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CAPITULO 1

A. CROMATOGRAFIA.
a) ORIGEN E HISTORIA.
b) CLASIFICACION.

B. AMINO-ACIDOS.



a).—ORIGEN E HISTORIA.

El término Cromatograma (Cromatografia) proviene del ale-
man Cromatogramm que fué propuesto por Tswett (155) para de-
signar un nuevo método mediante el cual se hacia posible la sepa-
racion de los constituyentes de mezclas complejas (Clorofila de plan-
tas); haciendo percolar el solvente que los contiene al través de una
columna llena de material adsorbente. Los integrantes de la mez-
cla, se van separando en diferentes secciones de la co]umna confor-~
me a su afinidad adsorbente.

Zechmeister (192) y Strein (155) atribuyen al descubrimiento
de la mencionada ‘“‘Cromatografia’’, al botanico ruso Tswett en el
afio 1906, sin embargo Martin (107) lo remonta al afio de 1886 en
que Schoenbeim publicé su “Analisis Capilar’.

Desgraciadamente el libro de T'swett se publicé en ruso., (1910)
y sus primeros trabajos, sélo aparecieron en revistas de botanica de
poca circulacién, a esto se debié que hubiera un periodo de estan-
camiento en el desarrollo de la Cromatografia, durante el cual sélo
se publicaron trabajos aislados, sobre la separacién de- pigmentos
de diferentes substancias, y que no tuvieron gran trascendencia en
el terreno de la Quimica.

Entre estos‘trabajos se pueden citar los de los investigadores
Dhéré y discipulos (1911): Palmer (1922); Palmer y Eckles (1922);
Coward (1924) y Lipmaa (1926). También Willstaetter vy Stoll: y
Wi illstaetter e Isler (1912), habian hecho hincapié en las posibilida~
des que ofrecian las experiencias de Tswett (192).

La verdadera introduccién de la Cromatografia como instrumen-
to de la Quimica, puede decirse que se inicié a principios de 1931,
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cuando Khun y Lederer, y también Kuhn, Winterstein y Lederer,
con todo éxito, aplicaron el ™'

Analisis de Adsorciéon’™ al aislamiento
de carotenos naturales, logrando la disgregacion del caroteno, en
alfa y beta carotenos.

Después siguieron los trabajos de Karrer v colaboradores, Strain
vy muchos otros.

Desde 1931 a nuestros dias, el desenvolvimiento de la Croma-
tografia ha tomado gran importancia, encauzandose por diferentes
caminos, y sujetandose a diversas transformaciones para aplicarse
como un valioso procedimiento de separacién en casi todas las ra-~
mas de la Quimica.

“NingGn otro descubrimiento ha ejercido tan gran influencia, vy

ha ensanchado el campo de la investigacién del quimico organico,
tanto como el analisis Cromatografico de Tswett. . .

" Fueron las
palabras de Karrer al referirse a la Cromatografia en su lectura

ante el Congreso de Quimica efectuado en Londres en 1947, cita-
do por Tiselius (163)




b.—CLASIFICACION.

Con el objeto de localizar la posicion que dentro de la Croma-
tografia en general. guarda la hoy tan en uso ‘‘Cromatografia de
Particién en Papel Filtro'® (Papirografia). de la cual nos ocupare-
mos en este trabajo, y en_segundo lugar para dar una idea de con-
junto de la variedad de procesos que se abarcan bajo el nombre
de “Cromatografia’, aprovecharemos la reciente clasificacién”pro-
puesta por Meinhard (115)., que se expone a continuacién con to-
da amplitud.

Tratando de presentar a esta clasificacién en forma mas sen-
cilla, se le han hecho algunas alteraciones, en el orden y forma de
expresion, y se han omitido en ciertos casos algunos ejemplos.

El hacer una clasificacién de la citada Cromatografia con fun-
damento en definiciones cuantitativas, es un problema un tanto com-
plejo, vy hasta cierto punto. imposible; pues aunque se conoce bien
el efecto de los fenémenos que ocurren, la explicacién de su me-
canismo esta ain muy discutida.

La diferenciacién propuesta por Meinhard se fundamenta en
el equilibrio en la disputa por el soluto que se lleva a cabo entre
la fase movil (liquido o gas) y la fase estacionaria (adsorbente).
considerando completa reversibilidad entre los cambios intermedios
que se efecttian, (requisito que en algunos casos no siempre es ne-
cesario).

Meinhard, agrupando de dos en dos los términos: Ion, Com-
plejo, Dispersién y Asociacién, establece arbitrariamente 16 com-
binaciones posibles, representando cada una de ellas a una clase;
varias de las cuales se les puede identificar en los métodos ya co-
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nocidos; otras, en cambio, sugieren nuevas posibilidades en la apli-
cacién de la Cromatografia.

Definiciones que se les atribuye a los términos a que nos he-
mos referido:

ION; (1). Particula de soluto con carga eléctrica definida, ca-
racterizada por su estructura simple y su tamafio sub-coloidal.

COMPLEJO:; (C). Producto de la interaccién reversible en-
tre una particula de soluto de estructura sencilla y un agente com-
plejante (formador de complejos), para dar lugar a nuevas espe-
cies. La combinacién implica ligaduras coordenadas o de caracter
auxiliar.

El complejo puede ser una estructura simple, (con o sin carga)
o un agrupamiento relativamente grande y complicado, de parti-
culas, que se puede representar como una dispersién coloidal, co-
mo un precipitado o bien como un depésito inmévil en la fase
sélida. )

DISPERSION:; (D). Producto de la interaccién reversible de
un. soluto con otro soluto, o con el mismo solvente para producir es~
pecies menos asociables con este tltimo.

Esta disminucién de asociabilidad, se manifiesta cuando se
agrupan las particulas para formar dispersiones coloidales o preci-
pitados visibles.

Aqui no se incluye a las dispersiones que se originan por un
proceso de formacién de complejos. Sin embargo. si se incluyen las
dispersiones de proteinas, silicatos, jabones, colorantes, polimeros
orgéanicos y otras particulas que pueden o no tener carga idnica,
segin el pH, la adsorcién, u oclusién de iones, la presencia de gru-
pos disociables, etc.

ASOCIACION: (A). Mutua atraccién entre una particula de
soluto y otra substancia (tanto en el liquido como en la fase so6li-
da, o bien en ambos) o entre dos particulas de soluto de la misma
especie, sin implicar ligaduras [ijas.

Caracterizado por ser un complejo de ligadura muy débil de
composicién indeterminada (:H: Dipolos, etc.).

—— — e

Estas definiciones, segtin se da a entender en el reporte de
Meinhard, estan fundadas en la expresién convencional de los fe-
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" némenos bien determinados que se originan, sin entrar a profun-

i

dizar su mecanismo. Consecuentemente, estos términos los emplea
como titulos descriptivos, y no como definiciones exactas, agru-
pandolos, hasta cierto punto, en forma arbitraria.

la. CLASE; (I-1) Cambio de iones; solucién de iones en la fa-
se liquida contra resina cambiadora de iones en la sélida.

La relativa afinidad de los iones ‘por adsorberse, parece de-
pender en primer lugar de la valencia, grado de hidrataciéon y de
basicidad.

Un ejemplo lo tenemos en la separacidon del Zirconio y Hafnio,
en solucién 6M de acido clorhidrico, contra una resina cambiadora
de iones. El Hafnio, mas basico, aparece primero en el efluente.

2a. CLASE; (C-I). Un refinamiento de la clase anterior, in-
corporando en la fase liquida a un agente complejante de los inte-
grantes de la mezcla.

La separacidon se efectiia de acuerdo con el grado de basicidad,
de los individuos que se traten de separar.

Se ilustra esta clase con el trabajo de Spedding (115) y otros,
sobre la separacién de tierras raras, en individuos espectrofotogra-
ficamente puros, empleando como agente complejante a una solu-
cién reguladora de citrato en la fase modvil y una resina cambia-
cdora de iones como fase estacionaria.

La separacién por este proceso equivale a la que se podria ob-
tener mediante varios miles de recristalizaciones fraccionarias.

3a. CLASE; (I-C). Invirtiendo el sistema de la clase 2, em-
pleando un agente complejante en la fase sélida, se hace posible la
separacién de iones. i

Erlenmeyer y Dahn (115) proporcionan una ilustraciéon de es-
ta clase, empleando 8-hidroxiquinolina como “‘adsorbente’, logran
la separacién de varios metales, recognoscibles por los complejos
coloridos que forman en la columna.

El pH en la fase liquida es el factor importante en esta clase.

Hace notar Meinhard, que este método no ha tenido mayor des-
arrollo, debido a la dificultad de encontrar agentes complejantes
para la fase estacionaria; sin embargo, indica la posibilidad de in-

corporar estos agentes, en un sdélido para constituir asi la fase
inmoévil de este sistema.
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4a. CLASE: (C-C). Se puede también establecer el equilibrio
en la competencia entre un complejo en la fase mévil y un comple-~
jo en 'la fase solida.

Por ejemplo una mezcla de citratos cromatografiada en colum-
na de 8-hidroxiquinolina, la separacién se fundara también en el
grado de basicidad.

Hasta ahora no parece haber sido reportado ningtan trabajo so-
bre esta clase. )

5a. CLASE: (I-D). Al tiempo del desarrollo cromatografico, a
una solucién dec cationes, se le precipitan éstos al estado coloidal,
aumentando gradualmente el pH. El coloide formado, siendo me-
nos mévil que los iones originales, es retenido en los intersticios
del adbosrbente, originandose zonas de separacién.

Este mecanismo ha sido ensayado por Meinhard y Hall (115).

Parece que algunas de las separaciones inorganicas por simple
cambio de iones, que se han reportado. en general se efectdan con-
forme a este proceso.

6a. CLASE; (C-D). Al sistema descrito en la clase anterior.
se le puede modificar, formando primero., complejos con los iones
originales.

El mecanismo implica la previa descomposicién del complejo,
antes de la precipitacién de una zona, y no debe confundirsele con
el de la clase 15 en la cual el complejo es adsorbido como tal en
la columna.

La separacién se basara en las estabilidades relativas de los
complejos y en la movilidad del agente complejante.

Donde la cromotografia de iones simples no conduce a una
separacién ttil, se puede emplear un agente complejante para mo-
dificar el orden y precisién de las zonas.

Al parecer, poco se ha trabajado en este tipo de separaciones,
y la formacién de especies menos méviles., a consecuencia de la
hidrolisis, ha sido grandemente desatendida.

7a. CLASE:; (Dispersién~dispersién). En esta clase. el grado de
copulacién del coloide en la fase liquida es a menudo diferente y
casi siempre menor a su agregacion cuando esta en contacto con
la fase solida.

Desgraciadamente en el caso de la separacién de proteinas,
éstas son con frecuencia adsorbidas irreversiblemente, pudiéndose
originar su desnaturalizacién en la fase sélido-liquida.
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Esto sugiere un procedimiento que al parecer mo ha sido re-~
portado, que consiste en emplear como la fase inmévil, a una es-
tructura proteinica sélida, que ademas de presentar mayor especi-
ficidad por las diferentes proteinas, tendria un poder de adsorcidn
mas débil. i

Se han reportado aplicaciones algo diferentes a esta clase, co-
mo por ejemplo, la preparacién comercial de dispersiones de si-
lice; haciendo pasar una solucién de silicato de sodio, sobre una
1esina cambiadora de iones, previamente tratada con acido, que

retiene los iones de sodio y libera al acido silicico coloidal exen-
to de sales.

8a. CLASE; (I-A). Se establece la disputa entre la solucién

de iones frente a un sélido, que no contiene centros individuales
de atraccién.

1.a atraccién de los iones por el sélido, es debida a un fendéme-
no de doble capa eléctrica.

Una descripcién del proceso, la da Bickerman (115), el efecto

se incrementa solamente a bajas concentraciones.

Es dificil prever cémo esta clase puede ser la base de un pro-~
ceso cromatografico 1itil; sin embargo, puede ser interesante la con-
sideracién de este efecto con relacién a la migracién de iones en
los suelos y en otras formaciones geologicas.

9a. CLASE; (D-I). Se ha descrito la posibilidad de cromato-

grafiar una dispersién coloidal (proteina) contra una resina cam-
biadora de iones.

En este proceso el coloide se combina idnicamentz con el ad-
sorbente.

En seguida se describe una interesante aplicacién de este sis~
terra al caso de sales inorganicas solubles.

Si a una dispersidén acuosa de sulfato de bario, se le cromato-~
grafia en una resina cambiadora de iones (cationes), previamente
tratada cen acido, el ion Ba -|- -|- debe adsorberse, mientras que
aparece acido sulfirico en el efluente. Es claro que la separacién
de una mezcla de cationes puede efectuarse al mismo tiempo.

Esta aplicacién puede ser de .utilidad, en los métodos donde

algunos iones interfieran .y sean . dificiles de  eliminar por otros
medios.
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10a. CLASE: (D-C). Si substituimos a la resina cambiadora de

iones de la clase 9, por un agente complejante, se obtiene un nue-
vo proceso.

Un ejemplo lo tenemos, en el practico método de cromatogra-
fiar en forma de dispersién, y sobre 8-hidroxiquinolina, a una mez~
cla de metales obtenidos al estado de sales muy poco solubles, sin
necesidad de su transformacién previa, en especies mas solubles.
El método, desde luego. tiene un empleo limitado.

1la. CLASE; (A-A). En este tipo, se considera la disputa entre
el solvente y la fase estacionaria, por su ‘‘asociacién’” con el soluto,
interviniendo sélo en grado minimo la accién de cargas idnicas.

Ya que las diferencias en el grado de asociacién pueden prove-
nir de alteraciones minimas en la molécula, la separaciédn de los
solutos depende unicamente de sus estructuras.

Aqui se cita como ejemplo a la cromatografia de compuestos
organicos descrita por Zechmeister 'y Cholnoky (192).

Meinhard, clasifica a la CROMATOGRAFIA DE PARTI-
CION SOBRE PAPEL FILTRO, dentro de esta clase, y afirma
que su diferencia con la cromatografia ordinaria, depende en pri-
mer lugar de la seleccién de medio ¥y no en su mecanismo.

Una consideracién mas completa sobre esta clase, trataremos
de hacer en el siguiente capitulo.

12a. CLASE: (A-D). El efecto catalitico de un adsorbente so-
bre un soluto determinado, ocasionalmente puede dar lugar a la
polimerizacion de este altimo, para causar la formacién de agre-
gados moleculares.

Este material puede adsorberse irreversiblemente, o circular a
lo largo de la columna, a una velocidad tal que haga posible su
separacién de otro soluto que no haya sido afectado en la misma
forma.

- 13a. CLASE: (A.-I). Un adsorbente puede causar la disocia-

ciéon catalitica de una molécula de soluto con la formacién de es-
pecies iénicas en el adsorbato.

Como el proceso puede ser irreversible, en algunos casos se

puede usar un solvente lo suficientemente polar. para efectuar la
recombinacién de los iones.
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Se puede prever que podra tener lugar una recombinacién en tal
forma que se produzca una mezcla mas compleja que la original.

Sin embargo, este proceso ha sido la base de varias separacio-~
nes por ciertos tipos de cromatografia de particiédn, donde ocurre
una ionizacién solvolitica en la fase acuosa.

14a. CLASE: (A-C). El empleo de una fase sélida que forme
complejos con solutos orgéanicos parece que no ha sido reportado.

El desarrollo de este proceso debe verificarse en condiciones
anhidras, para evitar complicaciones de caracter idnico.

15a. CLASE: (C-A). Encontrandose el soluto en forma de com-
plejo, en el seno de un solvente, sera retenido como tal por el s6-
lido, v en forma de asociacidn.

Se puede ilustrar esta clase con el método de separacién de
ditizonatos de metales pesados, en columna de aliimina.

16a. CLASE; (D-A). Si el soluto de la clase anterior, se en-
cuentra en forma de dispersién coloidal. ¥y no de complejo, ten-
dremos a esta ultima clasificacién.

Tiselius describe este sistema aplicado a proteinas que son dé-
bilmente o no adsorbidas, haciéndolas fuertemente copulables me-
diante la presencia de una sal (salificacién). Desde luego, la efi-
cacia del método dependera de la completa reversibilidad entre las
especies presentes.

et st et et

De acuerdo con lo indicado por el autor de esta clasificacion,
se puede notar que algunos métodos cromatograficos como por
ejemplo el consistente en una combinacién de precipitacién con ad-
sorcién por cambio de iones, con que recientemente se logré ais-
lar al elemento 97 (149). no quedan totalmente definidos dentro
de una sola de estas clases, sino que habria necesidad de recurrir
a clasificar a las diferentes etapas del proceso, haciendo uso de
mas de uno de los tipos de clasificacién que hemos relatado.

Debido a que la clasificacion de Meinhard ha sido aparente-~
mente hasta ahora la tnica reportada, y por el interés que encie-
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rra, nos hemos detenido quizad un poco mas de lo necesario sobre
este punto.

El término Cromatografia, como se ha podido observar, a pe-
sar de significar un proceso donde interviene la produccién de co-
lor, también se aplica a varios otros donde no tiene lugar la forma-
cion de ninguna coloracidn, por.lo cual probablemente fuera maéas
propio emplear la palabra '‘Adsorbografia” para designar a todos

estos procesos, incluyéndose asi tanto a los que tuvieran relacién
con c<olor, como a los que no.
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B. AMINO-ACIDOS

Ya que el presente trabajo esta enfocado al estudio de los amino-
acidos, y en especial de los alfa~-amino-acidos, que son los que se ob-~
tienen como producto de la hidrélisis de proteina, en esta parte de es-
te capitulo haremos un breve estudio de las propiedades de estos
compuestos, insistiendo principalmente en algunas de aquellas que
constituyen fundamento de métodos de identificacion, separacion
Y cuanteo.

Los alfa-amino-acidos, son substancias que se caracterizan por
tener ademas del agrupamiento carboxilico, un atomo ‘de nitrége-~
no ligado al carbén contiguo al ~-COOH en forma de un radical
amino.

A estos cuerpos se les representa por la férmula general:

R-CH,-COOH '

NH.

Todos los alfa-amino-acidos naturales, son Jpticamente acti-
vos (L), exceptuando a la glicina. Esto es de gran trascendencia
biolégica, pues se ha podido comprobar que los amino-acidos con
excepcidén del citado anteriormente. que son inactivos a la luz po-
larizada, casi siempre son inactivos en las funciones biologicas.

Son substancias cristalinas e incoloras, que debido a su ca-
racter idnico, presentan propiedades de una sal. ’

Los alfa-amino-acidos con excepcién de la tirosina, tiroxina vy
cistina, son muy solubles en agua e insolubles en alcohol y éter,
la prolina y la hidroxiprolina, son solubles en ambos solventes.

Al grupo de la glicina, alanina, valina, leucina, nor-leucina, iso-
leucina, fenilalanina, tirosina, treonina, serina, prolina, hidroxipro~
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lina, triptofano, tiroxina, metionina, cistina y cisteina; se le ha ca-
rarterizado por su neutralidad, sin embargo, hay que hacer notar
que el agrupamiento = INH del triptofano, no presenta caracter
basico, por otra parte los mismos agrupamientos, en la prolina hi-
droxiprolina e histidina, son marcadamente basicos. El grupo fené-~
lico de la tirosina es ligeramente acido.

