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Se ha encerado el estudio de los componentes fundamentales

de la Porfirina de Waldenstrümcon el criterio de conocer las cons

tantes espectrofotométricas distintiVas para la Uro III, Uro I y
Porfirina 208, teniendo en cuenta por un lado las dificultades de

las distintas escuelas para lograr su.separación y reconocimiento,
y por otro el estimulo que significaron los trabajos realizados por
el Dr. Grinstein y colaboradores.

Ello se_basa en el papel que las porfirinas están destina
das a representar en la solución de importantes problemas de quimica

biológica y clinicos y a los adelantos técnicos con que contamoshoy

dia utilizando espectrofotómetros fotoeléctricos. Ademásse encara

la demostración de que la Uroporfirina I aislada de Porfirina de

Waldenstrómes espectrorotométricamente igual a la Uroporririna I

en casos de porfiria congénita, y la obtención de Valores cuantita

tivos que contribuyen a ampliar nuestro conocimiento de las porfiri
nas.

Comoantecedente existe en nuestro pais un tipo de enfermo

relatiVamente frecuente, cuya sintomatología clinica más saliente
es de carácter dermatológico y al cual se lo considera comoafecta

do de una forma de porfiria. nn la orina excretada por pacientes con

porfiria hepática se encontró una sustancia identificada por Waldeng
trüm comoOro III; luego Grinstein, Schwartz y Watson pusieron en

Ïduda su homogeneidad y demostraron que era una mezcla o compuesto
molecular de la Uroporririna I y Porfirina 208.

La orina fué obtenida de casos descriptos clínicamente como

porfiria cutáneatardía.
Para el aislamiento de las porfirinas se han seguido las

siguientes etapas:



19) Concentración de las porfirinas de 1a orina;
29) Eateriricación de las porfirinas aisladas;

'59) Cromatografía sobre columna de 003m;
49) Cristalización;
59) Identificación.
Para la determinación espectrofotométri ca se utilizaron

los estores metilicos de las porfirims Uro I, 208y de Waldonstrón;
ademásel éster de 1a Uroporririna I de un caso de porfiria congéni

ta tomado como comparación.

Se han preparaño soluciones de porfirinas libres en HC].al

25%y soluciones de ¿stores metilicos en clororormo.

Las mediciones espectrorotométricas se efectuaron en un

aparato BeckmanD.U., trabajéndose entre 650 m1y 400 mu.

Los valores obtenidos de la extinción específica se re

presentaron gráficamente an función de la longitud de onda.

Las resultados han sido reflejados en tablas de 1a siguien
te forma:

I - Máxima de absorción de porfirinas libres en Hal 25%

II - máximosde absorción de los éstares metilicos de por

ririnaa en solución clorofórmica al 5%

III - Valores de las extinciones específicas referidas a

1a concentración oa. 11 en solución de HCl 25%

IV - Valores de las extincion” especificas referidas a

la concentración G: lfi en solución clorofórgnica.
El estudio espectrorotométrico de la UrOporfirina I y

Porfirina 208 separadas de la Porfirina de Waldenstrómpor la co

lumna de 005m; permite concluir lo siguiente!
19) m medio clorhídrico al 25%las posiciones de los máv

ximos de absorción para la zona del visible y del ultravioleta son
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muypróximas y prácticamente imposible de distinguir con el espec
trofotómetro Becknsn D.U.

Io s máximos son!

Uroporfirina I I 596, II 554 y Soret 411 Im

Porfirina 208 I 597, II 553 y aoret 410 mn

Los valores de 1a extinción especifica som

Uroporfirina I I 65, II 229 y Beret 4900

Porfirina 208 I 68, II 234 y eoret 4890

29) m solución clorofórmica 1a posición de los máximos

de los ésteres metiliooa es también mv próxima:

Uro I I 625, II 598, III 571.5, Iv 558, v 503 y Soret 404

208 I 625, II 597, III s71, Iv 538, v 501 y Soret 404

Las extinciones específicas son manifiestamente diferentes

Uro I I 43, II 15, III 75, IV 101, V 182 y Boret 1550

208 I 21, II 7, III, Ao, Iv 56, v 92 y Soret 840

3|!) Los valores espectrorotométrioos de la Uroporririna I

separados de 1a Pori'irina de Waldenstrón coinciden con los valores

de la Uroporfirina I proveniente de porfiria congénita, que se oon

sidera actualmente comoUroporririna I de referencia.
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ANTECEme

Existe en nuestro pais un tipo de enfermo, relativamente

frecuente, cuya sintomatología clinica más saliente es de carácter

dermatológico y al cual se lo considera comoafectado de una forma

de porfiria. En la orina excretada por pacientes con porfiria hepá

tica se encontró, a mediadosde 1935, una sustancia identificada

por Waldenstrüm comoUroporfirina III,

Más tarde, en 1945, dentro del atrayente campode las

porfirinas, autores comoGrinstein, SchWartzy Watson pusieron en

duda su homogeneidad y demostraron que era una mezcla o compuesto

molecular de la Uroporfirina I y de la Porfirina 208. Desde enton

ces se la distingue comoPorfirina de Waldenstrñm.

Rimington y Sveinsson en 1950 encontraron que las curVas

de absorción espectral de la Porfirina de Waldenstrómpurificada

cromatográficamente y la Uro I eran idénticas, aunque sus ésteres

metílicos tenian diferentes puntos de fusión.

E1papel que las porfirinas están destinadas a represen
tar en la solución de importantes problemas de quimica biológica

y clinicos, y 1a necesidad de conocer las constantes espectrofoto

métricas distintivas para la Uro III, Uro I y Porfirina 208 en base

a los adelantos técnicos con que contamosutilizando espectrofotóme

tros fotoeléctricos, y la demostraciónde que la Uroporfirina I ais

lada de la Porfirina de Waldenstrómes espectrofotométricamente

igual a 1a Uroporfirina I en casos de porfiria congénita, motivan

este trabajo, cuyo objeto es obtener por determinación cuantitatiVa

valores que contribuyan a ampliar nuestros conocimientos sobre las

porfirinas.
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QUE SON LAS PORFIRINAÉÏ

Las porfirinas son pigmentos cuya composición quimica

es en general exactamente conocida. Esto se debe especialmente a

los trabajos de HansFischer y de su escuela, sobre la estructup

ra de las porfirinas aisladas de estados de porfiria, que luego

permitieron el estudio de la hemoglobina y que culminó con la

sintesis de la Protoporfirina IX, grupo prostático de la hemo
globina.

Hoy consideramos la hemoglobina comoun pigmento que

contiene hierro y una hemoproteina, la globina.

La porfirina se obtiene sacando el hierro de la parte

coloreada de la hemoglobina o de su deriVado, la hemina.

El pigmento vegetal, clorofila, como1a hemoglobina,

consiste en una porfirina, pero unido al magnesio en lugar del
hierro.

Son también porfirinas que contienen hierro la serie de

pigmentos que actúan comoenzimas y participan en 1a regulación

de la respiración celular (oxidasas, catalasas, peroxidasas, ci
tocromos).

Tanto en la hemoglobina comoen la clorofila, las por

firinas Juegan quimica y biológicamente un papel particularmente

importante en la formación de pigmentos esenciales para la Vida

de la célula en los reinos vegetal y animal.
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ETRUCTURA QUIMICA DE LAS POBFIRINAS

Las porfirinas son derivados del sistema de anillos oi

clicos de la porfina C20H14N4,formada por cuatro anillos pirró
licos, unidos entre si por 4 grupos ECH(grupos metinicos), es

decir, por un anillo central de 16 componentes con 12 átomos de

carbono y 4 átomos de nitrógeno oondensados con los 4 anillos pi

rrólioos. No,

u n n n up_c_n;¿
Ig ” fun

u u H u n

Fortín.

Las porfirinas difieren estructuralmente de la porfina
y una de otra por las diferentes cadenas laterales, sustituyendo

los 8 átomos de hidrógeno en posición ¡3 de 1a porfina.
El representante másimportante de los tetrapirroles es

la Protoporfirina Ix (1)

mc‘ ‘cn-cu, H.c’ ‘cu-cu.

era-Id
N NH

HO CH

3

p

NH ¡ N
CH

"¡cn 1‘ÏH‘. H‘ o se"
sw mi
COOH HM

Protoporfírina Ix
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La Protoporfirina IX está formadapor 4 anillos pirróli
cos (I, II, III, IV) unidos entre si por 4 puentes metínicos ECH

(ot,pg y 6 ). La unión de los anillos se forma alternando ligaduras
simples y dobles. Cada anillo debe ser considerado comoun repre

sentante, en grado limitado, de un circuito para la conducción de

la movilidad de 7Telectrones que son responsables de la estructu
ra de resonancia.

En compuesto adquiere un carácter aromático, como el ben

cene. Tiene gran estabilidad y puede serhalogenado, nitratado y

sulfonado sin llegar a ser dividido en fragmentos. La reducción

potencial está disminuida a un extremo tal - diferente en la mayor

aparte de los pigmentos —que no se reduce por el hidrosulfito o

paladio-hidrógeno en solución alcalina, ya que para reducirse ne

cesita amalgamade sodio.

El modelode las cadenas laterales de la Protoporfirina

IX alrededor del anillo es: metil l; vinil 2; metil 3; vinil 4;
metil 5; ácido propiónico 6; ácido propiónioo 7 y metil 8.

La porfirina tiene una estructura de resonancia plana,

es decir, todos los átomos de resonancia están unidos en un mismo

plano.

El espectro de absorción consiste en una serie de bandas

prominentes extendidas a través de la región visible; porque la re

sonancia y la absorción de la luz están grandemente aumentadas y

cambiantes a lo largo de la longitud de onda.
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PORFIRINQÉÏEN LA NATURALEZA

El sistema de anillos de la porfirina se encuentra en nue

merosos pigmentos de los reinos animal y vegetal (clorofila, hemina,

hemoglobina, citocromo, etc.) que están ampliamentedistribuidos en

la naturaleza, ya sea comoconstituyentes de otros pigmentos o como

el producto de desintegración de los mismos, asi también comosus

tancias sintetizadas por los organismosvivos.

