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El presente trabajo tiene por objeto determinar la variación estacio
nal en la composición de los aminoácidos de la "Macrocystis Pyrifera".

Se partió de muestras cosechadas en Puerto Deseado, donde fueron se
cadas al aire. Una vez en Buenos Aires se secaron en estufa a 35-40°C,
trituraron en molino a martillos, se volvieron a secar y finalmente se
molieron en un pequeño molino a bolas de porcelana.

La parte experimental consistió en:

a) DETERMINACIÓN DE NITROGENO TOTAL

Se siguió la técnica que recomiendan Tompsony Morrison para mues
tras vegetales consistente en kjeldhalización de la muestra y nessleriza
ción posterior.

Se partió de 100-200 mgde alga sin tratamiento previo ; se trataron
con 5-10 ml de ácido sulfúrico 3 N y se inició el calentamiento hasta apa
rición de humosblancos; la digestión duró 10 minutos. La muestra, una vez
fría, es tratada con dos gotas de agua oxigenada al 30 % exenta de nitró
geno; siuno se producedeealoración sc agregan sucesivas porciones de agua
oxigenada hasta obtener un líquido claro. Se neutraliza con hidróxido de
sodio al 5 %y lleva a 25 ml.

Para la nesslerización es necesario realizar sucesivas diluciones
hasta obtener una que permita hacer lecturas en el fotómotro cepectral
Carl Zeiss, modelo PMQII utilizado. Todas ollas se obtuvieron con cube
tas de l cmy filtro 440.

Cemoestas soluciones no cumplen la Ley do Beer fuó entonces necesa
rio confeccionar una curva con cantidades dotenninadas de sulfato diamó
nico, y de alli so extrapolaron los valores que se obtenían para cada lec
tura de las muestras problemas. Los valores numéricos están dados por el
CUADRO I.



b) DETERMINACION DE NITROGENO AMINICO

Se llevó a cabo mediante la titulación iodomótrica de las sales de
cobre de les aminoácidos según el método de Pope y Stevens puesto a pun
to por Schroedor, Kayy Mills. Dichos trabajos indican que en la mayoría
de los casos des moléculas de un aminoácido reaccionan estequiomótrica
mente con un ion cúprice para formar una sal azul de cobre.

Se realizan hidrólisis ácida y alcalina y los hidrolizados obtenidos
se noutralizan usando timolftaleína comoindicador.

Dichas sales azules de cobre pueden ser solubles o no; para favore
cer la solubilidad de las mismasse agrega una cantidad conocida de gli
cina. Por lo tanto, es necesario realizar dos determinaciones: una con
agregado de glicina y otra sin olla.

La cantidad de cobre en solución hallada on el mótodo con glicina
se sustrac al cobre total en solución y de esta forma sabemosla canti
dad do cobre que se ha combinado estequiomótricamonte tanto con los ami
noácidos solubles comocon los inselubles.

La cistina permaneceinsoluble aún en presencia de glicina. Les va
lores numéricos están dados por el CUADROII.

c) DETERMINACION DE AMINOACIDOS POR QEQHATOGRAFIA SOBRE PnPEL

Las muestras para llevar a cabo la cromatografía también se sometie
ron a una hidrólisis ácida y otra alcalina seguida, en amboscasos, de un
tratamiento adecuado denominado"desalting", consistente en eliminar las
sales que luego interferirían en el desarrollo de los cromatogramas.

Para clle se embebeuna determinada cantidad del respectivo hidroli
zado en un papel de filtro y se seca on corriente de aire -aliente; se
eliminan las grasas con dicloroetano caliente y se realiza luego una cx
tracción con prepanona ácida durante una hera, destilándose al vacío has
te sequedad y recogiendo el residuo con isopropanol al lO %.

Se realizó cromatografía descendente, utilizando papel WhatmanN° l
recortado según Matthias y comosolvente Butanol-ácido acético-agua
(40:10:50). Las manchasse dejaron correr durante 4g horas en dos.perío
dos de 24 horas con secado intermedio y se revelaron con solución de nin



hydrina al 0,1 %.

Una voz en poder de los cronqtogranas no se determinaron Rf absolu
tos teniendo en cuenta las distancias recorridas por el frente del solven
te y por la sustancia problema, sino Rf relativos referidos a un aminoáci
do que en lo sucesivo sirviera comotérmino de comparación para todos los
demás.

Para tal fin se eligió la alanina y se determinaron Ra, es decir, la
relación existente entre las distancias recorridas por la sustancia pro
blema y por la alanina.

En los casos de posibles dudas debidas a la similitud de los Ra do
dos manchasdistintas se recurrió a correr dichas nuestras con un solvente

distinto, etanol al 77 % (V/V), tambión por ol mótodo descendente y usan
do solución de ninhydrina al 0,1 % comorevelador.

El resooctivo cuadro da la sumade los aminoácidos provenientes tan
to do hidrólisis ácida comoalcalina.