(Connant, J. B., “The Chemistry of Organic Compounds’,
1944).

Es interesante notar la relacién entre las estructuras de la ar-
ginina y de la histidina, asi como la existente entre la ornitina (que
a su vez deriva de la arginina por accién de la arginasa) y la pro-
lina; en ambos casos se puede suponer que tiene lugar una cicli-
zacién con pérdida de H y NH,, en igual forma se puede hacer la
comparacién entre las estructuras de la ornitina y la hidroxipro-
lina. -

CLASIFICACION. Para agrupar a los amino-acidos se han
empleado varias clasificaciones, entre ellas podemos citar a la con-
sistente en agruparlos segtin sus estructuras, en series: alfatica,
aromatica y heterociclica, o bien segan su caracter acido o basico,
en acidos, basicos y neutros.

CARACTER DIPOLAR. Como es bien sabido, los amino-aci-
dos son substancias de caracter anfétero como consecuencia de
sus agrupamientos —COOH y NH..

Por el paso del protén del carboxilo al radical amino, tenemos
al i6én anfétero (lion-Zwitter).

En el caso de los alfa-amino-acidos., al estar en solucién en
agua, el radical —COOH presenta mayor tendencia a perder su
protén, que el grupo —NH. tiene de recibirlo.

En vista de este fendémeno, para obtener un equilibrio entre el
centro de cargas negativas y positivas, es necesario aumentar li-
geramente la concentracién de protones en la solucién. (H). En-
tonces se llegara al punto iso-eléctrico de la molécula, en este pun-
to hay una neutralidad de cargas que se manifiesta porque en este
estado la molécula es incapaz de ser transportada en el campo eléc-
trico, como sucede con los iones. ’

Antes se suponia gue este estado se debia a una reaccién in-
terna del amino-acido (A), o bien se le atribuia a que no- habia
disociaci6én, o si la habia ésta era en un grado minimo (B).
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H-CH-C=0 H-CH-COOH

H,N-O NH.
(A) i (B)

Tomando el ejemplo de la glicina, en seguida exponemos la
accién de acidos y bases sobre este amino-acido, estando disuelto
en agua.

I

H-CH-C
TG - - H
- (H30)+ (l(;ll)— H
 H-9-H
4
O
o-rH1— H~-CH-C~*
1 -H
H-N-H
h iy
H (1Cy—
+ H-O-H -
M
+H50 -+
IIX

La férmula I), nos representa la mayor tendencia del carbo-
xilo, de perder su protém; la (II), después de haber agregado una
minima cantidad de HCI, nos representa al ién anfétero, continuan-
do la adicién del acido, tenemos al clorhidrato (III) y por otra parte
la (IV) nos representa a la sal del acido, también al estado disuelto.

El ejemplo anterior, ilustra el caso tipico para un amino-acido

con un solo grupo basico y un grupo acido, que reaccionan con un
equivalente de acido o de base.

Aquellos que tienen mayor nimero de agrupamientos acidos que
de basicos, reaccionaran con mayor cantidad de base, asi el acido
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aspértico reacciona con dos equivalentes de base, y sélo uno de
acido, lo contrario sucedera cuando predominen los grupos basicos,
como es el caso de la arginina.

No se puede decir que un amino-acido se comporte enteramente.
como una amina primaria, o como un acido carboxilico, ya que un
agrupamiento ejerce su influencia sobre el otro, sin embargo, es po-~
sible bajo ciertas condiciones substituir el H 6 el OH del —COOH,
en presencia del grupo —NUH. libre, y a su vez, llevar a efecto subs~-
tituciones en el radical amino en presencia del carboxilo. Es posible
lograr que cada grupo desenvuelva sus propiedades caracteristicas,
es decir de amina primaria, o bien de acido carboxilico, bloquean-
do en cada caso uno de los radicales. En efecto, se ha comprobado
que por ejemplo la acetilacién del —NH., procede con mas facili-
dad, estando bloqueado el —COOH: el procedimiento es mas nota-
ble, al bloquear la amina y quedar libre el agrupamiento acido, en
este tultimo caso, se basa el método de Soerensen, para la titulacién
de los grupos acidos de los amino-acidos, empleando formol como
agente bloqueador de la funcién —~NH.. Debe advertirse que esta
accién del aldehido férmico, no la comparten la mayor parte de los
aldehidos, los cuales no reaccionan sobre el grupo NH.—, sino que
se copulan con otras partes de la molécula (62).

Los alfa-amino-acidos, son susceptibles a desaminarse, y des-
carboxilarse; también se les puede obtener como sus sales metalicas.

Como ya se ha visto, al reaccionar uno de los grupos funcio-
nales, quedan afinidades reactivas en el grupo restante; a esto se
debe la formacion de complejos cuando reaccionan les amino-acidos
con algunas sales metalicas, por ejemplo con el cobre: a continua-
cién escribimos una adaptaciéon a la férmula propuesta por H. Ley,
para representar al complejo formado por las sales ciipricas con los
amino-acidos: . A




Las uniones Quelato del complejo se efectian en vista de la re-
lativa poca disociacién de los iones metalicos. '

Con metales alcalinos o alcalinotérreos, no se puede suponer la
formacién de un complejo, debido a la gran disociacién de estos io-
nes metalicos.

Desde los primeros trabajos sobre amino-acidos, (como el ais-
lamiento de la cistina (1810). de la glicina y leucina (1820), de la
tirosina (1846), y de otros amino-acidos, determinados aisladamen-
te), no se habia contado con un método sistematico, para la sepa-
racién de ellos de las mezclas obtenidas de la hidrélisis de protei-
nas, sino hasta el afio de 1901 en que Emil Fisher encontré que la
mezcla de los esteres de estos acidos podia fraccionarse sin des-
componer, por destilaciédn al vacio. Después se han empleado varios
otros procedimientos sistematicos de separacién, por precipitacién se-
lectiva, v en condiciones controladas, de sus sales metalicas, o bien
aprovechando sus solubilidades en diferentes solventes; por preci~
pitacién con acido silicotungastico, etc.

Entre los métodos que han tenido mavyor aplicacion en los alti-
mos afios, se puede citar a otros procedimientos sistematicos, como
los basados en el transporte de iones en solucién, v a la variedad
de métodos cromatograficos, que como ya se ha dicho. han tenido
un extraordinario desarrollo.

Una extensa discusién de todos los dltimos adelantos sobre la
determinacién de amino-acidos, se puede consultar., asi como una
abundante bibliografia, en el reporte de recopilacién de Martin vy
Synge (110-a).

Sobre la importancia que implica el estudio de los amino-acidos,
ya no vamos a insistir, puesto que ya este punto, ha sido muy tra-
tado en otros trabajos de tesis recientemente presentados en la Es-
cuela WNacional de Ciencias Quimicas. (U.N.A.M.).
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PAPIROGRAFIA
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c. EXPRESION DEL VALOR “"Rf’" EN FUNCION
DEL COEFICIENTE DE PARTICION.

d. APLICACIONES (Incluyendo a las introducidas en
este trabajo).




a. DESENVOLVIMIENTO Y APLICACION AL PROBLE-

MA DE SEPARACION E IDENTIFICACION DE AMI-
NO-ACIDOS.

El primer intento de separacién de amino-acidos aprovechan-
do sus solubilidades relativas entre dos solventes no miscibles, lo
realizé6 Synge en 1939 (109): mas, ‘tarde, aprovechando sus expe-
riencias preliminares, y en unién de Martin (1941), (109). publi-
c6 un trabajo sobre la separacién de amino-acidos, basada en la
extraccién por contracorriente liquido-liquido. En él se menciona
que la resolucién matematica de los problemas de destilacién frac-
cionada continua aclaran la analogia entre todos los casos de con-
tracorriente incluyendo las extracciones liquido-liquido. Se seiia~
la la ventaja de esta técnica en contraposicién con los métodos de
destilacidén, entre otras cosas, porque se hace posible la separacién
de substancias no volatiles, se pueden fraccionar cantidades muy
pequefias, y ademas en la extraccion fraccional ‘‘los coeficientes
de particién” (funcién del balance entre los niicleos polares y los
no polares de la molécula) son el factor determinante de la sepa-
racién. En el de -destilacién lo es la volatilidad, y esto ocasiona,
que en.muchos casos, la resolucién del problema por el método de
extraccién resulte mas sencilla. :

El aparato que emplearon para su experiencia, estaba -construi-
do por una serie de cuarenta tubos comunicados unos con otros,
al través de los cuales, y en direcciones opuestas fluyen dos sol-
ventes no miscibles. La separacién de los constituyentes de la mez-
cla s6lo es posible en los tubos de comunicacién, .pues dentro de

los tubos principales, hay unos agitadores que mantienen constan-
temente una emulsién entre los dos liquidos.
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mezcla de los amino-acidos (acetilados) se coloca en uno

La
de los tubos del centro de la serie.
el esquema adjunto se puede observar a uno de los tubos.

En
i .

AGITADORES

TUBOS DE
COMUNICACION

Los amino-acidos, son arrastrados selectivamente en el solven-
te por el cual presenten mayor afinidad, avanzando primero el que
sea mas soluble en &l

La separacién se efectiia siempre en un sentido, y éste sera en
el que avance el solvente mas afin a los componentes de la mezcla.

De esta experiencia, se tomé como conclusién, que para efec-
tuar una separacién, se haria necesaria una serie de tubos mucho

mas numerosa.

En la siguiente tentativa, Martin y Synge (110) substituyen a
las series de tubos por una columna cargada de gel de silice, en
la cual el agua contenida en el gel constituia una de las fases del

sistema.
Se colocd en la parte superior de la columna una mezcla de
contenidos en ‘un volumen minimo. sobre

amino-acidos acetilados,
de ellos se dejé percolar lentamente el otro solvente, y los amino-~

acidos se localizaron por una serie de bandas coloridas debidas
al cambio de color del anaranjado de metilo gue se .colocs en la
columna a manera de indicador. Esta columna representa varios

millares de tubos de separacién.
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En 1943, Martin y Synge (68) en unién de Gordon, contindaan
los trabajos sobre la separacién de amino-acidos en columna de
gel de silice, v encuentran que el analisis es impracticable debido a
la adsorcion de varios de ellos por la silice, sin embargo se indica
que se obtuvieron buenas separaciones empleando celulosa en for-
ma de tiras de papel filtro.

Consden, Gordon y Martin, publican en el afio de 1944 (31)
un trabajo describiendo una técnica microanalitica para la deter-
minacién de amino-acidos contenidos en un hidrolizado de lana.
El método no es sino un refinamiento de las experiencias adqui-
ridas anteriormente, y cmplean papel filtro como columna de ab-
sorciéon. Esta técnica es en parte similar al “analisis capilar” de
Schoenbeim, modificado por Goppelsroeder (31) (155), publicado

el mismo afio en que ‘Tswett reportd el uso de las columnas de ad-
sorcion.

La separacion de los amino-acidos por esta técnica, tiene lugar
debido a las solubilidades relativas de cada amino-acido, entre el
liquido contenido en cantidad constante en las fibras de celulosa
del papel filtro de porosidad adecuada, y un solvente no miscible
o parcialmente miscible en agua, al cual se le deja absorberse lenta-
mente por las fibras del papel, pasando por el lugar donde se ha apli-
cado la mezcla de amino-acidos a los cuales ira separando a lo largo
de su recorrido. Siendo las distancias a que se separan, funcién
de los coeficientes de particién caracteristicos de los diferentes
amino-acidos, pueden éstos identificarse facilmente ya sea por el
uso de un reactivo gue al reaccionar con ellos produzca una colo-
racién, que nos revele su posicidn en el papel o bien por cualquier
otro medio que mnos lleve a los mismos resultados.

— et gt et

Para localizar, }Ja posicién a la que ascienden los diferentes.so-
lutos en un ‘‘papirograma’’, se emplea su valor “Rf’"; término pro-
puesto por Consden y colaboradores (31) para designar al co-
ciente de dividir la distancia a la cual avanza el soluto, entre la que
avanzd el solvente.
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b. CONSIDERACIONES TEORICAS.

Con objeto de visualizar el posible mecanismo de la “Croma-~
tografia de Particién Sobre Papel Filtro”, a la que en lo sucesivo
nombraremos con el término de Papirografia (Papirograma) nom-
bre que ya varios autores han propuesto (5, 143, 158), coonside-
remos a continuacién, la particién ordinaria de un soluto entre
dos solventes parcialmente miscibles, e identifiquemos después a los
factores de esta particiébn, en la “‘Papirografia™.
Convencionalmente se ha designado con el nombre de ‘‘solven-
(liquido) a la substancia en la cual el “soluto” (material que
se disuelve) esta uniformemente distribuido y en un estado de divi-
siébn tal que las particulas no pueden distinguirse., mi separarse del
seno de la ‘“‘solucién” al permanecer el liquido en reposo.

Agitando una mezcla de los solventes A y B parcialmente mis~
cibles, si se les deja en reposo, se separaran al cabo de un tiem-
po dos capas; en una de ellas estara el solvente A saturado del B,
v en la otra a su vez estard el B saturado del A, constituyendo
dos fases en equilibrio, que designaremos con los nuameros 1 y 1L

Estas dos fases son totalmente inmiscibles mientras no se des-
place el equilibrio por causa de una wvariacién en la temperatura,
o bien por la evaporacién de uno de los solventes.

te'’

Si al tiempo de mezclar a los dos solventes, agregamos una
porciéon de un soluto, al separarse las dos capas encontraremos
que el soluto estara disuelto en las dos fases, en proporcién de-
finida. .

La relacién de la cantidad de soluto disuelta en una de las fa-
ses, y la cantidad disuelta en la otra, nos expresa el coeficiente de
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particién caracteristico del soluto entre los dos solventes (A y B)
para una temperatura dada.

En un desarrollo Papirografico, empleando liquidos parcialmen-
te miscibles, como es el caso de la separacién de amino-acidos me-
diante el sistema fenol-agua, podemos considerar a la fase 1 de
la particién ordinaria, como la fase moévil del sistema, y a la 11
como la estacionaria detenida en las fibras del papel filtro.

Al ponerse en contacto las dos fases con el soluto, éste sera
adsorbido por ambos en proporcién determinada por su coeficien-
te de particién entre los dos solventes. La movilidad del soluto, a_
lo largo de la tira de papel, sera directamente proporcional a su
afinidad por la fase en movimiento, y en esto se basara su sepa-
racion de otros solutos que tengan diferentes coeficientes de par~

ticion.
La idea general de particién, nos proporciona, como hemos wvis-
to, un

medio para explicar el mecanismo ‘‘Papirografico’, cuando
se pueden concebir dos fases bien diferenciadas: sin embargo, este
concepto no nos aclara la forma en que se efectia la particiédn pa-
pirografica cuando se emplean solventes miscibles. Consden v co-
laboradores (31) reportan que este caso se puede explicar, si se
supone, que la celulosa, por efecto de salificacién (salting-out),
permite al sistema actuar como un diagrama de particién.

Por otra parte Meinhard (115) al establecer la semejanza en-
tre la Cromatografia “Ordinaria” vy la de Particién, anota que la
diferencia no estriba en los mecanismos, haciendo ver que la es-
tructura del liquido, en la fase moévil de la de Particién, esta noto-
riamente modificada por la proximidad del adsorbente (celulosa) ase-
mejandose en esta forma a una ‘‘fase liquida inmiscible™.

De acuerdo con lo anterior, podemos entonces explicar el me-~
canismo papirografico. cuando se¢ emplean solventes miscibles, te-
niendo en cuenta que el papel hiimedo constituye una fase liquida
mo miscible, que se disputa con el liquido mévil, la asociacién con
el soluto.

Si bien la accién adsorbente, o mejor dicho sorbente, ya que
tiene lugar tanto una absorciédn como una adsorcién de la celu-
losa, se admite que obra sobre el solvente adherido a las fibras del
papel, no se quiere con esto indicar que la celulosa tenga accién
directa adsorbente sobre los solutos {(amino-acidos), al menos én
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las condiciones en que se efectia el desarrollo, pues de ser asi, la
separacién sé haria impracticable, como sucedi6é cuando Consden y
colaboradores (68) intentaron la separacién de una mezcla de ami~
no-acidos en la columna de gel de silice. Ademas, por las experiencias
de England y Cohn (J. Am. Chem. Soc., 57, 634 {(1935)). se debe
suponer que la cantidad de amino-acidos que pueden ser adsor-
bidos por la ceclulosa, es despreciable, y por consiguiente se le pue-
de coonsiderar como un soporte inerte con respecto a los amino-
acidos. :

El efecto de la temperatura es facil de explicar, ya que cual-
quier cambio de la misma, nos indica un desplazamiento del equi-~
librio entre las fases, por lo cual es aconsejable mantener la tem-
peratura constante durante el desarrollo.

Si profundizamos un poco mas el mecanismo de la particién
“‘Cromatografica’ nos encontramos ante el problema relativo a las
fuerzas de interfase: adsorcién, eluccién. etc. -

Es interesante considerar la interpretacién de la Cromatogra-
fia dada por el propio Tswett (116) *...El método; pone en jue~
go uno de los caracteres fisicos mas sobresalientes de los compues-~
tos quimicos, su accién sobre la tensidn superficial de las solucio-
nes, conforme al teorema termodinamico de Gibbs; una substan-
cia que deprime la tensién superficial del solvente, tiende a acu-
mularse en la superficie y a ser adsorbida, en tal forma que el coe~
ficiente de particién entre la solucién y la superficie, puede vol-
verse infinitamente pequefio’’ es decir, desaparece el soluto de la
solucién, para formar el adsorbato "'la filtracién de una solucién
apropiada de una mezcla de pigmentos, al través de una columna de
substancia pulverulenta neutra. podra. consecuentemente, conducir
a la separacién de los componentes, siguiendo el orden decreciente
de sus actividades respectivas sobre la tensién superficial’.

Como se puede observar, Tswett da una idea general de la in-~
terpretacidn fisico-quimica de la separacién, pero no explica a
qué fuerzas se debe esa unién del pigmento con las particulas de
polvo, empacadas en la columna. ni indica el comportamiento del
solvente a donde la tensién superficial es mas afectada por el so-
luto.

Al principio se interpretaron estos fenémenos, por razonamien-~
tos' puramente matematicos (Wilson).
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Wieillstaetter (1912) parece haber sido el primero que al hablar
de la “"Alomerizacién’” de las clorofilas, durante el desarrollo Cro-
matografico, despertd el interés por la interpretaciéon de las fuerzas
que permiten la copulacién de unos cuerpos con otros durante esta
operacién analitica. No obstante el resurgimiento de la Cromatogra-
fia en el afio de 1931 y los sucesivos, no se prestd atencién a las
ideas de Willstaetter.

Mas tarde, Fisher y Stern 1940 atribuyen la “‘Alomerizacién”
de las clorofilas, a la accién de los atomos de oxigeno en las mo-~
léculas, y no dan mayor importancia a este hecho.

Recientemente, aprovechando los trabajos de Higgins (1926).
sobre los “‘mecanismos de adsorcién’’, explicados con fundamento
en la teoria electrénica de la valencia, y haciendo uso de los nue-
vos conceptos de esta teoria, IMeunier y Vinet, dan un paso mas
hacia el esclarecimiento de estos problemas, llegando a la conclu-
sién de que el antiguo concepto de la salificaciéon es suficiente pa-~
ra explicar la adsorcién en fase acuosa. Como hemos visto, Cons-~
den ya habia explicado la particién en un sistema de solventes mis-~
cibles, (en papirografia) por efecto del ‘‘salting-out’’ (salificacién)
de la celulosa.