Es interesante destacar que las porfirinas han sido halla
das en ciertas rocas, depósitos geológicos, carbones, aceites mine

rales, bitúmenes y fosfatos comouna indicación del origen animal o

vegetal de estas sustancias.

Asimismohan sido halladas pequeñas cantidades de porfiri

nas clorofilicas y complejosmetálicos de porfirinas en aceites mi
nerales.

Las cantidades de porfirinas en forma libre en la natura

leza son relatiVamente pequeñas; son pocas las especies en que sew

encuentran porfirinas en una cantidad que, por su color, sean fá

cilmente perceptibles a simple vista o cuya absorción pueda ser exa

minada fisicamente. Por esta razón el estudio y separación de estos

pigmentos a menudoes dificultoso, pero con la ayuda del análisis

fluorosoópico se han revelado cantidades minimas de porfirinas de

bido a su fluorescencia roja. Goneste medio pueden verse trazas de

porfirinas distribuidas en los reinos animal y vegetal asi comotam

bién en distintas variedades de microorganismosy levaduras.
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Es necesario destacar que la aparición de una fluorescen

cia roja no debe ser tomada siempre comoindicación de 1a presencia

de porfirina porque otras sustancias también la producen.

Unicamente el examenespectroscópico de la fluorescencia

roja puede determinar 1a naturaleza del material fluorescente con

exactitud. Por ejemplo: ciertos derivados de bilirrubina y cloro
fila, asi comociertos alcaloides y extractos medicinales, también

dan fluorescencia roja que no tiene relación con 1a fluorescencia
de las porfirinas.

En el cuadro siguiente se puede observar un resumen de

las porfirinas halladas en el reino animal en cantidades grandes,

no comunes, o bajo condiciones que no poseen una relación directa,

comoes evidente, con el metabolismo de la hemoglobina.
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PROPIEDADES DE LAS PORFIRINAS

Se estudian las propiedades de las porfirinas en relación

directa con la espectrofotometria.

ESTRUCTURA DEL ANILLO DE LA PORFINA:

La sustancia madre de los ani

llos tetrapirrólicos es la porfina. Las uniones dobles pueden ser
escritas de diferente forma debido a la resonancia. Esta puede con?

siderarse predominando en el interior de un anillo de 16 miembros

conteniendo 8 dobles ligaduras, que contribuyen a la resonancia del

núcleo pirrólico.(3)
Si se consideran dos isómeros, los dos átomos de hidróge

no pueden escribirse comoligados en un caso a dos nitrógenos adya

centes y en otro caso a dos átomos de nitrógeno opuestos. Si no se

toman isómeros, y la evidencia favorece este punto de vista, puede

luego dibujarse uno de los átomos de hidrógeno de la porfina neu

tral comorepartido igualmente entre los 4 átomos de nitrógeno,

siendo colocado un H en el centro y Justo debajo del plano del ani

llo (indicado comoun H partido) y el otro en el centro y Justo a

rriba del plano del anillo.

H

Porftna neutral Porfina ácida Horfina.metá11caneutral



-9

La incertidumbre de colocar los dos átOmos de hidrógeno

de la porfina desaparece cuando se agregan dos protones en solución

ácida, o cuando dos átomos de hidrógeno son desplazados por un áto

mo de metal bivalente.

Haysuficiente espacio en el centro del anillo para los

4 cuatro átomos de hidrógeno o átomos de metal que se encuentren en

el plano del anillo obteniendo una estructura de resonancia simétri
ca.

ESPECTRO DE ABSORCIOIJ DE LAS PORFIRINAS:

Todaslas porfirinas neutra

.les tienen 4 bandas de absorción en el visible entre 500 y 700 mp

y en el ultravioleta intenso la banda de Soret alrededor de 400 mu.
La posición y número de las bandas máximasVarian, dependiendo del

solvente y del pH en el cual se miden las porfirinas.

La mayorparte de las determinaciones de Stern.y colabora

dores se efectuaron en dioxane. En general, con mayor Indice de re

fracción de los solventes, las bandas más grandes cambian con la ma

yor longitud de onda (4).

Siguiendo la clasificación de Stern, puedendistinguirse
tres tipos de espectros visibles!

En tipo Bmio (escalonada) posee una serie

regular ascendente de bandas;

el tipo Roda tiene 1a cuarta banda más ba

Ja que 1a tercera - la tercer banda es"muy

fuerte" y

la tipo Filo tiene una tercer banda que es

"muy débil".



(Ó Q0 Q0
VD 0Q 05

Espectro tipo de la porfina

La porfina, sustancia madre, no tiene cadenas laterales

y es de tipo Filo (fig. curva 1). Si se agregan cadenas laterales,

la tercer banda aumenta gradualmente en altura comola porfina

1-4 ácido dipropiónico y es casi de tipo Etio la metil l,5—dietil

2,6 porfina (curva 2). Es de tipo Emio (o espectro de absorción

escalonado) en las porfirinas que se encuentran en la naturaleza

en la cual todos los pirroles tienen cadenas laterales en posición

5, y es un excelente métodopara su identificación.

1..
I-l
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COIOR DE LIS PORFIRINASS

El color de lassoluciones de porfirinas es,

en general, rojo violáceo, variando con el pH de la solución y la

naturaleza del solvente. Este color y el espectro de absorción de

penden del tipo de porfirina.y gracias a este último es posible

identificar diferentes porfirinas y medirlas cuantitatiVamentepor
espectrofotometria.

Las variaciones de color de acuerdo con el pH es de par

ticular importancia.

E1 medio alcalino el color es rojo naranja o pardo, mos
trando el espectro de absorción de 4 a 6 bandas principales.

En medio ácido el color está entre el rojo brillante y

el violeta, y el espectro de absorción tiene 3 bandas principales.

Debe destacarse que la concentración del solvente puede

modificar ligeramente el espectro de 1a porfirina, asi por ejemplo

se ha demostrado que las soluciones de porfirina en HCl muestran una

ligera desviación del espectro cerca del ultravioleta.
Las bandas de absorción más importantes están en el rojo

y el verde; las más intensas han sido halladas en el azul y el vio

letaz
Teóricamentees posible diferenciar las porfirinas por me

dio de su espectro de absorción. La mayor parte de las bandas espec

trales están situadas muycerca unas de otras. Sólo es posible una

diferenciación individual con un espectroscopio sensible y un opera

dor experimentado.
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EFECTO DEL pH SOBRE EL ESPECTRO DE ABSORCION Y FLUORESCENCIA:

En

solución ácida (por ej. HClN) dos núcleos pirrólicos de la porfi

na se combinan con dos protones de aproximadamente el mismo pK par

ra formar una estructura de resonancia simétrica. Las diferencias

entre porfirinas neutrales y ácidas se_refleJan en su espectro de
absorción y fluorescencia. Comparandocon 1a forma neutral de cua

tro bandas en el visible, el espectro de absorción de la forma á

cida tiene dos bandas principales en el visible y una marcadamente
más alta en la zona ultravioleta.

El espectro de fluorescencia de las porfirinas es un ti

po de imagen especular del espectro de absorción.

E1 espectro de fluorescencia completo es excitado general

mente por cualquier longitud de onda en las cercanías de una banda
de absorción.

La luz emitida es roja y consiste en una serie de bandas,

siendo la banda fluorescente muyintensa en una longitud de onda

Justo cerca del rojo de 1a primer banda de absorción.

Unicamente cuando los tetrapirroles forman cadena cerrada

poseen fuerte fluorescencia con estructura de bandas.

Las porfirinas neutrales tienen una bandaprincipal y tres
bandas fluorescentes débiles mientras la forma ácida posee tres ban

das fluorescentes prominentes.

La porfirina sólida posee un espectro de absorción del 1a

do de las longitudes de onda grandes y muestran una emisión espectral

desplazadahacia el rojo (p.e. etioporfirina sólida).
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Es posible demostrar que la fluorescencia de porfirina pu
ra en solución de alcohol absoluto es todavia visible en una dilu

.ción de 150.000.000 (5 x 10-7) y que el'límite extremo para la

fluorescencia visible de la porfirina en solución de ácido sulfúri
co y en amoniaco está en la región de 1:1.ooo.ooo.ooo (1 x 10'9).

ABSORCION DE LA LUZ:

E1 espectro de absorción de las porfirinas es

tan característico que es de fundamental importancia para su recono

cimiento, valoración y para diferenciar unas porfirinas de otras.

Las bandas son agudas y por la posición de sus máximospueden distin

guirse fácilmente.

Las porfirinas disueltas en solventes orgánicos tienen un

espectro de cuatro bandas típico en la región visible, también puede

obserVarse un número de pequeñas bandas sumadas a las cuatro bandas

principales. La importancia de las bandas principales aumentadel la

do de las pequeñas longitudes de onda. Confirmándolo hay una banda

muyimportante alrededor de los 400 mu que fué observada por primera



-14

vez por Soret en la hemoglobina y por Gamgeeen las porfirinas. Se

llama comúnmenteBanda de Soret (5).Ver gráfico nQ 5.

El espectro de absorción de las porfirinas disueltas en

álcali diluido es similar al "espectro neutral"; los grupos carbo

xilos de ácido propiónioo de las cadenas laterales son separadas de

los núcleos cromógenospor cadenas alií'áticas y el anión formado e

Jerce únicamente una pequeña influencia sobre la absorción de la luz

en la parte visible del espectro. Las bandas de absorción, sin em

bargo, alteran algo su posición y son menos agudas. Particularmente

en el ultravioleta la banda se altera unos 20 a 30 mu del lado de

las longitudes de onda pequeñas y decrece grandemente su importan
cia.

Este fenómeno se interpreta comodebido a una agregación

o polimerización de las moléculas de porfirina y se obserVa también

con compuestos metálicos de porfirinas como1a hematina.

