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Introduccion

La importancia cada vez mayor que en los ultimos anos han adquirido las proteinc
por lo que a su contenido en “aminoacidos” se refiere, especialmente si se les juzga desa
el punto de vista de la nutricion y si se toma en cuenta el papel que juegan en el aspect
bioquimicc, me ha inducido a adoptar el tema de su andlisis como tesis.

La necesidad de orientar el estudio de las proteinas hacia la investigacion de st
em.nodcidos, plantea el problema de utilizar métodos de control suficientemente segurc
como para lograr una valoracion de las mismas.

De lcs métcdos conocidos en la actualidad, he escogido el de Van Slyke por par
cerme que se adapta convenientemente al andlisis proteico y por requerir cantidades rel:
tivamente pequenas de material.

Por otra parte, he considerado de interés referir mi estudio a un producto nacion.
que de tiempo atras ha venido atrayendo la curiosidad no sélo de investigadores mexicano
sino también de cientificos ajenos a nuestro medio.

El producto en cuestion es el Ahuautle, conocido de tiempo inmemorial y que F
servido de alimento a los indios de la vasta region lacustre de Texcoco y de otras zonc
del Distrito Federal.

Anteriormente a este trabajo, el Dr. Marcel Bachstez, director técnico de los labor.
torios “Quimica Coyoacan, S. A.”, habia publicado un interesante estudioc quimico (1) sobi
este productc, que mostraba un alto contenido en proteinas, lo que hacia pensar que t.
vez fuera esta fraccion la de mayor interés tanto desde el punto de vista cientificc, cuani
del comercial, si se toman en cuenta las importaciones europeas del producto antes de .
guerra, que llegaron a ser considerables y las frecuentes gesticnes de quimicos extranjerc
tendientes a conocer de los trabajos realizados en esta materia.

A continuacion trataré de hacer una descripcion del material asi como a present
alguncs datos histéricos que aunque no forman parte del trabajo, serviran para ilustr:
en alguna forma lo referente al producto para pasar después de lleno a considerar el a
pecto del analisis proteico.

El Ahuautle.—E! “ahuautle” de Atl-agua y Huatli-bledo; bledo del agua, (semilla
alegria), es el nombre que se dié a los huevos de insectos que guardan semejanza a I
semillas de Amarantus paniculatus Saft., y que por extension hoy dia designa también
los moscos que los ponen. Estos moscos en niimero de cinco, son los siguientes:

Krizousacorixa azteca Jacs.
Krizousacorixa femorata Quér.
Nctonecta unifasciata Quér.
Corisella mercenaria Say.
Corisella Texcocana Jacs.

Segiin Fco. Javier Herndndez (1649), “son pequeios moscos lacustres que se reprod
cen en la superficie de las aguas y se recolectan con redes en los lagos mexicanos, en cier



»oca del ano, sus huevos llegan a ser tan abundantes, que triturados y formando una
asa, se venden en los mercados, después que han sido cocidos por los indigenas en agua

nitro, (n‘.m‘:’mv en /‘uj.xc JL‘ mazorca Je m..u':".

Los aztecas designaban a los moscos con el nombre de Axayacatl (de a-xayacatl: atl-
Jua y xayacatl- cara, rostro).

Francisco Javier Clavijero (1780), refiere que: "Debido al aislamiento en que viven
junas tribus del lago, y a sus muy pobres recursos, se ven obligados a comer no solo las
antas acudticas, sino también batracios (como los ajolotes), e insectos de los pantancs,
smo el “atetepis” y el “atopinan”, asi como también los huevos del Axayacatl. Ellos o

guna substancia limosa que recogen sobre las aguas, son secados al sol y les sirve en la
]

ibricacion de un alimento, parecido por su sabor al queso, que se llama tecuitlatl”.

Fig. 1

Microfotografia de los huevecillos (Tamario natural).

l‘ n ‘...‘\ ,"\’f"lJ.It'lx‘V!(‘\' proximadas .I." I,J"\'O d'(‘ 7 €XCOoCo, uno JL‘ [U,\' 1”(';‘11(’\' L.J(' 11({51 /’d ‘h{t'
| | J ! . . : - > - . >
exportacion de los huevos € insecltos ;I(‘[ gl/’!ldl(f[(', (]ll(' eran LIH{J({O\ d dl)t?’,\(’s /!(gdf(\

: /-'.‘L';.:fwn. y Alemania, segun pdarece pdara abastecer los “viveres dc‘ peces .

Lcs moscos pertenecen a las familias Notonectidae y Corixidae, y ambas al orden de
s Rincotos o 1{(‘r?:;;“.’xrm y al suborden Hc‘h‘niprt‘ro_\'. por tener dos pares de alas Jifc‘-

ntes. El primer par hemiélitros v el segundo membranosas.

JU cuerpo es aplanado Yy ‘zk.xr;u:.fu_ antenas de cuatro artejos, picc oculto y no articu-
do. pronoto grande cubriendo el mesonoto y el escudete, hemiélitros con lineas trans-

rsales 'y negras, ~:¢f‘("’f1":<' \c"z.’r.u' lisa.
El primer par de patas con las tibias muy cortas y los tarsos de un solo artejo, en
rma de pala y sin unas, lo cual es una adaptacion para la natacion. Nadan de espalda.
1)(‘\(\ /“.“«" constar que HH{L‘PL‘-’I«{;LUf(‘l?u‘ll.'t‘ J(' .’J !’1[‘/!( \QY'quIJ_ que "U[‘Tc‘ t{d{k’\' /‘X\~
ricos o \'('«'i.(')\"f\‘t‘\’ ‘f‘l('\(‘lh'\‘ u'[ f.'?lu’/' s{('/ .’I'u[’u].t‘_ [J\‘ pr!r.’(:pd/v\' noltdas dx;“i (‘.\P!(L'\{d\', PYU-

enen del interesante estudio que sobre el particular presento el senor Prof. L. Ancona H.,
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en su obra "El Abuautle de Texcoco” en los “Anales del Instituto de Biologia”, Tomo 1V
Nim. 1 1933, y de una comunicacion personal que recibi de mi maestro el senor Prof

Fig. 2

Huevecillo esquematizado, pre-
sentando su base de fijacion.

Don Santiago R. Gutiérrez, actualmente en el Instituto Queretano, y por la cual desec
expresarle mi sincero agradecimiento.

Congsiderando suficientes los datos que anteceden como introduccion previa, al estudio
quimico, paso a describir lo referente al analisis proteico.






Capitulo 1
DEL ANALISIS PROTEICO

Iasta el afio de 1901 los conocimientos que se tenfan sobre la relacién
enantitativa de los aminodcidos en la molécula proteica, eran muy eseasos.
Para esta fecha, Fischer propuso su método de ‘‘Esterificacion’’, que fué la
base de muchos otros que se conocen en la actualidad.

Todos ellos requieren el fraceionamiento previo de las proteinas, me-
diante la hidrélisis.

Esta operacion se realiza por aceion de catalizadores como dcidos, bases
0 enzimas.

La mezela de aminodeidos en algunos métodos es esterificada con aleoho-
tes diversos, asi, en el de Fischer después de eliminar las cistina y tirosina por
eristalizacion en el hidrolisado, v separar el ae. glutidmico previa concentra-
eion al vaeio, por eristalizaciones sucesivas, se estirifican los demdis amino-
deidos con aleohol etilico absoluto, empleando HC1 gaseoso. Por concentracion
v enfriamiento la glicocola podrid separarse totalmente como ester. Los de-
mis aminodcidos se fraccionan por destilizacion a presion reducida. De las
fracciones obtenidas, asi como del residuo no destilable, se separan los dis-
tintos aminodeidos individualmente o por grupos.

El método requiere al rededor de 300 gr. de proteina, que se someten a
nidrdlisis, durante la eual algunos aminodcidos se destruyen parcial o total-
mente. El andlisis dista mucho de ser cuantitativo, ya que la esterificacion
no es total, vy durante la destilacion se descomponen con facilidad los éste-
res, ete.

La importancia del método de Fischer en la aetualidad, es mis bien
histérica, si se toman en cuenta las enormes dificultades que presenta en sv
manipulacion y los resultados obtenidos,

Método del alcohol butilico de Dakin. Estd hasado en la extraceion de
ios aminodcidos eon aleohol butilico. La proteina se hidrolisa con 11, SO,
el que se elimina después con Ba(OIl).. La solneién obtenida se concentra al
vaeio. El produeto semi-sélido obtenido, se extrae con aleohol butilico, obte-
niéndose dos fraceiones, la de extraceion (monaminomonocarboxilicos, ete.)
v la no extraida (*‘bases’’, dcidos dicarboxilicos, ete.).

De las dos fracciones pueden obtenerse otras c¢inco, gracias a las distintas
solubilidades de los productos contenidos en ellas, (alecohol etilico, butili-
co, ete.).

Los grupos obtenidos se componen de especies quimicas semejantes. Prae-
ticamente todo el producto puede dividirse en los cinco grupos mencionados.
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con pequenas pérdidas, v la racemizacion de los aminoacidos queda reducida
a un minimo. Presenta el inconveniente de que grandes cantidades de dcido
celutamico, asi como poreiones regulares de aminodcidos pertenecientes a las
hases exdnicas, son extraidos cuando la extraceion se prolonga excesivamente.

De este método existen varias modificaciones, al igual que del de esterifi-
cacion de Fisecher. A continuacion trataré en rasgos generales lo que se refiere
al método del transporte eléetrico.