A continuacién y principiando con una corta descripcidon de al-
gunos de los principales tipos de ligaduras intermoleculares, ve-
remos las formas de adsorcién propuestas por los ya citados auto-
res Meunier y Vinet; aquellas que sélo se verifican en ausencia
de solventes polares {oxigeno y doble ligadura) y las que pueden
ocurrir si que en ellas influya la presencia de solventes polares (Ni-
trogeno y oxigeno ligadeo a una estructura resonante).

Esto nos interesa desde el punto de vista de la explicacién de
la fluorescencia gue adquieren los amino-acidos impregnados en el
papel filtro, al ser sometidos al calentamiento, y ademas nos pue-
den proporcionar una ilustracién para la formacién y modo de
actuar de la “‘fase inmiscible estacionaria”, a que ha hecho referen-

cia Meinhard. .
LIGADURAS INTERMOLECULARES:
1.—FUERZAS DE VAN DER WAALS.—Es London (1930),

quien por medio de la mecanica cuantica, da una interpretacién de
estas fuerzas. Son la resultante de las perturbaciones periédicas (muy
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rapidas), que gjercen las envolturas electrénicas de las diferentes mo-
léculas, unas sobre las otras. Esta perturbacién es debida a la defor-
mabilidad de las "nubes’” electrénicas, por influencia mutua que oca-
siona en cada molécula una especie de “dipolo por induccién instan-
tanea’’.

‘Estas fuerzas desaparecen a corta distancia, pero siempre existen,
sea cual fuere la estructura clectrénica de la molécula, y es debido a
ellas el que sea posible la licuefacciéon de los gases inertes.

Estas fuerzas no se localizan en un punto especial de la molécu-~
la. como sucede con otras de naturaleza electrostatica mucho mas po-
derosa. En general, no se les considera que desempefien un papel
de importancia en los fenémenos cromatograficos.

2.—~UNION IONICA.—~Entre las ligaduras electrostaticas, la
mas importante de ellas es la unién iénica; resultante de la atrac-
cion de Coulomb del exceso de las cargas eléctricas de iones con
cargas opuestas (Pauling). Este es el tipo de ligadura de las sales
solubles en agua (ver la primera ecuacidén de la segunda parte del
capitulo primero}. :

En papirografia este tipo de unién se puede considerar que no
tiene lugar, sino mas bien interviencn las fuerzas polares y las li-
gaduras hidrégeno que en seguida describimos.

3.—FUERZAS POLARES.—~Aqui se considera solamente a
los dipolos que aparecen con la polarizacién parcial de una liga-
dura covalente (C-O, C-N), o en ligaduras semipolares, pero sin
implicar el paso de un electrén como sucede en la ionizacidn com-
pleta.

A estas fuerzas se debe la unién de las moléculas de celebiosa
en la celulosa.

Y

es a cllas a quien se les atribuye lo que se puede denominar
como adsorcién polarizante. (116).

4. —~LIGADURA HIDROGENO.—Se nombra a la asociacién
de una molécula neutra con un atomo donador de electrones, sir-
viendo de intermediarioc un atomo que coordine, generalmente H;

cuando la unién implica la formacién de ciclos que se le denomina
Quelato.

Se supone que obren en esta forma, una parte de los oxhidrilos
de la celulosa. ’

Como se ha visto, el término de particién, estA intimamente li-
gado con la solubilidad, observemos ahora, la relaciébn que guar-
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dan, las dos-ultimas ligaduras que acabamos de describir, con res-
pecto a la solubilidad ‘de un cuerpo.

Si la solubilidad de un compuesto en agua dependiera en primer
lugar de la atraccién dipolar, el nitrobenceno, con su elevadoe mo-
mento dipolo (M.D. x 10-18 = 4.19), seria mucho mas soluble que
el benceno (M.D. x.10~18 == 0) y el fenol (M.D. x 10-18 = 1.7),
no obstante, solamente tiene una solubilidad 3 veces superior a la
del benceno. mientras que el fenol es 137 veces mas soluble que
este ultimo solvente.

Ya que las porciones no polares de estas tres moléculas (bence-
no, nitrobenceno y fenol) deben ser aproximadamente iguales, es
razonable atribuir Ia mayor solubilidad del fenol, a la formacién de
puentes de hidrégeno. actuando como donador. el atomo de oxi-
geno del agua, y como receptor. el H ligado al oxigeno del fenol

{Remick).-

FORMAS DE ADSORCION DE LOS CUERPOS
OXIGENADOS ¥ NITROGENADOS (116).
Los esquemas (I) y (1I)., representan la adsorcién de
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1

un cuerpo oxigenado (aldehido), el ‘l) sobre una tierra acida y
el (I1) sobre un adsorbente polar. L.a presencia de un donador de
electrones (un solvente oxigenado. p. e.: un alcohol), provocara
en ambos casos la eluccién, pasando por la formacién intermedia
de un ‘‘oxénium’’ muy inestable; ver esquemas (III) v (IV)

La descomposicién de uno de estos oxénium, generalmente da-
ra lugar a la regeneraciéon de los compuestos iniciales (adsorbente
adsorbido y solvente).

El oxénium formado, tinicamente tendria estabilidad. en aque-
llos casos en que participe de un fenémeno de mesomeria. Ej. es-
quema (V).

Lo que se ha dicho para los cuerpos oxigenados. se puede apli-
car para la adsorcién de una doble ligadura.

A continuacién veamos la forma de adsorcién de un cuerpo ni-
trogenado, tomando como ejemplo a una amina adsorbida por una
tierra acida (V).

Esta adsorcién, es mucho mas estable que la de los cuerpos
oxigenados, debido a la formacién de la cuarta ligadura del N, no
habiendo empobrecimiento de algin octeto como sucede en la ad-
sorcién de los cuerpos oxigenados que acabamos de ver; la pre~
sencia de un solvente con atomos donadores de electrones mo cau-
sara la eluccién, y ésta se llevara a efecto agregando un acido
(HC1). )

Asi nos podemos dar una idea de la forma en que pudieron
haber sido adsorbidos, algunos amino-acidos, en la columna de gel
de silice que emplearon Consden, Martin y Synge. Suponiendo- que
el N del radical amino, (para déterminado pH) tuviera una mayor
afinidad por el adsorbente que por el protén del carboxilo, y esto
podria interpretarse, porque algunos y no todos los amino-acidos,
fueron adsorbidos en las condiciones de la experiencia, solamente
aquellos_en los que el pH en el gel, favoreciera este tipo de ad-
sorcién. i

Sin embargo, la adsorcidén en. estos casos, también se pudiera
deber, a la neutralizacién de dipo!os.

La influencia de la celulosa sobre el solvente (agua por ejem-
plo). de la "‘fase liquida inmiscible a que se refiere Meinhard, pu-~
diéramos representarla por uno de los esquemas siguientes:
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En la misma forma en que se establece (116) la relacién entre
cromatografia (adsorcién y color) y mesomeria, trataremos de ha-
cer ver la influencia de la adsorcién, sobre la resonancia en una
estructura,

con relacién al notable incremento de la fluorescencia
a la luz LI. V. gque presentan los alfa-amino-acidos frente a la ce-
lulosa, al ser sometidos al secado a diferentes temperaturas.

Ya De Ment (38) habia reportado que los amino-acidos al esta-
do cristalino producen fluorescencia bajo la luz de 3650 A de longi-
tud de onda. Probablemente esta fluorescencia sea debida a una
cristaloluminiscencia. A

La fluorescencia se incrementa extraordinariamente, al ser se.ca-
do el papel filtro donde se encuentran adheridos los amino-acidos,
no sucedientc esto si se les seca sobre un vidro, (Patton): aqui se
puede notar cédmo la celulosa desempefia un papel activo en el fe-
némeno.

Patton y colaboradores (129) reportan que la fluorescencia de
los amino-acidos en estas condiciones, aparece al ser secados (so-
bre papel) a una temperatura de 105 grados C. vy no aparece si son
secados al aire. Phillips (133) reporta que la fluorescencia comien~
za a aparecer a pesar de que el secado se haya hecho solamente a
37 grados C.. y hace notar que aumenta notablemente a medida
que se eleva la temperatura: ademas, nos proporciona un dato que
parece ser de interés para las consideraciones que haremos a conti-
nuacién, y es que todos los amino-acidos, presentan visiblemente la
misma fluorescencia. lo cual da lugar a pensar que este fenémeno
se origina en alguno de los agrupamientos comumnes a todos ellos.

Tomemos el caso concreto de la fluorescencia en la glicina, ad-
herida sobre- el papel y secada entre 37 y 105° C.

B

NH.-CH.-COOH
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De las formas de adsorcidén vistas mas atras, se puede precisar,
que es el radical —NH; el que toma. parte activa en la adsorcién
frente a un dipolo (ligadura C-O polarizante) o frente a un oxhi-

- drilo (:H:) de la celulosa (papel) y podemos sacar en conclusién,
que necesariamente las consecuencias de este hecho deben trans-
mitirse al resto de la molécula.

Meunier y Vinet, al comprobar la gran disminucién de la “‘ad-
sorbilidad’” de los grupos alcohélicos, cuando se les esterifica, ex-
plican que se puede interpretar este hecho como una manifestaciéon
de la mesomeria que, se engendra en el agrupamiento carboxilico,
substituido o libre. Anotando que el sistema electronico de este
grupo se estabiliza por su resonancia, teniendo, por consiguiente,
poca tendencia, a ceder sus electrones a un sistema exterior.

Este hecho, ademas de indicarnos la existencia de la mesome-
ria en este agrupamiento, nos da otro argumento sobre el porqué
no puede el —COOH actuar frente a la celulosa.

La fluorescencia producida puede servir de medio de compro-
bacjon de la resonancia de un carboxilo.

Los esquemas de Adsorcién-fluorescencia que presentamos nos
muestran una posible forma de representar el fenémeno:

Adsorcion-fluorescencia.

(a) Ligadura polarizante (C-O, dipoloi..
{b) Oxhidrilo de la estructura (:H:).

CELULOSA
A -<
:c—c:)|>c;_: s 1o
@ " Y (o)
H-N-H
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¢. EXPRESION DEL VALOR Rf EN FUNCION
DEL -COEFICIENTE DE PARTICION. .

Movimiento de la banda de soluto

Rf = e e e et e et et e et s e

Movimiento del frente de avance de la fase mévil,

Martin y Synge (108). verificando un calculo similar al de una
columna de destilacién continua (empacada), de acuerdo con el
concepto de Peter (del H.E.T.P.), y considerando un cromatogra~

ma de tipo especial, constituido por dos fases liquidas, obtienen el
valor R:

Movimiento de la posicién de maxima
concentracién del soluto. -

R = o
Movimiento simultaneo de la superficie del liqui~

do desarrollador, en la parte vacia del tubo sobre
la columna cromatograma. i

en donde; en el papel: -
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A = Area de la seccién transversal del papel mas agua mas

solvente.

A, = Area de la seccién transversal de la fase liquida
maoévil.

As = Area de la seccidn transversal de la fase liquida es-
tacionaria.

) ° Conc. en la fase acuosa.

o = Coeficiente de particidn — = —
Conc. en la fase solvente.

-Como este valor R no es facil de medir en un papirograma, Cons-~
den y colaboradores '(28). proponen la introduccién del término

RE. = F (A, Ag. < ).

R A, A,
: =3 70 e e
_RE” A A, + < As
A 1 )
y K = e (e - 1)
A RE

A, es igual a la relacién
de volimenes en la
As fase agua y en
" la fase solvente
del Papirograma.

WVarios intentos sé han hecho para calcular la cantidad de soluto
presente en una regién del papel, Flood (28a). establece una re-
lacién entre la magnitud del radio de la zona (r) y la concentra-

cién (C).
r=— F (log C - A)

A, representa una constante para el papel.
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A pesar del trabajo de varios investigadores para establecer las
bases tedricas (de calculo) de la ‘Cromatografia de Particién™,
hasta ahora no se ha llegado a aclarar el problema. Algunos otros

" informes sobre este punto, pueden consultarse en el reporte de reco-

pilacién de Clegg (28a).
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d. APLICACIONES.

El trabajo de Consden y colaboradores (31) ha sido el punto
‘de partida de muchos otros, que presentando ciertos cambios e inno-
vaciones, se han venido publicando, durante los Gltimos afios.

Del estudic de un buen niamero de estos reportes, con aplica~
ciones a diversos problemas, se puede decir a pesar de la cantidad
de trabajo realizado, que el campo de aplicacién de la papirografia,
esta comenzando a explorarse. Cada publicacién abre las puertas a
nuyevas e imprevistas investigaciones.

Se ha tratado de aplicar el método papirografico, ya no sélo a
la separaciém e identificaciéon de amino-acidos. sino a un gran na-
mero de otros cuerpos, habiéndose obtenido para algunos de ellos,
resultados atin mas satisfactorios que los encontrados en la deter-
minacién de Jos propios amino-acidos.

A continuacién vamos a mencionar algunas aplicaciones que se
han dado a la papirografia, comenzando con los trabajos relacno—-
nados con la determinacién de amino-acidos:

AMINO-ACIDOS.—~La primera aplicacién .fué realizada por el
propio Consden (31). al determinar los constituyentes de un hidro-~
lizado de lana; proponiéndose en esta ocasidon, por.vez primera, el
empleo de la Técnica Papirografica, haciendo uso de solveates como
el fenol y la colidina, y empleando la reaccién de la ninhidrina para
la localizacién de los amino-acidos sobre el papel;.

" Ultimamente se ha determinado por este método las caracteris~
ticas de la lana pura o desaminada (29).
- Dent (41) hace uso de esta técnica para la determinacién de
amino-acidos en la orina de casos patolégicos, y otros liquidos bio~
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l6gicos, empleando para el caso de la orina, muestras sin hidrolizar,
aplicadas directamente al papel. También se ha empleado el método
papirografico, para la determinacién de amino-acidos libres en sa-
liva humana (64), habiéndose efectuado los analisis. dos horas des-
pués de haber ingerido alimento.

Albanese y Lein (3). determinan lisina (como su sal de Cu) en
concentrados de orina humana y en filtrados de sangre.

Se ha reportado el contenido de amino-acidos obtenido por pa-
pirografia, de hidrolizados de seda (141). insulina (133) gramici-
dina (157), glandula tiroides (80), de proteinas, de espermatozoos
de mamiferos (162), de nicleos de células (162), y de salmina (71).

Polson (139), reporta la composicién de la Escherxchxa Colli,
Wykoff (138). la de los bacteridfagos.

Consden (32) consigné la ausencia de nor-leucina en la medula
espinal (ver 107). Se ha investigado por papirografia la presencia
de amino-acidos y otras substancias que reaccionan con la nin-
hidrina, en plasma humano deproteinizado (2).

Roberts 'y Tishkoff (145, 146). determinaron la distribucién de
amino-acidos en epidermis de ratén. en diversas fases de su des-

arrollo, haciendo un comentario sobre la dxferencxa entre los tejidos
normales y los anormales.

Se han hecho otros estudios (7) sobre el contenido de amino-aci~
dos en diferentes tejidos de ratén., confirmandose la presencia de
acido aspartico, glicina y alanina, llamando la atencién el parecido
en la constitucién de los diferentes tejidos (corazén, higado. etc.)

Se reportan otros trabajos sobre el contenido de amino-acidos en
tejidos (146). extractos de los mismos, y proteinas de enzimos (170).

Pratt v Auclair (143)

. identifican varios amino-acidos en la san-
gre y tejidos de insectos.

Li v Roberts (97), utilizan la papirografia, para la determina-
cién de amino-acidos libres, en embriones de rana y en fracciones
de mitocondrios. .

Agren (1). reporta la constitucién de la proteina de Bence-Jo-
nes, donde, aparecen la mayoria de los amino-acidos conocidos,
con excepcidn de la hidroxiprolina y la metionina.

Auclair y Jamieson (6) determinan la presencia de amino-acidos
libres y en hidrolizado de proteinas, de diferentes muestras de polen,
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se consigna la utilidad del método para poder valorizar el poder nu-
tritivo de las mieles de abeja.

Se ha investigado la presencia de amino-acidos libres y en hi-
drolizado de proteinas de la jalea real, extraida de un panal de abe-
jas (144).

Linggood v Woiwod (99), aplican la papirografia al.control de
produccion de toxinas diftéricas, habiéndose notadoe un aumento
progresivo de casi todos los amino-acidos, durante el periodo de
cultivo. Experiencias preliminares indican la presencia de algunos
amino-acidos desconocidos en vibrios de célera (15).

Por otra parte se reporta (90), haber determinado por el mé-
todo de Consden, que en la Drosofila, glandulas salivares, y clara
de huevo, no hay amino-acidos libres, y se encontraron estos aci-
dos -al estado de libertad, en las raices del trillium, anteras de tra-
descantia y en las yemas de huevo.

Patton y Foreman (128), investigan la presencia de glicina,
empleando como reactivo especifico de este cuerpo, al o-ftaldehido,
aplicado sobre el papel; el método lo aplican a la determinacién. de
este amino~acido en hidrolizados de caseina. De tres muestras de
hidroxiprolina expendidas en el comercio, se determind por este pro-
cedimiento, que una de ellas estaba contaminada con glicina (128).

Se han reportado varios otros trabajos: que tratan de hacer de
la papirografia un método cuantitativo para la determinacién de
amino-acidos (16, 52, 92, 122, 183).

Fink, Dent y Fink (50) llevan a cabo estudios sobre el meta~
bolismo de la glandula tiroides, inyectando ratas con yodo radio-
activo; la presencia de los amino-acidos ordinarios se determiné con
ninhidrina, v la tiroxina y diyodotiroxina, mediante el procedimen-
to ‘‘Cromatografico~radiocautografico’™ (50).

-Se reportan estudios biolégicos con el auxilio de la papirografia,
de la ““Clorela” tratada con radio-isdtopos. También se ha reporta-~
do otro trabajo sobre la distribucién del yodo en la tiroides (25).

Se determina la presencia de amino-acidos sulfurados, en las
diferentes zonas del papel, mediante la reaccién de la azida de so-
dio (26), o -empleando yodoplatinato como reactivo (Pt I6) = )
{180), o bien empleando S radioactivo como marcador (166).

Se han realizado diferentes estudios sobre la constitucién de pro-
teinas, determinando’ su contenido de amino-acidos o péptidos (2,
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33, 35, 37:;39, 43, 56, 77, 79, 81, 87, 101, 131, 136, 137), también se
ha ensayado el estudio de proteinas y enzimos, desarrollandolos sin
hidrolizar (58).

Bergstroem y Paabo (14), publican la determinacién del acido
amino-adipico;: otros autores (8). reportan haber experimentado el
procedimiento de particidn en papel, en extractos de tejidos a los
cuales se les purifica previamente de grasas y proteinas. Repérta-~
se la aplicacidn del procedimiento de Consden vy colaboradores, a la

vestigacién de amino-acidos en queso rancio (156) y en fracciones
de proteinas de hojas de plantas (103, 104).