En oposición a la formación del anión, la formación de los

cationes porfirina actúa sobre los átomos de nitrógeno del sistema

de la porfirina y tiene una influencia profunda sobre la‘ curva de ab

sorción. En el espectroscopio "el espectro de porfirina ácida" mues

tra dos bandas de absorción distintiva con una tercer banda muydé
bil entre ellas.
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SOLUBILIDAD:

Muchas porfirinas son solubles en HCl, NaOH,KOH, en

ácido acético-éter y varios disolventes orgánicos. En general son

insolubles o muyligeramente solubles en agua, alcohol, éter puro

y acetona.

Las sales alcalinas de las cOproporfirinas son fácilmenr

te solubles en agua.

Ciertas porfirinas pueden ser extraídas de sus soluciones

etéreas con HCl. Las coproporfirinas pueden extraerse con HCl 0,1%,

la .Deuteroporfirina con HCl 0,4% y la Protoporfirina con Hc1 2%.

Los ésteres de las porfirinas son fácilmente solubles en

cloroformo y también 1a Protoporfirina en cloroformo conteniendo

HCl; la Deuteroporfirina es parcialmente soluble en solventes. Sin

embargo, debe usarse el cloroformo libre de alcohol.

La Uroporfirina ño es soluble en éter, alcohol amilico,

cloroformo o ácidos débiles (ácido acético), pero es, por el contra

rio,solub1e en álcalis.
Finalmente muchasporfirinas son solubles en alcohol ami

1ico cuando está presente el ácido acético y en alcohol conteniendo

HCl.

Solubilidad y pH:

Las porfirinas son compuestos anfóteros con punto

isoeléctrico alrededor de pH3.0-4.5; su carácter ácido depende de
los grupos carboxilo en las cadenas laterales. Su carácter comobase

débil depende de la presencia de dos nitrógenos terciarios en sus

núcleos pirrólicos.

La partición de las porfirinas entre aguay solventes orgá
nicos (particularmente éter), dependede la naturaleza de las cade
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nas laterales y del pH. Las porfirinas sin cadenaslaterales ací
dicas pueden ser extraídas del éter sólo por ácidos minerales fuer
tes formandodiclorhidratos.

Las porfirinas con dos a cuatro grupos carboxilicos en

sus cadenas laterales pasan de la fase acuosa al éter a pH3.0-4.0,

al cual sus grupos ionizables no lleVan cargas; y son extraídas del

éter por ácidos minerales comoclorhidratos y por los élcalis como
sales.

Las porfirinas con ocho carboxilos (uroporfirinas) no pue

den ser extraídas por éter etílico. La extracción de las porfirinas

del éter por ácidos fuertes es una propiedad de gran importancia pa

ra su purificación.
Los grupos carboxilicos de las porfirinas son fácilmente

esterificables. Los ésteres metilicos son todos solubles en clorcfog
mo. i

Los efectos de la diferencia en solubilidad debido a las

cadenas laterales y las diferencias en pK en las cuales los protones

se adicionan a los nitrógenos del pirrol, pueden ser combinadospara

lograr la separación de porfirinas muysemejantes.

Un método basado en la combinación de estas propiedades

fué primero sistemáticamente aplicado y usado en gran escala por
Willstatter.

El método de Willstñtter consiste en una solución de porfi

rinas en éter y su extracción con una solución acuosa de HCl de di

ferentes concentraciones.

El "númerode HCl" es la constante fisica caracteristica

de las porfirinas. (6)

El número de HCl se define como el porciento de HCl en so

lución acuosa que puede extraer 2/3 de la porfirina, de una solución
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etérea saturada de agua cuando se mezcla con igual volumen de la so
lución clorhídrica.

La solución etérea se prepara para que contenga 20 mg. por

ciento de porfirina o una solución saturada que contenga menos.
Las cadenaslaterales alifáticas aumentanla solubilidad

en éter y llevan el número de HCl a Valores muy altos.

Los valores pK relativos a los átomos de nitrógeno del a

nillo pueden ser estimados a partir del número de HCl.

Conant, Chowy Dietz han establecido el Valor de pKAcH

para un gran número de pirroles relacionados. Por ejemplo, la Uro

porfirina I a pH4 es prácticamente insoluble en ácido acético o

éter y puede ser separada de otras porfirinas.

MEIALOPORFIRINAS:

Un gran número de metales pueden incorporarse al

anillo de la porfina; únicamente se encuentran en forma abundante

las del hierro Chematina)ymagnesio; las restantes han sido encon

tradas comocomplejos de cobre y zinc,en trazas, y bajo condiciones

especiales (7, 8 y 9).
Cuandoun ión metálico bivalente se introduce en la por

fina puede considerarse comodesplazando dos protones, la coordina

ción del átomo metálica con los cuatro átomos de nitrógeno, produ

ciendo dentro una estructura de resonancia simétrica.

El espectro de absorción consiste en general en dos fuertes bandas,

siendo el máximo dentro de las zonas 520-540 y 550-580 mu.

Las porfirinas ácidas tienen las bandas desplazadas hacia

el roJo= 555 y 595 mu.
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La importancia de formar sales complejas es una propiedad

destacada de las porfirinas.
La naturaleza de los complejos metálicos fué investigada

por Willstátter. Otros autores han obtenido compuestos con Zn, Co,

Ni y Sn, etc.

La estabilidad de los complejos metálicos varia grandemen

te; el agua extrae K y As; el ácido acético diluido extrae al Mgy

Pb; el ácido clorhídrico 1a Ag, Zn, Sn y Fe.

Todos estos complejos cristalizan mv bien especialmente
los ésteres metilioas. Estos últimos son también solubles en cloro

fcrmo y dan un espectro de absorción característico.

Punto de fusión de las sales metálicas

de los ésteres metilicos de las porfirinas (Mertens)(1o)

Ester metilico más Cu Fe Zn

Coproporfirina I 28490 24090 29990

Coproporfirina III 206 179 212-217

Uroporfirina I 520 238-280 

Uroporfirina III 304_ - 328

PUNTO DE FUSION:

La importancia de los derivados cristalinos reside en

que ofrecen un mediopara identificar las porfirinas por determina

ción de su punto de fusión y particularmente en razón de que por es

te medio pueden distinguirse los isómeros.
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Puntos de fusión de los ésteres metilicos de las porfirinas

Dobriner (11)

Ester metilioo de Punto de fusión

¡Protoporfirina Ix 226-22890

Deuteroporfirina IX 216

Coproporfirina I 252

Coproporfirina III 142-172

Uroporfirina I 284

Mesoporfirina IX 208-212

Los cristales de los ésteres de las diversas porfirinas,
contrariamente a les porfirinas libres, poseen comocaracteristica
importante un punto de fusión bien definido.

Algunasveces es prácticamente imposible obtener cristales

libres de otras sustancias con el correspondiente punto de fusión;

también puede notarse que ciertas porfirinas son inestables a la tem
peratura del punto de fusión.

Los valores del punto de fusión de los ésteres que figuran

en la bibliografia difieren en cantidades mani’iestas de los consig

nados en la tabla. Una explicación sería que las impureZas metálicas

c mezclas de porfirinas dificiles de separar por los métoios comunes
ocasionan estas diferencias.



'I
-20

PORFIRINAS INDIVIDUALEE

CDPROPORFIRINAS CZOH6N4(CH3)4 (CH’201-12002H)4

De los cuatro isómeros posibles sólo Copro I y Cbpro III

tienen especial importancia. La sintesis fué realizada por Fischer

y colaboradores (12, 13 y 14).

La COPROPORFTRINAI se encontró primero en heces, más tar

de en orina, en embriones de pollos Jóvenes; se presenta en el li

quidc amniótico, meconio y suero fetal en el último mes del embara

zo (no en el suero de 1a madre) pero desaparece después de nacer y

luego sólo se encuentran trazas en la orina normal y heces.

E1 algunos casos clinicos, 1a Copro I se encuentra excre

tada en cantidades aumentadas cuando se produce una regeneración

rápida de la sangre. Este hecho está en favor de 1a hipótesis de que

la CoproI es un sub-producto de la sintesis normal de la protopor
firina.

La COPROPORFIRINAIII fué aislada primero por Van der

Berghy colab. a partir de orinas de enfermos con porfiria crónica.

La excreción de Coproporfirina III predomina sobre 1a Co

pro I en condiciones tóxicas comola intoxicación por plomo y en

las anemiasaplásticas.
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UROPORFIRINA I: C20H6N4 (CHZOOZH)4 (CHZCHZCOZH)4

La Uroporfirina I fué descubierta por Éischer en la orina

de enfermos con porfiria crónica. También se encuentra en las con

chas de las almejas del género Pteria. Turner descubrió que el zo

rro americano, Sciurus niger, es un caso de porfiria congénita, ya

que excreta grandes cantidades de Uroporfirina I. Ademásla excre

ción de grandes cantidades y su depósito en huesos y tejidos es ca

racterístico de 1a porfiria congénita.
Su estructura fué determinada recientemente (15), con ex

clusión de otras posibilidades, comoser pruebas directas o por sin?

tesis. Por descarboxilación se obtiene la Coproporfirina I (calen

tando en baño de aceite, suSpendida en ácido clorhídrico 1%bajo

presión a 1809), aunque con rendimiento pequeño. Esto prueba que la

Uroporfirina I es una coproporfirina tetracarboxilada.
El punto de fusión del éster octametiliaa encontrado por

varios autores es 284 - 2919. Fischer dió 3029 (eorr. 3119C) des
pués Grinstein y colab. encontraron que el punto de fusión del éster

purificado por cromatografía era 2849 C; estos autores estiman que

el punto de fusión alto obtenido se debe a una mezcla de sales com

plejas o a productos de saponificación parcial.
En algunos casos de porfiria no fué posible fraccionar la

Uro III de Waldenstrümen Uro I y 208; pero el trabajo de Grinstein

(16) concluye diciendo que la Uro III se comporta comouna entidad

cromatográfica en columna de CO3Cay es una combinación molecular
de Uro I y porfirina 208.
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Watson denomina a estos complejos:

Porfirina de Waldenstrómtipo A: fraccionable

en Uroporfirina I y Porfirina 208, y

Porfirina de Waldenstróm tipo B: combinación
molecular.

