­
ácidos sobre el papel no son todavia bien conocidos y sólo se
han podido seguir las variaciones que provocan algunos de ellos
y aún esos son por ahora nada más que datos no generalizados por
ninguna regla. Es por eso que quien trabaje en cromatografía en
papel deberá determinar su propia tabla de valores de Rf, ponién­
dose en las condiciones más aproximadas a las del análisis. No
se puede por lo tanto tomar comodato 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 que olvidar que si bien
su valor puede variar a veces considerablemente, el orden, la
distribución relativa de los amino-ácidos se mantiene y puede
por lo tanto servirnos comoguia.

Pero de su determinación es casi imposible prescindir pues
es la única manera de saber comose distribuirán los amino-áci­

dos de una mezcla en el papel.
Nosotros hemos procedido a determinar primero los Rf de

cada amino-ácido por separado y luego los de varios amino-áci­



dos mezclados elegidos convenientemente.
Egctores que influyen sobre la constancia del Rf .- De todos los
factores que afectan la reproducibilidad de los Rf el más 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 cámaras la leíamos
varias veces con un termómetro al grado. Así debimos determinar
los Rf a varias temperaturas, aprovechando las condiciones ambien­
tales para estar dentro del margen cuando se procediera con las
incógnitas.

Debemoshacer notar que cuando se analizaron los hidroli­
zados acompañados de mezclas de comportamiento bien conocido que
nos servían de referencia, dejamos de controlar la temperatura,
puesto que ya no nos interesaba conocer su valor, pero siempre
se trató de mantener las cámaras al reparo de bruscas variacio­
nes del ambiente para disminuir su influencia sobre la satura­
ción de la atmósfera por los solventes dentro de la cámara.

Comohan observado CONSDENy colab.(5) cuanto mayor sea la

diferencia entre la temperatura de trabajo y la temperatura crí­
tica de solución solvente-agua, tanto menossensibles serán las
velocidades a los cambios de temperatura. 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 partición pueden ser grandemente cambia­
dos, la relación de coeficientes de partición de los respecti­
vos amino-ácidos permanece casi inalterada.

Cuanto más poroso sea el papel mayores serán las velocida­
des. Durante todo el trabajo no sólo debe usarse el mismotipo
de papel sino también cuidar que las tiras ( caso de monodimen­
sionales) se corten teniendo en cuenta la dirección de máquina,
fibra del papel, etc. comoya lo hemos señalado.

La homogeneidaddel papel se verificará observando la línea



del frente del solvente.
El punto de partida de los amino-ácidos no debe estar de­

masiado lejos de la fuente del solvente,
La razón del solvente a fase estacionaria varía a diferen­

tes niveles de papel y aumenta progresivamente cuanto más cor­
ta sea la distancia a la cubeta. Esta distribución es pertur­
bada tanto por interrupción del flujo del liquido comopor la
acumulaciónal final de la tira.

Comoresultado de la distribución del solvente mientras

mayor sea la distancia entre la cubeta y el punto de partida
del amino-ácido, más pequeño será el Rf. Nuestro punto de par­
tida se encontró siempre entre l y 3 cm. de la superficie del
líquido y para esta distancia que llamaremosnormal, la varia­
ción es inapreciable.

El papel puede estar sobre o infra-saturado de acuerdo al
estado de la atmósfera; es necesario asegurarse que esta se en­
cuentre saturada al iniciar el cromatograma. La evaporación del
solvente absorbido en el papel, por estar en comunicación con
el ambiente, determina un aumento del valor del Rf. Por eso de­
be asegurarse que las cámaras tengan un buen cierre.

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

Según indican los autores sólo la presencia de sustancias
extrañas alterará el orden de las manchasen la tira.

Nosotros no realizamos experiencias al respecto limitándo­
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 eliminación del ácido usado en
la hidrólisis, nos veríamosobligados a neutralizar.



Así observamos que a partir de una concentración del 2%
de ClNa en la solución mezcla, las manchas se presentan con
formas irregulares, más estiradas en la dirección del avance
del frente, su color más tenue y la mancha es borrosa. Además
el papel se"moja" más de lo usual durante el cromatograma.

Todos estos efectos se hacen más evidentes con ClNa 5%.
Se ha indicado que para obviar esos inconvenientes debe

impregnarse el papel con ClNa, lavándolo con solución saturada
y usando el solvente equilibrado con solución saturada de sal
en vez de agua.

Esta modificación mejora el cromatograma cuando la con­
centración salina inorgánica es elevada en relación a los am.­
ácidos pero no elimina, naturalmente, el inconveniente de la
débil coloración de las manchasy en general quita nitidez al
cromatograma.Demanera que si la concentración salina no so­
brepasa el 3%no consideramos conveniente emplear esta modifi­
cación. En nuestro trabajo no fué necesario utilizarla.

Dadoel tipo de sustancias ionizables a las cuales per­
tenecen los amino-ácidos deberá tenerse en cuenta el pH de la
solución en estudio ya que este puede afect/ar tanto la sepa­
ración comola secuencia de los componentes.

Las formas ionizadas de los amino-ácidqs dicarboxílicos
o básicos son más solubles en la fase acuosa que en la frac­
ción orgánica. Por lo tanto en medio ácido los Rf de ácidos
comoel aspártico y glutámico aumentarán y los de las bases:
arginina, lisina e histidina disminuirán.

Los ácidos monoamino-monoarboxílicos son poco influencia­
dos por los ácidos diluidos.