Woiwod vy Linggood (184) publican un trabajo sobre la deter-
minacién de ™ amino.
. Aparece un reporte en gue se describe la separacién de 19 di-
péptidos diferentes, de los acidos aspartico y glutamico se les iden-
tifica en fracciones obtenidas por tratamiento con resinas cambiado-
ras de iones seguida de una separacién ionoforética (34). Se estu-
dian otras fracciones de proteinas (127). v se comprueba la pureza
de péptidos obtenidos sintéticamente (96).

También se reporta la separaciéon de N amino-acidos substitui-
dos (60).

ACIDOS GRASOS (156) y otros acidos organicos (102). Se
reporta 1a determinacién de acido fumarico y otros acidos organicos
relacionados con el ciclo métabélico del acido citrico determinado en
tejidos de rata (106).

Se ha efectuado también la determinacion papirografica de la

presencia de-acido drico en alas de mariposa (Pieris Napi) (67) v
se habla de la separaciéon de estos acidos. (24).

AMINAS PRIMARIAS AROMATICAS, determinadas por

Ekman (47); aqui se propone la aplicacién del métado a la deter-

minacién de sulfas: Tabone y colaboradores (159) reportan un tra-
bajo sobre la determinacidén de arilaminas.

ANTOCIANINAS Y ANTOCIANIDINAS (9. 10. 152)., y
otros compuestos relacionados con extractos de pétalos. de flores
(9. 10).

AZUCARES Y SUBSTANCIAS REDUCTORAS. (20, 26,
125, 185); Forsyth (56) introduce el empleo de reactivos coloridos

(resorcinol y naftoresorcinol) para la determinacién de aztcares. re~
ductores y no reductores; Flood y colaboradores (54) reportan la
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determinacién cuantitativa de mezclas de 3 6 4 azdcares simples
v metilados, con una exactitud del 5%, empleando como revelador -
el reactivo micro-Cu de Somogyi. Aplican su método (54):al ana-

lisis de gomas vegetales y otros materiales similares, y establecen la
' composicién de la goma de Opuntia Fualgida.

Se emplea la reduccién del permanganato en solucién alcalina,
para determinar la presencia de carbohidratos reductores (124):
Partridge (126). determiné por papirografia, el contenido de azi-
cares en el jugo de naranja, clara de huevo y sangre fetal de car~
nero. Se determinaron cuerpos reductores en la orina, empleando co-
mo reactivo sobre el papel, una solucién de bencidina (82). Haw-
thorne (75), describe un procedimiento para la microdeterminacién
papirografica de azdcares con una aproximacion del 5%.

COLINA Y SUBSTANCIAS ANALOGAS (19).

CREATINA Y CREATININA (4) Maw (112, 113), determi-
na creatina en presencia de creatinina, en orina de rata. El desarro-
llo lo efectiia en camara con control de temperatura (15 — 0.05° C)
vy localiza la presencia de estas substancias con picrato de sodio en
solucion alcalina.

ERGOTIONEINA, determinada por Work (184), empleando la
reaccién de Folin y Marenzi.

ESTEROIDES, Zaffaroni (191). publica un trabajo sobre la se-
paracidon e identificacion de esteroides.

HISTAMINA, Urbach y Giscafré (168, 169), identifican la
histamina en la sangre.

HALOGENUROS y SCN-; se ha aplicado la papirografia a la
separacién de halogenuros y sulfocianuros (126) y halogenuros en~
tre si (93, 94, 95, 175).

HORMONAS, Burton y colaboradores (23). han logrado de-
terminar por el procedimiento de Consden, cantidades muy pequeiias
de hormonas (adrenal y cortical) en orima humana.

LIPIDOS NITROGENADOS, (26).

PURINAS Y PIRIMIDINAS (171, 172), Hotchkinss (83), re-
porta la separacidn cuantitativa de purinas, pirimidinas y nucleési-
dos; también se aplica la papirografia a la separaciéon de derivados
del acido nucleico, y a la purina, y pirimidina (105).

PENICILINA. Las primeras técnicas papirograficas para la re-
solucién de mezclas de penicilinas, fueron reportadas por Goodall
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y Levi (65, 66). Se han publicado otros trabajos muy completos so-
bre la determinacién de estas substancias (86, 89). :

PIGMENTOS FLAVONOIDES, Pterinas y cuerpos sxmllares.
Good y Johnson (67) determinan la presencia de Xantopterina, leu-
copterina y otres varios no identificados, Wender y Gage, (174)
reportan la determinacion de pigmentos flavonoides empleando reac-
tivos que produjeran cclor o fluorescencia bajo la luz ultravioleta.

RIBOFLAVINA, Hais y Pakakova (70), estudian los productos
de descomposicion fotolitica de la riboflavina.

A estas y muchas otras aplicaciones que pueden leerse en el re~
porte de Clegg (28a), podemos afiadir las aplicaciones que nos-
otros hemos hecho de la papirogralia, sobre los estudios papirogra-~
ficos comparativos preliminares de concentrados de hidrolizados de
cabellos humanos, de diferentes colores, y la aplicacién a la deter-
minacién comparativa de substancias que dan la reaccién de la ninhi-
drina en concentrados de hidrolizados de pescado (mojarra, guachi~
nango, etc., muestras obtenidas de la tesis de la E.N.C.Q. de Anza,
S. B.. en la proteina de huevos de ahuautli (Muestra donada por
el Instituto de Nutriologia Nacional), en la levadura de cerveza,
v en proteina de maiz integral.
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CAPITULO 110
METODO

A. DESCRIPCION DEL TRABAJO DE CONS-
DEN Y COLABORADORES.

MUESTRA. (Hidrolisis).
PAPEL FILTRO.
SOLVENTE.

mo o

SEPARACION E IDENTIFICACION.

F. REACCION DE LA NINHIDRINA.
ESPECIFICIDAD:

FORMACION DEL CUERPO COLORIDO.
G. APARATO.




A. DESCRIPCION DEL TRABAJO DE CONSDEN Y CO-
LABORADORES.

El método original de Consden, Gordon y Martin (31) se pue~
de resumir en la forma siguiente: ) )

En una tira de papel filtro de grueso y porosidad adecuados, se
coloca una muestra de la mezcla de amino-acidos que se van a se-~
parar, ocupando una pequeiia area cercana a uno de los extremos de
la tira: el borde de este mismo se sumerge en un bafio que contiene el
liquido que va a ascender (179) o descender sobre el papel (31), vy
que a su paso ira dejando en diferentes zonas a los constituyentes

de la mezcla. -
Si la separacién no es completa por la ascensién o descenso de

un sole solvente, se emplea un segundo solvente: para lo cual se
substituye la tira por un cuadro de papel; cerca de uno de sus vér-
tices, se coloca la muestra., y un borde adyacente a este lugar se
sumerge en un solvente. Verificada la separacién, se elimina al Ili-
quido del papel y se le hace girar 90° sobre la arista cercana al lu-
gar donde se colocé la muestra, de tal forma que el otro borde se
pueda sumergir en un segundo solvente. gque se movera en direccién
perpendicular al recorrido del primer solvente. Los salutos que avan-
cen mas despacio en el primer solvente, seran separados por el se-
gundo.

La separacién en todos estos casos. se efectiia en camaras cerra-
das. donde se mantiene una atmdésfera saturada en equilibrio con
el sistema liquido que se esté usando. La localizacién de los solutos
en el papel, se puede hacer por cualquier procedimiento que los ha-
ga visibles, mediante un reactivo que produzca con ellos una colora-
cién o bien por su fluorescencia a la luz ultravioleta.
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B. MUESTRA (Hidrélisis). CoEEET e

Tratandose del analisis de aminoacidos, la preparacién de la
muestra, debe asociarse en la mayoria de los casos, con los procedi-
‘mientos de hidrélisis de proteinas.

La hidrolisis de proteinas se puede efectuar mediante la accién
de enzimos, alcalis o acidos, en condiciones apropiadas (17).

‘La hidrélisis enzimatica, no es aconsejable para la preparacién
de muestras papirograficas, ya que el desdoblamiento de la protei-
na del enzimo, falsearia los resultados.

En la mayor parte de las determinaciones papirograficas en
las cuales se ha necesitado hidrolizar proteinas, en general, se ha
preferido la hidrélisis acida (Ej. con HC1 0.5N durante 40 horas
a90° C. (71) 6 6NN, HCJ1, 24 horas en tubo cerrado (97, 98).

Tanto en la hidrélisis con sosa o potasa como en la llevada a cabo
con HCI], se presenta el problema de la eliminacién de estos reac-
tivos, después de completada la desintegracién de las proteinas.

La eliminacién del acido clorhidrico, o de sosa o potasa, por
mutua neutralizacién,

tiene el inconveniente de dejar un exceso
de sales solubles.

Consden y colaboradores, en su trabajo original (31) efectua-
ron la hidrélisis de la lana con HCIl, y ponen especial cuidado en
evitar la presencia.de un exceso de sales solubles, ya que su pre-
sencia interfiere en la separacién papirografica, para lo cual eli-
minan el exceso de HCI por destilaciones sucesivas al wvacio.

No obstante, Dent (41) reporta haber realizado papirogramas
satisfactorios, con liquidos biolégicos conteniendo una relacién de
amino-acidos a sales solubles, algunas veces superior a 15 a 1.

Consden (30) en un reporte posterior vuelve a insistir sobre
la interferencia de las sales solubles. y afirma que el efecto de dis-
torsiébn en la separacion papirografica, se puede observar aua es-
tando estas sales en cantidades muy pequefias.

Hasta ahora el procedimiento que ha resultado tener mayor apli~
cacidén para la eliminacidon del exceso de sales solubles, es el propues-
to por Consden y colaboradores, para desalar electroliticamente,
(35). Sin embargo, tratandose de determianciones en serie; donde
la purificacién por este procedimiento resultaria .demasiado lenta,
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Kirby y Cain (88)., estudiando un método que les permitiera efec-
tuar determinaciones rutinarias de amino-acidos en orinas, propo-
nen un sistema que consiste en la interpretacién de papirogramas
obtenidos con muestras de concentrados de orina, de alto contenido
en sales solubles. .

Por medio del control del efecto de estas sales, en el desarro-
Ho de amino-acidos en papirogramas, se pudo interpretar la po-
sicién de las bandas distorsionadas. en papirogramas de concen-
trados de orinas (88). a pesar de esto, en el mismo reporte, se ha-
ce notar que no se pudo obtener un resultado tan preciso, como
el que se obtuvo con muestras purificadas.

El desarrollo papirografico. debe de mantenerse dentro de un
equilibrio constante, entre las fases del sistema. La localizacién de
sales solubles en alguna regién del papel, produce una acumulacién
de agua en esa zona, debido a la higroscopicidad de estos cuerpos,
originandose entonces un desequilibrio momentaneo entre las fases
en ese punto, que originara la difusién de las bandas de soluto
que atraviesen ese lugar.

Algunos autores (88, 179), entre ellos el mismo Consden (35).
propone para contrarrestar en parte este efecto, el saturar el agua
con que se mezcla el solvente (fenol) con sal (NaCl) (35, 179), o
con KH.PO, (88): también se ensaydé para el mismo fin, el sa-
turar el papel con sal (35).

La adicién de estas sales al solvente o al papel. tiene influencia
sobre el color producido por algunos amino-acidos con la ninhidri-
na, por ejemplo. se reporta que la adicién de una solucién 0.2N
de NaCl disminuye el tamafio y produce un enrojecimiento muy
notable de la mancha de la alanina (21).

Consden encuentra que este sistema saturado de sal, hace que
se enrojezca el color de las manchas de los amino-acidos con la
ninhidrina, y los valores Rf disminuyan considerablemente.

La aparente discordancia entre el reporte de Dent y los de
Consden, con respecto a la interferencia de las sales solubles, es
explicable., puesto que en los liquidos diluidos (como en la orina
de casos patolégicos con’ que trabajé Dent), aunque la relacién
de sal a amino-acidos es elevada, la concentracién de la sal en la
muestra, no llega a ser tan excesiva para motivar que los fené-
menos de distorsién, fueran muy apreciables. La interferencia del
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efecto salino, mas bien se hace notable al trabajar con concentra-
dos, en los cuales, la muestra que se aplica al papel tenga una alta
concentracién salina.

En la figura 1, tomada del reporte de Kirby y Cain (88), pode-
mos apreciar objetivamente el efecto de la presencia de sales so-

Jubles.

Figura 1
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A.—Papirograma tipico de una
desprovista de sales.

B.~Papirograma tipico de amino-acidos en orina,
usual contenido salino.

C.—Papirograma tipico de amino-acidos en un concentrado
de orina.

mezcla de amino-acidos

con su

Para el desarrollo de estos papirogramas, (88), se empleé fenol,
con agua saturada de KH.PO,, con objeto de contrarrestar la di-
fusién excesiva de las manchas, por causa de la presencia de sales.

No teniendo medios para ensayar la técnica de purificacién
electrolitica de Consden, y habiendo llegado el reporte de Kirby y
Cain, demasiado tarde para haberlo considerado en el presente
trabajo, se ensayaron los métodos que a continuacién exponemos.

Por habernos propuesto el estudio comparativo de diferentes
contenidos proteinicos, los cuales se les obtenia en la mayor parte
de los casos, en hidrolizados conteniendo un exceso anormal de
sales solubles, y presentando el método por destilaciones sucesivas
al vacio, un problema superior al posible de resolver en forma prac-
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tica dentro de las condiciones del laboratorio, se ensayé un proce-
dimiento aprovechando las experiencias de McCollum y Rider (114)
sobre el fraccionamiento de hidrolizados de proteina en sistemas
Nno acuosos. ’ )

Se ha encontrado que todos los alfa-amino-acidos, son solubles
en algunos solventes organicos, muy especialmente en acetona,

cuando estan presentes acidos organicos, como el canfo-sulfénico,
dicloro-acético, tricloro-acético,

p~-tolueno-sulfénico,
fénico, y n-butil-sulfénico.

benceno-sul-
Se puede precipitar los amino-aci-
dos de tales soluciones con gas amoniaco seco.

En un hidro-~
lizado de caseina, lograron (114) recuperar por este procedimiento
muy cerca del 1009 del contenido de amino-acidos.

El procedimiento de McCollum y Rider, esta basado en el
fraccionamiento por extracciones sucesivas, de unas 20 a 60 por-
ciones, conteniendo cada una de ellas respectivamente a los acidos
mas solubles, en las primeras fracciones, y a los menos solubles en
las nltimas; cada una de estas fracciones, se les someti®é a desarro-
llo papirografico. :

También se reporta el empleo de acido tricloro-acético, para
eliminar yodo inorganico en hidrolizados de glandulas tiroides (25).

En los ultimos meses aparecié un trabajo en el cual se des~
cribe la extracciéon de los amino-acidos que se encontraban al es-
tado de libertad en un material, extrayéndolos con acetona conte-
niendo una muy pequefia cantidad de acido clorhidrico. (Boulan-
ger, P. y Biserte, G. Bull. Soc. Chim. Biol., 31, 696 (1949), en C.
A., 44, 1556 (1950).

Nosotros hemos elaborado un procedimiento -sencillo de purifi-
cacién de muestras de hidrolizados secos, de muy alto contenido
salino, (ver capitulo siguiente), empleando una solucién de acido
tricloro-acético en acetona, para separar los alfa-amino-acidos de
las sales solubles.

La recuperacién de los amino-acidos se puede efectuar, preci-
pitandolos en el seno del solvente con gas de amoniaco seco. Sin
embargo, para la obtencién de muestras en serie, resulté mas ra-
pido el eliminar a la acetona, y al acido tricloro-acético, por evapo-

racién a temperaturas entre 40° y 60° C.; sometiendo todas las
muestras a idéntico tratamiento. Esta forma de eliminar al ‘‘sol-
vente’’, aunque para nuestro estudio comparativo preliminar, re~
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sultd satisfactorio. en la mayor parte de los casos; no es recomen-
dable cuando se trate de analisis cuantitativos individuales, pues la
presencia de otros compuestos que se solubilicen junto con los al-
fa-amino-acidos, pueden en esas condiciones catalizar la descom-
posicién de cierta cantidad de algunos de ellos.

Esto se hizo particularmente notable al eliminar por evapora-
cién los solventes en una muestra de hidrolizado de maiz, donde
hubo probablemente una total descomposicién de los amino-acidos;
esto se pudo comprobar al resultar negativa la reaccién con la nin-
hidrina. Tratandose de la purificacién de hidrolizados de protei-
nas. practicamente puras, como lo son las de cabello humano, la
eliminacién de solventes por evaporacién dié buen resultado. Tam-
bién se empled este método en la purificacién de hidrolizados de
pescado, ahuautli y levadura de cerveza, obteniéndose también en
estos casos buenos resultados.

También ensayamos un método que consiste en hidrolizar con
hidréxido de bario. eliminando el exceso de esta base, con acido
sulfiarico, hasta llegar al punto de neutralizacién: esta parte se
llevé a cabo en condiciones propicias para eliminar al minimo la
posibilidad de adsorcién, por el precipitado, y para facilitar el
filtrado (forma descrita para la precipitacién cuantitativa de sul-

fato de Ba: del Dr. F. Hahn).

Después de separar el precipitado, se concentré el liquido res-
tante, con el cual se preparé la muestra papirografica.

El papirograma obtenido con hidrolizado de maiz integral que
reportamos, fué preparado en esta forma:

Después del hidrolizado, el siguiente motivo de consideracion.
es la forma de preparar y aplicar la muestra papirografica.

Generalmente se emplea una disoluciéon acuosa de los amino-~
acidos, y se les coloca en muestras desde 400 microgramos (31),
aplicados con un volumen de 12 microlitros, con ayuda de tubos
capilares, en una area relativamente grande, hasta cantidades in-
feriores a 1 microgramo aplicadas en volimenes menores de 0.2 mi-~
crolitros. con ayuda de la ultra-Microbureta de Gilmont (147), ecu-~
pando una area himeda no mayor de 1.5 mm. de diametro.

También se reporta haber aplicado alicuotas mayores de mues-
tra, entre 50-100 microlitros. (6, 144).
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Se ha podido analizar muestras cuantitativas desde 1 micro~
gramo (91) hasta 5 microgramos (134), y mayores.

El problema se presenta, cuando se qunieren colocar mayores
cantidades de muestra, en una pequeifia area del papel.

Urbach (168), describe un dispositivo de aplicacién continua
que le permite colocar mayores cantidades de muestra.. pudiendo
colocar 1 ml. por hora, en una zona entre 2-3 cm. de diametro.
Emplea soluciones en solventes, por tener éstos menor tendenda a
extenderse sobre el papel. El mecanismo del aparato, podemos
verlo en la figura 2.

. ‘ PIPET A
._/

PAPEL
FILTRO 1

50-70°
CALENTADOR
Figura 2.

Se reporta otro dispositivo, con el cual se pueden aplicar sobre
una” zona angosta, hasta 5 ml. en un tiempo de 15 minutos. Figu-
ra 3.




En los trabajos de Tomarelli y Florey (166), para la deter-
minacién de sulfuros radio-activos, consignan haber hecho las apli-
caciones al papel, dentro de una area minima de 1 cm. de diame-
tro, colocando fracciones de 10 en 10 microlitros, secando cada
vez antes de agregar nuevas fracciones.