Método del transporte eléctrico.—'Tiene su origen en una patente japo-
nesa empleada inicialmente en la fabricacion del ac. glutdnico. EI método no
se ha usado atn en un sentido cuantitativo, pero sin embargo presenta gran-
des ventajas en el aislamiento de muchos aminodecidos, y en la actualidad s
estudia con intensidad su aplicacion en la investigacion de la estructura de
las proteinas. Estd basado en la influencia del pll. sobre la disociacion de los
aminoaecidos.

(‘fomo en los demds métodos, se requiere haber hidrolisado previamente
la proteina. El aparato presenta tres compartimientos, el hidrolisado se
coloea en el central, ajustando el pll. a 5.5. Se hace pasar la corriente directa,
con lo cual los aminodecidos se desplazan por didlisis, segun su mayor afinidad
por dcidos o bases, al dnodo o al edtodo, permaneciendo en la celda central
los que se manifiestan indiferentes por tener en la misma proporeion aceion
dceida y basica.

Haciendo sucesivos transportes por variacion del pll. con las fracciones
desplazadas, se logran separar uno a uno muchos de los distintos aminodcidos.

La histidina contenida en hidrolisados de sangre se separa en gran escala
por este camino.

Por altimo. existen métodos que no son sino combinaciones de los ante-
riores, vy un buen namero de reactivos para separar selectivamente los amino-
dcidos de los hidrolisados que los contienen, asi: el dcido flavidnico, especial-
mente vsado al aislar arginina, deido pierico, que da eompuestos definidos con
la elicina, arginina, histidina y lisina. Las dicetopiperazinas son precipitadas
por este reactivo, utilizindose como prueba de las mismas; decido pieroldnico,
ave da compuestos con todos los ac. monoaminomonocarboxilicos, y se ha
usado para caracterizar el grupo de las bases. Acido Rodanilico en la dife-
renciacién de prolina, ete. Por Gltimo, algunas sales de metales pesados como
cobre, c¢ine, plata y mercurio, encuentran gran aplicacién en el andlisis pro-
teico.

Habiendo deserito en general algunos métodos que han servido de base
al desarrollo del andlisis de las proteinas y aminodcidos, paso a describir
también en forma condensada lo referente al andlisis por el método de Van
Slyke.
" El método debido al Dr. Donald Van Slyke, fué realizado en los labo-
ratorios del Instituto Rockefeller para investigaciones médicas.

Como en todo método de andlisis proteico, se requiere la hidrélisis previa.
131 material a analizar es muy pequeno, a diferencia de los demis métodos.
aue requieren cantidades hasta de 300 y 400 gs. de proteina. (Esterificacion
de Fischer.)

Por ofra parte, el andlisis se basa, no precisamente en el aislamiento de
los aminodcidos, sino en la determinacién de los grupos quimicos que los ca-
racterizan. Tl andlisis puede desarrollarse con 3 y 4 gramos de proteina.
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Algunos recursos matemaiticos se emplean en la determinacion de varios
aminodeidos en forma muy precisa.

Por el método de Van Slyke se pueden cuantear la mayor parte de los
aminodecidos, y algunos como el triptofano y tirosina que se destruyen duran-

te la hidroélisis, habrin de eunantearse por otro camino, empleando métodos

enzimiticos.

Los aminodcidos de la fraceién no preeipitable por el dcido fosfotiingsti-
eo, pueden determinarse siguiendo métodos seleetivos, o bien cuantearse de
conjunto.

Con esto quiero dejar asentado que el andlisis proteico no puede reali-
zarse sino por el empleo de diversos métodos, por medio de los cuales se
tenga un conoecimiento integral de las proteinas.

Sin embargo, los aminodcidos determinados en el método de Van Slyke,
dan ecifras que dentro de limites pequefios de error, pueden aceptarse como
cuantitativos.

A continuacién senalaré Jos pasos mis importantes a seguir. con objeto
de marear un curso claro que facilite la comprensiéon de las operaciones reali-
zadas durante el trabajo.

12 Nitrégeno total de la proteina.
20 Tlidrélisis de la proteina.
32 Nitrégeno de la melanina insoluble.
42 Nitrdgeno de la melanina soluble.
5% Nitrégeno amidico o amoniacal.
6° Precipitacion de los aminodcidos del grupo de las “*Bases’™
por medio del dcido fosfotingstico.
7 Nitrégeno de la melanina adsorbida por el fosfotungstato
de Bario.
8¢ Nitrdgeno total de las “‘Bases’’, y nitréogeno amigeno to-
tal. (Van Slvke.)
92 “Distribueién’’ del nitrdégeno de las “‘Dases’’.
A) C(Cistina.
B) Arginina.
(") Tistidina.
D) Lisina.
10. Distribueién del ““nitrégeno en la fraceion del filtrado
de las Dases’ .

Estos diez pasos traen consigo una serie de manipulacio-
nes v cilenlos ave se expondrin en detalle durante el des-
arrollo del trabajo.

el S O i e




S

=)
A hy e
. 4 d I 1
I 4 B It
f A*
| e g Nt il i
- dy by ) 1
v 1.5 “
I o
| .
\‘ :
= i Y
iy !
" ¥ ¥ <
. 4 .‘.

B

sau tad e ae A v -
T L .
-
Y v
=

LA e A

=

-




hd

Capitulo 11
PREPARACION DEL MATERIAL

A —OPERACIONES PRELIMINALES:

1. Seleccion. Kl material adquirido consiste en una mezela de hueveei-
lHos. semillas muy semejantes en su forma a los primeros, restos vegetales de
diver<a indole, tierra. ote. Resultaba necesario, separar los primeros lo mejor
posible del conjunto, por medio del ecernido, empleando mallas metalicas
adecuadas.

A este fin se determinaron los didmetros del huevecillo por micrometria.

Determinacion :

Empleando un objetivo 10 se hizo la medicion por el procedimiento del
seular mierométrico. El ecoeficiente miecrométrico para el objetivo usado es
de 15.4.

El hueveeillo en el sentido de su didmetro mayor ocupd 60 unidades del
ocular.

El valor en micras serd pues.

Didmetro menor = 60 ¥ 154 = 924,

En el sentido del didimetro menor ocupé al rededor de 38 unidades en el
ocular lo que arroja la siguiente dimension:

Didimetro menor = 38 X 154 = H85.2

(‘on estos datos se procedié a usar mallas comprendidas entre los niime-
ros 18 y 24

Si bien por este procedimiento fué posible limpiar considerablemente el
huevo. los resultados no fueron muy satisfactorios, por lo eual fué necesario
rodarlos en pequefias poreiones sobre papel encerado con lo cual, siendo mas
ligeros que los productos que los acompafian, su separacion resulta pracil-
camente total.

Los huevecillos empleados en el andlisis se encontraban exentos casi en
su totalidad de materias extranas.

9 Humedad. En la determinacion de humedad se ucd una muestra con
peso 1.0100 g. 1a que se mantuvo en estufa de 1007 - 1107 hasta peso constante
v se encontrd, por diferencia, que contenia 0.0883 g. de agua lo que porcen-
tualmente arroja una humedad de 8.74 %.

B.—OPERACIONES PREVIAS A I.A HIDROLISIS:

Estas operaciones tienen por objeto la eliminacion de ghieéridos y leei-
tinas.
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i Los pr'inwms se extrajeron en un extractor de soxhlet hasta comproba-
clon negativa empleando la prueba del papel.

l?:u:n ello, se tomaron lo g. de huevec.tlos pesados exactamente v ose
gprzwtwn la extraceion, encontriandose después de repetidas pruebas, el punto
en el cual una gota del éter de extraceion no dejaba residuo alguno de grasa

por evaporacion en un trozo de papel. Esta operacion indieo que el producto
;himedo contiene 6.58 % de grasas.

v La lecitina se pxtrgx‘ju en el residuo agotando con aleohol de 96 grados
.V su completa eliminacion se comprobé tarabién por el método anterior.

Se encontré por este camino un 943 % de la lecitina sobre material
‘himedo. Esta operacion debe interpretarse como no cuantitativa puesto que
el cdleulo indirecto basado en fésforo (aglicero fosfoamino lipidos) arroja
. poreentajes diferentes (1).

La extraceion de lecitinas es de importaneia eapital ya que la aplicacion
del método de Van Slyke basado en nitrégeno, impliea la eliminacion previa
de todo producto nitrogenado ajeno a las proteinas.

[Haciendo un resumen de los valores obtenidos tan sélo a manera de una
cordenacion de los mismos y de ningin modo con miras a presentar un ani-
<lisis cuantitativo tendriamos:

1) Humedad — 8.74 %.

2) Extracto Etéreo — 6.58 %.

3)  Extracto Alcohodlico = 9.43 %.
4) Residuo para 100 — 75.52 %.

El residuo 4) nos da una idea aproximada del elevado contenido en
orotidos, valor que serda corroborado durante el proceso por otros métodos.
liste residuo extraido de grasas v lecitinas, estd en condiciones de ser someti
do al andlisis, ya ave su principal componente nitrogenado no proteico, la
.ecitinas, le han sido extraidas.

Otros productos no nitrogenados que en pequenas cantidades pudiesen
axistir, no estorbarin en modo alguno las futuras determinaciones, ya que
20 se trata de pnresentar un analisis de proteinas puras con miras a investigar
su constitucion, sino por lo contrario obtener un analisis cuantitativo de lo-
diferentes aminoacidos que se encuentran en el nroducto total e independien
remente del oricen proteico de los mismos.

Asi: los aminoacidos encentrados proceden de distintas especies quimi-
.cas analizadas en conjunto v representaran por tanto el contenido de los
;mismos en la fraccion proteica total v su reporte sera dado en funcion de
‘los huevecillos originales.

En estas condiciones se procede a fraccionar las proteinas en sus distin-
“os aminodcidos mediante la **hidrdlisis™’.



Capitulo 111
HIDROLISIS

La primera operacion a realizar en las proteinas previamente a su ana-
lisis, es la hidrélisis.