DETERMINACION QE NITROGEHQ TOTAL

(método de Tompson y Morrison)

%Nitrógeno total

octubre 1953

noviembre 1953

enero 1954

febrero 1954

marzo 1954

abril 1954

mayo 1954

julio 1954

agosto 1954

hojas

planta entera

flotadores

1,75

1,87

1,50

1,68

CUADRO I



DETERHINACION DE NIÍROGENO “HINICO

(método de Pope y Stevens)

Hidr. ácida Hidr. alcalina

octubre 1953

noviembre 1953

enero 1954

febrero 1954

marzo 1954

abril 1954

mayo 1954

julio 1954

agosto 1954

hojas

planta entera

flotadores

0,91

0,83

0,87

0,85

0,80

0,85

0,90

0,52

0,70

0,72

0,82

CUADRO II
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febrero 1954 1 11,11 13,02 0,15 1 11,00 13,02 0,155
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60:11 1954 1 12,03 13,02 0,19 1 12,00 13,02 0,195
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agosto 1954 1 11,61 13,02 0,125 1 11,50 13,02 0,12
no3.- 1 12,31 13,02 0,03 1 12,10 13,02 0,01

planta catan 1 11,05 13,02 0,16 1 11,92 13,02 0,115
flotadm 1 9,51 13,02 0,41 1 9,61 13,02 0,415

242911.01;

octubre 1953 '1 12,10 13,02 0,905 1 12,01 13,02 0,91
noviu'hro 1953 1 13,03 13,02 0,94 1 13,13 13,02 0,96

onuo 1954 1 ¡0,91 13,02 0,615 1 10.93 13,02 0,62
tom-oro 1954 1 12,31 13,02 0,03 1 12,33 13,02 0,04
uno 1954 1 12,10 13,02 0,00 1 12,10 13,02 0,01

¡un 1954 1 12,51 13,02 0,065 1 12,56 13,02 0,015
wo 1954 1 12,42 13,02 0,05 1 12.33 12,02 0,04
Julio 1954 1 12,10 13,02 0,00 1 12,00 13,02 0,195
agusto 1954 1 12,03 13,02 0,19 1 12,03 13,02 0,19

no3.- 1 12,10 13,02 0,905 1 12,16 13,02 0,90
planta autora 1 12,51 13,02 0,065 1 12,42 13,02 0,05

flotadoru 1 10,25 13,02 0,515 1 10,33 13,02 0,53
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En la gran mayoría de los trabajos realizados sobre algas no se ha
tenido on cuenta la variación estacional do composición de las mismas.
Es por ello, y comoun aporto más a la literatura, que se tratará de de
terminar en el presento trabajo la composición cualitativa en aminoácidos
de la Macrocystis Pyrifcra y su variación estacional.

Es ésta un alga gigante del orden de las Laminarialos, llega a tener
100 metros de longitud, que crece en nuestro país en el vasto litoral pa
tagónico, desde la Provincia del Chubuthasta Tierra del Fuego, es decir
donde la temperatura del agua no sobrepasa los 20°C.

Desdeel punto de vista de la clasificación botánica las algas perte
necen al grupo de las Talófitas, dentro de las cuales forman la sección
Algae que a su vez comprendenvarias clases, órdenes y familias (1).

La Macrocystis Pyrifera se arraiga en rocas del litoral por medio de
prolongacionos del "tale", denominación que se lo dá al vegetal completo,
en forma rizoidal.

Morfológicamcntcel "tale" de las algas superiores se divide en:
a) órgano de flotación o bulbo (especie de raíz adherida a la roca);
b) estipa o varilla (especie de tallo);
o) lámina o fronda, que constituye el órgano de reproducción, absorción,
elaboración y acumulaciónde sustancias nutritivas.

En algunas especies se encuentran además los Ílotadoros, órganos en
forma de sacos que so hallan implantados on la base do la fronda, consti
tuidos por una pared membranosaon cuyo interior se encuentran gases, lo
cual hace que so mantenganflotando cerca de la superficie del agua.

La composiciónquímica de las distintas partes del talo es cuantita



tivamente diferente y tambiéndifieren las características de algunos de
los componentes comunesa ellos. Ver el cuadro II para el case del nitró
geno amínico en hojas, flotadores y planta entera.

Los valores que se incluyen a continuación fueron determinados en
los Laboratorios del Departamento Químico del INTI y correSponden a Macro
cystis Pyrifera:

cenizas 36,8 %
manitol 3,0
ácido algínico 21,0
proteínas 7,5
fibra cruda 7,2
potasio 11,7
sodio 4,2
cloruros 13,7
azufre 1,0
fósforo 0,3
calcio 1,1
magnesio 0,8

En cuanto a la clasificación sistemática teniendo en cuenta su pig
mentación se las divide en: azules o cianofyceae, verdes o chlorofyceae,
rejas o rhodofyceae y pardas o phacofycoae (2).

Las algas pardas son por su desarrollo, abundancia y distribución
las más importantes y las que encuentran mayor utilización en la econOmía
del hombre.

Las algas están distribuidas a lo largo de las costas de los continen
tes. El desarrollo de las diferentes especies está condicionado a diversos
factores entre los cuales podemosmencionar la temperatura mínima media de
las aguas superficiales, las corrientes marinas, el grado de salinidad del
agua, la existencia de materiales nutrientes específicos para determinada
especie, y en menor grade las condiciones climáticas y geográficas de la
zona.

De lo cual se concluye que, en terminos generales, las posibilidades
de desarrollo son similares a las de los vegetales terrestres. Por lo tan
to, la utilización dc las algas marinas está en relación directa con las
características geográficas de cada zona y con la posibilidad de cosecha.



LAS ALGAS EN LA ALIMENTACION

Desde el punto de vista alimenticio las algas utilizanse directamen
te en la alimentación humanao en la de los animales terrestres, así como
también para abonar la tierra.