En resumen, los trabajos de la escuela de Watson confirman lo ha

llado por Grinstein en 1945, es decir, "acidificando la orina a

pH3.0 - 3.2 y extrayéndola con acetato de etilo se obtiene una

porfirina descripta por Waldenstrüm comoUro IIIS que es una mez

cla o combinación molecular de 75% de Uro I y 25%de una porfirina

de 7 carboxilos que distinguimos comoPorfirina 208.

PORFIRINA DE WALDENSTROM,UROPORFIRINA III (?):

En el año 1935 (17)

se aisló de orinas humanastipo agudo una porfirina insoluble en é

ter etílico y con algunas propiedades similares a 1a de la Uropor

firina I aislada de porfirias congénitaso eritropoiéticas.
Posee las siguientes características: Se extrae por ace

tato de etilo de soluciones a pH3.0 - 3.2; funde alrededor de

2559 - 2609 C; la fluorescencia minima de la Uro III está a pH 3.1 

3.2; la Uro I la da a pH 2.9 - 3.0. En análisis elemental C, H y N

coincide con el de la Uro I; el número de metoxilos encontrado es

24.24% en lugar de 26.3% si fueran de 8 carboxilos; por descarboxi

lación Waldenstróm obtuvo Copro III.

En estas condiciones la Uro III difiere de la Uro I de la

misma manera que la Oopro III de 1a Oopro I.
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Las experiencias de Grinstein y colaboradores introdujeron

cierta duda sobre la existencia de la Uro III. Por Cromatografía con

003Ca (Tswett) se cambió completamente este concepto, ya que da Va
rias bandas como correspondiendo a una mezcla y no a una entidad

quimica.

PORFIRINA208, FIRIAPORFIRINA(Grinstein):

En su primera publicación,

Grinstein y colaboradores (9) manifiestan que por su procedimiento

de fraccionamientos de ésteres por medio de cromatografía obtienen

del éster Uro III una fracción que posee punto de fusión de la Uro I

(2849 C) y la segunda un punto de fusión 2089C. Esta última de acuer

Idocon los resultados analíticos era un ácido heptacarboxilico más

bien que un ácido octocarboxilico, dando Copro III por descarboxila
ción.

Algunasveces fué posible aislar este éster y otras obtup

vieron únicamente el éster de Uro I de heces de pacientes porfíricos
E1 éster metilico cristaliza en metanol más lentamente

que la Uro I, pero lo hace cuantitativamente y en forma de agujas

largas, flexibles,oon tendencia a formar rosetas compactas. Los cris
tales son diferentes de los de la Uro I; tienen un tono rojo vino y

los de 1a Uro I color cobrizo. Funden a 2079 —2089 en forma más

bien definida soluble en acetato de etilo a pH3.0 - 3.2. Se estable
ció fehacientemente que es una porfirina de 7 carboxilos.
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PORFIRIA

En el cuadro clinico de esta enfermedad, los sintomas

obserVados dependen directamente de una formación grande y exage

rada de porfirinas en el cuerpo, Junto con una modificación del me

tabolismo de los pigmentos.

Es ésta una enfermedad más común de lo que se cree; su

conocimientc es muydeficiente, pero en los últimos tiempos se ha

ampliado su horizonte asignándcsele una trascendencia mayor de 1a

que se habia sospechadc, estando actualmente en un periodo de ple

na evolución.

Los núcleos pirrólicos sintetizados normalmentepor el

organismoson utilizados, en parte, para la sintesis de protoporfi

rina IX, que combinada con Fe da lugar a la formación del hem,grupo

prostético de 1a hemoglobinay de otros pigmentos respiratorios.

La gran cantidad de porfirinas presentes en condiciones

patológicas y la discusión de la patogénesis en la hiperproducción

de pigmentos estaria conectada con una lesión orgánica o con un cam
bio funcional en el sistema.

La eliminación exagerada de porfirinas no está relacionada

necesariamente con producción exagerada de pigmentos. Podria consi

derarse comouna inhibición fisiológica en la destrucción de la por
firina.

En los casos de porfiria existe una formación muyacentua

da de porfirinas anormales, entre las que se destacan 1a Uro I y 1a

Porfirina 208 y otras no identificadas aún. Ademásse encuentran o

tros pigmentos comoel porfobilinógeno y también en cantidades supe

riores a 1a normal Copro I y III.
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En general, se la considera una enfermedad provocada por

factores de tipo tóxico, aunquetambién podrian existir porfirias
adquiridas en un terreno sin predisposición especial y causada por

un agente específico.

Los casos de porfiria humanapresentan una sintomatología

diversa, comoser:

Alteraciones rofundas de la piel, especialmente
en partes expuestas directamente a la luz (foto
sensibilización): ampollas y necrosis que pueden
llegar a la pérdida de partes importantes de 1a
nariz y orejas;
Hipertrioosis: cólicas abdominales;trastornos
nerviosos conparálisis paréïal o total; Insufi
ciencias hepáticas, anemias hemoliticas con es
plenomegalia, trastornos gndócrinos, etc.

CLASIFICACION DE LAS PORFIRIAS (18 - 19 — 20):

En base a la distinta

sintomatología clinica se han elaborado diversas clasificaciones.

La más moderna es 1a CLASIFICACION DE WATSON(1950)

I.- Porfiria eritropoiética
II.- Porfiria hepática

a aguda intermitente
b cutánea tarda
c tipo mixto o combinado
d latente

En el tipo I las porfirias anormalesy coproporfirinas se
forman en las células inmaduras de la médula ósea.

En las del tipo II, las porfirinas anormalesy porfobiliné
geno se forman en el higado.
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PARTE EXPERIMENTAL

RECOLKCION DEL MATEïIAL:

La orina fué obtenida de casos descriptos

clínicamente comoWPorfiriacutánea tardía" (21) suministrada por el

Dr. A. Lazzari de la Sala II del Hospital Fernández, estudiandose

ademáslas provenientes de otras fuentes.

La recolección se efectuó en frascos de boca ancha, color

ámbar, manteniéndola al abrigo de 1a luz y en lugar fresco. Cuando

no se la pudo trabajar enseguida de ser recibida, se le.agregó una

capa de acetato de etilo y se conservó en heladera, a exceoción de

'las destinadas para la obtención de la Porfirina de Waldenstrüm.
Algunasveces se encontró dificultad - a posteriori —tra

bajando orinas viejas. Se emulsionan por agitcción con el solvente.

Esto se subsana por agregado de unas gotas de ácido acétiéo en la am

polla de decantacién y haciéndola rotar ligeramente o agitándola muy
suavemente.

El volumen total de orinas trabajadas alcanza a unos 30
litros.

CONTROL:

Las orinas de estos enfermos poseen un color que Varía del

amarillo ámbar oscuro al rojo vino.

A la luz ultravioleta y en un ambiente oscuro emite una

fluorescencia roja. Al espectroscopio y en un espesor de unos 5 cm.

se obserVan las dos bandas caracteristicas del complejo de Zn - urg

porfirina con una máximaabsorción entre 530 y 550 mu. Por acidifi
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cación con HCl conc., dicho espectro se transforma en el de 1a por

firina en medio ácido, con una banda intensa y ancha y con un máxi

mo entre 545 y555 mp y otra débil y estrecha y con un máximo entre

59o - 600 mp. Esta acidificación permite descartar la presencia de

oxihemcglobina cuyo espectro de absorción es muy similar al del com

plejo. Si las bandas son debidas a la presencia de oxihemoglobina,

por acidificación desaparecen siendo reemplazadas por una banda de

hematina ácida ubicada en le zona roja a 630 - 640 mu.

La reacción del porfobilinógeno (22) es negativa.

Entre las porfirinas excretadas por la orina, predomina

por su cantidad, el complejo que se distingue comoPorfirina de

Waldenstrüm y que se encuentra combinado con el zinc.

AISLAMIENTO:

Para la obtención de las porfirinas se han seguido los

métodosdescriptos en el trabajo original del Dr. Grinstein (9).

Comoprecaución fundamental se utilizaron drogas y solven

tes puros libres de metales;

Aislamiento de las porfirinas de casos de porfiria:
Consta

de las siguientes etapas:

19) Concentración de las porfirinas de la orina.

a) Adsorción con talco acidificando a pH 3.0 - 4.0
con ácido acético.

b) Extracción con acetato de etilo.

c) Extracción con acetato de etilo previa acidifica
ción de la orina con HCl a pH 5.0 - 3.2 extrayendo
con éter etílico las coproporfirinas. Se obtiene
asi la Porfirina de Waldenstrüm.
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29) Ebterificación de las porfirinas aisladas por el mé
todo del alcohol metílico saturado con HCl gaseoso.

39) Cromatografía sobre columna de 003Ca según Tswett.
49) Cristalización de los ésteres metíliccs, separación

y purificación por cromatograf a.

59) Determinaciones de identificación: punto de fusión,
espectro de absorción, etc.

a) Aislamiento por el método del talco:
Previa acidificación

de la orina a pH3.0 - 3.5 con ácido clorhídrico o acético, se ad

sorbe por agregado de talco (libre de metales y perfumes).

Por cada 1000 ml. de orina contenidos en un erlenmeyer de

2 litros o frasco Pirex de 4 litros es acidificada la orina con áci

do acético hasta obtener un pH3.0 - 5.5, o viraje del papel rojo

congo a1 gris franco. Se agrega talco en pequeñas porciones y se ag;

ta fiuertemente comprobandoque el líquido sobrenadante no posea ban

das. Si ello no ocurre, se sigue agregando nueVas porciones de talco

y repitiendo hasta observar sobre una alícuota de sobrenadante la

desaparición de las bandas. En este punto se procede a la filtración

del talco con un filtro Buchner al Vacío que retiene el talco con las

porfirinas adsorbidas. Unavez escurridc y seco se lleva a un dese

cador con cloruro de calcio y al vacío, dejando durante una noche y

en la oscuridad. Luegosigue la esterificación.

b) Aislamiento por el método del acetato de etilo:
Por este

métodose extraen de la orina todas las porfirinas.
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Se acidifica la orina con HCl al 20%hasta obtener un pH’

5.0 - 5.2 (color gris franco del rojo congo).