La operacion se realiza por la ruptura de las uniones peptidicas que de
manera general ligan a los aminodcidos dentro de la moléeula proteica. Estas
uniones son desde el punto de vista estruectural del tipo amida substituida
Provienen de la condensacion de los grupos carboxilo con los grupos amige-
nos, esto es, de la uniéon del earboxilo de un aminodeido con el NI11. del que le
sigue a continuacion en la molécula de la proteina, con pérdida de agua.

Se ha visto que cuando se somete a ebullicion una proteina suspendida
en un medio acuoso que contiene un dcido fuerte ¢ una base, después de quc
la proteina se ha disuelto, la cantidad de agua total va disminuvendo a me-
dida que el proceso avanza.

Este consumo de agua es proporcional a la formacion de aminodcidos
libres.

De modo que la reaceion con el agua que determina su consumo, vendria
a ser la siguiente:

(-CO.NH-) + H.OH = -COOH + -NH,
(Unién Peptidiea.)

Podriamos, pues, definir la hidrélisis de las proteinas eomo la ruptura
de las uniones peptidicas de las mismas por aceién del agua, con formaeion de
aminodeidos libres.

La aceion del agua se logra mediante catalizadores que pueden ser dcidos
o bases fuertes. También es posible condueir la hidrélisis por aceion en-
zimatiea.

Al hidrolizar una proteina podemos encontrar que esti constituida por
aminodcidos solamente (proteinas simples) o bien por éstos y por grupos no
proteicos (grupos prostéticos) con los que se encuentran asociados (proteinas
conjugadas).

Resulta dudoso que por alguno de los métodos enunciados se llegue a la
hidrélisis cuantitativa, pero sin embargo, existe un punto en el cual la con-
centracion de earboxilos y amigenos ha alecanzado un miaximo.

Esto plantea la necesidad de métodos de control que den a conocer por
pruebas sucesivas el momento en el cual la hidrélisis ha aleanzado un méaximo.

Segtun el Dr. Van Slyke, el miximo en la hidrdlisis se aleanza indepen-
dientemente de la temperatura, ya sea a 100° 6 a 150°, lo que quiere decir
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que la concentracion de amigenos y ecarboxilos es la misma, si la méxima
Chidrdlisis se logré a temperaturas diferentes.
' . Ningun caso de hidrdlisis total se ha observado a las 10 horas de ebulli-
leion a 1009 y existen proteinas que requieren hasta 48 horas (caseina).

1

HIDROLISIS ACIDA

ki Fn la hidrélisis por ebullicién eon dcidos se han empleado el dcido sul-
.« larieo, elorhidrico y yodhidrico principalmente.
: Acido Sulfurico.El dcido sulfirico fué el primero en usarse, especial-
Pmente para la investigacion y separacion de deidos monoaminomonocarboxi-
(licos( método del aleohol Butilico). Presenta la ventaja de que puede ser
y eliminado después de la hidrélisis por precipitacion con eationes como Ca y
Ba empleando oxido o hidrixido respectivamente. Los precipitados insolu-
‘bles son filtrados y lavados después de la hidrélisis con relativa facilidad
‘pero tienen el inconveniente de adsorber cantidades apreciables de amino-
dcidos debido a su gran volumen, lo que viene a modificar considerablemente
Cel analisis,
| Se ha usado prineipalmente en la concentracion de 35 %. La mezela de
proteina y solucion dcida se calienta a banio Maria de 1 a 3 horas hasta que
la ebullicion se detiene vy a continuacion se hierve a reflujo usando bhano de
aceite o de aire (105°-110°) hasta hidrdlisis total la que se controla sucesi-
vamente durante el proceso. Se emplean de 12 a 24 horas en estas condicio-
nes, segun el tipo de proteina.

Acido Clorhidrico.—El dcido elorhidrico es indudablemente el agente
hidrolitico mas usado. Fué imtroducido orviginalmente en la hidrdlisis de
proteinas vegetales. Se emplea preferentemente enando se trata de analizar
los monoaminodacidos vy deidos dicarboxilicos de una proteina. Se utilizan
tal 20 % en la proporeion de 10 a 20 partes con respecto a la proteina. Tam-
‘hién se ha empleado una solueién 3N en proceso a presion a la temperatura
de 150° (autoclave). El tiempo de hidrdlisis a presion ordinaria y en las
Cecondiciones de concentracion antes senaladas es de 6 a 24 horas hirviendo a
reflujo v usando bano de aceite o aire. En muchos procesos hidroliticos se
‘ha usado el clorhidrico adicionado de deido féormico, de eloruro estanoso o de
ltitanio. Bl primer tipo de mezela con deido férmico se ha usado prineipal-
‘Imente al hidrolizar insulina.

La adicion de eloruro estanoso tiene por objeto impedir la formaeion
Ade melanina,
| Tanto el sulftirico como el elorhidrico se usan indistintamente para Ia

Tinvestigacion de los aminodcidos del grupo hisico.
Acido Yodhidrico.—Se ha usado en la hidrdlisis, solo y adicionado de
“un foslato bibdsico sin que, como otros reactivos, haya presentado ninguna

ventaja al respecto.

HIDROLISIS BASICA

1.a hidrolisis basica se diferencia de la anterior por su rapidez. Se han
usado los hidroxidos de Na, K, Ba Amonio y el earbonato de este tltimo
cation.

1
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Los hidroxidos de Na, K, ¥ DBa. hidrolizan rdapidamente a las proteinas
y tienen como finica ventaja sobre los 4cidos, que no destruyen el triptofano y
la tirosina, los que pueden ser determinados directamente en el hidrolisado
total.

La aceion prolongada de los dlealis sobre proteinas que contienen serina,
destruyen en parte este aminodcido. Otros aminodcidos son también par-
eialmente destruidos durante el proceso (Cistina, ete.).

La hidrélisis eon amoniaco y carbonato de amonio se han llevado a cabo
en autoelave a presion sin que constituyan ningin avance,

HIDROLISIS POR ACCION ENZIMATICA

La hidrdlisis puede ser catalizada mediante las enzimas proteoliticas. Por
este eamino nunea es total, pero en algunos casos se acerca a la, obtenida con
bases v decidos. El proceso se desarrolla dentro de ciertas condiciones espe-
eificas que dependen del tipo de enzima, su potencia, temperatura y acidez
en la enal el efecto eatalitico es 6ptimo.

Existen grupos proteicos resistentes a la aceion enzimitica y se ha visto
que contienen usualmente la fenilalanina y la prolina de la moléeula proteica.

Las moderadas concentraciones dcidas o bisieas en las cuales el proceso
se realiza, constituven una de las ventajas del método sobre las anteriores,
pues la destruecién de los aminodcidos queda reducida a un minimo. Pre-
senta dos desventajas de nnpmtnnom que se refieren a la lentitud del proceso
v a la subsistencia de las enzimas en los hidrolisados, 1o que imposibilita en
muchos casos su andlisis.

El aislamiento de triptofano, tirosina y otros aminodecidos se realiza
preferentemente por via enzimitiea.

En el métode de Van Slyke se emplea como catalizador de la hidrolisis
¢l dcido clorhidrico, el que se elimina después del hidrolisado por destila-
¢ién al vacio, a diferencia de los demas reactivos que tienen que eliminarse
por precipitacion con los inconvenientes antes expuestos.

En nuestro trabajo se sometieron a hidrdlisis 8 gramos de huevecillos
de los aque previamente se eliminaron grasas y lecitinas.

A los 8 gramos de materia proteica se adicionaron 160 c.e. de dcido
clorhidrico al 20 % y se inieié la hidrélisis calentando a reflujo a fuego di-
recto.

En estas condiciones se mantuvo el calentamiento, observando posibles
pérdidas de agua v de HCL pesando el sistema cada vez que se hacia prose-
guir la hidrdlisis durante 14 horas no consecutivas, al cabo de las cuales se
tomaron 2 e.c. para practicar un control de grupos amigenos. Mientras tanto
la hidrélisis se hizo proseguir.

Previamente al control de N(NII,) se hicieron pruebas de comprobacion
de un método quimico que se consigna en la obra ““The Aminoacid Compo-
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sittion of Proteins and Foods’™, de los autores Block & Bolling. Editorial
Thomas.

Las pruebas de comprobacion se realizaron con tirosina Q. P., y se llegd
a la eonelusion de que el método era muy preciso en virtud de que muestras
iguales en concentracion del mismo aminodeido arrojan valores muy seme-
jantes en la titulaeion.

El método es el de Pope & Stevens denominado Método de Titulacion
del Nitréogeno Amigeno, el que presento al final del trabajo (Apéndice), v
esta basado en el prineipio de que los aminodcidos dan lugar a la formacion
de sales solubles de cobre.

Il eontenido en cobre e indirectamente el Nitrogeno amigeno del filtrado
es determinado por iodometria.

La muestra tomada a las 14 horas de hidrdlisis fué sometida a andlisis
por el método deserito.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

A) 1 ee. de hidrolisado eontiene 3.58 mgrs. de N. (NII.).
B) 1 e.e. de hidrolisado contiene 3.41 mers. de N. (NI.).

1 c.c. promedio — 3.495 mgrs.

La hidrdlisis proseguia mientras tanto hasta que se aleanzaron 19 horas
de ebullicion al término de las cuales se volvieron a tomar 2 c.e. Se hicieron
como en el caso anterior dos andlisis paralelos.

A) 1 e.e. de hidrolisado contiene 3.416 megrs. de N. (NIL,).
B) 1 e.e. de hidrolisado eontiene 3.52 mers. de N. (NIL,).
1 c.c. promedio — 3.468 mgrs. / c.c.