Constituyen el recurso biológico del mar de mayores persPectivas dada
la gran variedad de usos a que pueden destinarse. Hay unas 2.566 eSpecies
de algas sedentarias que bordean la costa de los continentes, las cuales
tienen unas 400 aplicaciones directas o indirectas en la economiadel hom
bre.

Si bien en la alimentación del hombrese utilizan las algas desde
tiempos muy remotos, este consumoha sido siempre reducido. El Japón y otras
islas del Pacífico tienen las cifras de consumomás elevadas, pero ello
es debido principalmente a la elevada densidad de población y a la escasez
de otros productos nutritivos.

En cuanto a la explotación, Japón marcha también a la cabeza, ya que
según datos estadísticos de la F.A.0. la producción bruta media en el po
ríode comprendido entre 1930 y 1943 fué de 408.570 toneladas correspondien
tes, en especial, a algas pardas y rojas. Se explotan intensamente las al
gas y utilizan en la alimentación en las costas de China, Filipinas,lndo
china, Hawai, etc.

Se consumenal estado fresco, desecadas o comoextractos preparados
con diversos condimentos, o bien comoproductos obtenidos por fermentación.

En Europa el consumo de algas como tal alcanza expresiones muy redu
cidas, salvo en Noruega, donde la harina de algas pardas mezclada con ha
rina de cereales se utiliza en la fabricación del pan; y en las costas do
Escocia, Irlanda, Francia e Islandia donde se consumendiversas especies
en sopas, ensaladas, comolegumbres o condimentos.

En el hemisferio Sud el consumoes también reducido, teniendo importan
cia local en la alimentación de las poblaciones costeras de NuevaZelandia,
Australia y Chile. En este último país la Durvillea, alga que contiene
cerca de 40 % en alginatos, se vende con el nombre de "cechayuyo".



El contenido en proteínas y aminoácidos de las algas ha side inves
tigado. Así, Smith y Young(3) determinaron cuantitativamente la distri
bución de aminoácidos combinados en plantas enteras de cinco especies dis
tintas de algas marinas por cromatografía, luego de extracción cen etanol
a1 75 %.

Coulson (4) estudió también las proteínas extraídas de algas marro
nes, verdes y rojas, especialmente del "rhodymeniapalmata" (5), en la
cual determinó los aminoácidos por cromatografía bidimensional.

En Japón, Mitsuzo Takagi determinó los puntos isooléctricos de las
proteínas encontradas en la "ulva pertusa" (6) y, además, las cantidades
de tirosina, triptofano, troonina y serina (7) existentes en diversas espe
cies de algas marrones, verdes y rojas, encontrando mayor preporción de
dichos aminoácidos en las algas marrones.

La arginina y su extracción comoSal de sodio fué estudiada por K. Ta
bei (8).

131Los iodeaminoácidos de las algas marinas determinados usando I fué
motivo de un estudio realizado por Scott (9).

En cuanto al uso de las algas en la alimentacion de animales podemos
citar que en las islas Orkneye Iceland las ovejas se alimentan exclusiva
mente de algas marinas la mayor parte del año. En algunos países se está
difundiendo cl uso de harina de algas mezclada con harina de pescados y
cereales para la alimentación de animales domésticos.

Tambiénse han realizado eXperiencias con cerdos, vacas, gatos y ove
jas incorporando a la dieta de estos animales algas pardas durante meses,
sin que se produjeran alteraciones en la salud ni en la producción de lana
o leche. Experiencias posteriores revelaron que deben utilizarse algas con
contenido moderadode iodo, materias minerales y fibra cruda.

La incorporación de aminoácidos esenciales por medio de algas al ali
mento de granjas fué tratado por Lymany otros (10).

Tambiénse realizaron experiencias en ratas quofdemostraron un mayor
crecimiento debido a la lisina y troonina incorporada a su dieta por medie
de algas. Así Houdley, Ing y Krauss (ll) encontraron que la "chlorella py

. . . . . Irencidosa" es una fuente más rica en troonina y liSina que la proteina de



soya purificada, e iguala en contenido con la cascína, lecho en polvo, hue
vo o hígado desocado.

En nuestro país se ha efectuado recientemente una experiencia desti
nada a estudiar las posibilidades de emplear algas comosuplemento en la
alimentación del ganado ovino. Fuó realizada en el Instituto de Biología
Animaldependiente del INTA(12) y utilizan la Macrocystis Pyrifera (vul
garmente "cachiyuyo") para alimentar en forma experimental borregos Correi
dale. Los alimentos a los que se incorporó Macrocystis Pyrifera en propor

ción no mayor de 1/3, fueron consumidos sin mayor_dificultad; no provoca
ron anormalidades digestivas ni alteraciones en los procesos de reproducción
y las lanas consorvaron su longitud de mecha, uniformidad de finura, ondu
lacionos, resistencia y flexibilidad.

En cuanto a la capacidad fertilizante de las algas está dada por el
contenido de nitrógeno, potasio y fósforo.

Durante las dos guerras mundiales, y comoconsecuencia de la escasez
de fertiliZantes potásicos, se desarrolló on.la costa de California (EEUU)
una interesante industria de abonosutilizando las algas pardas gigantes
del Pacíiico, especialmente Macrocystis Pyrifera.

Otro uso interesante de las algas es la obtención de ácido algínico,
un ficocoloide que parece existir exclusivamente on las algas pardas. En
sucesivas publicaciones varios autores demostraron que se trata de un po
límero del ácido manurónico (13) (14).

Gracias a su estado coloidal los alginatos solubles (de metales al
calinos y de magnesio) actúan comoemulsificantes, estabilizantes, cïloi
dos protectores y humcctantos.