Nuestras experiencias se realizaros en medio de ligera
acidez clorhídrica comola que podía quedar en los hidrolizados,

Para eliminar la influencia de ácido libre procedimos a
neutralizar las soluciones una vez aplicada la gota al papel,



con vapor de HONH42N durante 2 minutos. No conviene neutra­
lizar directamente la solución puesto que algunos amino-ácidos
(cistina,tirosina,triptofano) son insolubles o poco solubles
en soluciones neutras. El 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
queña proporción respecto de los amino-ácidos no altera apre­
ciablemente a los Rf de estos. Hay que notar empero que la ve­
locidad de un dado amino-ácido es algo menor en presencia de
otrosamino-ácidosque cuando está solo.
Variación del valor de los Rf con la temperatura.- Realizamos
primeramente la determinación de los Rf y observamos su varia­
ción con la temperatura con el fin de verificar si había alte­
ración en el orden de los amino-ácidos sobre el papel.

Con cada amino-ácido puro preparamos una solución 0,0003
Molar en agua destilada, poniendo sobre el papel una gota de
5 /Jl y dejando correr el.solvente durante ll horas solamente,
puesto que no habiendo separación sólo nos interesaba que el
amino-ácido recorriera una cierta distancia; un tiempo mayor
hubiese sido inconveniente dada la necesidad que teniamos de
controlar asiduamente la temperatura y mantenerla constante en
el interior de la cámara. Cada determinación se hizo por dupli­
cado, cuidando que el papel fuese más largo que la distancia
que recorreria el solvente y que la duración de la cromatogra­
fía fuese siempre la misma.

Los papeles arrollados en cilindro eran idénticos y el vo­
lumen del solvente en la cubeta siempre el mismocon la línea
de partida a la mismaaltura. (Cuadro n°3),(Cuadro n°4)



Cuadro n°3 —Tabla de los valores del Rf de los amino-ácidos
con fenol-agua comosolvente, a diferentes temperaturas.

Duración de cada cromatografía: 11 horas 15 minutos.
Distancias recorridas por el solvente durante dicho tiem­

po desde la línea de partida, para t :
13-16°C = 12,6 cm.

18-20°C = 13,5 "

22°C = 14,3

24-2500 = 15 cm.

amino-ácidos temperatura en la cámara
l3-l6° l8-20° 22° 24-250

prolina 0,89 0,88 0,88 0,90
fenilalanina 0,87 0,87 0,88 0,89
isoleucina 0,87 0,84 0,86 0,88
leucina 0,85 0,83 0,85 0,87
metionina 0,80 0,79 0,80 0,79
valina 0,79 0,77 0,77 0,79
C1H-Triptofan0 0,77 0,75 0,76 0,78
ClH-histidina 0,68 0,65 0,68 0,68
jG-alanina 0,64 0,62 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 0,57 0,60
treonina 0,50 0,48 0,49 0,52
ClH-lisina 0,46 0,45 0,44 0,47
glicina 0,42 0,37 0,40 0,44
serina 0,35 0,31 0,32 0,34
ácido glutámico 0,30 0,26 0,29 0,29
ClH-cistina 0,26 0,25 0,26 0,26
ácido aspártico 0,23 0,22 0,21 0,20



Cuadro n° 4 —Tabla de los valores del Rf de los amino-ácidos con

Bu0H_Ac0H_H20como solvente, a diferentes temperaturas.
Duración de cada cromatografía: 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 cm.

amino-ácidos temperatura en la cámara

18-200 3 22-23° S 23-25o

leucina 0,75 0,76 0,77
isoleucina 0,71 0,73 0,77
triptófano 0,58 0,60 0,63
metionina 0,54 0,56 0,57
valina 0,52 0,56 0,56
tirosina 0,44 0,46 0,46
prolina 0,36 0,39 0,40
alanina 0,30 0.32 0,34
treonina 0,24 0,25 0,25
serina 0,20 0,20 0,22
glicina 0,15 0,18 0,20
arginina 0,12 0,16 0,17
histidina 0,06 0,08 0,09
ácido glutámico 0,06 0,09 0,11
ácido aspártico 0,04 0,08 0,09
lisina 0,03 0,05 0,06
cistina 0,02 0,03 0,05
fenilalanina 0,73 0,74 0,76
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Debenotarse 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.
Determinacióndel limite de sensibilidad;de los amino-ácidos
para la reacción de coloracién con ninhidrigg.- A fin de cono­
cer el limite de sensibilidad de los diversos amino-ácidos pa­
ra con la ninhidrina en las condiciones de la cromatografía,
realizamos los siguientes ensayos.

Partiendo de soluciones que contenían 0,025milimoles por
ml de amino-ácido cada una, fuimos diluyendo sucesivamente y
de cada dilución colocamos, sobre el papel, una gota cuidado­
samente medida. Esta se desarrolló durante algunas horas ya sea
en fenol ya sea en butanol. La temperatura de la cámara se man­
tuvo entre 22° y 24°C. La solución de ninhidrina empleada en el
revelado era al 0,1% en n-BuOHsaturado con agua a esa tempera­
tura. El cromatogramade algunas horas se secaba al aire y lue­
go’se calentaba en estufa a 90° durante 5 minutos, Las manchas
se observaroncon fuerte luz artificial reflejada.

Unavez 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 próximos.

El resultado se expresa en gammasde amino-ácido puro exis­
tente en la gota de solución y corresponde a la última dilución
que desarrollada dió una manchade coloración perceptible.(Cua­
dro n°5)

Agregamosa la tabla el color de la mancha que puede servir
comoelemento concomitante de identificación, pero que salvo en
muycontados casos,(prolina, por ejemplo) nunca debe ser el único.