C‘omo puede apreciarse, los resultados observados a las 14 horas de
3.495 mers. v los que se observan a las 19 horas de 3.468 mgrs., resultan muy
semejantes. Los valores A del primer tiempo y B del segundo, son practica-
mente los mismos, por lo que podemos comprender que después de las 14
primeras horas, la hidrélisis no progreso, habiendo aleanzado un miximo des-
de entonces.

El empleo de calor después de las 14 horas trae consigo la destruceion
pareial de los aminodeidos, con formacion de humina y amoniaco, lo que
hace que la concentracion en N amigeno decrezea en parte.

Considerando pues, que la hidrélisis aleanzé su maximo, se inicia el Mé-
todo de Van Slyke propiamente dicho, con la determinacion de la humina o
melanina msoluble y del nitrégeno amoniacal.

Melanina o humina.— Durante la hidrélisis, el liquido fué tomando un
color eada vez mis obseuro, llegando al final del proceso a un color café
casi negro. Este pigmento es conocido como melanina o humina. Tiene su
origen en la descomposicion del triptifano y de la tirosina. El proceso es
atin desconocido. La existencia de un grupo aldehido que se supone condense
eon el grupo indol del triptofano y por otra lado la accién de los hidratos de
earbono sobre este altimo aminodcido explican en parte la formacion del
prigmento.

De hecho la casi totalidad del triptofano se pierde durante 1a hidrélisic
lo que ha venido a limitar el empleo de dcidos fuertes euando se trata de
determinar tirosina y principalmente triptofano en una proteina. El hidro-
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lisado se filtra y se lava con agua destilada hasta que una gota del agua d
lavaco no ae la reaceion de cloruros coil nitiato de plata en medio de deid
nitrico.

Ll precipitado de “‘melanina insoluble’™ se somete a digestién por e
iweétodo de K jeldahl.

La solueion sulitrica obtenida [ué aforada a 100 c.e. y de este volumer
se tomaron dos partes alicuotas de 25 c.c., dando los siguientes resultados

o 2 N
A) 25 ece. = 13.52 ce. -
ol
; - » N
B) 25 e¢.c. = 13.59 c.c. —
ol
Valor Promedio:
" = N
20 c.e. = 13.55 ec.e.-.
o0
;. N
1 ce. = 0.542 ec.c. —
ol
Miligramos de Nitrogeno:
1 ce. = .542 X 0.28 megrs. = 0.152 mgrs. N,

100 c.e. = 15.2 mears.
La melanina insoluble contiene 15.2 mers. de N..

Determinacion del Nitrégeno amoniacal.—La determinacién del N ami.
dico es de gran importancia en el andlisis proteico ya que segin Oshorn
Laevenworth v Drautlecht es generalmente igual al de los dcidos dicarboxi
licos (ae. aspartico y glutdmico), con los que probablemente se encuentrs
combinado en la molécula proteica en forma de radicales amidicos deidos.

Es necesario eliminar previamente toda traza de amoniaco que el hidroli
sado pudiese contener.

Por otra parte el dleali que se use para desalojar el amoniaco, serd e
propore¢ion vocondiciones tales, que no se ataque la arginina y la ecistina
Seetin Denis, la ebullicion a 100° ('., con una base tan débil como el ITel
es capaz de destruir en parte la eistina con formacién de amoniaco. Van
Slyke consigna el mismo fenémeno pero apunta que no sucede asi con I:
areinina. Como resultado de la sensibilidad de la eistina a los dlealis. segtn
Van Slvke, la operacion habrda de realizarse a la temperatura ambiente, usan
do indistintamente el método de *‘aereacion’ de Denis o la destilacion a
vaeio.

La siguiente téenica, adoptada segiin las experiencias anteriores, es l:
mas conveniente v segura (Van Slyke).

La solucion de proteina hidrolisada se pone en un pequeno claisen y s
concentra bajo presion reducida hasta que la mayor cantidad de HCI se hay:
eliminado v el residuo =e disuelve en agua caliente. La soluciéon se transfier
2 un matraz volumétrico de capacidad adecuada segun la cantidad de pro
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teina hidrolisada (en nuestro caso se usé uno de 250 c.c.). Una parte alicuota
que contenga aproximadamente 2 g. de proteina se usa para determinar ni-
trogeno por el método de Kjeldahl que nos da el ‘‘nitrogeno total’’ del
hidrolisado.

En nuestro trabajo se dividié el hidrolisado en dos partes de 125 e.e.
cada una.

Una de las partes se usé integra para la determinaciéon de amoniaco y
demds operaciones segun el método. Iin la otra se hicieron los controles de
nitrogeno total por el método de Kjeldahl, modificacion de Iengar, y las
determinaciones de N, amigeno.

Determinacion de nitrogeno total: * La determinacion por el semimicro-
método de Hengar se realiza de la siguiente manera:

Sobre un pequeno recipiente de vidrio espeecial, se coloca un disco de
papel exento de materia nitrogenada y con una varilla que se adapta per-
fectamente al recipiente, se hace introducir en él, adquiriendo la forma ei-
lindrica. Se pesa el sistema, se introduce luego en él la substaneia nitroce-
nada. pesando vna eantidad no menor de 0.05 g. A continuacién se saca el
cilindro de papel con la substancia y se introduce en el pequenio matraz de
Kjeldahl de 100 ec.c.

Se deja caer libremente en el interior del matraz de manera que no que-
den adheridos a las paredes particulas de substancia.

Se adicionan luego 1% g de K. SO, 1 grinulo de cuarzo Seleniado
(catalizador) v 11, SO, conc. u oleum en la cantidad de 2.5 c.c. o mis depen-
diendo de la cantidad de agua que contenga el material.

Una vez heecho lo anterior se adapta a la boea del matraz un filtro poroso
que acompana al aparato quedando sujeto a ella por medio de una tira de
papel que previamente se enrolla suficientemente sobre la base del filtro

En estas condiciones se inicia la digestién aumentando progresivamente
la intensidad del calor hasta que el lignido quede ineoloro (10 m.).

Quitase el filtro poroso en el cual se ha depositado el selenio por su-
bhlicacion.

Una vez frio el contenido del Kjeldahl adiciénase 35 c.c. de agua destila-
da aeitando hasta disolueién total.

Por otra parte, se coloca en un vaso de 100 c.ce. de capacidad 10 -—— 15 e.e.
de T1C1 N /50 medios con bureta y 4 gotas de rojo de metilo.

Conéetase el econdensador de Iengar y se adiciona 4 a 5 gs. de NAOH
cerrando inmediatamente después el sistema.

[Hagase destilar lentamente el vapor de agua que arrastra los vapores
de amoniaco hasta la solucién de ICL

Por tltimo se titula la diferencia con sosa N /50,

En nuesiro trabajo se tomaron muestras de 3 c.c. de hidrolisado y se
emplearon 50 c.e. de HC1 N/50 para recibir el amoniaco,

Los resultados fueron como sigue:

A) 3 c.e. de hidrolisado = (50 — 10.15) NH; N/50
= 39.85 e.c.

B) 3 c.c. de hidrolisado = (50 — 10.45) NH; N /D0
= 39.55 c.c.

Técnica para substancias solidas.
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A) 3985 w 00028 = 11.158 mers. NP,
B) 3955 w 00028 = 11.074 mgrs. N..

A) 1 ece. de hidrolisado = 3.7127 mgrs. N..
3) 1 e.e. de hidiolisado = 3.6691 mgrs. N..

1 c.c. promedio — 3.691 mgrs. de N, total.

Segiin esto, el volumen total del hidrolisado (250 c.c.) que proviene de
toda la proteina contiene:

250 % 3.691 = 922.75 mgrs. N, total.

De modo que a 8 gs. de “*Huevecillos extractados’ corresponden 922.75
mers. de N, total, lo que arroja poreentualmente la cifra de:

11. 534 % N, (total).

Este valor multiplicado por 6.25 nos da a conocer muy aproximadamente
la fraceion proteica real de nuestros ‘*Iuevecillos extractados’.

11.534 % 6.25 = T2.0875 % de proteina.

Determinacion de nitrégeno amigeno en el hidrolisado total.TFsta de-
terminacion se realizé en el aparato de Van Slyke que aparece en la figur:
3 v euyo funeionamiento serd descrito posteriormente, (Apéndice).

El aparato es gasométrico y mide exelusivamente nitrégeno que proviene

de grupos amigenos merced a la reaeeién del Acido Nitroso frente a la fun-
eién Nll..

La reaceion en términos generales es la siguiente:

R-CH-COOH R-CH-COOH
| + HO-N= O — | + Ny + HyO
NH, OH

Para esta determinacion se usaron 10 ec.c. de hidirolisado que se diluyé

a 50 e.c. Se tomaron 5 e.e. que contienen 1 c.c. de hidrolisado, los cuales arro-

jaron 7.3 - 0.25 (Blaneo) = 7.05 c.e. de nitrégeno a 584 mm. de presion y
20° (. de temperatura.

7.05 X 273 X 584.6 X 1.25

Calolp: e 2~ — — 6.243 mers
303 > 760 — 6.243 mgrs.