Nosotros ensayamos un método gque nos permitia colocar mues-
tras con suficiente concentracién de amino-~acidos (0.05-0.10 mg./mi-
crolitro), para poder verificar buenos papirogramas dentro de zo-
nas hamedas de 1-2 mm. de ancho, por cerca del ancho de la tira,
o bien en una mancha de 2-4 mm. de diametro, verificando cuando
mucho de 2 a 4 aplicaciones: sucesivas de alicuotas de 0.25-2.00
microlitros. secando cada vez a 75-80° C. antes de poner una nue-
va aplicacién.

Para poder lograr nuestro objeto, se prepararon soluciones de
muestra del 5-10% en fenol al 809, las aplicaciones se efectuaban
mediante una micropipeta, cuya forma de hacerse, calibrarse, etc.,
consignamos en el siguiente ecapitulo. El fenol al 809 se escogid
entre otros solventes, entre los cuales estaba el agua.

El desarrollo papirografico, siempre se efectué después de ha-
ber eliminado por calentamiento, al fenol, de la zona donde se apli-
cé la muestra, y después de haber dejado equilibrar al papel, con la
humedad ambiente. )

La separacién en mayor escala hasta ahora, realizada por el prin-
cipio papirografico, se debe a Mitchel y Haskins (117); la llevaron
a c<abo, empleando a manera de columna, una pila formada por
400-450 discos de papel filtro W No. 1. de 9 cm. de diametro, co-
locando la muestra embebida en uno de los discos, colocado cerca
del extremo superior de la pila; el procedimiento es esencialmente
el mismo que el seguido para las tiras de papel; en esta forma,
pueden separarse cantidades del orden de 250 mg. de muestra.
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C. PAPEL FILTRO

Se ha empleado el papel filtro en varias formas, como pulpa
(22,173), pulverizado (84, 125, 131), o como acetato de celulo-
sa (18).

En la gran mayoria de los trabajos, se emplea el Whatman No.
1, propuesto por los inventores del método, como resultado de la
selecciéon entre varios otros papeles (31).

Algunas veces se ha hecho uso de otros papeles filtro, por cjem-
plo el de la marca Schleicher y Schuell No. 507 (21), o el 8. S.
No. 604 (185), mas densos que el W. No. 1, o bien menos den-
sos para ascensiones mas rapidas como el W. No. 4. (86).

También se ha empleado (para la separacién de vitamina A)
papel W. No 54, impregnado con alimina hidratada (Oser, B. L.
Anal. Chem., 22, 221 (1950).

Aparte del empleo de papel en forma de tiras o cuadros, Rut-
ter (148), reporta una técnica en que se emplearon discos de pa-
pel de 11 cm. de diametro.

En nuestro trabajo, encontrandonos en un principio con la difi-
cultad de conseguir papel W. 1, ensayamos varios de los nimeros
de la Eeaton & Dikeman, comparando sus velocidades de absor-
cién, con tiras cortadas de discos de papel W. 1, en la forma que
se describe en la parte experimental.

Para encontrar un substituto del W. 1, se ensayaron, los que

aparentemente fueron semejantes en textura como el E.&D. 609, 607
y 613, encontrandose que este ltimo fué el mas apropiado;

sin
embargo, el poder absorbente mas similar, se encontré en la mues-
tra E. & D. 612, pero no se le empleé debido a su superficie es-
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triada. En un reporte reciente, Karnovsky y Johnson (86). hablan
del empleo del propio papel E. & D, 613, en substituciéon del W. 1.

No obstante esta posibilidad, casi siempre utilizamos papel fil-
tro W .1, que mas tarde se pudo conseguir.

También se hizo un intento de obtener tiras largas. cortadas en
forma de espiral, de discos de 19 cm. de diametro.

En el caso de papirogramas con tiras extralargas, se intentd
afiadirlas, de tal forma que la distorsién en la absorcion del liqui-
o fuera relativamente pequefia, al pasar por las uniones.

El papel, puede estar a menudo contaminado con sales de me-~
tales pesados. como el Cu; Consden y colaboradores (31). repor-
tan que la adicion al solvente, de algunas substancias que reaccio-
nen con los iones metalicos, en particular con el Cu (KCN, Cu-
prén), constituye un método para eliminar su interferencia: tam-
bién reportan, que se puede eliminar su efecto, verificando un pre-
vio lavado papirografico; y también se consigna (141), la presen-
cia de nitrégeno contaminante del papel, que interfiere las deter-
minaciones por microkjeldahl, en zonas cortadas de los papiro-
gramas, .y en particular la presencia de substancias semejantes a
péptidos., en algunos papeles filtro. que se les puede eliminar con
un lavado prolongado con agua (187).

En este trabajo empleamos papel sin tratar.



D. SOLVENTE.

Hasta ahora no se han encontrado reglas fijas que orienten
a escoger solventes apropiados para un desarrollo papirografico.

Consden y colaboraderes (31) ensayaron varios solventes an-
tes de proponer el empleo del fenol, colidina, ete. Encontraron que
los solventes mas apropiados para la separacién de amino-acidos,
son aquellos parcialmente miscibles en agua: notaron que en una
serie homdéloga de solventes, las correspondientes razones de velo-
cidad de los amino-acidos, aumentan progresivamente conforme
a la mavyor solubilidad en agua de los términos de la serie de sol-
ventes. Se hace notar, que se pueden emplear solventes miscibles en
agua, siempre que el contenido de agua no sea muy alto; sin embar-
go. las bandas de los amino-acidos, tienden a ensancharse mas, que
cuando se emplean solventes parcialmente miscibles; ademas se
indica que el efecto de la temperatura es mas notable, con 16s sol-
ventes miscibles en agua.

Se ha visto, por otra parte, que las soluciones de fenol, son
mas afectadas por los cambios de temperatura, en el punto de sa-
turacién con el agua (21, 44): por esto se propone el empleo de
fenol al 80% en agua (31), donde los valores Rf. para los dife-
rentes amino-acidos, son mas constantes; también se ha podido
apreciar que los amino-acidos mas sensibles a los cambios de tem-
peratura durante el desarrollo papirografico, son el acido aspartico
v el glutamico (21).

Algunos autores (44, 179), proponen la purificaciéon del fenol,
de trazas de metales pesados. para evitar la presencia de rayas de
colores indeseables en los papirogramas. ..
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Wiilliams y Kirby, reportan haber evitado la presencia de ra-
vas de color indeseables, efectuando las ascensiones con fenol pu-
rificado por destilacién al wvacio, en presencia de Zn en polvo, y
en aparato todo de vidrio (179).

Se ha publicado otra forma de purificar el fenol. destilandolo
en presencia de limaduras de aluminio (0.1¢:) y NaHCO; (solu-
cién al 0.05% ) destilando la solucién acuosa primero a presién or-
dinaria, hasta eliminar la mezcla azeotrdpica; después se continua
la destilacién al vacio con trompa de agua (25 mm.). (44).

Bull y colaboradores, al escoger las mejores condiciones para
el desarrollo con fenol, refieren haber tenido muy buenos resulta-
dos empleando fenol ‘‘reactivo Merck™ sin mayor purificacién.

Nosotros empleamos fenol “reactivo Mallincrodt'. .

Se reporta el empleo de una mezcla de acido isobutirico e isova-
lérico, saturado con agua, en substitucién al fenol (46).

Otro solvente muy utilizado, de propiedades de separacién de
amino-acidos opuestas a las del fenol, es la colidina: generalmente
se empled la s-colidina (2, 4, 6-trimetil piridina) (30). Edman (46),
propone el empleo de una mezcla de 1:1 piridina y alcohol amilico
técnico como substituto de la colidina. La s-colidina, generalmente
se usa como segundo solvente en los desarrollos en dos dimensio-
nes. También se habla (143) del empleo de la mezcla 1:1 de gam-~
ma-colidina y 2.,4-lutidina (2-4-dimetil piridina) en lugar de la
s-colidina sola. Los valores Rf en la colidina, varian con la tempe-
ratura, hasta un 25% (41). ’

Aunque aparece posible el empleo de colidinas en mezcla, sobre
todo en descensos capilares, nosotros fracasamos al intentar su
aplicacion por ascensién capilar, a pesar de haber efectuado las as-
censiones a varias temperaturas; los valores Rf, en general fueron
demasiado bajos; entonces se procedié a la destilacién fracciona-
da de la mezcla de colidinas. y obtuvimos valores Rf, que coinci-
dieron muy cercanamente con los reportados por Deént (40), con
la primera fraccién que se colectd; para los siguientes ensayos. se
emplesd s-colidina saturada con agua. las condiciones mejores para
el desarrollo, se obtuvieron -a temperaturas entre 10-15° C.: esto
se puede confirmar con los datos reportados por Consden y cola-
boradores, sobre el efecto de la temperatura, en los valores Rf de
algunos amino-acidos, arrastrados por la colidina. (31 pag. 229).

Se pudo obtener esta temperatura, mediante la refrigeracién
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producida por un trozo de hielo de 10 Kg. colocado dentro de la
gaveta a donde se guardaba el aparato; la temperatura se observéd
frecuentemente, encontrandose que permanecia durante el tiempo
del desarrollo, entre 10-15° C. Para verificar ensayos a tempera-
turas mas bajas (5° C), se introdujo el aparato dentro de un refri~-
gerador eléctrico.

Se han reportado otros solventes que dan buenas separacio-
nes de amino-acidos: el alcohol etilico y agua, entre 65-85% (77%
mejor). (128). También se ha indicado, que el alcohol furfurilico,
Y compuestos analogos. mezclados con agua, producen buenas se-
paraciones de amino-acidos (13).

Se han propuesto otras mezclas: alcohol butilico-acido acético en
proporcién 4:1 (v/v) (71). y n-butanol-morfina; y n-butanol-dio- -
xano; n-butanol-piridina (26), n-butanol-alcohol bencilico (31).

Nosotros experimentamos, ademas del fenol y la colidina, el
alcohol bencilico, alcohol n-butilico y etanol. El alcohol etilico dié
buenos resultados. muy especialmente con el etanol al 77% en
agua; sin embargo, se adopté finalmente una mezcla de alcohol ben-
cilico saturado con agua, y alcohol etilico al 779 en proporcién
3:1 (v/v); esto, ademas de producir una buena separacién, nos per-
mitié controlar con precisién, el frente de avance del solvente, con
mas facilidad que con el alcohol etilico, que presenta una wvolati-
lidad muy grande.

Se reportan valores Rf para los diferentes amino-acidos; en fe-
nol, alcohol bencilico, colidina, alcohol n-butilico; 1:1 (v/v) alcohol
bencilico-n-butanol; alcohol bencilico y acido isobutirico {79); fe-
nol y colidina (40, 143): alcohol etilico al 779 (128). Fenol con
diferentes aditivos (HCN, NH, Cuprén CO. etc.) (31) colidina
sola v con diferentes aditivos (Cuprén, NH,) (31). 1:1 n-butanol-
alcohol-bencilico con HCN, acido isobutirico. alcohol amilico ter-
ciario, o-m y p-cresol con cuprén, o cuprén y amonio (31).

Nosotros reportamos unos cuantos valores Rf de amino-acidos
en fenol al 80%, y de etanol 77% -alcohol bencilico (sat.}) 3:1 (v/v).

Se ha observado que los valores Rf son independientes de la
cantidad de amino-acidos presentes (21).

Bull y colaboradores. observaron, que los valores Rf para los
diferentes amino-acidos, son independientes del pH {(Obs. en fe-

nol) entre pH 4 y 7.6, empleando fenocl como solvente desarro-
lador.
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D. SEPARACION E IDENTIFICACION

Una vez seca la zona donde se aplicé la muestra, se procede
a efectuar su fraccionamiento, mediante el procedimiento de par-
ticiébn en papel. o

Algunos autores, efectian un fraccionamiento previo de los ami-
no-acidos del hidrolizado, ya sea mediante sus solubilidades en de-
terminados solventes (144), o bien segun su poder de adsorcién

en resinas sintéticas, para poder aplicar al papel muestras menos
complejas. (16). ’ '

Synge y Tiselius (158), reportan el desarrollo papirografico

de péptidos, separando primero en fracciones mas simples, median-
te la separacién en columna de carbén.

El empleo de resinas sintéticas, parece ser uno de los comple-
mentos mas efectivos de la separaciéon papirografica. Desgraciada-

mente no fué posible su empleo, debido a la dificultad de conse-
guir estas substancias.

Tiselius y colaboradores (164) describen un procedimiento pa-
ra la divisidén en grupos. de los amino-acidos de un hidrolizado, se-
parandolos por adsorcién en resinas, en las fracciones siguientes:

a. Aromaticos; Ej. fenilalanina vy tirosina.

b. Basicos, punto isoeléctrico »7

c. Acidos punto isoeléctrico «5 -
d. Neutros, punto isoeléctrico cerca de 6.

En

este ultimo grupo, se incluyen los amxno—acxdos que tienen

‘un solo grupo —COOH vy —-I\’IPI2 exceptuando’ los aromatxcos pero
xncluyendo la_prolina e hxdrox:prol:na
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En este reporte se describe la marcha separatoria, y las clases
de adsorbentes que pueden emplearse, asi como el tratamiento pre-
vio al que deben ser sometidos.

Block (16) describe un método mixto. de adsorcién y particién
en papel, para la separacién y determinacién cuantitativa, de amino-
acidos, dividiendo los hidrolizados de proteinas en tres grupos:

1. amino-acidos dicarboxélicos.

2. amino-acidos acidos vy basicos.

3. amino-~acidos neutros.

Alicuotas de las diferentes fracciones, se sometieron al analisis
papirografico; el método no se pudo aplicar para la leucina e iso-
leucina.

Se pueden cmplear otros procedimientos de fraccionamiento pre-
vio de hidrolizados: entre ellos, podemos citar, a los ionoforéticos,
al analisis frontal de Tiselius, y a otros métodos "‘Cromatograficos
liquidos’™ también desarrollados por este investigador (107); asi mis-~
mo se pudiera hacer uso, del procedimiento de separacién por es-
puma que describe Hesse (76) o el sistema de fraccionamiento
de McCollum y Rider (114) del que ya hemos hablado.

Para la localizacién de los amino-acidos en el papel. el proce-
dimiento mas en uso es el de emplear la reaccién de la ninhidrina.
a la cual nos iremos refiriendo, segin se presente el caso, y en es-
pecial detalle, al consignar en otra parte de este capitulo, sus pro-
pidades, y especificidad. con relacién a su reaccién frente a los al-
fa-amino-acidos.

También se les puede localizar sobre el papel, por su fluorescen-
cia bajo ‘la luz ultravioleta (124, 132, 133), el procedimiento, se
considera como menos sensible que la reaccién de la ninhidrina. Con
la luz ultravioleta, la minima contidad visible es de 20 microgramos
por pulgada cuadrada. El principal inconveniente del método fluoros-
cépico, radica en la presencia de impurezas, en el papel o en el sol-
vente, que pueden producir fluorescencia indeseable; sin embargo, se
habla de la forma de solucionar en parte estas dificultades (133).

Albanese y Lein (3), proponen el desarrollo papirografico de
los amnno-—acxdos, en forma de sus sales de Cu. localizandolos sobre
el papel, con una solucién de ferrocianuro al 10%s: este  procedi-
miento, sirve casi exclusivamente para la determinacién de la lisina;
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los mnsmos autores, reportan tener en experxmentacxon, el desarrollo
con las sales de otros metales.

También, se ha considerado el desarrollo con complejos de Cu
y fosfato (142). . _

Se pueden identificar algunos amino-acidos. como la tiroxina
(165), marcandolos con yodo radio-activoe (I'*), gque después se re-
conoce en ¢l papel, por su radio-actividad, mediante pehcula sensi~
tiva, o bien con ayuda de un contador Geiger.

Un procedimiento analogo, se puede seguir para la determinacién
de los amino-~acidos sulfurados, con azufre radioactivo (S-"") (166)
obteniéndose dxagtamas como el de la figura 4.

DISTANCIA

Radio-paplrograma de la orina de una rata (166).
igura 4

Para la determinacién de otros compuestos, se ha empleado en
la misma forma, la aplicacién de C radio-activo (C*) (51, 153).

Se ha propuesto el empleo de la reaccién de la azida de sodio
(26). o el yodoplatinato (180)., para determinar el azufre en ami-~
no-acidos sulfurados. )

Otros autores reportan el empleo de reacciones especificas de
amino-acidos para determinar su posicién en el papel: se propone
el empleo del o-ftalaldehido, como reactivo- especifico de la glici-
na, produciéndose con este amino-acido. una coloracién verde o ca~
fé bajo la luz de 3650 A: este mismo reactivo, produce una colora-
cion gris obscuro con las sales de amonio;: y, con la histidina y el
triptofano, una fluorescencia amarilla intensa: otros’ amxno-ac:dos
que se ensayaron, no fueron sensibles a este reactivo, en las con-
diciones .que ya mencionamos. (Se reporta forma de preparar el
reactivo) (128). También se han identifi cado por reacciones espe-
cificas, la valina, histidina, triptofana, argmxna y  inetionina (1).
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Cuantitativamente, se ha determinado los amino-acidos por la
‘medida de la maxima extensién, y contorno de la mancha produ-
cida por la ninhidrina (52) y por la medida de la intensidad de la
luz transmitida al través de las manchas coloridas del papel, me-
diante un densitémetro fotoeléctrico (16) u otros dispositivos que
trabajen en forma similar (21) (157), trazando después graficas
de transmisién luminosa contra la distancia recorrida en la tira de
papel, por los diferentes amino-acidos; se determina la concentra-
cién, relacionandola con la medida del area, arriba de la cur-
va (21).

Nosotros empleamos un dispositivo, que adoptado a un fotoco-~
lorimetro Klett-Summerson, permitia la determinacién de la -inten-
sidad de color de las manchas producidas con la reaccién de la nin-
hidrina en una tira de. papel. Probablemente, por falta de un filtro
adecuado, las lecturas variaban al repetir la valoracién de una
misma tira, lo suficiente para impedirnos verificar una comparacién
cuantitativa entre las diferentes graficas. En la parte experimen-
tal, reportamos los detalles y el tipo de grafica que se podia ob-
tener.

Otro procedimiento para determinar la concentracién de ami-
no-acidos en las manchas, es el procedimiento de dilucién de ellas,
y comparacién con papirogramas de concentracién conocida. Este
procedimijento, fué empleado primero por Dent (41), y después, re-
portado por Polson y colaboradores (141). Es aplicable, para de-
terminar la concentracién de los diferentes amino-acidos, siempre
y cuando se obtengan en bandas bien separadas.

En el caso de hidrolizados de proteina, donde hay una variedad
relativamente grande de amino-acidos, el analisis cuantitativo en
‘tiras es .practicamente imposible, debido a la sobreposicién de las
manchas de varios de estos acidos. Sin embargo, es posible el cuan-
teo' de algunos de ellos siempre y cuando se presenten aislados.