Hemosobservado a través de todas las experiencias que la
imperfecta eliminación del solvente durante el secado, comunica
a las manchasuna tonalidad caracteristica del mismo.



También verificamos que como lo indican PRATTy AUCLAIR

cuando se revela la gota absorbida sobre el papel previamente al
corrimiento con el solvente, la sensibilidad es algo mayor que cuan­
do se procede al revelado después de desarrollado el cromatograma.
Este es un valor limite para la ninhidrina pero no es aplicable
a la cromatografía.
Cuadro n°5 - Minima cantidad de aminoácido que reacciona con la nin­
hidrina en la cromatografía en papel.

amino-ácido gammas color de la mancha

prolina 1,5 amarillo
fenilalanina 6,2 pardo claro
isoleucina 1,2 púrpura
leucina 1,2 púrpura
metionina 1,5 púrpura
valina 0,6 púrpura
triptofano 3,2 pardo amarillento
C1H-histidina 25,0 pardo
¡5- alanina 0,6 rojo azulado
tirosina 4,5 pardo rojizo
alanina 0,6 púrpura
ClH - arginina 4,0 azul purpúreo
treonina 3,2 púrpura claro
ClH-lisina 4,4 rojo
glicina 0,3 rosado
serina 0,9 rojo pardo
ácido glutámico 0,3 rojo purpúreo
ClH-cistina 12,0 rojo cereza
ácido aspártico 0,8 rojo azulado

Ensayos de separación de mezclas artificiales - Cromatografía 2222:
dimensional- Conocidos los valores de Rf de am.—ác. y basándo­
nos en ellos preparamos una serie de soluciones conteniendo de 5
a 7 am.-ács. con el fin de observar las posibilidades de resolución
en cada caso, controlar los Rf en mezclas y elegir la composición
de la solución que nos habria de servir de testigo en el estudio
de los hidrolizados.



La concentración de las soluciones era de 0,004 milimoles por
ml. para cada amino-ácido. Elegimos esta concentración comola
óptima para el caso, de acuerdo a lo observado en los ensayos
para obtener el límite de sensibilidad.(Cuadro n°6)(Cuadro n°7)
Cuadro n°6 —Resolución de mezclas artificiales mediante cro­

matogramas monodimensionales con fenol-agua como solvente.

Experiencia n°l
amino-ácidos Rf

mezcla n°l

Prolina 0,88
triptofano 0,73
alanina 0,58
treonina 0,48
serina 0,30
cistina 0,23

mezcla n°2

leucina 0,84
valina 0,78
tirosina 0,60
lisina 0,41
ácido aspártico 0,21

mezcla n°3
isoleucina 0,86
metionina 0,78
alanina 0,58
glicina 0,39
cistina 0,24

ExBeriencia
n_°_2_

mezcla n°4
leucina 0,85
valina 0,78
tirosina 0,62

Observaciones
duracción de la corrida: 24 hs.
recorrido del solvente: 26,4 cm.

Se distinguen netamente las 6
manchas.
La separación es muybuena.
(comoera previsible dada la di­
ferencia entre los Rf de los a­
mino-ácidos elegidos)

leucina y valina están uno a con­
tinuación de otro, el resto bien
separado.

buena separación

duración: 28 hs. _
recorrido: 27,5 cm.

muy buena separación



amino-ácidos Rf Observaciones

treonina 0,49
glicina 0,42
serina 0,33
ácido glutámico 0,25

Experiencia n°3 duración: 21 hs
mezcla n05 recorrido: 22,6 cm.

leucina 0,81 leucina y triptofano que se en­
triptofano 0,81 cuentran uno a centinuación deotro se pueden distinguir por
alanina 0,60 la diferencia de color; más di­
treonina 0,47 fícil es diferenciar por el co­lor aspártico y cistina
glutámico 0,26 la misma mezcla durante 48 hs

cistina 0,22 en los inferiores.
Experiencia n°4 duración: 30 hs

mezcla n06 recorrido: 28,7 cm.

prolina 0,88
leucina 0,88 diferenciables por el color
valina 0,77
histidina 0,65
tirosina 0,59
lisina 0,42
ácido glutámico 0,25

mezcla n°7
fenilalanina 0,83
metionina 0,83
arginina 0,55
lisina 0,43
glicina 0,40
cistina 0,23



Cuadro n° 7 - Resolución de mezclas artificiales mediante cro­

matogramasmonodimensionales con butanol-ácido acético-agua
como solvente.

Experiencia n°5

amino-ácidos Rf

mezcla n°8

leucina 0,76
trptofano 0,59
valina 0,53
alanina 0,31
glicina 0,18

mezcla n°9
isoleucina 0,75
metionina 0,54
prolina 0,39
arginina 0.16
cistina 0.06

mezcla n°10

leucina 0,75 3

metionina : 0,52 É
alanina 0,32 É

glicina 0,20 É
cistina 0,05

Experiencia n°6
mezcla n°ll

isoleucina 0,70
alanina 0,32
treonina 0,25
serina _ 0,20
arginina É 0,15
ácido glutámico 0,10
cistina É 0,03

Observaciones
duración: 20 hs.40 min.
recorrido: 27,5 cm.

buena separación

buena separación

buena separación

duración: 41 hs. 30 min.
recorrido: 36,8 cm.

buena separación



Experiencia n97 .ObservaCiones
amino-ácidos Rf duración: 21 hs. 30 min.

recorrido: 22,7 cm.
mezcla n°12

leucina 0,76
valina 0,54
tirosina 0,45 buena separación
serina 0,21
ácido aspártico 0,06
cistina 0,04

mezcla n°l3
fenilalanina 0,71
triptofano 0,58
tirosina 0,43
prolina 0,36
histidina 0,08
lisina 0,05

De entre estas mezclas que se resolvian netamente en todos
sus componentes se eligieron las composiciones de aquellas que
habían de servirnos comotestigos para el análisis de los hidro­
lizados ya citados anteriormente.