(‘fomo solamente la mitad del nitréogeno corresponde a los grupos amige-
nos pues la otra, segiin la reacecion, tiene su origen en el dcido nitroso, te-
nemos :

1 e.e. de hidrolisado = 3.1215 megrs. de N, (NII,).
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Los 250 e.e. contendrin :
250 X 3.1215 = 780.375 mgrs. N (NH.).
. La relacion de nitrégeno amigeno a Nitrdgeno total es pues de:

780.375 % 100 = 84.59 %

922,750

Nota.—El valor 0.25 e.e. (Blaneo) corresponde a la tensién de vapor de

agua, valor que se obtuvo experimentalmente haciendo funcionar el aparato
. en ausencia de proteina.
Una vez realizados los controles de Nitrdgeno total ¥ N. amigeno en
una parte alicuota del hidrolisado, procedemos a determinar el amoniaco
. en los otros 125 c.e. del mismo.
. Determinacion del amoniaco.—Para esta determinacién haremos uso de
oxido de caleio y de la destilacion al vacio. El aparato empleado es el
, de Claisen (Figura 4), en el eual previamente habiamos concentrado nuestro
hidrolisado hasta eliminacion del dcido elorhidrico. En este caso el sistema
se adiciona de un tercer matraz de destilacion fracceionada. al eual se coneeta
el tubo de vacio.

Para recibir el amoniaco en ambos matraces se usa 11. SO, N/10.

El matraz de 1 1t. de doble cuello se coloca sobre banio de Maria a
£5°-50° (', En el primer matraz se ponen 30-60 c.c. de 11, SO, N/10 y en el
pequeno inferior 20 c.c. del mismo acido. Como indicador se usé rojo de me-
tilo. Se introducen los 125 c.e. de hidrolisado en el matraz v se adicionan
de un 10 % de suspension de Ca (OH). (3 g. en 200 e.c.) hasta ligero exceso.
lo que se demuestra por la turbidez y reaeccion alealina.

. (ien e.e. de aleohol se adicionaran antes de la destilacion con objeto
©de impedir la formacion excesiva de espuma durante el proeceso.

Una vez ajustado el aparato como lo muestra la figura, se destila duran-
te media hora. Si la destilacién se inicia con mucha rapidez serd necesario
dejar entrar el aire por el tubo capilar eon mucho cuidado.

Al terminar la destilacion se quita el bano de Maria, se desconecta el

. vacio cuidadosamente, abriendo la llave de entrada de aire.

ol El dcido de ambos matraces se pasa a un erlenmeyer de medio litro,
lavando cuidadosamente, y se titula acto seguido con NaOIl N/10.

, En nuestro caso uno de los matraces contenia 45 e.c. de deido y el otro

20 e.e.. de suerte que en total eran 65 c.e. de H. SO, N/10.

‘| Titulacidn.— Al titular se gastaron 42.85 e.e. de NaOIl N /10,
Por lo que se destilaron: 65-42.85 = 2215 e.e. N/10 de amoniaco.
' El nitrégeno correspondiente serd 22,15 x 1.4 mgrs. = 31.01 mers.

De modo que 1 e.e. de hidrolisado contendri:
‘ 0.248 mers. de N, amoniaecal.
Origen del amoniaco.—La ebullicion prolongada de aminodacidos con

. #cidos fuertes, no da lugar sino a cantidades muy pequenas de amoniaco,
fruto de la descomposicion pareial de dichos aminodeidos (monoaminoacidos



solamente). De aqui se desprende que el nitrégeno amoniacal se encuentra
eomo tal originalmente en la proteina, considerindosele asociado a los car-
boxilos libres de la misma.

Las proteinas que pueden presentar este fenomeno contienen dcidos di-
carboxilicos, eomo el aspartico y glutimico, en los cuales un carboxilo se
encuentra condensado al grupo amigeno del aminodeido subsecuente, quedan-
do libre el segundo earboxilo, y con capacidad de fijar al nitrogeno amoniacal
en forma de una amida.

Malanina Soluble.—El ("a(Ol11). no disuelto que resta después de la des-
tilacion, contiene la melanina soluble fijada por adsorcion, el cual se filtra
por papel v se lava repetidas veces con pequeiias porciones de agua, hasta
oue una gota del liguido no dé la reaceion de los eloruros. El precipitado y
papel se someten a digestion por el método Kjeldahl usando 35 c.e. de H. SO,

Determinacion.—Del producto digerido y llevado a 100 c.e., fueron to-
n adas dos fraceiones de 25 c.e. para desalojar de ellas el amoniaco en andli-
sis paralelos.

La eantidad de amoniaco obtenida de ambos casos fué tan pequena que
no fué posible determinarla. por lo que el nitrégeno correspondiente no se
consideraria en el andalisis general,

Precipitacion, lavado y redisolucion de los aminodcidos del grupo de las
“‘bases’’.—El filtrado de la melanina “*soluble’ que muestra una reacecion
alealina, se neutraliza con 1l1C], v se regresa al aparato de (laisen de destila-
eion al vaeio.

Aqui se concentra hasta cerca de 100 c.e., volumen que previamente se
marea en el matraz. A continuacion se pasa a un erlenmeyer de 200 c.e.,
se adicionan las aguas de lavado del matraz de destilacion, se anaden 18 c.c.,
de 1Cl eoncentrado y una solueion que contenga 15 gs. de dcido fosfo-
tungstico.

Se lleva toda la solueion a 200 ec.e. ¥ se ealienta a bano de Maria hasta
que el precipitado de las ‘*bases’’ se ha casi redisuelto.

Al enfriarse las bases reprecipitan como fostotiingstatos eristalinos, pu-
diendo entonces ser lavadas y filtradas.

Condiciones para la precipitacion y lavado.— Estas condiciones fueron
dadas por IHarris ¥y Osborn con la tniea diferencia introducida por Van Slyke
de usar dcido elorhidrico (18 c.c. que fueron anadidos) y no sulfarico en el
método.

La solueion que contiene las bases se mantiene 48 horas en reposo con
ohjeto de que el precipitado se forme bien, pues de lo contrario segiin Van
Slyke la histidina no precipitard en su totalidad.

La euestion del lavado es de gran importaneia, pues es necesario que el
precipitado quede enteramente libre de aguas madres y de aminodcidos de la
fraceion no preecipitada.

También es necesario usar la menor cantidad posible de agua de lavado,
pues el precipitado es algo soluble en ella. El método enantitativo es el si-
guiente:

Se prepara un papel filtro suficientemente ccnsistente y con un compas
se traza un circulo con diametro de tres pulgadas, que corresponderi al in-
terior del Biichner de igual didmetro. Perpendicularmente a la circunferen-

33

e



cia se haran 20 cortes situados entre si a igual distancia; los trozos se levan.
taran en angulo de 90° con respecto al papel. En esta forma obtenemos un
recipiente suficientemente grande como para contener todo el precipitado.
A continuacion lo introducimos en el Biichner de tres pulgadas y lo fijamos a
¢l convenientemente, humedeciéndole con agua.

Introducimos el precipitado y las aguas madres que se filtran lo mas
completamente posible, haciendo succion en el Biichner.

A continuaciéon se comprime el precipitado con una espatula. El filtrado
se transfiere a un vaso. Sobre el precipitado se adicionan 10 a 12 c.c. de una
solucion de lavado que contiene 2.5 %, de acido fosfotingstico y 3.5 % de HCL

Con una varilla se agita cuidadosamente a modo de suspender el preci-
pitado lec mejor posible en el embudo, reduciéndolo a granulos finos.

Hacemos ahora vacio y filtramos lo mejor posible. Se continua por este
camino hasta que una gota de filtrado no contenga calcio, lo que se logra
después de 8 a 15 operaciones similares.

En la prueba del caleio se usa una solucion de acido oxdlico, en 3 %
de sosa.

A 1 c.e. de esta solueion se adicionan dos gotas de filtrado y se agita.
Su presencia queda senalada por la turbidez.

Una vez terminado el lavado, las bases se pasan por medio de una espi-
tula v de agua destilada a un vaso con capacidad de un litro.

X1 papel filtro se coloca en una capsula y se lava primero con agua
y después con solucion muy débil de sosa, la que disuelve la pequenia poreion
de precipitado adherida al filtro.

Las aguas del lavado se encontraron algo turbias y se filtraron a través
de un pequenio papel filtro, después de lo cual se sometié éste a la misma
operacion que el anterior.

A la suspension de las bases se afiadieron 5 gotas de fenolftaleina y a
continuaecion una solueion de sosa al 50 % gota a gota. Al final de la opera-
¢ion la solucion formada con la adieion de sosa deberd permanecer ligera-
mente roja, pero no debe contener mis de tres gotas de la solueion de aleali
en exceso. La adicion de mayor cantidad trae consigo la destrueecion pareial
de cistina y arginina.

La solucion se diluye a 800 c.e. y se adicionan después una solueion de
3aC’l, por porciones de 5 en 5 c.c. hasta que una prueba con solucién de sul-
fato de sodio neutro, muestra presencia de ion Bario.

Durante el proceso la solucién debe mantenerse alealina.

No debe existir més de 5 e.c. de solucion de eloruro de Bario al terminar
la operacién. Se usaron en total 50 c.e. de solucién de Ba. El precipitado
obtenido de fosfotungstato de Bario se filtra y se lava con agua destilada.
usando el mismo papel que preparamos para filtrar las bases. Se lava hasta
que el agua del lavado no contenga ion cloro.

Bl filtrado que contiene los aminodcidos del grupo de ‘‘las bases’, se
concentra al vacio en el dispositivo de (laisen hasta 50 c.c.

Durante la concentracion una pequeiia poreion del fosfatungstato de
Bario que permanecié en solucién, precipita. El vacio se suspende, se filtra
y lava el precipitado y se contintia la conecentracion.

La soluciéon concentrada se llevé a un matraz aforado de 100 e.e. A eor -
tinuacién se pasé a un frasco de tapon esmerilado para posteriores andlisis
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lHasta aqui hemos separado nuestro hidrolisado exento de melanina v
amoniaco en dos grandes fracciones: la de las ‘“bases’ y la solucién de los
demds aminodcidos que permanecen en el **Filtrado de las Dases’

Melanina soluble adsorbida por el Fosfotungstato de Bario.- lLos preci-
pitados negruzeos de fosfotungstato con sus papeles filtros correspondientes,
se sometieron a Kjeldahl.