Por cada volumen de orina se utiliza 1.5 volúmenes de a

cetato de etilo en forma alternada para enriquecimiento del solven

te, evitando emulsiones, y observando la desaparición de bandas con

el espectroscopio. Bastan por lo general dos extracciones. Para ase

gurar una extracción eficiente, se utilizó un aparato agitador mode

lo International 2 (A.H. ThomasOo. Phila.) para cuatro frascos de

un litro, los que se renuevan cada quince minutos y utilizando una

ampolla de decantación para separar las fases. Las porciones ricas

en porfirinas se Juntan y extraen con HCl al 10% en muypequeñas

cantidades (2 - 5 ml.) comprobandola desaparición de bandas en el

liquido rojo intenso. Las distintas porciones clorhidricas son mez
cladas y neutralizadas con solución de acetato de sodio saturado

hasta el viraje del papel rojo congo. En este pHlas porfirinas em

piezan a precipitar. Se deja estacionado hasta el dia siguiente en

la heladera, obteniéndose una precipitación prácticamente total.
Se separa el precipitado por filtración y una vez escurri

do, se lo seca en un desecador al vacio.

El material seco está en condiciones de ser esterificado.

Se ensayó el uso del acetato de butilo en reemplazo del

acetato de etilo. Se observó que requiere más tiempo la sedimenta

ción de HCl, pero que da un extracto coloreado más intenso. Podría

,obJetarse la posibilidad de que este solvente contuviera peróxidos

y la necesidad de emplear una temperatura mayor en la recuperación

del mismo. Por lo demás no se han encontrado diferencias.
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c) Obtenci_ó_r_1_de lg Porfirina de wgidgnstrg'm,

La orina es

acidificada con ácido acético utilizando 50 cc. de ácido acético

glacial por cada litro de orina. Se extrae luego con 1500 cc. de

éter sulfúrico (libre de peróxidos) agitando durante unos cinco mi

nutos. Se separa el éter y se extrae nuevamente con otros 1500 cc.

El éter de 1a primera extracción se usa para una nueva orina y asi

se repite el proceso.
El éter total se lava con solución de acetato de sodio al

1%(unos 20 cc. por litro). Si la solución de acetato tiene fluores

cencia roja, se vuelve a mezclar con 1a orina (es la fracción Uro I

'y 208 arrastrada por el éter). El éter extrae todas las coproporfi
rinas;tratado con ácido clorhídrico se obtiene un extracto que lle
vado a pH3.2 - 3.4 dá un precipitado de ooproporfirinas.

La orina libre de coproporfirinas, se acidifica esta vez

con HCl al 10%hasta un pH 3.0 - 3.2 y se extrae con 1.5 vol. de a

cetato de etilo por cada uno de orina, hasta que se constate la des

aparición de bandas de absorción, obserVando con el espectrosccpio

un espesor de 10 cm. Prácticamente bastan dos extracciones.

El acetato de etilo se lara con agua (controlando fluores

cencia) dos o tres veces; una vez poco ooloreada se suspende el la

vado y se comienza a extraer con HCl al 10% en porciones sucesivas

de 2 m1. hasta que la capa clorhidrica no manifieste más 1a banda de

absorción de porfirinas (controlada en tubo de ensayo).

Las distintas porciones clorhidricas son mezcladasy neu
tralizadas con solución saturada de acetato de sodio controlando el

pH con el viraje del papel rojo congo al gris. Eh estas condiciones,
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las porfirinas precipitan. Se deja unas horas en heladera y se vuel

ve a extraer con acetato de etilo, laVando con agua y extrayendo con

HCl pero esta vez al 25%.

Los extractos clorhidricos se neutralizan con acetato de

sodio saturado y el pequeño volumen con precipitado se deja estacio

nado en heladera hasta el dia siguiente, lograndose una precipitación

prácticamente completa.

Se separa el precipitado por filtración y se deja secar en

desecador al vacio. E1 material seco se esterifica suspendiéndolo en

un exceso de alcohol metílioo saturado con clorhídrico gaseoso y de

Jándolo estacionado a temperatura ambiente, en la oscuridad, hasta el

día siguiente.

E1 material esterificado es muysoluble en cloroformo; se

agrega a la solución alcohólica en un volumen de l/lO y luego un

gran exceso de agua destilada hasta la separacián de la capa cloro

fórmica que arrastra los ésteres porfirinicos presentes. La solución

clorofórmica una vez separada con un embudode decantación, se laVa

dos veces ocn agua destilada, una vez con solución amoniacal al 10%,

dos con agua destilada y una con cloruro de sodio al 7%.

UnaVez decantada la capa clorofórmica se filtra con un

papel de filtro mojado en cloroformo y se lleva a sequedad por medio

de una destilación al vacio en aparato con Juntas esmeriladas. El re
siduo obtenido se cristaliza por medio del alcohol metilioo dando

cristales con las caracteristicas descriptas por Waldenstróm.
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29).Esterificación:

E1 el caso del talco: el total seco

se suspende y se cubre con un exceso de alcohol metilico saturado

con ácido clorhídrico gaseoso, dejándolo estacionado hasta el día

siguiente al abrigo de la luz. Se filtra nuevamentepor un embudo

Buchner, lavando el talco con porciones sucesivas de cloroformo has

ta que eÏ filtrado no manitieste más bandas de absorción al espec

troscopio.

Al volumentotal de cloroformo que contiene las porfirinas

se le agrega un gran volumen de agua destilada. Asi el cloroformo de
canta arrastrando todas las porfirinas y dejando un sobrenadante

blanco lechoso que se aclara por estacionamiento.

La solución clorofórmica que contiene los ésteres porfiri

nicos se lava con el método ordinario, es decir, dos veces con agua

destilada, una vez con solución amoniacal al 10%, dos veces con agua

destilada y una vez con solución de cloruro de sodio al 7%. Decanta

da la capa clorofórmica, se filtra por un papel de filtro previamen

te moJadc conclorofbrmo. En volumen resultante se destila al vacio

con un sistema de conexiones esmeriladas. El residuo rojo parduzoo

obtenido está en condiciones de ser sometido a la cromatografía.
En el caso del acetato de etilo: el material seco se este

rifica comose detalla para el caso del talco, luego siguen la ex

tracción clorofórmica, laVado, etc., obteniéndose las porfirinas en
forma de ésteres metilicos.
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39) Purificación del éster metilico por cromatografía
con carbonato de calcio:

Grinstein utiliza la técnica original de

Tswett (23, 24) y recomienda el tubo cromatográfico ideado por

Zechemeister y Cholnoky (25, 26, 27). Se usó un tubo cromatográfico

de 20 por 200 mm. adaptado a un kitasato y conectado a una trompa de

vacio. Se ensayarcn varios tipos de carbonato de calcio, selecciOna

dos entre varias calidades destacándose lamentablemente uno de pro

cedencia U.S.A. pero cuya firma no fué posible certificar.

La columna cromatográfica se prepara asi: se conecta el

vacio al kitasato colocando un pequeño trozo de algodón dentro de la

columnay luego el carbonato de calcio que llene la columna golpean

dola en lOs costados con una varilla de madera especial. Se interrum
pe el agregado de carbonato de calcio cuando alcanza 9/10 del tubo

y con la mismavarilla se presiona en la parte superior suavemente

hasta conseguir una superficie bien homogéneay una columna bien com
pacta, especialmente en la parte superior donde no debe haber ninguna
fisura.

Esta preparación es de gran importancia y se obtiene asi

una columna en condiciones de ser utilizada en cromatografía que

consta de las siguientes etapasz.
a) Adsorción del soluto sobre la parte superior de la co

lumna: el residuo seco de los ésteres metilicos obtenidos en la for

ma indicada se disuelve con pocas gotas de cloroformo caliente di

luyendo con benceno hasta obtener una disolución total.
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En vacio continúa funcionando y se introduce 1a solución bencénica

en cantidad tal que se obtenga una banda de absorción en 1a parte

superior de la columnade aproximadamente1/6 de la longitud total

de la misma. Es de extremo cuidado mantener una capa liquida en la

parte superior de la columna, donde se agregan porciones sucesivas

de bencene hasta lograr 1a absorción de gran parte del soluto.

b) Desarrollo del cromatograma: se utiliza una mezcla de
10 partes de benceno y dos partes de cloroformo. Una vez logrado el

cromatogramaestable en cuanto al númeroy posición relativa de las

bandas, se deja escurrir el solvente lo másposible y se desconecta
el vacio.

c) Expulsión de la columna de carbonato de calcio.

d) Separación mecánica de las partes: teniendo en cuenta
los detalles de técnica se usa un bisturí cortando las distintas zo

nas con toda precaución.

e) Elusión de las porfirinas correspondientes a las bandas

formadas: las fracciones se suspenden en distintas porciones de clo

roformopara eluir las porfirinas absorbidas que pasan a la fase clg

rofórmica, dejando un precipitado de 063Caprácticamente blanco. La
posición y los limites de las distintas bandas se fijan previamente,

a simple vista, si son suficientemente coloreadas o iluminando con

ultravioleta que da una fluorescencia roja en la zona. Las solucio
nes clorofórmicas se filtran por placa de vidrio porosc y al Vacio,

lo que permite lavar mejor el precipitado.

f) Se concentra por destilación al vacio en un balón chico

con juntas esmeriladas hasta lograr un residuo seco.

g) Obtención de entidad cromatográfica: cada una de las

fracciones se cromatografia nuevamentehasta conseguir cromatogramas
de una sola banda.
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Resultados de la cromatografía:

Por separación cromatogra

fica de los ésteres metílicos de las porfirinas Yotros pigmentos

se obserVaron bandas coloreadas según el siguiente esquema:

marrón Porfirim.ya.thth
estertficuh. .