En la industria de la alimentación se han encontrado numerosas apli
caciones a los alginatos, comopor ejemplo: formación de películas pro
tectoras para la conservación de frutas, verduras, carnes y fiambres (sus
titutos de tripas para embutidos); aglomerantc dc carne picada o carne sin
tética a partir de proteínas vegetales; estabilizantc de productos lácteos;
coloide protector en la fabricación de helados; preparación de hilos para
hilar y comprimir fiambres y embutidos; etc. A esto respecto existen nu
merosas patentes de diversos países.



PARTE EXPERIMENTAL Y DISCUSION

La parte experimental consistió cn trabajar sobre muestras de Macro

cystis Pyrifera recogidas en Puerto Deseadoa‘;in de poder determinar las
variaciones de sus aminoácidos en las distintas ópecas del año.

El estudie de los aminoácidos en algas marinas presenta numerosas di
ficultades tócnicas debido a la gran cantidad de hidratos de carbono y sa
les minerales y a 1a pequeña proporción de nitrógeno que contienen.

So utilizaron las algas que previamente fueron secadas al aire en el
lugar de cosecha y enviadas a BuenosAires. aquí se secaron en estufa a
baja temperatura (35-40°C); trituraren en un molino a martillos, se soca
ren nuevamente a 35-40°C en estufa y molieron en un pequeño molino a bo
las de porcelana.

El trabajo se dividió on tres partes:
l) Determinaciónde nitrógeno total por Kjoldhalización y nessleriza

ción posterior de acuerde a la tócnica de Tompsony Morrison (15). Las va
riables más importantes a tener en cuenta son: la preparación y ol mante
nimiento del reactivo de Nessler, basado en la modificación de Kochy Mc
Meokin sobre el reactivo de Folin Nessler (16) (17) (18); las condiciones
durante la digestión de la muestra (16) (19) (20); la temperatura de la
muestra durante la digestión (19) (20); y la alcalinidad de la muestra
antes y después de la nesslerización (16) (17) (18) (21).

2) Determinación de nitrógeno aminico empleando la tócnica de Sehroeder
Kayy Lills (22) basada en los primitivos trabajos de Pepe y Stevens (23).
Estos utilizaban cloruro cúprico 0,16 molar, iesfate trisódice, solución
buffer de bórax, suspensión de fosfato cúprico, timelftaleína, tiosulfato
de sodio, solución standard de iedato de potasio y almidón comoindicador.
Es importante aquí el tiempo que media entre la mezcla de reactivos y la
centrifugación del fosfato cúprice; se ensayó de l a 30 minutes encontrán
dose que el tiempo óptimo era 5 minutos. Cada una dc las muestras fuó so



metida a hidrólisis ácida y alcalina para luego realizar la determinación
de nitrógeno amínico.

3) Investigación de los aminoácidos constituyentes por cromatografía
sobre papel. Las muestras para llevar a cabo la cromatografía tambión se
sometieron a la hidrólisis ácida y alcalina seguida de un tratamiento ade
cuado, denominado"desalting" (24) , que consiste en eliminar las sales
que luego interfrrirían en el desarrollo de los cromatogramas.

Primeramente se realizaron desarrollos ascendentes usando comosol

vente butanol-ácido acético-agua (40:10:50) y ninhydrina comorevelador,
pero no se conseguía una neta sep ración de los aminoácidos. Luego se on
sayó la cromatografía bidimensional utilizando comosolvente I butanol
ácido acético-agua (40:10:50) y comosolvente II fenol-amoniaco-agua pre
parado de acuerdo a UnderwoodyRocklans (25). Los papeles se desarrolla
ron hasta 2 cm del borde y se socaron a temperatura ambiente durante más
de 24 horas, hecho sumamenteimportante (26) ya que on caso contrario el
fondo se colorea al tratarlos con ninhydrina. De esta manera se elimina
también el amoniaco, que puede conducir a graves errores pues tanto los
hidratos de carbono comoel ácido ascórbico producen con la ninhydrina en
presencia de amoniaco manchas similares a las de los aminoácidos (27). De
cualquier manera este mótodotampocodió resultados satisfactorios.

Se encontró entonces que la cromatografía descendente utilizando pa
pel recortado según Matthias (28) daba cromatogramassatisfactorios, ya
que la mayoría do los aminoácidos se scparaban bien. El solvente empleado
era butanol-ácido acético-agua (40:10:50). Las manchas encontradas se ro
vclaron con una solución de ninhydrina al 0,1 %preparada de acuerdo al
método N° 3 de Block, Durrum y Zweig (29). En los casos de posibles dudas
debidas a la similitud de Rf de dos manchasdistintas so recurrió a co
rrer dichas muestras con un solvente distinto, etanol al 77 % (v/v), pre
parado de acuerdo al item 40 de Block (30). Se usó tambión como revelador
la solución do ninhydrina.



DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

Para la determinación de nitrógeno total se sigue la técnica que
recomiendLn Tompsony Morrison (15) para muestras vegetales.

'Se parte de 100 ó 200 mg de alga seca sin tratamiento alguno que
se colocan en un pequeño balón Kjeldhal; se agrega 5 ó 10 ml (según 1a

cantidad de alga pesada) de ácido sulfúrico 3 Ny se inicia el calenta
miento colocando el balón de tal forma que resulte un ángulo de 45° con
la llama viva. Cuando el volumen se reduce a unos 2 ml aparecen humos
blancos y es entonces cuando comienza la digestión de la muestra; duran
te la mismala llama se reduce de tal modoque los vapores sulfúricos
se condensan en el bulbo del Kjeldhal. El tiempo de digestión es de 10
minutos.