Numerosasmezclas, que no transcribimos, fueron experimenta­
das juntamente con las arriba tabuladas, para darnos cuenta de
las posibilidades de resolución e identificación de los compo­
nentes que según el caso se presentaban. Podemosindicar que to­
das las que con un desarrollo monodimensional de 24 hs. de dura­
ción no se lograban separar lo suficientemente para identificar­
los (este es el caso de los am.ács. de bajo Rf que se presentan
agrupados en una manchaúnica alargada), pudieron serlo en croma­
togramas monodimensionales con mecha de más de 48 hs. o bien en
cromatogramasbidimensionales de 48 hs. totales de duración

Hemosencontrado únicamente dos casos que 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 ambosgrupos pudieron ser
separados uno de otro mediante un desarrollo monodimensional con
alcohol amilico-etanoico-agua de siete días de duración.

Se realizaron también análisis cromatográficos de hidroli­
zados de caseina con resultados satisfactorios.

Ensayos de separación de mezclas artificiales-Cromatografía 227
dimensional- Este tipo de cromatografía en papel es la más con­
veniente para analizar una mezcla de muchos componentes.

Para ello se deposita una gota de solución de los am.-ács.
en uno de los ángulos 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 área mojada por la gota de solu­
ción, se efctúa el desarrollo con un solvente en una dirección
hasta que aquél cubra toda la hoja. Se retira la hoja de la cáma­
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 dirección que for­
me un ángulo de 90° con la recorrida por el primer solvente. Es
decir que cada uno de los solventes recorre uno de los lados del

ángulo en cuya bisectriz fué depositada la gota. Luego que el se­
gundo solvente ha ascendido por el papel hasta una altura juz­
gada suficiente, se lo extrae de la cámara, se lo seca y revela
con ninhidrina comoes habitual. Aparecerán así distribuidas
por toda la hoja las manchascorrespondientes a los amino-ácidos.

La mejoría introducida por este procedimiento reside en que
la separación efectuada por el primer solvente entre los am.—ács.
es aumentadapor el segundo. En efecto, mientras que la utiliza­
ción de ambos solventes individualmente en forma monodimensional,
durante el mismotiempo empleado en el desarrollo bidimensional,
dejaria siempre grupos sin resolver en componentes, la



combinación de ambos consigue, cuando han sido bien elegidos, una
separación completa. Para elegir un par de solventes para un ca­
so general, se compararán 10s Rf de los amino-ácidos en ambos sol­
ventes. Se tendrá un par de solvantes de buena capacidad separadora
cuando, construyendo una tabla donde a cada amino-ácido se le asigne
uno de los valores posibles, estos difieran entre sí en más del
lO % de su valor. También se puede determinar graficamente.
Para ello los valores de los Rf de los amino-ácidos en un sol­
vente son colocados comoordenadas contra los Rf con el otro

solvente comoabscisas. Se tendrá así una serie de puntos que nos
señalarán la posición de las manchas en el cromatograma desarro­
llado, si ambossolventes recorren la mismalongitud de papel.
Observandoentonces en el gráfico la distribución de los puntos
sabremos así de antemano cuales amino-ácidos aislará y cuales
no, el par en cuestión.

Para identificar los amino-ácidos en un bidimensional po­
demosrecurrir al mismográfico y por las posiciones relativas
de las manchas comparadas en el gráfico y en el cromatograma y
medición de los Rf de cada mancha en este último, reconocerlos.

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

Tambiénes interesante seguir los desarrollos parciales
monodimensionalessimultaneamente al desarrollo bidimensional.

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

Ademásse puede colocar una gota que contenga una solución
control para certificar la identidad de ciertos amino-ácidos.

La ubicación de los amino-ácidos en el papel dependerá de
los solventes usados. Así en el par fenol-butanol, glicina y
sus homólogos de cadena lineal se encuentra sobre una curva





regular. Un homólogode cadena ramificada provoca una ligera
desviación de esta curva y una disminución de velocidad.

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

Las bases, en cambio, son muchomás lentas en butanol que
en fenol y por lo tanto se encuentran en la base del diagrama.
(butanol es el primer solvente) - Los ácidos que tienen baja
velocidad tanto en fenol comoen butanol, siendo menor en este
último, se encuentran en el ángulo inferior, no muylejos del
punto de partida.

gggmgtografia en_papeles de filtro circulares —Entre las mane­
ras de realizar un cromatogramaensayadas por nosotros, se en­
cuentra la técnica propuesta por RUTTER(20) que, si bien no
utilizada por nosotros para el análisis de los hidrolizados, la
creemos merecedora de una breve descripción 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 analítica. En este disco se corta un radio de 2 mmde ancho
dejando la tirita asi obtenida unida al centro y dobléndola
hasta dejarla perpendicular al disco; luego se la corta a unos
2 cm. del puntñ de unión.

En el centro del disco se absorbe la gota de la solución
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 sumergeen el líqui­
do. Se cubre con otro plato de Petri del mismo diámetro 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 solución. Cuando el solven­

te ha cubierto todo el disco de papel se lo seca y se revela.
El desarrollo tarda de 2 a 4 horas según el papel y el sol­

vente usados.
Al revelar se observaron una serie de circunferencias con­

céntricas que corresponden a la distribución de los amino-ácidos
según sus velocidades. La identificación se hace mediante Rf o
por comparación con una mezcla conocida.