1’030viol áceo fuerte Uroporflrlm 1.)_-.. .f»
2

5 . rojoviolácoodébil Porfirinazoo
3 ——-— ¡rosado débil Por-firmasx

6 ¡“5'3‘1’1'93 rosado fuerte Copropomrims 1le

Por recromatografías sucesiVas de la Porfirina de Waldens

tróm de las bandas 2 y 3 se logran separar 1a Uro I y 208.

Urol

Separadas se lavaron ocn benzol durante una hora y luego

se confirmó el cromatograma de banda única nor obserVación de la oo

lumnaa la luz ultravioleta.
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49) Cristalización de los ésteres metilicos:
Obtenido el

cromatograma de una sola banda, comprobadocon luz ultravioleta, el

éster metilico está en condiciones de ser cristalizado separando el

trozo de columna donde se halla absorbido; una vez evaporado el sol

vente, se suspende en cloroformo, se filtra por placa de vidrio po

roso y la solución clorofórmica limpida se concentra eVaporandoa

baño maria y al vacio. El residuo aún caliente se transfiere con

unas gotas de cloroformo a un tubo de ensayo y se le añade dos a

tres vol. de alcohol metilico; se mezcla y calienta a baño maria

hasta expulsión del cloroformo. El indispensable un enfriamiento

muylento, especialmente para aquellas porfirinas que cristalizan

con dificultad. (comola Porfirina 208). Eh otros casos se deja
cristalizar en heladera.

Al cabo de cierto tiempo el éster precipita en particulas

macroscópicas totalmente cristalinas; se observa un precipitado co
loreado y un sobrenadante generalmente incoloro. Cada una de estas

particulas es una agrupación de muchoscristales.

Las formas cristalinas de las porfirinas y de sus deriva
dos ofrecen un medioteórico de identificación. Esta distinción, sin

embargo, no es generalmente practicable siendo la forma cristalina

muysemejante para individuos diferentes. Normalmentelos cristales

son agujas o filamentos curvos, agrupados en centros o rosetas de

estructura complicada; asimismo no son raras las formas de prismas
rectos.

Los estudios más cuidadosos de las formas cristalinas so

bre las porfirinas han sido efectuados por Fischer.
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Resultados de la cristaliZación:

Las fotografías siguientes
muestran la Uroporfirina I en forma de cabellos finos entrclszaflos,

bien de inidos y la Porfirina 208 comoun conglomerado cristalino

con aspecto de rcseta.

Uro I 208

59) Punto de fusión:

Se utilizó un aparato para micro

punto de fusión con calentamiento eléctrico (x).

Se colocaron unos pocos cristales entre dos cubreobjetos

apretándolos firmemente y ubicándolos en la depresión del block.

Al calentar se observaron los cristales hasta la aparición de una

pequeña gota de líquido entre los cubreobjetos observándose Fnreci r

(x) Cedido gentilmente por el Dr. A. Novelli en 12 Cátedra de Quí
mica Orgánica de la Facultad de Bioquímica y Farmacia.
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tamente la temperatura en el termómetn: que da el punto de fusión.

Comonorma se aumentó rápidamente la temperatura hasta unos 209 del

punto de fusión y luego lentamente en los últimos 109.

El aparato se calibró con sustancias puras que cubrían la

zone utilizada del termómetro y también con protoporfirina IX (de
hemoglobina).

Asimismodespués de cada punto de fusión se efectuaron re

cristaliZecicnes por tres veces consecutivas comominimo, o sea, has

ta la obtención de un punto de fusión constante.

Puntos de fusión darles ésteres metílioos de las norfirinag
Resultados obtenidos

Esteres metilicos Punto de fusión

Protoporfirina IX (control) 2259

Uroporfirina I 271--2'71+9

Porfirina 208 208-2139

Porfirina de Waidenstram 246-2489

Uropcrfirina I (Porf. cong.) 282-2849

Comprobaciónde identidad cromatográfica única:

Con una a

lícuota de los cristales se hace una cromatografía y se comprueba

a la luz ultravioleta si hay otras bandas. En ninguno de los casos

Uro I y 208 ha sido posible observarlo, quedando asentado que es un

material que está en condiciones de ser usado espectroscópicamente.
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ESPECTROFOTOMEERIA

TEORIA DE ABSORCION DE LA LUZ: (28)

Cuandoun haz paralelo de luz

monocromática pasa a través de un medio absorbente homogéneo, la

intensidad del haz disminuye exponencialmente con el espesor del

medio. Si Io es la intensidad del rayo incidente, I 1a del rayo

emergente y 1 el espesor del medio, tenemos 1a relación:

10810T=K01=D=E
donde K es el coeficiente de absorción.

La función D = loglo se llama densidad óptica

De aqui: D a K.1

E es la extinción o absorbancia cuando l = l cm.

Si además el medio absorbente es una solución en la cual

las moléculas disueltas son independientes de otras e igualmente
influenciables a cualquier concentración por las moléculas de un

solvente coloreado, la densidad es una función lineal de la concen

tración del soluto. Es 1a ley de Beer, que se puede escribir:

D = K . C . l

C concentración de la sustancia en gramospor litro.

Kesp coeficiente de absorción específica.
1 espesor de la capa de solución en cm.



De ello se obtiene

K: D : E
C01 C01

EC:
K.1

Frecuentemente, pero no siempre, las sustancias obedecen

a la ley de Beer. Cuandono, debe atribuirse la desviación a que la

solución no cumple con los requerimientos de independencia de las

moléculas disueltas y la influencia constante del solvente con la

concentración. En otras palabras, se puede concluir que ocurren

asociaciones, disociaciones, formación de complejos o cambios en la
solvatación.

Puesto que las leyesde absorción de la luz se cumplen

estrictamente sólo con luz monocromática,las varias constantes

espectrofotométricas son verdaderas constantes únicamente bajo las

mismas condiciones. En la práctica las mediciones se efectúan usando

una fuente de luz que da un espectro continuo, una posición de la

cual se selecciona en cada situación del espectrofotómetro. En

ancho de banda trasmitido es una función de ambas entradas y salidas

de la ranura, y a menos que varien continuamente, podria ser más

grande en la zona roja del espectro que en la azul debido a los

cambios de dispersión con la longitud de onda. (29, 30)

Cuando en la solución hay más de una sustancia absorbente

y todavia es aplicable la ley de Beer, cada sustancia opera indepen

dientemente con el rayo de luz. Asi la densidad resultante es debida

a la sumade los componentes individuales.
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METODOS DE MEDIDA:

Para los propósitos de espectrofctometria, el

espectro óptico es considerado usualmente el comprendido en tres

regiones, la ultravioleta, la visible y la infrarroja, ademásla
primera y la última de éstas puede ser subdividida.

Las técnicas de medición de la absorción espectral se

determina bajo consideraciones del órden de la longitud de onda.

En el caso de las porfirinas, las bandas de absorción más significa

tivas se encuentran principalmente en la porción visible del espec

tro, y el ultravioleta cercano es la zona significativa máspróxima.

Pocos compuestos tienen bandas pronunciadas en el infra

rrojo, pero comparatiVamentemuypoca atención se ha prestado a esta

región.(31)

Espectrofotómetro fotoeléctrico de cuarzo

Belckman Modelo D.U. (32)

El instrumento contiene un prisma de cuarzo que opera en

un circuito electrónico y con el cual pueden realizarse con velocidad

y precisión convenientes una amplia variedad de investigaciones y
trabajos de control. Consiste en un mcnocromadorde cuarzo, con

fuente de luz, soporte para células de absorción, fototubos gemelos

y está construido sobre un medidor electrónico para traducir las
corrientes de la célula en lecturas-directas del porciento de

transmisión y densidad.
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lebïh «unohflübflo
para.cambiar la. lonja onda.

.4 u4 D

Diagrama esquemático mostrando el sistema óptico

A. lámpara
B. espejo
C. espejo
Q. diafragma
E. espejo
F. prisma
G. célula de absorción
H. fototubo

Monocromador:

Es de tipo de autocolimación con prisma de
cristal de 509, con un diámetro efectivo de 50 mm.que da una alta
dispersión en el ultravioleta. La escala de longitud de onda consis
te en una espiral plana de cuatro vueltas con una longitud total
apróximada de 100 cm., graduada desde 200 mn a 2000 mp. Se recomien
da que las medidas se limiten entre 220 y 1000 mn teniendo una se
guridad de escala de 1 mn.

Ranura:

Las ranura de entrada y salida, que trabajan hasta
un máximode 13 mm., están instaladas juntas en el extremo derecho
del instrumento y protegidas, por estar construidas con cuarzo, sien
do simultánea y continuamente ajustables desde 0,01 a 2.0 mm.por un
mecanismoque permite un ajuste preciso y suave, particularmente
cuando el ancho de 1a ranura es pequeño.

En las operaciones 1a ranura es ajustable hasta la obten
ción de un ancho de banda minimo con una lectura de escala total de
la medida indicadora. Este ancho de banda nominal es menor que 2 mp,
sobre todo en los bordes extremos de las zonas del visible y ultra
violeta.
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Indicador de medida electrónica:

La lectura directa de la
densidad y el porciento de transmisión se hace posible con un po
tenciómetro y amplificador electrónico.

La posición del interruptor en 0.1 permite'abarcar unaexpansión de la escala de trasmisión para lecturas mas seguras de
soluciones con menos de 10%de trasmisión.

Fuentes de luz:

El modelo DUpara valores entre 320 y
1000 muposee una lámpara de tun steno de 6 volts; la corriente es
suministrada por una bateria de volts.

El sistema de espejos enfoca una imagen del filamento a
través de 1a entrada de la ranura en tal forma que el monocromador
es completamente iluminado. La lámpara está en un compartimento
ventilado, fijada por soportes alineados con el monocromador.