Se deja enfriar a temperatura ambiente y se agrega 2 gotas de agua
oxigenada al 30 % exenta de nitrógeno; se calienta nuevamente hasta que
cesa el desprendimiento de oxígeno (1-2 minutos) y se vuelve a agregar
agua oxigenada, siempre en porciones de 2 gotas por vez; se calienta
otra vez y asi, alternativamente, hasta que el líquido se vuelve com
pletamente claro. El total de adiciones varía entre 10 y 24 gotas de
acuerdo a la muestra. Una vez que la muestra ha sido transformada en
una solución clara y está fría, se diluye con agua (6-7 m1) y se neutra
liza con hidróxido de sodio al 5 %. Esta solución ligeramente alcalina
se lleva a volumen en matraz aforado de 25 m1 con agua destilada.

El método original indicaba que se deben tomar 20 de esa solución
. . I fi . 'para la nesslerizac1on, pero en la practica se encontro que resultaban

soluciones muyconcentradas para trabajar con el espectrofotómetro, ya
que al agregar el reactivo de Nossler se producía turbidez.

Para poder hacer lecturas adecuadas debieron hacerse diluciones a
partir de la solución neutralizada (25 ml), que variaron según los casos
y luego, de alli, se tomaronlos 20 ml necesarios para la nesslerización.

NESSLERIZACION

Los 20 m1 de la solución se colocan en un tubo testigo de 50 ml y
se mantienen a 20°C. Se hace burbujear aire, lentamente, a través del
líquido; por las paredes del tubo se deja correr 1 m1del reactivo de



Nessler preparado de acuerde a (15) seguido de 5 m1 de hidróxido de sodio
a1 5 %; se hace correr nuevamente aire a través del seno del líquido du
rante 30 segundos. No es necesario que la solución nesslerizada se man
tenga a 20°C luego del agregado del hidróxido de sodio.

El color se determinó exactamente 20 minutos despuós del agregado
de álcali, midiendo extinciones por medio de un fotómetre espectral Carl
Zeiss, modelo PMQII.

En todas las determinaciones se utilizó cubeta do l cmy filtro 440.
Los blancos y los standards se hacen en similares condiciones.

Comoestas soluciones no cumplen la Ley de Beer fué entonces nece
sario confeccionar una curva con cantidades determinadas de sulfato di:

a . .‘ I . Íamonico, y de alli se extrapolaron los valores que se obtenian para ca
da lectura de las muestras problemas.

Usando esta técnica no se han notado para la Macroeystis Pyrifera
las dificultades que tuvieron Channingy Young(31) (32) en la determi

. t a . I .1 'naeion de nitrogeno de las algas.

Para confirmar la exactitud de los resultados obtenidos se realiza
ron determinaciones de nitrógeno total por el método micro Kjeldhal se
gún L.O.A.C. en su sexta edición del año'l945, página 763, siendo los va
lores numéricos los siguientes:

noviembre 1953: 1,88 %

enero 19548 1,11

abril 1954: 1,66
agosto 19548 1,50

Nótese la equivalencia con los respectivos valores in ertos en el
cuadro I.

DBTERMINaCION DE NITROGENO ¿MINICO

Se llevó a cabe mediante la titulación iedométrica de las sales de
cobre de los aminácidos según el método de Pope y Stevens (23) puesto a
punto por Schroeder, Kay y Mills (22). Dichos trabajos indican que en
la mayoría de los casos dos gmlóculas de un aminoácido reaccionan este
queemótricamente con un ion cúproco para formar una sal azul de cobre.
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Se realizan hidrólisis ácida y alcalina partiendo en amboscasos de
l gramo de alga seca y molida.

La hidrólisis se lleva a cabo en un ampolla eVacuadade aire y ce
rrada a la llama y se trata, según el caso, con 10 m1de ácido clorhídri
co 6 normal ó 10 ml de hidróxido de bario al 14 % (33).

La ampolla se cerró y se hizo la hidrólisis en estufa a llO°C duran
te 24 horas. Cumplidoel período se dejan enfriar a temperatura ambiente
y luego se sumergen en baño de hielo y sal para evitar que estallen al
romperlas.

El contenido se filtra resultando de color amarillo pajizo las al
calinas y de color caramelo las ácidas; luego se neutralizan usando ti
molftaleína comoindicador ó hidróxido de sodio al 30 % ó ácido clorhí
drico 6 normal según el caso.

Tanto los hidrolizados ácidos comolos alcalinos, una vez neutrali
zados, se contriíugan; el residuo se lava dos veces con agua destilada
caliente. El líquido sobrenadante más el proveniente de los lavados se
lleva a volumen (25 ml).

A esta altura del procedimiento es necesario tomar en consideración
los posibles aminoácidospresentes.

Si existieran solamente aminoácidos capaces de dar una sal soluble
de cobre tomaríamos 5 ml de la suspensión de fosfato cúprico lavado y
5 ml de la solución problema, pipeteándolos en un tubo de centrífuga de
15 m1, siguiendo la técnica que se detalla más adelante.