Dadala corta duración y el poco material necesario, está
modificación presenta indudables ventajas sobre todo para mez­
clas de no muy numerosos componentes, puesto que aqui, a la se­
paración por diferencia de velocidades, se une el hecho de que
a medida que la circunferencia formada por el amino-ácido aumen­
ta de radio, se afina su trazo aumentandola nitidez.

Nosotros empleamosesta técnica para seguir las hidrólisis
con bastantes buenos resultados, sobre todo tomando discos de ma­
yor diámetro que los usuales.

Tambiénla utilizamos para estudiar rapidamente la posible
utilización de nuevos solventes. Es indudable que la calidad de
la separación de la cromatografía bidimensional no ha sido su­
perada.



Capitulo IV

Aplicación de la cromatografía en papel
al análisis de las proteinas aisladas de

T. eguinococcus

Conlas experiencias preliminares expuestas en el capitulo
anterior nos dispusimos a realizar el análisis cromatográfico de
las diferentes proteinas aisladas de hidátide de Tenia equino­
coccus. Los cromatogramas se efectuaron sobre muestras obtenidas
de hidrólisis ácidas y alcalinas, que se efctuaron según la
técnica que se describe a continuación.
Hidrólisis ácida - Entre 200 y 240 mgs. de cada fracción pro­
teica fueron hidrolizados con 5 ml. de ClH 5,5 N durante 48 ho­
ras ininterrumpidas. El ácido se eliminó evaporando repetidas
veces a presión reducida, agregandose 5 ml de agua destilada
luego de cada evaporación, interrumpiendo cuando el destilado
no dió más reacción ácida apreciable.

El residuo, luego de agregarle 4 ml de agua destilada, se
filtró para retener la huminaformada.

El líquido filtrado fué decolorado con carbón adsorbente
Kodak. Este se trató previamente de la siguiente manera: 0,5 gr.
de C se agitaron durante una hora con lO ml AcOH5% (v/v); una vez
filtrado y lavado bién con agua destilada, el C en torta húmeda
se pasó a la solución del hidrolizado que se agitó continuamen­
te durante l hora.

Filtrada la suspensión se obtuvo una solución incolora a



la cual se le incorporaron los sucesivos lavados.
La solución asi obtenida se evaporó a presión reducida en

baño de agua caliente hasta casi sequedad, llevándose a seque­
dad en desecador al vacio con Cl2Ca.

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

La decoloración 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
ción con una solución al 20%(v/v) de AcOHconteniendo 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 solución ligerisimamente coloreada se concentra a pre­
sión reducida hasta sequedad. El residuo se trata con pequeñas
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 agregó
el 10% de su volumen de isopropanol.

Las tres soluciones del hidrolizado asi obtenidas se usa­
ron comosoluciones madre de cada fracción proteica conservan­
dose en heladera.

Hidrólisis alcalina - 270 mgsde cada fracción proteica fueron
hervidos con refrigerante a reflujo con 20 ml de (HO)2Baal 14%
a 125°C en un baño de aceite durante 24 horas. El Ba++ se eli­

minó con un ligero exceso SO4H2lN. El precipitado de SO4Baes
lavado varias veces con pequeñas porciones de agua caliente con­
teniendo unas gotas de ácido acético. Todoslos filtrados reuni­
dos, son concentrados hasta pequeño volumen al vacio y luego eva­
porados a sequedad en un desecador sobre ClZCa también al vacio.



La película seca una vez pasada se trata idénticamente a
la obtenida por la hidrólisis ácida.

a, - Cromatografía del hidrolizado de las proteinas separadas
del líquido hidático .
Se realizó por separado el análisis de las proteínas obte­

nidas a pH 3,3 y 3,9 efectuándose cromatogramas mono y bidimen­
sionales.

ggggatogramas monodimensionales del hidrolizado de la proteína
separada a pH 3l3 - ¿gine-ácidos'idgptificados en el hidroli­
zado ácido. Realizamos una primera observación haciendo un
desarrollo cromatográfico monodimensional de 4 gotas cada una
de las cuales correspondía a: l) solución de la mezcla testigo;
(leucina,metionina,alanina,glicina,cistina); 2) solución del
hidrolizado; 3) solución obtenida tratando con agua fría el re­
síduo obtenido eluyendo el C decolorante con AcOHy fenol; 4)
solución obtenida disolviendo después del tratamiento anterior
el residuo en agua tibia.- El corrimiento duró 23,30 horas, con
el solvente: BuOH-HcOH-HZO.

Revelado el papel, se observó en el recorrido correspon­
diente a la gota n°2 una serie de manchas que ordenadas según
Rf decrecientes presentaban las siguientes características: una
mancha de color intenso y de contorno mayor que las del testi­
go, correspondiendo exactamente a la de leucina del testigo; otra
correspondiendo a metionina y luego desde una posición 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. (esqueman°1)

Las otras dos soluciones (gotas 3 y 4) que contenían 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 posición de la leucina y en el de la gota n°4 se
encontraba una manchahacia la mitad de la distancia recorrida
por el frente del solvente. El cromatogramade la primera solu­
ción (gota n°3) presentaba también una debilisima coloración
en correspondencia con algunas manchas del hidrolizado (gota
n°2) y con la de la solución de la gota n°4. La tonalidad de
estas últimas manchaspresentan la característica de trazas.