En este caso se obtuvo un valor que, aunque pequeio, es menester con-
signar: El producto digerido se aforé a 300 ec.e. vy se tomaron dos muestras
de 25 c.c.

Ambos dieron valores iguales de amoniaco a 1.3 c.e. N/50, a lo que co-
rresponden :

0.384 mgrs. para 25 c.c., lo que da 4.608 mgrs. para el volumen total,

RESUMEN DE VALORES

En ¢l hidrolisado total se encontré:

Nitrdogeno de Melanina insoluble = 152 mgrs.
Nitrogeno de Melanina soluble — (.
Nitrogeno de Melanina (fosfotungstato) = 4.608
Nitrogeno de Melanina total = 19.808

En 1 c.e. de hidrolisado se encontro:

Nitrégeno amoniacal : 0.248 mers.
Nitrogeno amigeno = % ) L .
Nitrogeno total — 3.691 5
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Capitulo IV

ANALISIS DE LAS BASES

En el capitulo anterior habiamos descrito la separacion de dos graudes
fracciones del hidrolisado. Siguiendo la nomeneclatura del original de Van
Slyke, la una serd llamada de las ‘‘bases’ y la otra fraccion *‘el filtrado

’

de las bases’'.

Las ‘‘bases’’ comprenden a los aminodacidos que originalmente fueron
precepitados por el dcido fosfotingstico. Son todos ellos de seis carbonos ¥
con caricter marcadamente bisico de donde el nombre con que tambicn se
les designa, de ‘‘bases hexodnicas’.

La histidina, arginina, cistina y lisina son los aminodcidos que constitu-
yen el grupo, todos eon puntos insoeléctricos superiores a siete.

Este andlisis constituye la parte mas importante del proceso, en virtud
de que los aminodcidos mencionados son de los que ofrecen mayor interes,
no soélo desde el punto de vista de la investigacion misma sino del industrial.

El andlisis se inicia con la determinacion del nitrogeno total.

Esta determinacion se efectud por el método de llengar empleando 2 c.e
de la soluciéon de las bases. El destilado se recibiéo en un vaso que contenia
25 e.e. de HCI _l

)

En la titulacion se gastaron 15.6 c.e. de NaOIl de la misma concentra

cion por lo que el destidado contiene 9.4 c.c. 0 de NII,OT.

Réfiriendo este valor al nitrégeno, tenemos:

9.4 ¥ .00028 = 2.632 mgrs.

de donde 1 c.e. de solueion de bases = 1.316 mers. de N total.
Y 5 c.e. de la solueion de base = 6.5980 mers. de N total,

DETERMINACION DEL NITROGENO AMIGENO EN LAS EBASES

Esta operacion se realizé en el aparato de Van Slyke empleando 5 c.e
de la solucion de las mismas: Se hicieron dos andlisis paralelos de los que s
obtuvieron los siguientes resultados:
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a) 6.8 c.e. de nitrégeno en la bureta.
bh) 6.9 c.e. de nitrégeno en la bureta.
Promedio 6.85 c.c.
Tension de vapor (experimental) igual 0.25 em.
Diferencia 6.65 c.c. de nitréogeno,
Temperatura de laboratorio 20C, presion de 579.8.
Correccion a 0 y 760 mm.
v (v S LD ;) - 0
T = 6.60 .i\).\_‘\!) 2\.7.)‘9.6 — 4798 a6
293 X 160

Miligramos de nitrégeno:

4728 c.e. N a 760 mm. = 5.909 mgrs.

De los cuales, segin la reaccion con el dcido nitroso solo la mitad co-
rresponde al problema, de donde:

5 c.c. de solucion de las bases 2.9545 mgrs. N(NIL,).

DISTRIBUCION DEL NITROGENO DE LAS ‘‘BASES"”

Arginina.—El fundamento del analisis de la arginina consiste en que
cuando este aminodcido se hierve con un dleali diluido, se descompone la
mitad de su nitrogeno en forma de amoniaco.

La explicacion de la reaccion segiin Schultze y Winterstein es que la
molécula se descompone a su vez en una de urea y otra de ornitina. La urea
es descompuesta a continuacion en amoniaco.

Reaceion:
NH2

|
HN C= NH-CHy-CH,~CH,~CH — COOH
|

NH,
+H0  (KOH)
- r‘sle <':H2— CHy; —CH,; —CH — COOK
I
NH,

diamino pentanoato de potasio.

La reaceion de la urea es la siguiente:

'\'JH2 ONH4
|
=0 + 2H20 + 2KOH — O=C + K2 COs + 2NHAOH
| I 3
NH2 ONHA
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Para esta determinacion se usaron 25 c.e. de la solucion de las bases y se
trataron con 12 ¢. de KOIIL. Se hirvié a continuacién durante seis horas
en el aparato especial que aparece en la figura 5 y que es una modificacion
empleada a sugestion del Dr. M. Bachstez del que se propone en el original
de Van Slyke.

Una vez llegado este tiempo en el que toda la arginina se ha descom-
puesto, se adicionan usando el embudo de separacion, 200 c.c. de agua y un
gramo de Zn en polvo, con objeto de facilitar la destilacion por arrastre del
hidrogeno liberado (Zn — KOII). Para lograr la destilacion, simplemente
se suspende la entrada de agua al refrigerante, con lo que los vapores podrin
pasar libremente por el sistema.

T
El amoniaco se recibié en 25 c.c. de solueién elorhidrica o por lo que

la cantidad de amoniaco seria: 25 — 19.12 = 5.88 c.e. de Nll‘,()[l,v, valor

1
que corresponderi en nitrogeno a 16.464 mers.

Refiriendo a 5 e.e. de solucion de bases tenemos:

D c.c. ““bases’ = 3.2928 mgrs. N, (arginina).

Histidina.— La determinacion de este aminodcido se obtiene, matemiti-
camente de los valores anteriores y la explicacion es la siguiente:

El nitrégeno no amigeno de las bases estd contenido parcialmente en la
histidina y en la arginina. .

La primera contiene dos terceras partes de su nitrégeno en forma no
amigena v la segunda (ac. delta, guanido alfa, amino pentanoico) tres cuartas
partes del mismo tipo de nitrégeno.

Se le designa como no amigeno en virtud de que es incapaz de reaccionar
con el acido nitroso. Segiun ésto, para caleular el nitrogeno de la histidina
sera necesario restar 34 del nitréogeno de la arginina al nitrégeno total no
amigeno y multiplicar a continuacion por 3/2.

El nitrogeno no amigeno total estard dado por la diferencia entre el ni-
trogeno total obtenido por Kjeldahl y el amigeno determinado en el aparato
de Van Slyke. Llamaremos a este valor D.

(‘onsiderando por otra parte como Arg. el nitrégeno de la arginina ob-
tenido anteriormente, podemos relacionar los distintos valores en la siguente
férmula :

Nitrogeno (histidina) = 3/2 (D — 34 Arg.).

o sea = 1.5D —1.125 Arg.

Seglin este procedimiento la histidina constituye en el método de Van
Slyke uno de los puntos sujetos a mayores posibilidades de error ya que la
exactitud de su valor depende de la precision con que se hayan determinado
los nitrogenos total y amigeno en la solucion de las bases asi como el de la
arginina. Cualquier error que se cometa en una de las tres determinaciones,
afecta directamente en el valor de este aminodacido. Sin embargo, como todas
estas determinaciones pueden realizarse con gran exactitud, no hay razén
para obtener resultados erréneos en la histidina.
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Cédleulo: Nitrogeno total: 6.5800 mers. en 5 c.e. de bases.
Nitrogeno amigeno : 29545 megrs. en 5 c.e. de bases.
Nitréogeno no amigeno: 3.6255 mgrs. en 5 c.c. de bases,
Nitrégeno arginina : 23.2928 ‘megrs. en 5 c.c. de bascs.

Nitrégeno histidina: (1.5 X 3.6255) — (1.125 X 3.2928) = 1.7338 mers.

Cistina.—La determinacion de eistina presente en las bases se obtiene
por el andlisis del azufre orgédnico. El método mas preciso y conveniente
para el presente caso es el de Benedict, modificacion de Denis, que esti ha-
sado en la oxidacion por ignicion con nitrato de cobre previa evaporacion
del agua de la solueion que contienen las bases:

Este método de Benediet modificado por Denis, asi como el reactivo del
mismo nombre estia deserito en detalle en la obra Biochemical Laboratorvy
Methods. Morrow & Sandstrom. 2a. Edicion. John Wiley & Sons. :

La oxidacion es invariablemente completa, ni la mas minima traza de
earbén o de otras materias insolubles debe permanecer después de la calei-
nacion. Las sales de Ba que restan en la solueién no estorban en modo aleuno
la operacion, la que se realizé con 10 c.e. de las bases haciendo dos andlisis
paralelos. Se emplearon dos eapsulas de 7 a 10 em. de didmetro v 5 c.c. en
cada una de ellas de la solucion de Denis. La mezela, fué secada empleando
iampara de rayos infrarojos con objeto de impedir pérdidas por ebullicion.
(En el original se recomienda solamente hacer la evaporacion en haiio de
Maria.)

Una vez obtenido en ambas céapsulas el secado se procede a calentar a
fuego directo hasta el rojo y se mantiene a esta temperatura durante 10 m.
El residuo se disuelve en 10 c.c. de dcido clorhidrico al 10 7%, diluyendo des-
pués a 50 c.c. se lleva a ebullicion y una vez en estas condiciones se anaden
a cada volumen 10 e.e. de una solucion al 5 % de cloruro de Bario.