Pero comoes lógico sospechar la presencia de aminoácidos que for
menuna sal do cobre insoluble o parcialmente soluble, comoocurre con
la loucina, metionina, fenilalanina y triptofano, será necesario enton
ces modificar el procedimiento para obtener dicha sal soluble de cobre,
agregando a la solución problema una cantidad conocida de glicina.

La presencia de glicina produce una sal soluble, aparentemente a
través de la formación de una sal doble.

Por lo tanto, a una porción de la muestra problema se aplica el mó
todo descripto para sales solubles de cobre y a otra porción, la modifi
cación propuesta por agregado de glicina siguiendo la tócnica siguientes
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a una parte alícuota (2,5 ml) de la solución preparada se agrega 2,5 ml
de gliCina 0,04 molar y 5 m1 de una suspensión de fosfato cúprico lavado
preparado según Schroeder, Lay y Mills (22) y colocan en un tubo de cen
trífuga de 15 ml; la mezcla se deja estar 5 minutos, agitando ocasional
mente; se tapa el tubo y el exceso de fosfato cúprico se elimina centri
fugando durante 5 minutos. Del líquido sobrenadante se pipetean 7 ml en
una solución de 5 gramos de ioduro de potasio en 32 m1 de solución de
ácido acético preparada según (22), a la cual se le titularon con tio
sulfato de sodio los vestigios de iodo que pudiera contener, y el iodo
resultante se titula con tiosulfato de sodio 0,005 normal preparado y
standardizado según (22) usando almidón comoindicador.

La cantidad de cobre en solución hallada en el segundo método (agre
gado de glicina) se sustrae al cobre total en solución y de esta forma
sabemos la cantidad de cobro que se ha combinado estequeomótricamente
tanto con los aminoácidos solubles comocon los insolubles.

Es necesario aclarar que la cistina permaneceinsoluble aún con el
agregado de glicina.

Los valores numéricos correspondientes a la hidrólisis ácida y a
la alcalina están dados por el cuadro II.

DETERMINACION DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA SOBRE PAPEL

Se utilizan muestras de algas tal cual, sin tratamiento previo, se
cas y molidas a las que se las somete a una hidrólisis ácida y otra alca
lina tal comolo recomienda Cramer (33) y fué elaborado por Zahn (34).

Las hidrólisis se llevaron a cabo en una ampolla evacuada de aire

y cerrada a la llama y se usó l gramode alga y lO ml de acido clorhí
drico 6 normal ó 10 ml de hidróxido de bario al 14 % para las acidas y
aldalinas, respectivamente. La temperatura de hidrólisis fué 110°Cy el
tiempo 24 horas, al cabo del cual se deja enfriar primero, a temperatu
ra ambiente, y luego se sumergen en un baño de hielo y sal para evitar
que estallon a1 abrirlas. Se filtran y llevan a volumenen matraz afora
do de 25 m1.

Una vez obtenidos estos hidrolizados fuó necesario encontrar un
mótodoque permitiera eliminar las sales que interferirían en la cro
matografía sobre papel.
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í

So adoptó, por dar resultados muysatisfactorios, ol método de "de
salting" que recomienda Block (24) ampliado por ol trabajo de Lissitsky
(35) consistente cn tomar una determinada cantidad ( 5 m1 o más, de acuer
do a la concentración) de la solución resultante de la hidrólisis,-ombc
borlos cn un papel de filtro y socarlos en corriente de aire caliente.

Una voz seco ol papel se corta en pequeños trozos y se desongrasa
con dicloroetano caliente; esta extracción es necesario hacerla, por lo
menos, tros veces. Después quo los papeles están secos se realiza una
extracción con propanona ácida (1 %do ácido clorhídrico concentrado)
durante una hora, on la proporción do 20 m1 de propanona ácida por cada
mililitro de muestra problema. Luegode oso tiempo la solución so fil
tra y destila en vacío hasta sequedad. El residuo se toma entonces con
l m1 de isopropanol al 10 %. De esta forma so obtiene las muestras para
:ometcrlas a la cromatografía sobre papel.

El papel utilizado cn la cromatografía fué el WhatmanN° l y sc cor
taron tiras de 11x46 cmadoptóndoso 1a siguiente configuración (28):

Ver? g‘ ‘5VVS/V
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Las manchas se aplicaron con micropipetas en los puntos señalados
con "s" teniendo en cuenta las siguientes precauciones: durante las apli
cacionos el papel Whatmanse coloca sobre un vidrio perfectamente limpio,
ya que cualquier liquido que tuviera en su superficie sería absorbido in
mediatamente por el papel; es necesario que la mancha tenga el menor diá
metro posible, y para ello la gota se seeará inmediatamente de ser colo
cada, ya sea por medio do una lámpara de rayos infrarrojos o por una co
rriente de aire caliente.(36).

El solvente utilizado fue butanol-ácido acético-agua (40:10:50), mez
cla que debió ser renovada frecuentemente por sufrir esterificación en w
pocas semanas (37).

Es necesario tener en cuenta las variaciones de los Rf debidas a los
cambios en el volumen del solvente y de la cámara. Se ha encontrado asi,
que de la medida de la cámara depende el volumen crítico del solvente.
Por encima del volumencritico del solvente los valores de los Rf están

al mínimo, aunque el volumen del solvente esté aumentado; mientras que
por debajo del volumencrítico del solvente los valores de los Rf están

O .al maximo.

En general se red0mienda permanecer por encima del volumen crítico
del solvente para tener valores constantes de Rf; pues por debajo del
máximovolumencrítico ocurre una vaperización; cl solvente se enrique
ce en agua y de aqui que los valores del Rf do los aminoácidos solubles
en agua tiendan a aumentar (38).