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

Comoprimer resultado tenemos por lo tanto lo siguiente:
la proteina en cuestión está compuesta con un númerobastante
elevado de amino-ácidos con predominio de los de bajo Rf.

En cuanto a la individualización de amino-ácidos 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 duración, ya que si en el testigo hubie­
semospuesto isoleucina y valina en vez de leucina y metionina
la posición de las manchasno habria sido perceptiblemente di­
ferente. Además,dada la capacidad de adsorción selectiva del C
decolorante indicada por PARTRIDGE(21) y la medición de los
Rf, podemosindicar la presencia de fenilalanina y tirosina.

Esto se confirmó separadamente comparando ambas manchas
con soluciones testigo de cada uno de estos amino-ácidos.

Igualmente el color característico de la manchay su posi­
ción nos indica la existencia de prolina.Sobre los otros ami­
no-ácidos presentes no podemos hacer por el momentonada más
que suposiciones.

Un cromatograma similar pero de 44 horas de duración pre­
senta una mayor separación en la parte inferior.La comparación
con los testigos más que los Rf, nos indicaria la presencia de
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alanina y glicina.
Con el fin de agotar las posibilidades del BuOHen croma­

togramas de menos de 48 horas ensayamos nuevas mezclas testigo
(leucina,valina,alanina,serina,treonina,arginina,ácido
glutámico, cistina). Los cromatogramasmuestran ahora, aparte
de los amino-ácidos ya indicados, dos grupos de manchas que co­
rresponderían a serina y o treonina y arginina. Pero entre ácido

glutámico y cistina hay una manchaúnica que no permite
diferenciación. (esqueman°2)

Quedaentonces por certificar sobre la identidad de los
amino-ácidos de Rf medio mediante una separación más neta y re­
solverlos inferiores.

Para lo primero usamos comosolvente el fenol-agua en el cual
los amino-ácidos tienen mayores velocidades y donde se pre­
sentan algunas alteraciones en la secuencia de los amino-ácidos
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 más o menos regulares todo
a lo largo del caminorecorrido por el frente del solvente.

Se identificaron asi por comparacióncon los testigos y
de un cromatograma con otro, junto con las mediciones de los Rf,
los siguientes amino-ácidos: prolina,1eucinas,valina y/o me­
tionina, un grupo formadopor alanina y arginina, treonina, gli­
cina,serina,ácido glutámico. Ademásnotamos que la mancha de
treonina, más alargada que la del testigo, incluye posiblemen­
te otro amino-ácido de velocidad un poco inferior que por la
situación relativa y por el Rf aproximadosupusimos podría ser
lisina.(esquema n°3)

Otra mancha alargada de Rf más bajo que el del ácido glu­
támico sugiere la existencia de ácido aspártico y cistina.

La ausencia de fenilalanina y tirosina en esta fracción
de hidrolizado y su total adsorción por el C decolorante, como
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lo demuestra su presencia en el líquido de elución del mismo,
verificada desarrollando tanto en fenol comoen butanol, quedó
bien asentada.

Los cromatogramas en fenol dejaban ya pocas dudas sobre
la identidad de la mayoría de las manchas obtenidas y, si bien
estas dudas podían ser resueltas por la cromatografía bidimen­
sional, gracias a los puntos de referencia conocidos, a fin de
aprovechar al máximolas ventajas de la comparación directa con
amino-ácidos testigos, decidimos realizar un largo desarrollo
para separar en forma completa los amino-ácidos más lentos.

Efectuamos así cromatogramas de 5 a 7 días de duración con
mechaque permitiría el continuo ascenso del solvente y elimi­
naría los amino-ácidos más veloces que momentaneamenteno nos
interesaban. El solvente elegido fué el BuOHen el cual los

amino-ácidos en cuestión tienen una velocidad apropiada,infe­
rior a la que tienen en fenol y superior a la que tienen en
alcohol amílico. Si usaramos fenol se provocaría la acumulación
de amino-ácidos en la mecha y si usaramos alcohol amílico sólo
se conseguiría correrlos en bquue compactoa poca distancia
del punto de partida.

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

Mediantelos testigos se reconocieron prolina, alanina,
serina, treonina, arginina, ácido glutámico, ácido aspártico, li­
sina y cistina. (Esqueman°4)

Para estos desarrollos se colocaron 10/41 de solución en

vez de 5}Al.
¿mino-ácidos identificados en el hidrolizado alcalino —El prin­
cipal objeto de estas experiencias era la búsqueda de triptofano.
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Desde el primer cromatograma monodimensional de 23 horas

en butanol apareció una mancha de poca intensidad pero de color
característico pardo amarillo entre leucina y valina; la per­
fecta correspondencia con el testigo no nos dejó duda sobre la
existencia de triptofano.

Para reconocer el triptofano en cromatogramasusando el
fenol comosolvente, el tiempo de desarrollo debió ser mayor
dado que el Rf de este amino-ácido es próximo a valina y a me­
tionina. La diferente coloración facilita el reconocimiento.

Si comparamoslas cromatografías obtenidas con hidroliza­
dos ácidos y básicos puede decirse que a excepción hecha del
triptofano los resultados eran concordantes.

En los hidrolizados básicos las manchasde treonina y so­
bre todo la arginina estaban muydisminuidas. Cistina sólo pre­
sentaba una mancha ligera muy esfumada. (Esquema n. 5)

Cromatogramabidimensional de hidroliggdos ácidos y básicos.
Poseyendo ya la certeza sobre la identidad de algunos de

los amino-ácidos presentes, nos fué fácil sirviéndonos de la
ubicación que estos tendrían en el bidimensional, identificar
sin lugar a dudas todos los demás. Ademáscon la separación más
perfecta obtenida se vería si aparecería alguno aún no recono­
cido.