El sulfato de Bario precipitado se lava y pesa por el método usual.

Al mismo tiempo que estas operaciones se prealizan es necesario praeti-
car un analisis en el eloruro de Bario, con objete de cuantear el azufre que
pudiera contener, valor que se restara al encontrado en las bases. En ge-
neral se acepta un error de una muestra a la otra de 1.5 mgrs. expresados en
sulfato de Bario, lo que viene a modificar solo ea pequefia escala el valor de
la eistina.

Resultados:
a) 10 c.c. de muestra 0.00825 evs. de BaS0,
h) 10 e.e. de muestra 0.00630 grs. de BaSO,

muestra en blanco (BaCl) 0.00199 grs. de BaS0O,

Obteniendo el valor promedio de los resuitados anteriores v fransfor-
mando a nitrogeno tendremos 10 c.e. de solucién de baszs corresponderin a
0.435 mgrs. de N..

La cantidad de nitrégeno de la cistina en las bases. considerando 5 c.c.
de las mismas, serd de 0.2175 mgrs.

Lisina.—E] nitrogeno de la lisina se caleula por diferencia, conociendo
el valor de los tres aminodcidos anteriores: asi sumando los nitrogenos de la
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histidina, arginina y cistina y restando el valor de esta suma al nitrégeno
total de las bases, obtendremos el nitrégeno correspondiente a la lisina.

3.2028 6.5800

+ 0.2175 5. 2441
1.7338 1.3359
5.2441

Segun ésto, el valor del nitrégeno de la lisina en 5 ec.c. de la solucion de
bases serd de 1.3359 mars.

RESUMEN DE VALORES

b

Para 5 c.c. de solucién de “‘Bases

Nitrégeno total 0800 magrs.
Nitrégeno Amigeno 2.9945 mgrs.
Nitrégeno Arginina 3.2928 mers.
Nitrégeno Histidina L7338 mers.

Il

w O3

I

I

Nitrogeno Cistina = 0.2175 mgers.
Nitrégeno Lisina = 1.3359 mers.



Capitulo V

ANALISIS DEL “FILTRADO DE LAS BASES”

En el Capitulo 111 (Pag. 17), describimos como a partir del hidrolisado
_exento de amoniaco y melanina, separibamos las ‘‘bases’ por medio del

-

dcido fosfotingstico. Estas fueron separadas por filtracion y lavadas con
solucion diluida de dcido fosfotungstico. El liquido filtrado, conjuntamente
con las aguas de lavado, fué adicionado de una soluciéon de NaOIl al 50 <
hasta que la solucién adquirié ligera turbidez (Precipitacion del Ca(OI1).
empleado para desalojar el NIH,OH. Se agrega dcido acético hasta que la
solucion se vuelve nuevamente clara (reaceion édcida).

Al adicionar la sosa, es necesario no agregar sino unas cuantas gotas
por encima del punto neutro, pues de lo contrario se forma un precipitad
incapaz de ser redisuelto.

A continuacion fué concentrado al vacio en el aparato de (laisen hasta
iniciarse la eristalizacion, y aforado después a 250 c.c. Este filtrado llamado
en el original de Van Slyke ‘‘Filtrado de las Bases’’, contiene los demis
aminodcidos del hidrolisado.

Determinacion del nitréogeno total.—Esta determinacion se hizo por el
método de Kjeldahl, modificacion de IHengar. Se emplearon dos muestras de

10 c.e. ecada una, y se recogié en cada caso el amoniaco en 50 c.c. de Il_‘(\‘('),_‘f”v
)

Titulacion del amoniaco:

A) para 10 c.c. del filtrado se emplearon = 10.50 de .\'&l()ll—:\(—_)
o)

B) el mismo resultado.
Por lo que:

10 c.c. de filtrado corresponden a 50 — 10.50 = 39.5 — c.c.

Relacion a nitrégeno:

10 e.ce. filtrado = 39.5 c.e. X 0.28 = 11.06 mers. de nitrdgeno.
250 ec.e. (Filtrado total) = 276.7 mers. N..

Nota.—La digestion con I1.SO,, se prolongé por tres horas, después de
que el liquido era claro, por la existencia del dcido fosfotiingstico.

Determinacion del nitrégeno amigeno.—El nitrégeno amigeno se deter-
miné por gasometria en el aparato de Van Slyke.
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Para ello se emplearon 10 ec.c. del *‘filtrado’ obteniéndose a 20° C. y
o82.2 mm. un volumen de 21.75 e.c.
La correceion por tension de vapor de agua es de 0.25 c.c. por lo que el
volumen resulta ser de 21.75 — 0.25 = 21.50.
Correceion a 0% y 760 mm.
21.50 X 273 X 5822

Yo = ' = 15.362 c.e
293 X T60

Como solamente la mitad proviene del nitrégeno amigeno, tenemos:
10 e.e. del filtrado = T7.681 c.c.
Relacion a peso del nitréogeno:
10 c.e. del filtrado = 7.681 N gas = 9.601 mgrs. N.
v 250 c.e. (filtrado total) = 240.025 mgrs. N(NIl,). 1
Nitrogeno no amigeno.—Estard dado por la diferencia entre los valores

anteriores: 276.7 — 240.025 = 236.675.
250 ec.e. (filtrado total) = 36.675 mgrs. N..

Prolina y Oxiprolina.—Siendo estos aminodcidos de nucleo pirrdlico,
incapaces de reaccionar con el deido nitroso y, por otra parte, las tinicas en
el filtrado de las bases con esta caracteristica, el valor 36.675 mgrs. N, debe
considerarse como correspondiente a estos productos, bien sea que coexisten
o que en el hidrolisado solo aparezea uno de ellos.

RESUMEN DE VALORES

““Para el filtrado de las bases’ (total)

Nitrogeno Total 276.7  mers. de
Nitrégeno Amigeno 240.025 ,, de
Prolina ¥ Oxiprolina =" 6.0 - ii'de

(]

Z 2 Z

">

Nota.—En el valor nigrégeno amigeno quedan representados todos los
demds alfa aminodcidos no determinados, con excepeion de los que durante
la hidrdélisis fueron destruidos (triptofano).

En el método de Van Slyke no se determinan estos sino en conjunto,

pero pueden ser cuanteados en el filtrado individualmente por otros eaminos.
D :



Distribucion General del Nitrogeno

La hidrélisis fué realizada con 8 gramos de huevecillos exentos de grasas
y lecitinas.

Los 8 gramos provienen de 9.625 g. de huevecillos naturales.

En el proceso se empledé una solueion aforada a 125 e.e. que representaba
ia mitad del hidrolisado, por lo que corresponde también a la mitad de los
huevecillos empleados.

Relaciones:

9.625 g. = 8.00 g.
Hueveeillos naturales. Huevecillos exentos de lipidos.

125 e.e. de Hidrolisado — 4 g. huevecillos exentos de lipidos — 4512,
¢. — huevecillos naturales.

A) Nitrégeno total (125 e.e. Hidrolisado) = 461.57 mgrs.

3) Proteina ecaleulada (Faetor 6.25) = 2.8830 mgrs.

(') Nitrégeno Melanina insoluble (125 c.c.) = 7.585 mars.
% Nitrogeno en Nitrogeno total = 1.64%.

D) Nitrégeno Melanina soluble (125 c.e.) = 0.0.
% Nitrogeno en Nitrégeno total = 0.0%.

E) Nitrégeno Melanina (Thangstico) (125 e.e.) = 4.608 mars. N..
% N. en Nitrogeno total = 0.9988%.

I) - Nitrégeno Amoniaco (125 e.c.) = 31.01 mgrs. N,.
% N. en Nitrogeno total = 6.720%.

(i) Nitrégeno total ‘‘Bases’ (125 c.c.) = 131.6 mgrs. N..

¢ N, en Nitrogeno total = 28.52%.
I) Arginina = 65.856 mgrs. N..

% N, en Nitrogeno total = 14.28%.
J) Cistina = 4.35 mgrs. N..

% N. en nitrogeno total = () 94309
K) Histidina = 34.676 mgrs. N..
% N. en nitrogeno total = 7.516%.

I.) Lisina = 26.718 mgrs. N,.
% N. en nitrégeno total= 5.79%.

M) Nitrégeno total del “‘Filtrado de las Bases™ (125 c.c.) 276.718 mers.

% de N, en nitrégeno total = 59.98%.
N) Nitrogeno Amigeno total “‘Filtrado de las Bases'' (125 e.e.)
240.025 magrs.

% de N. en nitrégeno total = 52.02%.
0) Prolina y Oxiprolina (125 c.e.) = } 675 mars.
% de N. en nitrégeno total == 7.96%

45

\




Analisis General

Para 125 c.c. de hidrolisado.—(4.8125 g. de Iuevecillos Naturales).

Nitréogeno Mgrs. N. % sobre N. Total
A) Iumina Insoluble 7.585 1.640
B) Humina Soluble 0.0 0.0
(')  Humina (Tangstica) 4.608 0.9988
D) Amoniaco 31.000 6.7200
E) Arginina 65.856 14.2800
F') C(istina 4.350 0.9430
() Iistidina 34.676 7.5160
II) Lisina 26.718 0.7900
[)  Prolina-Oxiprolina 36,675 7.9600
J)  Otros aminodcidos 240.025 52.0200
Total 451.493 97.6158
Analisis de las Bases.
Relacion a peso “% en huevecillos
Histidina 127.9 Mgrs. 2.659
('istina - o 5 0.775
Lisina 1893 i .895

.34’

©)
Arginina 408.6 4.24
Jases totales 713.1 Mers. 10.572



Apendice

DETERMINACION DEL NITROGENO AMIGENO

Método Volumétrico.—(Pope & Stevens). El método volumétrico emplea-
do en la determinacion del nitrégeno amigeno, para el control de la hidrolisis
(Cap. 11I) llamado **Método de Titulacion del nitrégeno amigeno’’, es el
siguiente :

Fundamento:—Los aminodcidos dan lugar a la formacion de sales soln-
bles de cobre.