Otro factor a tener en cuenta por su influencia sobre los valores
do Rf es la temperatura a la cual se efectuó la corrida (38).

Tambiénes importantísimo conseguir la saturación de la cámara an
tes del corrimionto; se obtuvo ello colocando 250 ml del solvente en la
parte inferior de la cámaray 70-80 ml en la vasija superior. El volumen
de la cámara era de l4 dm3.

Para realizar el trabaje de cromatografía fué necesario preparar
soluciones patrones, de concentración conocida, de aminoácidos puros
para, de esta forma, obtener Rf comparables.

Los aminoácidos ensayados fueron! acido glutámicos/S-alaninai
l-arginina; l-cistina; glicina; dl-histidina; dl-isoleucina; l-loucina;
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l-lisina; metionina;dl-oxiprolina; l-prolina; dl-serina; l-tirosina;
l-treonina; dl-triptofano y dl-valina.

Dichas soluciones, todas dc concentración lO M (salvo el ácido glu

témico: 5/}1M), so prepararon según la técnica de Block (39) que aconse
ja favorecer la solubilización del aminoácidopor agregado de ácido clor
hídrico 6 N, gota a gota, hasta total solubilización; se agrega luego
lO ml de alcohol isopropílico y se lleva a 100 ml.

A partir de estas soluciones do aminoácidos puros se hacen cromato
gramas descendentes colocando dos gotas por cada uno de ellos (atención:
dejar secar bien entre gota y gota); se deja correr durante 24 horas.

Aqui se observó que los mejores resultados se obtenían secando el
apel al cabo de ese tiempo y corriendo nuevamente por otras 24 horas.

. . l . . ..nora s1, se secan los papeles en corriente de aire caliente y se pulve
rizan con solución de ninhydrina preparada según Block (29).

De esta fonda se consigue revelar todos los aminoácidos con excep
ción de prolina y oxiprolina, para los que se adopta la siguiente técni
ca (40). Se colocan las manchas comode costumbre y se desarrollan a la
par en el solvente butanol-ácido acético-agua durante 48 horas. Se secan
en corriente de aire caliente y no se adopta el revelado múltiple, sino
que se cortan las tiras y se revelan por separado del siguiente modo:
revelado de prolina: se pulveriza el cromatogramacon una solución de
isatina al 0,2 % en acetona; se seca al aire y coloca durante lO minutos
en estufa a 70-76°C saturada con vapor do agua; cn presencia de prolina
aparece mancha verde.

revelado de oxiprolinas el mismo cromatograma en que se ha denotado la
presencia de prolina se pulveriza con una solución recientemente prepara
da de 1 gramo de p-dimetilaminobenzaldehído, 90 ml do acetona y lO m1 de
Ccifip.clorhídrico concentrado. El papel se seca al aire durante 30 minu
tos y aparecerá manchacolor verde.

Una vez en poder de estos cromatogramas no se determinaron Rf abso
lutos teniendo en cuenta la distancia recorrida por el frente del solven
te y la recorrida por la solución problema, sino Rf relativos referidos
a un aminoácido que en lo sucesivo sirviera como término de comparación
para todos los demás.
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Se eligió para tal fin la alanina por tener un Rf conveniente y se
determinaron los Ra (Rf referidos a la alanina), es decir, 1a relación
que existe entre las distancias recorridas por la sustancia problemay
la alanina. De esta forma se eliminan las variables velocidad y tiempo
de corrimiento, ya que permanecen constantes para cada cromatograma.

Para comprobarla autenticidad del método se hicieron mezclas diver
sas de aminoácidosy se cromatografiaron, pudiéndose identificar perfec
tamente cada uno de ellos.

Se trabajó luego, y siempre en base al mismométodo, con las mues
tras problemas.

En cad; hoja de papel se colocó las dos gotas de alanina y tantas
gotas de sustancia problema comoconcentración tuviese (en general de
8 a 10 gotas) teniendo siempre la precaución de dejar secar entre gota
y gota.

Un detalle a tener en cuenta es el de colocar los cromatogramas a
correr inmediatamente de ser aplicadas las manchas, ya que en caso con
trario, por ejemplo demorade 12 horas, se producirá una posible evapo
ración del isopropanol y las manchasobtenidas dospuós ¿el revelado apa
recen de tonos muydóbiles.

Al utilizarse la solución de ninhydrina debe tenerse la precaución
de que sea rcción preparada, ya que pasado más do sois días suministra
manchas de color no muy intenso, disminuyendo el mismo al aumentar el
envejecimiento de la solución.

Los resultados obtenidos por esto procedimiento fueron satisfacto
rios (ver fotografías l y 2), salvo en los casos on que los Ra eran muy

similares, ver CUADROIII, como por ejemplo en los casos de valina y me
tionina, histidina y arginina, ácido glutómicoy treonina, glicina y se
rina, y presentaban dudas.

Fuó necesario entonces ensayar otro solvente, usáfidose etanol al
77 % (30) permitióndonos, de esta manera, eliminar nuestras dudas ya quo
los aminoácidos cuestionados presentan Ra perfectamente diferenciables
(ver CUADROIII y fotografías 3 y 4).

Para ol etanol al 77 % so siguió exactamente el mótodo utilizado
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para butanol-ácido acético-agua, pero sc encontró que el tiempo de corri
mionto óptimo ora dc 18 horas, pues tiempos mayores provocaban manchas
difusas y los resultados no eran roproducibles. Comorevelador se usó
también la solución do ninhydrina preparada según Block (29).