El método de desarrollo en dos dimensiones, presenta mayores
ventajas para la determinacién de la concentracién, de cada uno de
los amino-acidos, leocalizados en las dxferentes reglones del papx—
rograma. -

Landua y Awapara( 92) reportan un procedimiento, pata "1a
determxnacxon cuantntatxva de los amino-acidos esparcidos ‘en el
papel En resumen, el’ metodo consxste en: lo., locahzar la posx' &
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de los amino-acidos en el papel, con una solucién de ninhidrina, al
0.05%, 2o0.. cortar las manchas, y ecluirlas, desarrollando su ma=
xima coloracién, con un ml. de solucién acuosa de ninhidrina al 29
en presencia de piridina, o en solucién de metil-celosolve, saturado
con agua. y en presencia de cloruro estannoso (118), calentando a
bafio de maria, y 3o0.. transportar la solucién colorida, al espectro~
fotémetro, verificando las lecturas con luz de 570 micromicrones.

El empleo del analicis retenciométrico, se ha reportado ser de
utilidad en las determinaciones cuantitativas, en papirogramas (177)

Se han ensayado otras formas de determinar la concentracién
de una banda determinrada en ¢l papirograma, como la determina-
cién del N amino, colorimétricamente con sulfonato de beta-naf-
toquinona (7). o por microkjeldahl (141, 183), no habiendo dado
buenos resultados este tiltimo meétodo, por la presencia de materia
nitrogenada, en el papel que se empleé (141). El empleo de dia-
gramas de difraccién electrénica, (28, 141), o de rayes X (28).
plicado a los extractos purificados, obtenidos de las diferentes
zonas del papel, parece haber dado muy buenos resultados, espe-
cialmente tratandose de muestras muy pequefias (135). Se sugiere
la aplicacién del método de difraccién electrénica para emplearse

en la determinacién de los constituyentes de virus purificados
(141).

Otros trabajos que se han reportado, en los que se trata de

emplear la papirografia, como método cuantitative (57, 64, 75, 87
122, 161 y ver 28a).

Se puede determinar la concentracién de un amino~-acido en una
zona del papel, recortando el -pedazo, y sembrandolo en un medio
de cultivo apropiado, y observando su crecimiento (182, 188)

Cuando los compuestos se les separa en forma de sus sales me-~

talicas, se les puede determinar 1nd1rectamente cuanteando el me-
tal, en las cemnizas (5).

Un método para facilitar la identificacién de los componentes
en un papirograma,

que ha probado ser particularmente qtil en
el analisis de azicares en gomas vegetales, es el que consiste en
incorporar a la muestra una cantidad determinada de un cuerpo, cu-~

yos valores Rf se tengan bien controlados, y que se sepa no se
encuentre originalmente en la muestra (54)
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Miiller y Clegg- (119 120), describen un método para la valo-
rizacién automatica de ° Cromo—papu’ogtamas . .al tiempo en que se
efectua el desarrollo. .

se limita por zonas pre-

El recorrido del solvente en el pape]
servadas con parafina, (ver trabajo de Yagoda 189) segun se pue-~

de apreciar en la figura 5a.

ZTONA TMPREGNADA
DE PARAFINA PAPEL
- % |~ FiLTRO

RA

B..

Proyectando un rayo de luz perpendicular al papel sobre la
zona A (Fig. 5-a). y midiendo con ayuda de un dispositivo ade-
cuado, la intensidad de luz transmitida en esa seccidn al través
del papel, se puede controlar la particiéon, al tiempo del desarrollo.

El procedimiento fué experimentado en la separacién de mezclas
de dos colorantes;, obteniéndose curvas, del tipo de la figura 5-b.

Nosotros intentamos la valoraciéon completa, de tiras de papel
W. 1 de 1.2 mm. de ancho, tratadas con ninhidrina en forma ana-
loga a la descrita por Bull y colaboradores (21) (ver mas ade-
lante), para hacer la comparacién de las graficas fotofétricas ob-
tenidas de los diferentes contenidos proteinicos que se estudiaron.
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F. REACCION DE LA NINHIDRINA

Por el nombre de ninhidrina. se conoce al hidrato de triceto hi-
drindeno, cuerpo cristalino, que pierde una molécula de agua, a
125-130° C., pasando por la tricetona correspondiente.. Es modera~
damente soluble en agua fria. y facilmente en agua caliente.. Tam-
bién es soluble en la mayoria de los solventes orgéanicos (se puede
encontrar datos sobre su sintesis, en la cita (160), y otras propie~
dades de este cuerpo, y compuestos relacionados en la (11).

I.os alfa-amino-acidos, al ser calentados con un exceso de nin-
hidrina en solucién acuosa, producen: amoniaco, biéxido de car~
bono y un aldehido con un carbém menos, que el correspondiente
amino-acido. También se produce un color azul a- parpura (arriba
de pH 2.5) (Tomado del folleto de la ‘Midwest Extraction Co.,.
Rockford, IlL).

Los primeros en emplear la ninhidrina, fueron Harding y Mac
Lean (72. 73), y Harding y Warneford (74). ‘

El método (31) para localizar la posicién de amino-acidos en
el papel, consistia en aplicar una solucién de ninhidrina al 0.1%
en butanol, desarrollandose el color al calentar el papel, durante 10
min. a 100° C. : :

Después se propone .el empleo de una solucion de este reac-
tivo al 0.25% con objeto de lograr una mayor intensidad de color.

Bull y colaboradores (21), pusieron especial interés en encon~
trar las condiciones mas propicias, en que la reaccién de la ninhi~
drina sobre los alfa-amino-acidos. produjera en el papel la maxima
coloracién;: encontraron que rociando con una soluciéon de mnin-
hidrina en la proporcién de 0.4 gr. de ninhidrina, 10 gr. de fe-
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nol y 90 gr. de alcohol butilico. dejando orear el papel hasta que
desapareciera el aspecto hiimedo, secando después en la estufa a
90° C.., 10 min., y finalizando con un bafio de vapor de 5 min.; era
el procedimiento que daba mejores resultados. Los mismos autores
reportan, que la coloracién producida en estas condiciones por la
arginina, serina, valina, glutamico, leucina, treonina, alanina y lisi-
na, siguen mas o menos una misma ecuacidn, en cambio otros ami-
no-acidos (aspartico, fenilalanina. metionina y glicina) desarrollan
menor coloracién, siguiendo cada uno a su ecuacién, dependiendo
de la forma en que se lleve a cabo el desarrollo (21).

Se reporta que uno de los amino-acidos menos sensibles a la
ninhidrina, es la histidina (143).

Pratt y Auclair (143), estudian la sensibilidad de la reaccién de
la ninhidrina, empleandola en solucién al 0.19% en n-butanol, y ha-
cen notar, que si la temperatura esta abajo de 70° cuando se coloca
el papel, éste se amarillea, disminuyendo entonces la sensibilidad.
Se estudié (143) la intensidad de la coloracién en los amino-aci-
dos, sobre papel filtro. sin haber sido corridos con solvente: resul-
tando que algunos eran mas sensibles de lo que aparecian en los
papirogramas, probandose con esto, que una cierta cantidad de
amino-acidos, es descompuesta por los solventes; el descenso en la
sensibilidad, se hace mas notable, con la histidina, arginina, fenil-
zlanina e histamina.

Se reporta haber obtenido buenos resultados observando las
manchas producidas con ninhidrina, mediante luz transmitida (143),
vy que la coloracién disminuye a medida que se calientan los amino-
acidos. por arriba de 80° llegandose por la accién prolongada del
calor, a hacerse inactivos frente a la ninhidrina (88). El mejor mé-
todo para eliminar al solvente (fenol) del papel, se logra median-~
te una corriente de aire caliente a 85° durante 8-10 min.

Los colores producidos por la ninhidrina, sobre el papirograma,
varian con los diferentes amino~acidos (40, 143).

La cistina, debe oxidarse a acido cistéico estable, y la metionina
a metionina-sulfona, para poderse determinar en el papirograma
(39, 98).

~ Se puede fijar el color producido por la ninhidrina con los di-~
ferentes amino-acidos. mediante un fijador de cuadros, como el em-
pleado por los pintores (28-a): en esta forma se pueden archivar
los papirogramas, para posteriores comprobaciones.
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ESPECIFICIDAD DE LA REACCION
DE LA NINHIDRINA

Practicamente, es especifica, dentro de las condiciones en que
se trabaja en papirografia. para los alfa-amino-acidos y péptidos.
(41). ’

Las sales de acidos organicos simples (acético, lactico) parecen
no interferir (41). ) ]

Entre las substancias que pueden dar la reaccién de la ninhi-
drina, se cita a algunas sales de amonio, urea, y aminas organicas
(27, 72, 73, 74), como la histamina (143).

Siempre que se presente una mancha en posicién desusual, so-
bre el papel, debe sospecharse la presencia de sales de amonio o
péptidos (41).

Se ha consignado otra forma de emplear la reaccién de la nin-
hidrina, que consiste en incorporar a este reactivo (al 1%) en el
solvente desarrollador (colidina). Después de la separacién en el
papel, se le seca, apareciendo con el calentamiento la coloracién en
los lugares donde se localicen los amino-acidos (123).

Nosotros ensayamos la reaccién de la ninhidrina, en la forma
propuesta por Consden (31), para los ensayos donde no era de
interés el obtener una maxima coloracién. empleando en los demas
casos, el procedimiento de Bull y colaboradores (21), efectuando
el secado entre 80-90° C.

Se ha empleado como substituto de la ninhidrina, el hidrato
de naftindano-2-3-4, triona (111), que descompane a los amino~
acidos, al igual que la primera, pero no es posible su empleo en
papirografia, porque el cuerpo reducido que se forma, (por lo que se
reporta) parece que no reacciona con el NH,; desprendido, para for-
mar un cuerpo colorido.

FORMACION DEL CUERPO COLORIDO

La formacién del producto colorido (78), se verifica por un sis-
tema de oxidacién-reduccién, representado por las ecuaciones A y
B; reaccionando el amino-acido con la ninhidrina (I) se produce el
aldehido inferior correspondiente, CO., NH;, y el cuerpo de re-
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duccién de la ninhidrina, o sea el hidroxidiceto hidrindeno (II).
Al reaccionar la ninhidrina con su producto de reducciéon (II) v dos
moléculas de NH; se produce el cuerpo colorido, al que Hill y
Kelley (78) representan con la férmula que hemos marcado con
el mimero IIL :
Polonovski y Lespagno] (137) suponen la formacién xnterme—
dia de (I mas II) la hidrantina (V), la cual al reaccionar con
NH,, da lugar a la sal colorida, que representan con la férmula VI
Stein y Moore (151, 118). reportan que el compuesto azul que
se forma en esta reaccién es el marcado con el namero VII,

' o
HO, f-:? R-CH=0 b &
A R=CH-NHp + < — {COo -+ <
- O HO™ G NH HO G
on -0 () S W
2
: g
B. (1) +0) + 2NHg—/——= g C[ Se-n=c] :O
o o o—NH4 o ()
HO &
_‘J.lli:ﬂj_/ (I C —o-¢&; I)
i () §orn () & 2 Q
k2 Ny _
e q “c-N=c C:O
D.. R~ GH-NH, ( )
=0 Vi

OH +2() pHoaloo® (15) ©

N\__redgulador _ O:C\c e c’&
-de Ic_:i*l'ro:lo c? ~c n

iICO. O-Na S (v)

al cual. aislan en forma de su sal sédica, comprobando su estructu-~
ra por analisis’ elemental. A este producto se le obtiene, ya sea ha-
ciendo reaccionar el ‘amino-~acido con la mninhidrina, o bien por
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reaccion entre la ninhidrina y su producto_,de reduccién y amonia-
co (Ruhemann).

En el laboratorio, se pudo comprobat, que el amoniaco da di-
rectamente la reaccién al contacto con la ninhidrina. )

Se reporta, el empleo de SnCl,, con objeto .de obtener un
completo desarrollo del color; en este caso interfieren las sales de
amonio, y aminas, por lo cual, solamente se debe emplear este sis~
tema, en valoraciones, donde se. sepa que sélo hay amino-acidos
como en la determinacién de eluidos de zonas de papel cortadas

de papirogramas (Landua y Awapara).

APARATO

El aparato en que se efectia la particién papirografica, no es
mas que una camara hermética, donde se mantiene una atmésfera
equilibrada con el sistema solvente que se esté empleando; con
ciertos dispositivos, que permitan la colocacién del papel en tal for~
ma que uno de sus bordes. que esté cercano al punto donde se co-
locs 1a muestra, gquede introducido dentro de un bafio que contiene
el liquido que va a efectuar la separacién, mientras que la parte
restante del papel, se mantenga en posicién tal., que el colvente que
avanza, no tenga ningin entorpecimiento, en la regularidad de su
absorcitn.

Para la confeccién de estas camaras, deben de emplearse mate-~
riales, que no sean atacados por los solventes que se usen. El me-
jor material en primer lugar, es el vidrio, también se puede emplear
acero inoxidable (185).

Algunos autores, reportan haberse fabricado camaras de des-
arrollo con jarras de barro (179), o bien tubos de albaiial (ver fi-
gura 7) (31). Utilizando uno de estos aparatos, siempre para un
mismo solvente, y empleando material de vidrio en todas aquellas
partes que estuvieren en contacto directo con el papel o el liquido.

Los aparatos que emplearon en un principio Consden y colabo-
radores (31), los hemos esquematizado en las figuras 6 y 7.

Entre las diversas modificaciones a estos aparatos, que se han
reportado, citaremos algunas; por ejemplo, el recipiente de latén,
pintado con barniz anticorrosivo, para camaras de desarrollo bi-di-

mensionales, que consignan Steward y colaboradores (154) Fig.
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5-b. (Una forma para hacer un bafio de vidrio para el aparato de la
fig. 8 se puede ver en el reporte de Longenecker) (100). Una de las
modificaciones de mas importancia, ha sido la de verificar los des-
arrollos por ascenso capilar, propuesta por Williams y Kirby (179).
El empleo de esta técnica permite improvisar aparatos en forma
mas sencilla, ademas, presentan una mas facil manipulacién, como
se puede ver en la fig. 8, colacando al papel en forma de un cilin-
dro, sobre un plato que contiene al “‘solvente’”, y verificando la
ascensién dentro de un recipiente cerrado. Se ha reportado un apa-

ESQUEMAS

PARA

DESCENSOS

o MONO -DIMEN-
SIONALES.

2 -
& PARA ASCENSIONES
- MONO Y BI-DIMENSIO-
FiG.8 NALES.
- 1
3,4 N
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rato para ascension capilar, que consta solamente de un tubo de

ensaye con un tapén de corcho (147), del cual hablaremos en el
siguente capitulo.

Nosotros empleamos un aparato para desarrollo de tiras por

descenso capilar, algo similar al consignado por Winsten (181),
también empleamos para el desarrollo en una dimensién, un apara-
to de ascensién capilar, al cual también se le us6 para separacio-
nes de dos dimensiones (Cap. siguiente).

Podemos ver en la figura 9, una interesante adaptacién al pro-
cedimiento de William y Kirby, colocando pliegos de papel filtro,
enrollados mediante una espiral de alambre de acero inoxidable,
vy empleando como camara a una probeta de 1,000 ml. (55).

Explicacion de los esquemas:

1.—Lugar donde se coloca la muestra.
2.—~Papel filtro, colocado en una hoja
de tiras de papel; o formando un

3.—Bafdo donde se coloca al solvente que va a efectuar la sepa~-
racién.

extendida, o bien en forma
cilindro, o enrollado.

4.~Depésito donde se coloca solvente con objeto de saturar la
atmodsfera de la camara.

5.—~Espiral de alambre inoxidable, para colocar al papel enrollado.
6.—Tapa.
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MUESTRA

Los hidrolizados empleados para los ensayos preliminares, fue-
ron obtenidos por uno de los procedimienros usuales, seguidos
cuando se trata de efectuar analisis por métodos ordinarios; efec~
tuandose la hidrélisis del material seco, en proporciéon del 29 en

solucién de NaOH al 109, neutralizando después con acido sul-
farico o clorhidrico.

La proporcién de material hidrolizado, a sal (producto de la

neutralizacién), después de haber llegado al punto de neutralidad
estaba en relacién aproximada de 1 a 9.

Si tenemos en cuenta que el porciento de proteina en la muestra,
en la mayoria de los casos, estaba entre 20 y 60%, la proporciéon
de ésta con respecto a la sal soluble, estaba en relacién de 0.2-0.60
a 9.

Hidrolizado de:

A. Levadura de cerveza (seca y pulverizada).
B. Carne de pescado (parte comestible, seca y pulverizada)
C.

Grano de maiz (harina integral seca)

A 2 gr. de material (A, B, C,), se les hidrolizé, hirviendo a re~
flujo 1 hora con 100 ml. de WNaOH al 109%, se filtrs, decoloré si
era necesario, y neutralizé con solucién de acido sulfunco llevan-
do después a un volumen de 250 -ml.

D. Cabello humano, (desengrasado y se_cb).
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A 1 gr. de material (D.), se le hidrolizé con 20 ml. de HC1 1:1,
‘hirviendo a reflujo durante 4 horas, continuando después la hidro-
lisis a 120° C. durante 9 horas en bafo de arena (45). Después
se neutralizé {Na OH): filtré v diluyd a un volumen de 100 ml.

En las primeras tentativas para la preparacién de una muestra
papirografica. se encontré en primer lugar con la necesidad de eli-
minar el exceso de sales solubles, enfrentandonos directamente a la
resolucién del problema, no se intentd en un principio que los hi-
drolizados tuvieran un contenido minimo de sales solubles, sino que

por el contrario, se trabajo con concentrados de hidrolizados que
tenian un exceso muy grande de ellas.

El procedimiento que resulté ser de mayor utilidad para la
purificacién de los hidrolizados, fué el de extraer el contenido to-

tal de amino-acidos, de la muestra seca, cnn una solucién de acido
tricloroacético en acetona.

5 6 10 ml. de hidrolizado se colocaron en una capsula de por-
celana de 7 cm. de diametro, v se secaron en la estufa (8Co C.).
El producto seco. se triturs sobre la misma capsula, con un agitador
de vidrio, teniendo uno de sus extremos, terminando en forma de
gota; el polvo, con ayuda de un pincel, se transfirié a un filtro de
vidrio, de fondo poroso (F), adaptade a un matraz Kitasato, de
tal manera que el pico del embudo. quedara introducido en un tubo
de ensaye, colocado dentro del matraz (Fig. 1). Se agregé una por-~
cién de 2 ml. de solucién 0.24N de acido tricloro acético en ace-
tona pura, se agité el solvente sobre el filtro, durante unos minutos,
par aconseguir la mayor disolucién, y después se aplicé un ligero
vacio, la operaciéon se repitid varias veces, procurando que las por-
ciones de la solucién solvente, se vertieran primero en la capsula
de porcelana, y después en el filtro, para recoger los restos de hi-
drolizado que se habian quedado adheridos en las paredes de la
primera.