Realizamos los cromatogramas como ya se ha indicado. Tam­
bién hicimos correr en la mismahoja 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 comparación con bidimensiona­
les de mezclas artificiales hechos anteriormente, con los grá­
ficos en papel milimetrado trazados con los valores de los Rf
obtenidos en experiencias preliminares y la medición de las
distancias, así comola observación de la posición relativa en
el mismopapel, identificamos los siguientes amino-ácidos:
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Leucinas, valina y/o metionina, arginina, alanina, prolina, treonina,
glicina,serina,lisina,ácido glutámico,ácidoaspártico y cistina
(Esqueman°6) además de triptofano que aparecia en los cromato­
gramas de los hidrolizados básicos. A estos deben sumarse tiro­
sina y fenilalanina que habian sido separados de los demáspor
adsorción con C.

Resolución de las manchas de leucinas y de valina-metioning. Que­
daba todavia por resolver cual o cuales de las leucinas y si era
valina o metionina o ambas las que constituían las manchas que
hasta ese momento se habian desplazado como un todo compacto ya
que el bidimensional con fenol y butanol como1° y 2° solvente
no conseguía separar estos componentes.

Para resolverlo utilizamos como solvente AmOH-AcOH-HQOen
las proporciones ya indicadas desarrollando en cromatogramamo­
nodimensional. En este solvente lOs amino-ácidos tienen Rf muy
bajos y mediante largos desarrollos se consigue que los que tie­
nen los valores mayores se distancien de los demás y entre sii

En una tira de papel con mecha absorbimos una gota de la
solución del hidrolizado ácido y comotestigo una gota de una
solución de leucina,isoleucina,va1ina y treonina. Se desarrolló
durante 4 días.

Al revelar se notaron en la línea del hidrolizado 2 man­
chas superiores netamente diferenciables que se tocaban en un
punto de sus bordes. Su contorno y posición coincidía exacta­
mente con la leucina e isoleucina del testigo.

Más abajo se encontraba una mancha a la altura de la va­
lina del testigo y otra alargada compuestapor el resto de los
amino-ácidos, cuyo extremo inferior toca la línea de partida.

En otro cromatograma también de 4 dias colocamos, además
de la gota de la solución del hidrolizado, dos gotas separadas
correspondientes a otras tantas soluciones testigo; la primera
contenía:leucina,isoleucina,valina,treonina;la segunda:iso—
leucina,valina,metionina,serina.



ESQUEMA N°6

Cromatogramabidimensional con el par de solventes butanol­
etanoico-agua y fenol-agua del hidrolizado ácido de la pro­
teina separada a pH 3,3. (Esquemareducido)
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Comprobamosasi fehacientemente la posición de isoleucina
en las dos manchas superiores y tuvimos la seguridad de que se
trataba de dos amino-ácidos distintos debiendo ser, la superior,
leucina.

Para tratar de resolver valina-metionina realizamos cro­
matogramasde 7 dias con los mismostestigos del caso anterior.

Leucina e isoleucina aparecen ahora completamente separa­
das.

La comparación de la manchacorrespondiente al hidroliza­
do con las de los testigos que contienen valina y de los que
contienen valina junto con metionina, nos lleva a la conclusión
de que el hidrolizado contiene solamente valina. (Esqueman°7)
Verifigagiones generales.- Cromatogramasde control. Comocom­
probación de lOs resultados obtenidos realizamos una mezcla de
todos los amino-ácidos encontrados en el cromatograma bidimen­
sional y efectuamos uno tratando de ajustarnos a condiciones ­
generales de los anteriores. Obtenido el diagrama la compara­
ción fué plenamentesatisfactoria.

nTambién realizamos un bidimensional absorbiendo sobre la

hoja una gota de 5 ¡Il de la solución del hidrolizado y luego
de haberla secado colocamos otra gota, también de 5 ¡11, de la
solución de la mezcla de amino-ácidos anterior, sobre la pri­
mera.

El cromatograma no presentó variaciones en cuanto al número
y ubicación de las manchas. Naturalmente la intensidad de 1a
coloración de las mismas estaba notablemente aumentada.

Tambiénensayamospara controlar nuestros resultados, la
técnica indicada por CRUMPLERy DENT(22): la formación de com­

plejos de cobre con los amino-ácidos, complejos que no corren
con el solvente y que son característicos de lOscx-amino—ácidos.

Para ello el papel es espolvoreado con carbonato básico
de cobre en una zona a lo largo del futuro paso del primer sol­
vente, en este caso el fenol.
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El carbonato básico de cobre lo preparamos haciendo actuar

sobre una solución de 804Cu una de CO3Na2en exceso. Dejando re­
posar se formó el precipitado cristalino de color azul verdoso
que utilizamos.

La solución del hidrolizado se colocó en el papel comode
costumbre y en otro papel se corrió simultaneamente un croma­
tograma de la misma solución sin el compuesto de cobre.

Desarrollamos conjuntamente ambos papeles y comparamos.
Los complejos de Cu de los o<-amino-ácidos tienen Rf cero

y por lo tanto no se desplazan mientras que los que tienen el
amino grupo en otra posición se desplazan con el solvente.

La comparación de ambospapeles permite distinguir unos
de otros.