Resumiendo, se emplean como fuentes luminosas lámparas de
incandescencia para el espectro visible, lámparas de vapor de mercu
rio o tubos de hidrógeno para el ultravioleta y para el infrarrojo,
la lámpara incandescente de Nernst.

Soporte de tubos:

Las células de absorción standard para un
recorrido de luz de 10 mm. se acomodan en un soporte de cuatro agu
Jeros colocados en un compartimento protegido de la luz, pudiendo
moverse desde el frente del instrumento por una Varilla corrediza.
Las cubetas de l cm. son de vidrio Oorex o de sílice fundida.

'Fototubos:

Los dos fototubos ocupan el mismo compartimento
de las células. La Varilla corrediza pone en posición cada tubo y
simultáneamente produce la conexión eléctrica.

Unobturador y una llave permiten que la corriente oscura
del fototubo pueda ser controlada en cualquier momentosin sacar lascelulas o cambiar el lugar del medidor electrónico.

En el compartimento de los fototubos se mantiene una baja
humedadutilizando un desencante que asegure la estabilidad de loscircuitos.

El sistema posee un fototubo de óxido de cesio con una alta
sensibilidad desde 1000 a 600 muy un fototubo sensible al ultravio
leta que cubre la trasmisión con una sensibilidad desde 625 a 220 mu.
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Este fototubo sensible al ultravioleta puede ser usado con
la lámpara de tungsteno en la región de 625 a 320 mu.

Sistema óptico:

El esquemarepresenta la fuente de luz en
A; se enfoca por una lente condensadora B en lalente C a 459 sobre
el plano de la ranura D. La entrada de la ranura es la menor de las
dos ranuras similares colocadas verticalmente sobre otra separada
unos 2 cm. a partir del centro. La luz incidiendo sobre la lente co
limadora E es devuelta paralelamente y reflejada hacia el prisma decuarzo F. La superficie de atras del prisma de cuarzo esta oscureci
da, asi la luz refractada en la primera cara es devuelta por el mis
mo camino, manteniendo la refracción comosi emergiera del prisma,
comoun haz paralelo, el cual es nuevamente reflejado por la lente
colimadora y enfocado en el espectro en el plano de la ranura D.

La luz de la longitud de onda para el cual el prisma es
colocado pasa a través del monocromadorpor la ranura superior, y
por la célula de absorción G al fototubo H.

Los espectrofotómetros requieren una calibración periódica

en las escalas de densidad y longitud de onda.

En la mayor parte de los casos es un procedimiento simple,

pero al cual no debe restársele importancia.

Conlos aparatos de control automático, puede hacerse un

control diario sin ningún esfuerzo, tomandola curva de absorción
de un filtro de vidrio standariZado.

Conlos instrumentos visuales, la escala de longitud de

onda puede controlarse ocasionalmente por medio de una lámpara de

neón y la escala de densidad, leyendo un filtro de vidrio standard,

a una o dos longitudes de onda seleccionadas.
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La curva de absorción: (33, 34, 35)
TraZando una de las

constantes fotométricas en relación con la longitud de onda de la

luz incidente se construye una curva espectrofotométrica. Los va

lores más convenientes son los coeficientes de extinción especifi

ca y molar (o milimolar).

Las bandas de absorción visibles en un espectroscopio

simple son representadas por una curva de absorción con picos, y

las posiciones claras del espectro, por depresiones (valles). Sin

embargo, algunos espectros, parecen tener visualmente bandas dis

tintas, pero las correspondientes bandas de absorción muestran úni

camente regiones de curVatura cambiante, sin la menor separación en
tre ellas.

Cada espectro se encuentra frecuentemente en mezclas de

sustancias las cuales separadamente tienen bandas finas que están

superpuestas. Esto, sin embargo, puede también ocurrir en sustancias
puras.

Una sustancia pura, bajo idénticas condiciones, tiene una

c rva de absorción caracteristica y el coeficiente de extinción mo

lar en cualquier longitud de onda es una constante. Las longitudes

de onda registradas usualmente son las de absorción máxima,particu

larmente aquéllas con bandas más intensas, donde existen varias.

Cuandolas curvas de absorción de dos sustancias de igual

concentración están superpuestas, en general pueden cortarse en uno

o más puntos, llamados puntos isosbésticos.

Las curvas de absorción de mezclas en equilibrio de dos

sustancias interconvertibles de concentración total constante igual
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mente podrían pasar a través de los puntos isosbésticos y la deter

minación experimental de esta condición es un criterio de una mezcla

en equilibrio.

BANDAS DE ABSOHCION BN LA REGION VISIBLE

Según Fischer (36)

Solvente Longitud de onda de las bandas de absorción]

—_m"bufl___ Uroporfirina ÑWL___—__

HCl 25% 596.6 577.6 553.6 511.5

NaOHN/10 612.0 560.5 539.0 503.7

Ester metílico 596.9 576.7 553.6
' en HCl 25%

' Cloroformo 626.2 599.0 581.4 570.5 537.3 500.8

Según Schumm (37)

_ Ñ__ Dh_u_rm_,_nmm_n_n_ _j

| HCl 25% l 597.1 554.1 410.7 I

I KOHN/10 l 618.0 567.5. 538.4 501.8l _¿í ML __*J

ESPECTRO DE ABSORCION EN EL ULTRAVIOLETA

Uroporfirina i
HCl 2 N 400.6 413.7 - 399.8 '

L Cloroformo 408.0 466.0 - 275.0 t
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TECNICA PARA LA PREPARACION DE SOLUCITICES USADAS me LA DEBBNJIINA

CION ESPECTROFOTOMEERICA '

Material:

Se utilizaron los ésteres metilicos de las

porfirinas Uro I, 208 y de Waldenstram; además el éster de la Uro

I aiSlado por el Dr. Grinstein de un caso de porfiria congénita

estudiado en el Laboratorio de Watson (EEUU).

Pesadas:

El material secado al Vacíó se conservó en

desecador y en la oscuridad hasta el momentode ser pesado. Se

utilizó para ello una balanza Sartorius cuya precisión es de

0.01 mg. (x). Los pesafiltros preparados especialmente se intro

duJeron posteriormente en frascos de vidrio de 50 cc. con tapa es
merilada hasta el momentode efectuar la solución.

Las pesadas efectuadas fueron las siguientes:

Uro I a3 0.00107 g.b 0.00260 g.

208 c3 0.00048 g.d 0.00123 g.

Waldenstróm eg 0.00080 g.r 0.00120 g.

Uro I gPorr. g; 0.00070 g.congenita) h 0.00050 g.

(x) Cátedra de Química Orgánica Dr. A. Novelli.
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Soluciones de porfirings libres:
Los ésteres metilicos de

las porfirinas se saponifican previamente con HCl al 25%obtenido

por titulación (título exacto).
Calculando el peso molecular del éster de Uro I:

C40H38N4016en 962, el ácido tiene un peso molecular de 850.
Se preparó una solución en HCl 25%, que si bien es de 5%

respecto al estar, comoporfirina libre corresponde a una concentra

ción de 45.1 mg/l, y para la solución diluída al tomar l m1. de la

solución original y llevarla a 25 m1. con HCl 25%, resulta un valor

final de 1.72 mg/l.

Para lograr una saponificación completa de la solución,

Se la deja durante la noche a temperatura ambiente y al abrigo de la

luz, siendo usada el mismodia de su preparación.

En el caso de la Porfirina 208, y estimando que sólo posee

7 carboxilos, corresponderá un peso molecular 884, pero comoporfiri
na libre, 786. Luego, las soluciones tienen una concentración de

44.4 mg/l y la diluída 1.77 mg/l.

Soluciones de ésteres metilicos:

El cloroformo utilizado

(uso anestésico) se destiló previamente envasándclo en ampollas ce

rradas y conservándolo al abrigo de la luz y en heladera.

Las soluciones clorofórmicas en una concentración de 5%

se preparan poco tiempo antes de su medición, evitandose asi pérdi

das por evaporación. Las diluciones menores se efectuaron tomando

l ml. y llevándolo a una concentración de 0.55%.
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En todo momento se han extremado las precauciones para

que el material volumétrico, cubetas, reactivos, etc., estuvieran
libres de metales.

Determinaciones espectrofctométricgs:

Se utilizó un espec

trofotómetro BeckmanD.U. efectuándose los trabajos en los laborato

rios de Obras Sanitarias de la Nación con la supervisión del Dr.

Rodolfo Garcia.

En cada cubeta se colocaron sucesivamente soluciones de

HCl 25%, Uro I, 208 y Waldenstrüm, comenzándose a trabajar desde los

650 mu hasta los 400 mu, tratando de obtener el mayor número de pun
tos cercanos a los máximos.

Se ha trabajado con la máximasensibilidad y utilizando

una ranura (slit) variable, es decir, limitando el ancho de la banda

obteniéndose los valores que se detallan 00m0ejemplo:

Longitud de onda Slit
mu mm

650-610 0.o57

605-593 0.045592-59 0.054
560-510 0.062
500-490 0.120

0-440 0.140

Llegado a esta zona de los 400 mu, es necesario utilizar

diluciones muygrandes; se trabajó entre 440 y 380 mu aproximadamen
te.

Cada uno de estos Valores fué obtenido controlando el apa

rato antes y después de cada determinación. En los casos en que no
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se obtuvieron Valores consistentes, se repitieron las lecturas hasta
hallar-el Valor aceptable.

Los Valores de la extinción especifica fueron calculados

utilizando tablas, interpolandc cuandofué necesario entre Valores

y no por lectura en el lirbo del aparato por considerar que era más

dificultoso y exigía mayortiempo en las apreciaciones.