El contenido en cobre e indirectamente el nitrégeno amigeno es detor-
minado por yodometria.

Reactivos:

1) Cloruro Ciprico.—('u Cl. 27.3 . por litro m 16 M).

2) Fosfato Trisédico.— Disolver 64.5 gm. de Na. Il PO, en 500
de agua exenta de (CO,. Adicionar 7.2 gm. de a“ll vy diluir
solueion a 1000 c.e.

3)  Solucion reguladora de Borato: Disolver 57.21 gm. de Borato ds
Sodio en 1500 ec.c. de agua y adicionar 100 c.e. de 11C] N, vi"l:E
a 2000 c.c.

Suspension de Fosfato Cuprico: Mezelar 1 vol. del Reactive de
Cu Cl, (1) ¥ 2 vol. del reactivo de Fosfato trisodico (2) v adieid
nese de dos voliimenes de solucion reguladora (3). prepirese I
suspension antes de cada titulacion.

Timolftaleina: 250 mgrs. en 100 c.c. de al(uhnl al 50 %
Tiosulfato de Sodio: Disuélvase 49.6 g. de Na.,S.0, en 200 c¢.o
de agua exenta de ('O, vy diluyise a 2000 c.c., adiciénese 0.1 % de
solueion reguladora de Borato y diliyase la mezela a 0.01 N antes
de usarla con agua que contenga un poco de solucion regulado-
ra de Borato.

Iodato de Potasio: Disolver 356.75 mgrs. de KIO, seco en 1 1
de agua.

Almidon: Preparar una solucion de almidon al 0.1 % y ajustar
su PII a 7.

Método: Adiciénese a un volumen de 1 e.e. a 5 e.e. de solueion de amino-
dcidos 4 gotas de indicador y NaOIl N hasta un ligero color azul, anadase
entonces 30 c.e. de la suspension de cobre Cu, (PO,), mezelando bien. Dili-
vase en 50 ec.c. y filtrese.

A 10 e.e. del filtrado anddase 0.5 e.c. de dcido acético y 1 g. de KI

Tittilese el yodo con solucion 0.01 N de Na, S, O, usando almiddon como
indicador interno.

Relacion.—1 ec.c. de solueion 0.01 N Na, S, O, = 0.28 mers. de N(NII,)

Explicacion.—Al neutralizar el hidrolisado dcido con sosa usando la
timolftaleina, los aminodcidos quedan solubles en forma de sales de sodio.
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Al adicionar la suspension de fosfato de Cobre se forman complejos solu-
bles de este elemento. Se afora a 50 c.c. y se filtra.

En el precipitado quedardn los productos de destruecion proteica, como
melanina, posibles proteinas sin hidrolisar, ete.

Al tratar 10 c.c. del filtrado eon yoduro de potasio y decido acético se
liberard vodo por efecto de la oxidacion del ion euprico sobre el yoduro.
Este vodo serd titulado por el tiosulfato empleando como indicador interno
La reacciéon final es la siguiente:

el almidon.

41 + 2 Cu

—————> (‘u-_- l: T l:

precip. blanco.

Donde cada dtomo de Cu pone en libertad otro de yodo.

Y 2 Na. 5; Oy

———> 2Nal + Na; S, Os

Tetrationato de Sodio

Las relaciones de: 2N (NH.,), Cu, 1, Na. S, O; dan lugar a que 1 c.c. de
sol. .01 N dé Na. 8. 0. = 0.28 mgrs. de N. (NH.).

B RS T I ET L Y E g BT iR L Bk Tt el il guirke g N

LEAd 1 kA g ta-ttEac bl f - r b bed g ] olag o g

Fiz 6

Bureta de

Método Gasométrico.—Se realiza
mediante el aparato de Van Slyke.
(Fig. 3).

Consta de cuatro partes funda-
mentales: Deaminizador (Fig. 7).
Bureta de gases (Fig. 6), Camara
de Absorcién (Fig. 8) y Sistema de
Agitaeion.

Estd basado en la reaccion del
dcido nitroso con los grupos amige-
nos que da lugar a la formaeién de
nitrogeno (gas).

R — CH(NH,) — COOH -+ TINO,
= R — CH(OH) — COOH + N, +
11.0.

La reacecion se logra por el empleo
de una solueion de Nitrito de Sodio
v Acido acético glacial.

En la primera fase de la opera-
¢ion se desaloja del sistema todo
el aire que puediere contener, reem-
plazdndolo por el deido nitroso. La
bureta se encuentra totalmente llena
de agua v su nivel se logra mediante
un bulbo de altura regulable.

Al introducir la muestra de ami-
nodcidos en el recipiente de reaceion
(Deaminizador), tiene lugar la pro-
dueeion de nitrogeno conjuntamente
con la formaecion de 6xido de nitro-
ceno segiin la reaeeion:

3HNO, = HNO; + 2 NO + H.O.

A fin de eliminar este gas, la mez




I's |

¢la se hace pasay a la edmara de absoreidon que contiene una solueion alealina
de permanganato de potasio. Una vez que todo el NO ha sido fijado. el ni-
trégeno se hace pasar a la bureta de gases para su medieion.

En todas las operaciones de reaceion y absoreion, el sistema de agitacion

Fig. 8
a ‘ Deaminizador.

Fig. 7
Camara de Abs-rcion.

que mueve a los tres aparatos fundamentales, permite aleanzar valores enan.
titativos en unos enantos minutos.

El aparato consta de una serie de llaves que comuniean entre si a los
distintos aparatos del sistema, y cuyo manejo es en princeipio complicado

El volumen de gas medido en la bureta es reducido a condiciones nor-
males.

El aparato empleado es el modelo maero de Fisher Scientific Company,
con el que se obtienen resultados de gran preecision,
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Para mayores detalles sobre el aparato. su manejo y aplicaciones, pue-
den consultarse las siguientes obras:

1)

l))

3)

4)

6

Morrow C. A. *‘Biochemical Laboratory Methods”, New York.
1927, P. 151,

Morrow & Sandstrom W. M.—1935.

Carl L. A. Sechmidt.—The Chemistry of Aminoacids & Proteins with
addendum,

Van Slyke, D. D.—A method for Quantitative Determinations of
Aliphatic. Amino Groups. Application to the Study of Proteolysis
and Proteolytic Produets. .J. Biol. Chem. 9. 185 (1911).

Van Slyke, D. D.—The Quantitative Determination of Aliphatie
Amino Groups 1. J. Biol. Chem. 12, 275 (1912).

Van Slyke, D. D.—The Quantitative Determination of Aliphatie
Amino Nitrogen in Minute Quantities. .J. Biol. Chem. 16 (1913-14).



1)
2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

Bibliografia

Referencias de la parte zooldgica e historica.

Sahagiin Fray Bernardino de.—Codex Original (1557) Biblioteca Nacional, Méxi-o.

Sahagiin Fray Bernardino de—(1499-1500) "HISTORIA DE LAS COSAS DF
ESPANA”, Vol. 111, (1938), Pag. 196.

Herndndez Francisco—"Rerum medicarum Novae Hispanie Thesaurus seu planta-
rum, animalium, mineralium mexicanorum”. Roma. 1640.

Clavijero Fco. Javier—"S:oria Antica del Messicc”, Vol. I, II. Bologfa, 1780.—
Historia Antigua de Meéxico. Vol. 1. 434-35 (1017).

Prescott William H.—'The ingenious contrivances to extract aliment from most
unpromising scurces’. “The conquest of Mexico”. Random House Inc. New

York, N. Y., Vel. I, Pag. 137.

Diaz del Castillo Bernal—"Historia verdadera de la Conquista de la Nueva Fspana”,
1904, Vcl. I. Cap. 92. México.

Coindet Leon.—"Le mexique consideré du point de la vue medico chirurgical”. Pa-

ris, 1867.
Ancona L. H.—Anales del Instituto de Biclogia, Meéxico. 4, s1. (1933).

Obras de Consulta y Referencias de la parte Quimica.

1)
2)
3)

4)
5)

6)

Notes on Mexican Drugs, Plants & Fcods, ITII. Ahuautle, The Mexican Caviar By
Marced Bachstez y Altagracia Aragon. México.

Bicchemical Labcratory Methods.—Morrow & Sanstrom.—2' Edicion. John Wiley
and Sons.

The Chemistry of Aminoacids and proteins with addendum.—Carl L. A. Shmit—
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The Aminoacids Composition of Proteins and fcods.—Block & Bolling - Thomas.
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Massen & Cia,

Analytical Edition.—Industrial & Engineering Chemistry—Julio 15, 1939, Vol. II,
N 7, P. 355-414. Pags. 412-413.
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7)

8)

Organic Quantitative Microanalisis—Niederl & Niederl—John Wiley & Sons.—
1938, Pags. 16-17.

Cutline of the Amincacids and Frotens.—Melville Sahyun M. A.—Reinhold Pu-
blishing Corp.—1944.
Tratado de Quimica Organica.—Dr. Enrique V. Zappi—El Ateneo.—Buenos Aires.

Organic Syntheses.—Vol. I, Pags. 49-612.—Gilman-Blatt. New York.—John Wiley
& Sons Inc.

Handbook of chemistry and Physics.—2oth. edition.—Chemical Rubber Publishing
Co.—Cleveland Ohio, U. S. A.

Fisiologia Quimica.—Pags. 62-111-153-159. Prof. Dr. Emilio Lehnartz—I'rad. Dr.
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