Después de haber agregado la tercera porcidn. y sucesivas, se
ensayd, tomando cada vez una pequefia fraccién del liquido que
filtraba, sobre un papel filtro, y con solucién de ninhidrina, si
la extraccién era completa. o
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Figura 1

Este procedimiento, se desechd, entre otras cosas, y en primer
lugar, por la cantidad excesiva de solvente, (con el consiguiente
exceso de tricloro ac;tico), que era necesario de emplear, para 'verifi-
car una extraccién total, y ademas, porque durante el proceso, la
evaporacién de la acetona era muy considerable. variando con esto
la concentracién de la solucién solvente,

El procedimiento que finalmente se adoptd, consistia en secar,
5 ml. de hidrolizado en un tubo de ensaye de 2 x 5 cm., agregar
una pequefia cantidad de arena lavada seca, y triturar dentro del
mismo tubo. con un agitador con uno de sus extremos terminado
en forma de gota:; afiadir después 1 ml. de solucién 0.24 N de aci-
do tricloro acético en acetona, para facilitar la trituracién; después
agregar una porcién de 2 ml. de solucién solvente y agitar conti-
nuamente durante unos minutos, marcando el nivel del solvente en
el tubo, en tal torma, que si habia una pérdida de acetona por eva-
poracién, se pudiera reponer la cantidad perdida, agregando unas
gotas de este solvente. continuando después la agitacidn. Transfi-
riendo la casi totalidad del contenido del tubo a uno de centrifu-
ga, se le centrifugé y, el liquido sobrenadante se pasé a un tube
limpio de 2 x 5 cm. Se repitié6 la operacién, nigregando otra por-
cién dée solucién solvente al tubo., que todavia tenia el residuo del
hidrolizado, pasandolo al tubo de centrifuga en el que estaba el
sedimento de la primera extraccidn, agitandolo con la nueva frac-
cién de liquido: se volvié a centrifugar y se reunié esta nueva por-
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cién de sobrenadante, con la primera fraccién. Volviendo a agregar
una nueva cantidad (2 ml.) de solvente, se repitié por tercera vez
la operacién.

A las fracciones asi extraidas, y colectadas en un tubo, se les
sometié a la eliminacién del ‘‘solvente’.

La eliminacién de la acetona, no implicé problema. Para quitar
el exceso de &acido tricloroacético, se ensayaron varios procedi~
mientos:

Primero se intentd su eliminacién, evaporando a presién redu-
cida, con ayuda de una corriente de aire seco caliente, este proce-
dimiento fué eficaz, pero en vista de lo tardado, se le reemplazé
por una simple evaporacién en estufa a 70° C. que did en la mayoria
de los casos, resultados satisfactorios, sobre todo tratandose de la
preparacién de muestras en serie. El arrastre de &acido-tricloroacé-
tico por la acetona, contribuia a su eliminacién; algunas veces se
agregaron fracciones de este solvente, para ayudar la operacién.

Si se coloca sobre papel filtro, una pequefia muestra de amino-
acidos extraidos. conteniendo cierta cantidad de acid otricloro~acé-
tico, y después se le trata con solucidn de ninhidrina, se puede
observar, que este acido, ejerce una accién decolorante, sobre el
color producido; no obstante, esto no implicé interferencia, porque
el valor Rf del acido tricloro-acético, en los solventes que se em-
plearon era muy cercano a cero; sin embargo, se procuré reducir
al minimo, el residuo de este acido.

Con el extracto asf obtenido., libre de sales sclubles en primer
lugar, y en segundo de los solventes con que se verificoé la extrac-
cién, se prepararon, como se vera mas adelante, las soluciones para
aplicar las muestras en el papel.

El método de eliminacién de la solucién solvente, por evapora-
cién, dié buenos resultados, al aplicarse en hidrolizados de pelo,
levadura de cerveza, carne de pescado y huevos de ahuahutli, y
fracasé al tratarse de emplear, en la purificacién de hxdrohzados
de maiz, de lo cual hablaremos mas adelante.

Es claro, que mientras mayor cantidad de sal se encuentre en
el hidrolizado seco, se necesitara un valumen mayor de solucién
solvente, para poder operar; como ya se ha visto, es preferible tra-
bajar, con una cantidad menor de acido-tricloro-acético. Se ha com-
probado (114) que un pequefio volumen de acido en acetona, es
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suficiente para extraer todos los amino-~acidos de una muestra. Asi
para dejar asentadas las mejores condiciones para efectuar el método,
a los huevos de ahuahutli, y a la serie de pescados, que después so~
metimos a estudio, se les hidrolizé empleando solamente para 0.05
gr. de material seco (menos el ahuahutli que se le empleé tal como
viene, v exento de cascarilla) 5 ml. de HCI al 10% (10 horas a 15
1bs. de presién) neutralizando después con solucién de sosa. La
extraccioén, se llevé a cabo con 5 ml. de acido tricloroacético en
acetona. empleando cada vez alicuotas de 1 ml. del solvente.

A todas las muestras de la serie, se les sometié a idéntico trata-
miento.

Se ensayd también, el hidrolizar con Ba (OIH). eliminando el
exceso después de completada la hidrélisis, con acido sulfdrico, en
la forma que a continuacién describimos:

A 0.5 gr. de muestra se le hidrolizé con 5 ml. de Ba (OH). al
149 (10 horas a 15 lbs. de presién): después, se filtrd, y se trans-
firié el liquido a una bureta; en otra bureta, se colocé solucién de
acido sulfirico al 109 . Sobre un poco de agua en ebullicién, se iba
dejando gotear de las dos buretas; tomando pequefias gotas, comnr
un agitador. y aplicandolas a un papel de perhidrén, se controla-
ban las variaciones del pH hasta llegar al punto de neutralidad.
El precipitado asi .obtenido, de cristales grandes, fué facilmente
filtrable: el liquido neutro, se concentrd, vy de ahi se prepararon
muestras para ensayos papirograficos preliminares.

El papirograma de maiz, que presentamos mas adelante, fué
obtenido, con hidrolizado de harina integral de maiz, tratada en
esta forma. :

PREPARACION Y APLICACION DE
LA MUESTRA PAPIROGRAFICA

Para colocar una cantidad apropiada de muestra en una peque-~
fla area del papel, se encontrd que el sistema de suspenderia en
agua destilada, como de ordinario se hace no nos daba buenos re-
sultados, pues no se podia preparar una solucién de muestra lo su-
ficientemente concentrada, y ademas, porque el agua tiende a ab-
sorberse en zonas muy amplias; se ensayaron varios otros solven-
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tes, habiendo obtenido el mejor resultado, suspendiendo las mues-
tras puras, en fenol al 80%.

Preparandose en esta forma, soluciones tipo conteniendo entre
5-10% de amino-~acidos.

Las muestras preparadas en la forma descrita, se dispusieron
en soluciones de concentracién conocida, segiin se puede apreciar
en la tabla I.

Para aplicar fracciones de 0.5 a 5 microlitros, se emplearon en
un principio, pipetas capilares calibradas en la forma que a conti-
nuacién se describe:

A U%@/‘
' d 3}
e ]

\ARTE ESMERILAD ‘::J

a o.s 7 10 b
Figura 2

Las pipetas, hechas de un tubo de vidrio ordinario de 4-6 mm.
de diametro, terminando en tubo capilar, se calibraron, Henando
la pipeta perfectamente desengrasada, con agua destilada, a una
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distancia arbitraria X sobre el tubo capilar (ver figura 2a.), cuya
medida desde la punta de la pipeta o sea OX se marca en un pa-
pel, sobre el cual se coloca la pipeta, o bien con un compas. de
puntas D cuya abertura se puede graduar mediante un tornillo,
que permite que sus puntas se abran o se cierren; esta porcién de
liquido asi medida, se pesa, en la balanza de torsién, empleando un
trozo de papel filtro, 2 manera de platillo tarado (Fig. 2-b): esta
pesada nos sirve de orientacién para calcular aproximadamente el
volumen que es capaz de contener la punta capilar de la pipeta,
por unidad de distancia marcada sobre OX. Suponiendo que el li-
quido contenido hasta la marca X pese 4.6 mg., entonces se apro-
xima el lugar donde debe quedar la marca A para contener, por ejem-
plo, 1 mg. de agua pura a 20° C., o bien la cantidad que se desee
calibrar, la cual se marca también en el papel sobre el cual se
coloca la pipeta. O bien mediante el mismo compas de puntas, el
cual se gradiia a la distancia OA: esta nueva medida, se va co-~
rrigiendo (aumentando o disminuyendo) hasta que corresponda en
dos o tres lecturas consecutivas, con la cantidad deseada. El pun-~

to asi obtenido, se sefiala en el tubo capilar, con barniz de uias
(Fig. 2 c.).

Esta operacién, se repite para cada marca que se ponga en la
pipeta.

Las pesadas deben de hacerse siempre en la misma forma, pro-
curando que la aplicacién de las alicuotas, sea también la misma en
que después se vayan a aplicar las muestras en el papirograma.

Aun cuando se comprobé que la volatilidad del agua durante
el tiempo de pesada, no era de considercién, siempre se procurd, ha~
cer las pesadas con rapidez.

Las pipetas capilares que acabamos de describir, tienen el in-~
conveniente de su gran fragilidad y, ademas, al lavarlas y desen-
grasarlas, era facil perder la marca puesta con barniz; por lo cual
se opté por emplear una pipeta, cuya forma de hacerse, la descri-
bimos en la Fig. 2-e.f.g.h. y d. Esta pipeta se calibxé, a 0.5 y 1 mi-
crolitros, pudiéndose aplicar, punteando con ella, aun fracciones
menores.

La pipeta que empleamos fué calibrada con agua destilada a 20°
C.; sin embargo, para efectuar una calibracién correcta, cuando se
empleen soluciones en fenol al 80%, deben calibrarse con este sol-
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vente, para evitar errores por adherencia a las paredes. En nuestro
trabajo, de caracter preliminar, mas bien se necesitd aplicar volia-
menes iguales de las diferentes muestras. o bien doble o triple. etc.,

i6 . sino

por lo cual no se calibré la pipeta con la solucién de fenol
solamente como ya hemos dicho. con agua destilada. Una calibra-

cién a medio tramo de la punta capilar, para efectuar medidas en-
tremarcas, no fué practica, debido a la rapidez con gue se absor-
bia el liquido sobre el papel, por esto se prefirié calibrar hasta

la punta.

Se prepararon también soluciones tipo de amino-acidos puros,
para las medidas de los valores Rf.. conteniendo 10 mg./ml., ajus-
tando el pH entre 6-7 con cantidades minimas de sosa y clorhidri-
co, preparandoseles en agua destilada contenlendo una pequeifia
cantidad de fenol como preservativo. .

Para preparar mezclas tipo. en condiciones analogas a las mues-
tras con cantidad conocida de problema, se pesaba las cantidades
deseadas de amino-acidos, y se les suspendia en un volumen de-
terminado de fenol al 80%.

Todas las soluciones preparadas con fenol al 809 se les guar-
daba en ampolletas de vidrio, cerradas a la Hama., y se les con-

servaba dentro de un frasco de color ambar.

PAPEL
1.; sin embargo. antes

En general, se empled papel filtro W
de haber conseguido este papel. como ya hemos hablado, se en-

sayaron varios otros, coemprobando sus velocidades de absorcién en
agua, para lo cual se emplearon tiras de 2 x 10 cm. de cada una
de las diferentes clases; las muestras de papel W, No. 1 se corta-
ron de discos de 11 cm.. ya que entonces no se disponia de este

papel en otra forma.
: Las tiras, se colocaron una al lado de la otra. con unoc de sus
extremos sujeto a una regla, en tal forma que los extremos libres
de todas ellos, pudiesen entrar simultaneamente al liquido, al co-
locar la regla sobre el recipiente que tenia como 1 cm. de agua,
como. se puede apreciar en la figura 3.
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Figura 3

En esta forma se probaron varios numeros escogidos entre los
de la serie de la Eaton Dikeman, el 607, 609, 612 y 613.

El mas parecido en absorbilidad, al Whatman 1, fué el 613
de la E. & D.; sin embargo. el 612, de no estar estriado, probable-
mente hubiera sido mejor substituto.

SOLVENTE

Se ensayaron varios solventes, para escoger entre ellos a uno
que se adaptara especialmente al método comparativo en tiras; bue-~
nos resultados se obtuvieron., con alcohol etilico al 779 ; sin embar-
go. su demasiada volatilidad, dificultaba la determinacién precisa
del limite de avance del liquido, a pesar de haber puesto especial
atencién en mantener una completa saturacién de la camara, mien~
tras se verificaba la separacién.

Se encontré que pudiera ser mas conveniente el empleo de una
mezcla de alcohol etilico, y bencilico en la proporcién que aparece
en la tabla II, para alcohol etilico al 77% en agua. y alcohol ben-
cilico, saturado con agua. Cualquier coloracién indeseable (junto
a la banda de maximo avance) producida por la presencia de ben-
cilico, se elimina agregando unos cristales de KCN al baifio.
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Material

——

Levadura de cerved {*)

Carne de pescado (#)
Maiz, 12 Muestra {¥)
Maiz, 2a. Muestr2 (¥}
Pelo humano (de Jos di-

ferentes colores)

Pescados { robalo, mojarra.

ete)s
7. Huevo de shuahutli

E————
s (¥} Primeros ensayes.

Muestra secd

en gh

'____,_.—-—"""—'

005

TABLA 1

Concentracién del hidro-

izante mk

100 ml NaOH, 10%

"

5 gl Ba (OH),, 10-44%

20 ml. HCL L

5 ml HCL 10%

Tiempo ¥ O
diciones de hi-
drélisis.
e
{ hora hervido
a reflujo.

10 horas 15 libs.

de pres.

4 horas @ reflu-
jo, y 9 horas
2 bafo de
arena 120° G

10 horas 15 1bs:

de pres.

Neutralizado

con Soln. de

et

H, 50,

Volumen afo-

rado, mb

/

250

»
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TABLA I

Material Muestra seca Concentracion del hidro- Tiempo y con-}] Neutralizado Volumen afo-
en gr. lizante ml. diciones de hi-} con Soln. de rado. mlL
drdlisis.
1. Levadura de cerveza (%) 2 100 ml. NaOH, 10% 1 hora hervido H, SO, 250
a reflujo.
2. Carne de pescado () . . " . "
3. Maiz, la. Muestra (%) . ” . . »
4. Maiz, 2a. Muestra (%) 0.5 S ml. Ba (OH),. 10-14% |10 horas 15 libs. " 100
de pres.
5. Pelo humano (de los di- 1 20 ml. HCI, 1:1. 4 horas a reflu- NaOH o
ferentes colores) jo, ¥y 9 horas,
R a bafio de
arena 120° C. ” .
6. Pescados (robalo, mojarra, 0.05 5 ml. HCIL 10% 10 horas 15 lbs.
etc.). de pres.
7. . ' " ' - o

Huevo de ahuahutli.

(*)

Primeros ensayes.




—f g et f

Volumen de muestra de
hidrolizado que se secd
a ‘80" C.” en ml

Volumen de fenol al 80%
en ml. para suspender al
purificado. (am-#cs.).

Cantidad de muestra apli-
cada sobre el papirograma,
en microlitros

10

v

.

De 0.05 a 0.20

»

sdh
c e a
s s
adt
p ea
1

i1 2064
cn
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or

ni R
o

m e
us

e
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Valores Rf. que reportamos:

Arginina
Histidina
Lisina
Triptofano
Fenilal-alanina
Metionina
Treonina
Leucina
Isoleucina
Valina

Alénlna

A
Et,OH
al 77%
T.

- 0.18
0.28
0.20
0.39
0.54
0.54

0.44

0.62
0.61

0.57 .

0.44

A
n-Bui. OH
sat, H20.

LA

0.01
0.02
0.00
0.21
0.27
0.21
0.04
0.33
0.29
0.15
0.03

TABLA 11

A
Femnol al BO%

en 2

0.54
0.61

0.46
0.75
0.84
0.78
0.45
0.83
0.85
0.77
0.64

A
Colid.
Mezcla

ank.
10-15° O.

0.03
0.06
0.02
0.32
0.31
0.26
0.09
0.28
0.24
015
0.04

A
Colid.
Idem.

a
5° C.

0.02
0.06
0.02
0.31
0.31
0.27
0.09
0.23
0.24
0.15
0.04

)
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Los valores Rf. para s-colidina y fenol saturado con NH,. coin-
cidian con los reportados por Dent, o Williams y Kirby.

Los valores de ascensién (°) de esa fraccién, se probaron sélo
con algunos de los amino-acidos de valor Rf menor.

A = ascendente

D = descendente T.A. Temp. ambiente.

El fenol se empled sin purificacién especial, obteniéndose bue-
nos resultados, con fenol al 80%:; sin embargo, se prefirié el empleo
de etilico-bencilico de que ya hablamos en el parrafo anterior, por-
que la separacion entre los amino-acidos “‘indispensables’™ (17), era
mas notable, en esta mezcla.

L.a formacién de una tenue coloracién amarilla en todo el pa-
rel, cuando se emplea al fenol, fué otro de los motivos por el cual
se empleara mas el alcohol etilico en mezcla con bencilico.

Los otros solventes ensayados, no dieron el resultado apro-
piadeo.

Se estudiaron los valores Rf en mezclas de colidinas, (wvalores
Rf de amino-acidos) habiéndose efectuado una previa destilacién
de ésta, para obtener un producto mas claro. Se probé por el método
ascendente con avance de 25 cm. del liquideo sobre el papel, y
a diferentes temperaturas, los valores Rf. de algunos amino-acidos
que se ensayaron, resultaron demasiado bajos (ver tabla II).

Después se fraccionaron las colidinas, recogiéndose las frac~
ciones que destilaban a diferentes temperaturas; la primera frac-
cién recogida, dié resultados similares a los valores reportados
por Dent. ’ ’

Se efectuaron ascensiones con s-colidina, conservando la tem-~
peratura entre 10 y 15° C., obteniéndose valores que coincidian con
los reportados por otros autores. Esta temperatura, se logréd, co-
mo ya hemos dicho, metiendo al aparato dentro de una gaveta, con
trozos de hielo (10 Kg. a un volumen de gaveta de aproximadamen-~
te 0.4 m®.). Algunos desarrollos experimentales en dos dimensiones
se efectuaron con fenol saturado conteniendo 3% de amoniaco, en
el agua con que se saturd, y s-colidina saturada con agua desti-
lada.

Se pudo comprobar, que la tendencia del fenol, a producir co-
loraciones extrafias en presencia de ciertos metales, es mucho me-
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nor, trabajando con soluciones al 80%: se emplearon, cilindros de
papel filtro, detenidos con grapas de alambre niquelado, y a pesar
de que el fenol al 809, pasaba por el lugar donde estaban las
grapas, no se originé ninguna coloracién en esas regiones; cuando
se operd en las mismas condiciones, con soluciones de fenol en la
forma reportada por Consden (31), aparecia en todo el borde don-
de estaban las grapas, una coloracién, café rojiza intensa, por lo
cual se tuvo que emplear, fibras de ixtle, para sujetar el papel.

Los valores Rf. como se ha visto, son el cociente de dividir, la
distancia de avance del soluto que se separa (al centro de grave-
dad de la mancha) entre la distancia a la gque avanzé el solvente,
midiéndose las distancias desde el punto donde se colocé la muestra.

Nosotros logramos un método practico, para determinar los valo-
res Rf en una tira de papel, con ayuda de un diagrama de estos valo-
res (Fig. 4). sobre el cual se colocaban los papirogramas determinan-
dose directamente la posicién de las manchas (Rf) en el papiro-
grama, sin necesidad de medir, y hacer el calculo.

CAMARAS DE DESARROILLO

El aparato para efectuar desarrollos monodimensionales por
descanso capilar, como finalmente se usé, aparece en la figura 5.