Las fotografías 5 y 6 representan corrimiontos usando etanol al 77 %
comosolvente.

En el CUADROIV se resumen los aminoácidos quo han podido ser idon

tificados tanto en la hidrólisis ácida comoen la alcalina. Es muyimpor
tante tener en cuenta éstob ya quo algunos de ellos son destruidos en
el proceso de hidrólisis ácida y otros en el alcalino y, por lo tanto,
no aparecen en el revelado del cromatograma.



DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL

(método de Tompson y Morrison)

%Nitrógeno total

octubre 1953

noviembre 1953

enero 1954

febrero 1954

marzo 1954

abril 1954

mayo 1954

julio 1954

agosto 1954

hojas

planta entera

flotadores

1,75

1,87

1,50

1,64

1,60

1,44

CUADRO I
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DE'ÏEMJHÁCION DE NIÍ'ROGENO ¿MINICO

(método de Pope y Stevens)

Hidr. ácida Hidr. alcalina

octubre 1953 0,91 0,85

noviembre 1953 0,95 0,90

enero 1954 0,62 0,52

febrero 1954 0,83 0775

marzo 1954 0,80 0,72

abril 1954 0,87 0,79

mm 1954 y 0,85 0,77

julio 1954 0,80 0,70

agosto 1954 0,79 0,72

hojas 0,90 0,82

planta entera 0,86 0,77

flotadores 0,52 0,41

CUADRO II
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Ra DE AMINOACIDOS PUROS
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Ra (') Ra (")

Acido glutámico 0,735 0,861

/:-A1anina 1,000 1,000
l-Arginina 0,348 0,477

l-Cistina 0,184 

Glicina 0,620 0,843

dl-Histidina 0,353 0,719

dl-Isoleucina 1,900 

1-Leucina 1,920 

l-Lisina 0,238 —

Metionina 1,550 1,263

dl-Serina 0,575 0,902

l-Tirosina 1,380 

1-Treonina 0,720 1,043

dl-Triptofano 1,780 

dl-Valina 1,520 1,343

Solvente: butanol-áo“ñ acético-agua (40310250)
Solventes etanol 77 %

CUADROIII
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Acido glutámico - + + + — + - - +

fï-¿lanina + + + + + + + + + + +

l-¿rginina + + - - + + + + + + T

1-Cistina + - - - + — — + _ _ _

Glicina + + + + - + + + + + +

- . . ‘1dl-Hlstldlna - — '?+ + - -1 - + _ _ _
Q

dl-Isolcucina + + + + + + + + + + +

l-Loucina + + + + + + + + + + +

l-Lisina + + + + + + - + - + +

Motionina + + + + + + + - + + —

dl-Scrina + + + + + + + + + + +

l-Tirosina + + + + + + + + + + +

1-Troonina + + + + + + + - + + +

dl-Triptofano + + + — — +L + + + + +

dl-Valina + + + - + - + + _ + +

;T

(¡un
CUuDRO IV
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se trató de poner a punto un método de deter
minación cualitativa de la composición de aminoácidos en algas marinas y
de aplicar ese métodoal estudio de la variación estacional de algunas al
gas que crecen abundantemente en el litoral marítimo de nuestro país.

En el primer aspecto, si bien los métodosdescriptos en la literatu
ra son suficientemente claros y explícitos, era necesario resolver por un
métodosencillo la eliminación de las sales que interfieren en la cromato
grafía sobre papel y que en las algas marinas, sobre todo las pardas, re
presenta un importante porcentaje de su composición (30 a 40 %).

De los métodos encontrados en la literatura se ensayó comoel más
viable el de Block (24) que elimina las sales del producto de la hidróli
sis de proteínas previamente deshidratadas, por extracción de los amino
ácidos con acetona clorhídrica.

Los resultados obtenidos fueron muysatisfactorios, ya que la extrae
ción fué total y desaparecieron las interferencias propias de la.presenoia
de minerales.

En el segundo aspecto, o sea la variación estacional do composición
de las algas, se ha visto quo hay un marcado aumento del nitrógeno total
y del aminieo en los meses de primavera°

En cuanto a la composición en aminoácidos de las proteinas la deter
. . I . . . .minac1on cualitativa no permito extraer muchasconcluSiones.

Un resultado muyinteresante es el de que los aminoácidos glucogené
ticos, o sea aquellos que representan etapas intermedias en la formación
de los hidratos de carbono, tales comola treonina, serina, alanina y ti

s\)

resina, no faltan en ningún mes del año.

En lo que respecta a los aminoácidos considerados esenciales se con
cluye que en general se presentan todos en los distintos meses del año,
a excepción do la histidina quo solamente lo hace en algunos.

Es de destacar que la falta do un aminoácido en un mes aislado del (
O
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año puede ser aparente, pues posiblomcntc sc deba a destrucción dol mismo
en las respectivas hidrólisis.

La prolina y la oxiprolina no han dado positivas en ninguna de las
muestras investigadas, do lo cual concluimos que las mismas so hallan au
sentes do la composición de las algas marinas 6, por lo monos, quo las

cantidades que sc encuentran son tan pequeñas que no es posible iden- 1?
tificarlas por métodoscualitativos. .

Esto ratifica los resultados obtenidos cn un trabajo anterior reali
zado por la Srta. Haría A. Rongino.

zw ¿joe¿í
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