Comoconfirmación de los valores hallados, se efectuó una

nueva determinación en todos los casos y una tercera en los de solu

ciones diluidas porque aparecían unos máximossucesivos alrededor de
la banda de Soret.

mntación gráfica de los valores_ob__mm¿o_sz(58)

Gomose dijo en la página 45, se ha representado la extinción espec;
fica E en función de la longitud de onda (mu) de la luz incidente, de

acuerdo con lo siguiente:

Gráfico 1: Uroporfirina I en HCl 25%

" 2: Porfirina 208 en HCl 25%
n 3: Porfirina de Waldenstrüm enHCl 25%

" 4: Uroporfirina I de porfiria congénita en HCl 25%

5

6

" : Ester metiiico de la Uroporfirina I en sol. clorofórmica
n g n n u n Porfirina 208 n n n

" 7: " " " " Uroporfirina III " " "

" 8: " " " " Uroporfirina I (P.C)" "

" 9: " " " " Porfirina de Waldenstróm y de las

dos porfirinas que la forman en solución clorofórmica.
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TABLA I

MAXIMOS DE ABSORCION DE PORFIRINAS LIBRES EN HC]. 25%

Porfirina I II Soret

h. 596 (x) 554 411
Gráfico l UROI

t. 597.0 553.8 410.3

h. 597 553 410
Gráfico 2 208

t. 595.8 552.6 408.7

h. 597.5 556 411

Gráfico 4 UROI T
(p’°') t. 597 553.8 410.3

l.

(x) Valores en mu

h g N

t: "
hallados

de tablas (9)
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_TABLA II

MAJCEMOSDE ABSORCION DE LOS ESTmP'S L'ÏEI‘ILIOOS DE PORFIRINAS

en solución clorofórmica

Graf. Porfirina I II III IV v :Soret

h 625 598 571-5 538 503 404
v UBO I

t 625-8 599 571 535.7 503-4 406

h 625 597 571 558 501 404
v1 208-. L——

t 625 598 569.9 534.6 500.8 —

h 627-5 597 57° 536 503 403-5
VII wm). w “

t 625 - 570 535 501 406

h 627-5 598 570 555 502 405
VIII URO I r» A»

(M') t 625 599 571 535.7 503.4 406
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TABLAIII

VALORES DE LAS EXTINCIONES ESPECIFICAS E

REFERIDA A LA CONCENTRACION C.1% EN SOLUCION DE HCl 25%

' v

I‘ II Soret I

M 596 554 411
uno I —mrw— ww

E 65 229 4900

M 597 553 410
208

E 68 234 489o

M 597.5 556 411
URO I

(p°°') E 64 215 4650

M: Máximos (mn)
. 1 cm.

E: Extincion específica E 1%
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TABLA IV

ÜALORE'S DE LAS EFCIINCIONES ESPECIFICAS E

REFERIDA A LA CONCENTRACION C:1% EN SOLUCION CLOROFORMICA

I

I II III IV v Soret

M 625 598 571.5 538 503 404
URO I — * 7 N J

E 43 15 75 101 182 1550

M 625 597 571 538 501 404
208 -

E 21 7 4o 56 92 84o

_M 627.5 597 570 536 503 403-5
WALDENSTROM 4

E 28 16 83 8o 134 1600

M 627-5 598 570 535 502 405
UROI (p.c.)

E 50 17 90 '122 192 1750
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RESULTADOS

En la tabla I, renglón h, están expuestos los Valores de

los máximosde absorción correspondientes a la Uroporfirina I y a

la Porfirina 208 obtenidas a partir de la Porfirina de Waldenstróm.

En la mismafiguran los Valores de 1a Uro I aislada de orina de un

caso de porriria congénita. Estos datos corresponden a soluciones

en HCl al 25%.

En la mismatabla, renglón t, se hallan los Valores es

pectrofotométri cos de 1a Uroporfirina I y Porfirina 208 aislada de

Porfirina de Waldenstróm, determinados por otros autores. (9)

Puede apreciarse que las diferencias entre los valores
hallados para las distintas porfirinas son tan pequeñas, que están
por debajo de 1a capacidad de resolución del aparato.

En la tabla II, renglón h, están consignados los máximos

de absorción de los ésteres metílicos de la Uroporfirina I y Porfiri
na 208 obtenidos de la Porfirina de Waldenstram, y la Uroporfirina

I aislada de porfiria congénita. Estos valores corresponden a una
solución clorofórmica.

El examendemuestra que las diferencias halladas entre la

Uroporfirina I y la Porfirina 208 no pueden ser resueltas por el a

parato. En cambio, las de la Uroporfirina I de Porfirina de Waldens

tróm y la Uroporfirina I de porfiria congénita, en general, son más

significatiVas.
En particular para 1a Uroporfirina I y Porfirina 208 los

máximosI, II, III, IV, V y Soret aparecen muy cercanos.
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En el cotejo entre la Uroporfirina I y la 208 con 1a de

Waldenstrüm de la que provienen, vemos que 1a Porfirina 208 acusa

una discrepancia mayorque la Uroporfirina I.

Asimismo,1a diferencia entre las dos Uroporfirinas I
entre si es escasa.

Los valores de la Uroporfirina I de porfiria congénita,

tipica Uroporfirina I, son los que se han utilizado comoreferencia.

En la tabla III figuran las extinciones especificas E
correspondientes a los máximosque figuran en el renglón M, referi

das a la concentración CÏ 1% en solución de HCl al 25%. Los valores

entre 1a Uroporfirina I y Porfirina 208 muestran una diferencia aprg
ciable para 1a banda II y la de Boret.

Asimismoentre 1a Uroporfirina I de Waldenstrñm y la Uro

porfirina I de orina de porfiria congénita, el Valor de las extin
ciones acusa discrepancias notables en las tres bandas.

En la tabla IV las extinciones específicas en solución

clorofórmica son muydiferentes tal comoaparecen para la Uroporfi

rina I y Porfirina 208 donde hay una extinción de aproximadamente

un 50%menor en esta última.

A su vez, al coteJar los Valores de extinción de 1a Porfi

rina de Waldenstróm con los de 1a Uroporfirina I y 208, de la cual

provienen, los mismos aparecen en una forma intermedia.

Las extinciones especificas de 1a Uro I de Waldenstrómy

1a Uro I de porfiria congénita, son diferentes pero en un grado tal

que sus valores discrepantes pueden atribuirse a varias causas como

se discute a continuación. Para la Uro I de Waldenstrómtodos los v2

lores son menores en un 15% aproximadamente con respecto a la Uro I

de porfiria congénita.
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DISCUSIONES

Si bien los valores de los máximosde absorción de las so

luciones clorhidricas y clorofórmicas son poco diferentes, y se en

cuentran dentro del orden obtenido por los autores Grinstein,

SchWartzy Watson (9) quienes usaron el espectrógrafo de Hilger para

la zona ultravioleta y el espectroscopio de Zeiss para la zona Visi

ble —que parece ser más sensible para determinadas zonas que el

BeckmanD.U. - las diferencias observadas en cuanto a posiciones no

serian significativas dentro de las condiciones en que se usó el ar

parato.
Si se tiene en cuenta que para la zona más sensible del

aparato el valor está dentro de los 10 Angstroms(1 mp), significa

que los Valores hallados son satisfactorios.
Respecto de la extinción especifica en medio clorhídrico

las diferencias entre Uro I y 208 son relatiVamente pequeñas. Si

ellas fueran significatiVas su importancia será revelada por los es
tudios en ejecución.

Pero en cuanto a los valores en solución clorofórmica hay

una apreciable diferencia entre ambasporfirinas.

Si observamosla extinción específica de la Uro I de por

firia congénita y la aislada de Porfirina de Waldenstróm,se destaca

que en esta última los valores de E son menores. Esto podria expli

carse comouna presencia de Porfirina 208 que no ha sido factible

separar por la cromatografía de 0050a, a pesar de las repetidas re
cromatografias, recristalizaciones, comprobaciónde ente cromatogra

fico único, etc. Ello estaria de acuerdo con el punto de fusión re

latiVamente bajo comparado con lOs obtenidos.
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E1 trabajo de Rimington y Sveinsson (38) destaca que el

valor de la intensidad de absorción de 1a banda de Soret (405 mu)

correspondiente a una cuidadosa preparación de Uroporfirina I di

suelta en HCl0.5 N es E s 6517 y para el éster metilioo en cloro

formo E = 2067.

Ademásseñala los siguientes Valores de la extinción es

pecifica de la Uroporfirina I en solución clorofórmica:

I 39, II 67, III 91, IV 151 y Soret 2067

y para 1a Porfirina de Waldenstrüm:

I 39, II 69, III 92, IV 155 y Soret 2100.

Cabe destacar que de 1a comparación de los valores obte

nidos con los de la tabla IV, resulta que éstos son más cercanos a

la Uroporfirina I obtenida a partir de 1a Porfirina de Waldenstróm

que los de 1a Uroporfirina I de porfiria congénita.
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El estudio espectrofotométrico de 1a Uroporfirina I y

Porfirina 208 separadas de la Porfirina de Waldenstrómpor la co

lumna de CO3Capermite concluir lo siguiente:
19) En medio clorhídrico al 25%las posiciones de los má

ximos de absorción para 1a zona del visible y del ultravioleta son

muypróximas y prácticamente imposible de distinguir con el espec

trofotómetro BeckmanD.U.

los máximos son:

Uroporfirina I I 596, II 554 y Soret 411 mu

Porfirina 208 I 597, II 553 Y Soret 410 mu

Los Valores de 1a extinción especifica son:

Uroporfirina I I 65, II 229 y Soret 4900 mp

Porfirina 208 I 68, II 234 y Soret 4890

29) En solución clorofórmica la posición de los máximos

de los ésteres metilicos es también muypróxima:

Uro I I 625, II 598, III 571.5, IV 538, V 503 y Soret 404

208 I 625, II 597, III 571 IV 538, v 501 y Soret 404

Las extinciones especificas son manifiestamente diferentes:

Uro I I 43, II 15, III 75, IV 101, V 182 y Soret 1550

208 I 21, II 7, III 40, IV 56, V 92 y Soret 840

39) Los valores espectrofotométricos de la Uro I separados
de la Porfirina de Waldenstrómcoinciden con los Valores de la Uro I

provenientes de porfiria congénita, que se considera actualmente co

moUroporfirina I de referencia.
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