Esta experiencia no nos señaló nada nuevo.
Resumiendo, el método cromatográfico en papel, asi como

lo hemosseguido nosotros, nos señala en los hidrolizados de
la proteína separada del liquido hidático por saturación con
cloruro de sodio a pH 3,3, la presencia de los siguientes ami­
no-ácidos:
leucina arginina serina fenilalanina
isoleucina lisina ácido glutámico tirosina
valina treonina ácido aspártico prolina
alanina glicina cistina triptofano

Debemosseñalar la ausencia de metionina. La resolución

de la mancha que pudiera corresponder a valina-metionina no
permite afirmar la presencia de metionina.

Creemospoder excluir que la ausencia de dicho amino-áci­
do sea debida a la oxidación del mismo (BLOCK—23) por efec­

to de temperatura, puesto que en los cromatogramas de control,
toda vez que se colocó metionina apareció su mancha correspon­
diente.



Qggmgtografíabidimgnsiggal del hidrolizado de la proteína se­
parada a DH3,9 - Resuelta así la composición de una de las
fracciones separadas pasamos a determinar 1a de la fracción
separada del líquido hidático a saturación completa de ClNa y
pH 3,9.

Para ello utilizamos comotestigo el hidrolizado de la
proteína separada a pH 3,3.

En este caso realizamos únicamente cromatogramas bidimen­
sionales.

La comparación con el testigo nos demostró que ambas frac­
ciones tienen la mismacomposicióncualitativa.

El tamaño y la intensidad de la coloración de las manchas
nos hacen creer que es posible que cuantitativamente también
tengan la misma composición.

b. - Cromatografía del hidrolizado de la proteína separada de
la membranahidática.

El análisis cromatográfico del hidrolizado de la proteína
separada de membrananos presenta constantemente una mancha a­
nómala sobre cuyo significado nada podemos decir todavía en
forma definitiva.

Los cromatogramas presentan las manchas de amino-ácidos
identificados comoleucinas,valina,prolina,fenilalanina,tiro­
sina,arginina,treonina y probablemente ácido glutámico. Además
aparece la anomalía ya señalada en forma de una gran mancha
de color liláceo, de baja velocidad, que ocupa, en los monodimen­
sionales en BuOH,una posición que va desde la que ocuparía se­
rina hasta algo más abajo que la de cistina. Su intensidad es
uniforme. Esquema n°8)

Esta mancha aparece también en los cromatogramas en fe­
nol desde aproximadamentela posición del ácido glutámico has­
ta más abajo que cistina, siendo muchomás intensa en su parte
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ESQUEMA °8

Bromatograma monodimensional
en BuOH-AcOH-HO del hidroli­
zado de proteina separada de
membranahidática.

Duración 26 hs.



media e inferior. La parte superior presenta sólo una ligera tona­
lidad.(Bsquema n°9) -Esta manchatiene por lo tanto en relación una
velocidad más baja en fenol que en butanol. Es por eso que en los
monodimensionales en fenol se distinguen un mayor número de man­
chas de amino-ácidos que en butanol donde sólo se han separado ne­
tamente leucina, valina y prolina.

Sobre la identidad de esta mancha anómala no podemos afirmar
nada con certeza. Descartamos que se pueda tratar de un polipépti­
do puesto que repetidas y prolongadas hidrólisis no hicieron va­
riar estos resultados. Es posible que su coloración o parte de ella,
se deba a los amino-ácidos que tienen en promedio, su misma velo­
cidad y que ella cubre. Esto podria ser el caso con el BuOHcomo 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-á­
cido menor Rf. Debemosdeducir entonces que la sustancia en cues­
tión posee la capacidad de reaccionar con la ninhidrina dando
una coloración similar a la de algunos amino-ácidos. Los croma­
togramas bidimensionales no agregaron ningún resultado nuevo.
Empero, observando los cromatogramas durante su desarrollo no­
tamos que en la posición de la manchael papel presenta una trans­
parencia distinta a la del mismomojado con el solvente. Es una
zona más opaca que, mirada con luz reflejada,presenta cierta bri­
llantez. Al revelar se nota que dicha zona no ocupa toda la man­
cha sino sólo la parte central de 1a misma.

Dado que se trata de un problema que no se puede abordar
únicamente desde el punto de vista del análisis de amino-acidos
lo hemos dejado momentáneamenteen suspenso hasta reunir los
elementos necesarios para develar la incógnita.
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Resumen x Conclusiones.
Se ha procedido al análisis cromatográfico de los hidroliza­

dos de las fracciones proteicas aisladas de la hidátide de Tenia
equinococcus.

A partir del líquido hidático se ha separado mediante ClNa
a saturación una fracción a pH 3,9 y otra a pH 3,3.

Del triturado de la membranase obtuvo solamente un precipi­
tado a pH 3,3.

Estas proteínas que representan el antígeno 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 análisis cromatográfico en papel de los hidrolizados
ácidos y básicos de estas fracciones proteicas ha permitido poner
en evidencia que:

l) la proteina separada del liquido hidático a pH 3,3 con­
tiene los amino-ácidos siguientes:
leucina arginina serina fenilalanina
isoleucina lisina ácido glutámico tirosina
valina treonina ácido aspártico prolina
alanina glicina cistina trptofano

2) la proteína separada del liquido hidático a pH 3,9 no
se diferencia de la anterior en cuanto a su contenido cualita­
tivo de amino-ácidos;

3) en los cromatogramasde los hidrolizados de la proteína
separada de membranasólo se han identificado:
leucina valina fenilalanina arginina
isoleucina prolina tirosina treonina
dado que, sistemáticamente aparece una mancha anómala no resolu­
ble que cubre la zona donde se hallarian los amino-ácidos de ba­

jo Rf. /

¡y/ [y W/,/ x /
x” J)y. /
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