Exceptuando al soporte del bafio, todas las partes del aparato eran .

de vidrio. El ajuste de la tapa (cristalizador invertido) con el res-
to de la camara estaba esmerilado, lograndose con un poco de gra-
sa para buretas un cierre hermético.
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FIGURA 5
APARATO PARA DESARROLLOS MONODIMENSIONALES
DESCENDENTES

1.—Cristalizador de vidrio que sirve de tapa.
2.—Papel filtro en forma de abanico colocado dentro de un recipiente gque con-
tiene solvente para saturar la atmdsfera dentro de la camara.
3.—Arillo hecho de varilla de vidrio que sirve para sostener a las tiras de
apa de una caja petri, que hace las veces de bafio, para contener al sol-

apel.
P

vente que va a efectuar la separacidn.
§8.—~Lugar donde se coloca la muestra en la tira de papel.

6.—Contra.tapa de la caja petri.
— 5 e



7.~—Alambre que sosticne al bafio.

8.—Tubo hecho de papel filtro, que llega hasta otro recipiente con solvente,
que esta colocado en el fondo del aparato, y que sirve para saturar la
atmosfera de la camara.

9. Cantrapeso de vidrio, pegado al papel con un trozo de tela de esparatrapo.

10.—~Depdsito con solvente.

11.—Vidrio de reloj qu eimpide que las tiras de papel se peguen a las parecdes
del bafo.

El bafio se carga del liquido desarrollador, levantando un poco
la tapa, e introduciendo por el hueco, una pipeta, cerrando inme-
diatamente después de afiadir el solvente, iniciandose entonces el
descenso capilar, por las tiras de papel filtro. Aunque en el esque-
‘ma, con motive de hacerlo menos confuso, aparece una sola tira
de papel, el aparato podia contener entre 10 y 16 tiras, colocadas
una a continuacién de otra, alrededor del bafio.

Siempre se guardaba el aparato, durante el tiempo de la absor-
cién capilar, en una gaveta cerrada, o en un ropero, para contro-

lar en lo mas posible la variacién de temperaturas del laboratorio,
que a veces oscilaba entre 12 y 21° C.

También se intentd el desarrollo de papirogramas en tiras de
papel filtro, de 1 a 2 m. de largo, lograndose esto, empatando tiras
de 55 cm. de largo. Tanto la forma de empatar las tiras para lo~
grar una minima distorsién, como el aparato que se empled, se pue-
den ver en la fig. 6. La dificultad de mantener una saturacién
constante, en todo lo largo de la camara, asi como la deficiencia en el
control de la variacién de temperatura, nos obligé a abandonar este
ensaye, dedicandonos entonces al desarrollo de papirogramas en ti-
ras de 55 cm. de largo en el aparato de la figura 5.

Se estudiaron las mejores condiciones para verificar una ascen-
siébn papirografica, en la forma propuesta por Williams y Kirby, con
objeto de ver si era posible, hacer varios desarrollos mono~dimensio-~

nales, cortando de ahi tiras para la valoracién fotométrica de cada
muestra desarrollada.

Para lo cual se puso especial atencién en lograr un frente uni-
forme de avance del liquido ascendente, con objeto de que los solutos
separados, quedaran en linea perpendicular al borde del papel en
contacto con el solvente. ademas, se estudié el medio de conseguir
un equilibrio entre la atmésfera de la camara y ¢l papel, antes de
iniciar el desarrollo. ’
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FIGURA 6

1.—~Tapa de vidrio plano con ajuste al esmeril. i .

2.~Embudo mayor (6 cm. d.) del ajustado al borde del tubo.. . .

3.—Tubo cortado de lamparas fluorescentes, afiadido con esparatrapo a otro
tramo hasta acompletar la distancia deseada (1% a -2 m.).

4.—Embudo menor, con conducto de vidrio para alimentar al tubo de ensaye
que sirve de baifio. :
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5.—~Columpio hecho de tubo de wvidrio, sostenido por un alambre, que sirve
para sostener a la tira de papel.

6.—Tira de papel (papirograma). .

7.—Partes de tubo de vidrio sostenidas con alambre, para impedir que el papel
tocara las paredes de la camara.

8.—~—Placa de vidrio introducida dentro del bafio para sostener el papel..

9.~ Tubo de ensaye (1.5 x 8 cm.), que hace las veces de bafio.

10.—Contrapeso de alambre para mantener la tira al centro de la camara.

11.—Recipiente de vidrio lleno de solvent.e

Entre los medios ensayados para lograr un frente uniforme de
avance del solvente en el papel, se probsé el colocar el cilindro de
papel filtro, sobre un disco del mismo material, metidoe dentro del
bafio. También se ensayé colocar en lugar del disco de papel, un
disco de vidrio estriado. Estos aditamentos dieron buen resultado,
cuando se introducia el cilindro de papel a la camara saturada.
donde ya estaba el bafio desarrollador cargadc de solvente, no asi,
como veremos mas adelante, cuando habia gque cargar el bafio, so-
bre el cual ya habia sido colocado el papel filtro, con objeto de
lograr un equilibrio. previo al desarrollo.

El hacer un doblez, en el borde de papel que estaba en contacto
con el bafio, distorsionaba el frente de avance considerablemente.

El recipitente que se emplaba como bafio. se procuré que tu-
viera el fondo, completamente plano, nivelandosele, antes de cada
desarrollo con un nivel de burbuja.

El primer tipo de aparato de ascensién capilar que se utilizé,
aparece en la figura 7; dentro de un tubo de vidrio (a). con tapa
y base hechas del mismo material (vidrio de ventana). que cierran
la camara mediante ajuste esmerilado, se colocaba un bafio (b) so-
bre el cual se ponia el papel filtro en forma de cilindro. (c).

El solvente se introducia en este aparato, por un embudo cuya
cola terminaba en forma de pipeta (d) y que llegaba cerca del baifio
(fig. 7). Unos recipientes (e). cargados de solvente, proporcio-
naban el medio de saturacién de la atmésfera de la camara, en equi-
librio con el papel, antes de cargar el bafio. La introduccién del
solvente por el embudo, hacia que el liquido no llegara simultanea-
mente a todo el borde del papel, distorsionandose el frente de avan-
ce. El aparato que finalmente se adaptd, para ascensiones capila-
res, fué el que describimos en la fig. 8. '

En una cruceta de aluminio sostenida por una varilla del mismo
material, (ambos cubiertos de un bafio de parafina) se sujeta el
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cilindro de papel, de tal manera que al jalar la wvarilla, al través
del corcho, quede el papel, sin tocar al solvente colocado en el ba-
fio; una vez establecido el equilibrio dentro de la camara hermética,
se introduce la varilla, haciendo llegar el papel al solvente, inician-
dose entonces la ascensién; en esta forma se lograba, ademas, un
equilibric entre el papel y la atmdsfera antes de iniciarse el des~
arrollo, un mejor frente de avance del liquido, ya que se podia in-
troducir a un tiempo, todo el borde del papel, dentro del solvente.

L
muestra

Ja. N1 b, c.

No obstante todos los ensayos que se hicieron con el método
ascensional, se prefirié, desarrollar en aparato descendente, porque
en el ascendente. verificado en hojas de papel, con frecuencia la
hilera de manchas del cromo-papirograma aparecia desviada de
Ia linea perpendicular a la base, la cual debiera seguir normal-
mente, mientras que en el descendente en tiras, las manchas apa-~
recian a lo largo de ellas, siempre en lineas paralelas al borde; este
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inconveniente, aunque no de gran .importancia para la verificacién
de papirogramas ordinarios, si era un entorpecimiento para prepa-
rar tiras para su valoracién fotomeétrica.

I.a ventaja o desventaja de una inovacién, se comprobaba cada
yez, desarrollando un papirograma.

También ensayamos un método de saturacién de la atmésfera de
las camaras de desarrollo que consistia en introducir una corriente
de aire previamente burbujeando al través del solvente.

Para tentativas de bisqueda de las mejores proporciones en una
mezcla, o para otros ensayes, que implicaran, el efectuar series de
papirogramas, variando en todas formas las condiciones en gue se
llevara a cabo el desarrollo, se hacia necesario el empleo de apara-~
tos mas manuables, ¥y de menor consumo de substancias. Para lo
cual, se ensayé el método en tubos de ensaye propuesto por Rock-
land y Dunn; siguiendo las indicaciones expuestas en el reporte de
estos autores nos encontramos con la dificultad de que al introdu-~
cir la tira de papel (13.5 x 1.80 x 1.00 cm.), en el tubo y ponerla
_en contacto con el solvente que se encontraba en el fondo del tu-~
bo, la fuerza capilar hacia que el papel se pegara a las paredes (fig.
9a.); esta dificultad de solucionaba empleando una aguja delgada
de vidrio (Fig. 9-b) de 1 cm. de longitud, atravesada prependicu-
larmente al papel, cerca de la zona mas angosta (donde se aplica
la muestra), no obstante, resulté ser mas practico el empleo de ani-
llos de vidrio cortados de un tubo de diametro ligeramente menor

al del tubo-camara, que se colocaban en el fondo de éstos, como se
puede apreciar en la figura 9-c.

METODO

Este trabajo se. basé en su mayor parte, en desarrollos mono-
dimensionales, a los cuales nos referiremos en seguida.

Generalmente empleamos tiras de papel Whatman No. 1 de 1.2
x 55 cm., para pruebas exploratorias se emplearon tiras de wvarios
anchos, desde 1 cm. hasta 3 cm. ’

La colocacion de- la muestra,- se efectuaba mediante la pipeta .
que hemos descrito, colocando alicuotas de 0.5 microlitros, y si era
necesario, se'aplicaba o bien de€ un ricrolitro, 6 se hacian varias apli~
caciones "dé 0.05, secando antes de poner una--nueva ¢antidad. - ¢
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Las muestras se incorporaban al papel, en una zona himeda de
2 a 4 mm. de diametro, al centro de la tira, ¥y a una distancia de
6 cm. del borde, o también se aplicaba, con ayuda de una regla, y
trazando con la pipeta, una franja de muestra de 1 cm. por 1 a 2
mm. de diametro.

Ambos sistemas resultaron convenientes. (Las muestras de ca-
bello se aplicaron en la primera forma, y las de pescados en la se-
gunda).

Siempre que se hacian varias aplicaciones en el mismo lugar,
se eliminaba cada vez al solvente, antes de agregar una nueva por-~
cién.

Para determinar valores Rf, se colocaban en la misma forma,
muestras entre 2-10 mjcrogramos de cada amino-acido, emplean-
do para ello, soluciones en agua conteniendo algo de fenol. como
se ha descrito mas atras. Después de eliminar al solvente, y de ha-
ber colocado la muestra. a 80° C., se dejaba después ¢l papel al
aire libre por algin tiempo. con objeto de aquilibrar su humedad
con la ambiente.

IL.a aplicacién de muestras en las tiras de 1314 x 1.8 x 1 cm.,
se lograba, punteando con la misma pipeta, colocandose porcio-
nes aproximadamente entre 0.1 & 0.05 microlitros, dentro de una
zona de cerca de 1 mm. de diametro; el lugar donde se colocaba la
muestra se puede ver en la figura 9-c. (a 7 mm. de la punta).

En los desarrollos de dos dimensiones, se aplicaban muestras
hasta de 4 microlitros (generalmente 2 microlitros).

Después de aplicar la mezcla de solutos, en la forma que aca-
bamos de ver, se introducian las tiras en el aparato, que hemos
descrito (Fig. 5). teniendo la precaucién de que no se tocaran
unas con otras; una vez cargados de solvente, los recipientes colo-
cados expresamente para la saturacion de la camara, se dejaba al
aparato totalmente cerrado, durante un tiempo razonable (14 a 1
hora), con el objeto de equilibrar la atmésfera, levantando la tapa,
se vertia el solvente en el bafio, con objeto de iniciar el desarrollo,
lo mas rapidamente posible., para evitar alteraciones muy notables
en el equilibrio de la atmdsfera dentro del aparato.

Colocado el equipo en un lugar al abrigo de cambios bruscos
de temperatura, se dejaba el tiempo necesario hasta que el borde
deée avance del solvente, llegara a unos 2 cm. del extremo de la tira;
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sacandola entonces de la camara y marcando con una raya de la-
piz el limite de avance del solvente, se le colocaba en posicién ho-
rizontal, hasta que se hubiera eliminado la mayor parte del liqui~
do. completando la operacién con un secado en la estufa, entre
80-90° C. durante 5-10 min.

Se ensayé el secado a diferentes temperaturas- (60° a 110°), vy
en diferentes tiempos, encontrandose mas conveniente la forma que
describimos primero.

Sobre la tira seca y en frio, se rociaba uniformemente (con
ayuda de un atomizador), la solucién de ninhidrina al 0.1% en
n-butanol, para ensayes preliminares, o bien la solucién; 0.2 gr. de
ninhidrina, 5 gr. de fenol y 45 gr. de n-butanol, para pruebas de
valoracién fotométrica. Dejando secar e! papel en posicién hori-
zontal, hasta que desapareciera el aspecto hiumedo, luego se le ca-
lentaba a la estufa, a 90° 10 min.; si se intentaba obtener maxima
coloracién, se le sometia a un vaporizado durante 5 min. (Bull y
colab.). Esto se lograba en forma un tanto rudimentaria, colgando
las tiras sobre una capsula donde hervia agua. Algunas veces se de~
jaban las tiras en el refrigerador, hasta el dia siguiente en que se
hacian las lecturas fotométricas. Desde los primeros ensayes
con la reaccién de la ninhidrina, se notaba, que después de tener
las tiras guardadas por algan tiempo, las manchas aumentaban de
intensidad de color; de ahi se deduce el vaporizado aconsejado por
Bull, para viclentar el completo desarrollo del color.

Para los ensayes comparativos de series de diferentes muestras,
con variedad en su contenido de proteinas, se hacia un ensaye, pa-
ra determinar la cantidad de muestra que era conveniente aplicar, o
bien empleando alicuotas de diferentes concentraciones, aplicadas
al papel, (sobre el cual se hacia directamente la prueba de la nin-
hidrina) o mas convenientemente, desarrollando una serie de papi-
rogramas con cantidades progresivas de muestra.

Cada uno de los diferentes individuos de la serie que se iba a
comparar, se le sometia, desde la extraccién, hasta el tratamiento
con ninhidrina, a condiciones idénticas, obteniéndose series de pa-
pirogramas como las que se pueden observar en las fotografias que
se adjuntan.

Para los desarrollos en dos dimensiones, se puso la muestra (1
a 2 microlitros), cerca de una de las esquinas (2 cm. del borde) del

~ 102 —



ra e dettren

cuadro de papel filtro, que luego se enrollaba en forma de cilindro,
colocando unas ‘‘grapas” de ixtle, de tal manera, que los bordes
que se aproximaban, para completar el cilindro, no se tocaran. El
papel, conteniendo la muestra seca, se coloca en el aparato que ya
describimos, atado a la cruceta de alambre cubierta de parafina, con
la varilla levantada, con objeto de que el borde inferior del cilindro
no tocara al liquido que habia en el bafio: después de un tiempo, en
gue se habia establecido el equilibrio entre la atmésfera de la ca~
mara y el papel, se bajaba la varilla hasta que éste, se pusiera en
contacto con el solvente, iniciandose entonces la ascensién; cuando
el liquido habia llegado cerca del borde superior, se suspendia el
desarrollo, se saca el papel, secandolo primero al aire, y luego en
estufa, como se hiciera con las tiras.

Se vuelva a formar un cilindro con el papel, de tal forma gue
el otro borde contiguo al lugar donde se aplicé la muestra, sea aho~
ra el que se va a introducir en el segundo solvente. que caminara
en direccién perpendicular a la seguida por el primero. Aqui se
tenia la precaucién de limpiar perfectamente ¢l aparato, del primer
solvente, antes de emplearlo para el segundo. El desarrollo se efec~
tia en condiciones similares, seccando, finalmente, al papel, y so-
metiéndolo al tratamiento con ninhidrina. El papirograma de ca-
bello humano de color rojo, que presentamos, aun cuando no nos
muestra una buena diferenciacién de manchas, debido a un exceso
de muestra para el tamaifio del papel (25 x 25 cm.), sirve para ilus-
trarnos . este proceso. Se le obtuvo en esta forma, para poder ob-
servar las dos manchas que aparecen en el centro, que parecen no
corresponder a ninguno de los amino-acidos hasta ahora determi-
nados, pudiendo esto sugerir la presencia de otros aiin no reporta-
dos; sin embargo, este dato no es posible de confirmar en un ensaye
preliminar, como fué éste; ademas, hay la posibilidad de que estas
manchas en posicidn desusual, sean debidas a péptidos, que no pu-
dieron desintegrarse durante la hidrélisis.

VALORACION DE LOS PAPIROGRAMAS
MONODIMENSIONALES '

Los cromo-papirogramas mono-dimensionales obtenidos en la
forma que hemos descrito, se les sometié a varias pruebas para tra-
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tar de cncontrar un procedimiento para su valoracién., que pudiera
llevarse a cabo con el material de que se disponia en el laborato-
rio, para lo cual se procuré la forma de adaptar un colorimetro
Klett-Summerson, para emplearlo como instrumento de medicién
del color en las manchas de las tiras.

Siempre se procuréd de no hacer ninguna modificacién gque
implicara algan deterioro para la estructura o el funcionamiento
del aparato: sino que finicamente se ided un dispositivoe que, adap-~
tado en la forma en que se coloca uno de los filtros ordinarios del
aparato, sirviera como aditamento para la valorizaciéon de las tiras.
El reducido espacio de que se disponia en el aparato, nos obligé
a prescindir de emplear un dispositivo en el que se pudiera colo-
car al papel entre dos tiras largas de vidrio.

El aditamento que en la practica se utilizé, puede verse en el

esquema adjunto (Fig. 10).

6 7
Figura 10
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A. Porta-filtros del colorimetro K. S.
B. Dispositivo para la valoracién de las tiras.

1. v 2. Lugares por donde er‘ra y sale la tira en
2. Porta objetos de microscopio cortado al tamaho.
4. Cromo-papirograma de una dimension.
5. WVentana donde se cfectuia la lectura.

6. Ventana para la celda compensadora.

7 La linea punteada sefala el lugar, en que la parte de atras del aditamento
(B) se pueden colocar filtros (rejilla) para controlar la cantidad de luz
que cntra a la celda compensadora.

. Tiras de cartoncillo.

. Cristal de ventana (Belga).

Papel negro. que esta cubriendo toda la parte de atras del cristal, dejando
al descubierto, unicamente las ventanas para las celdas, la parte que so-
bresale, tiene el objeto de que cuando el dispositivo esta introducido den-
tro del porta-filtro, no hay ninguna rendija por donde pueda pasar luz.

¢l portafiltros.

{Todas las piczas del ditamento estaba sujetadas unas con otras, con tiras
de papel Durex).

Los filtros que se ensayaron, fueron cortados de vidrios de co-
lor, encimados unos con otros, para producir diferentes intensida-
des de color; estos filtros, se colocaban detras del aditamento.
Probablemente, aqui estuvo nuestra falla principal, en lo rudimen-~
tario del filtro, haciendo esto, que fuera dificil el control de las
lecturas, pues para una misma mancha, se obtenian lecturas, lo su-
ficientemente diferentes, para impedirnos nuestro objeto, de inten-
tar una valoracién de las series de cromo-papirogramas, con mo-
tivo de hacer un estudio comparativo-cuantitativo de ellos.

En la figura 11 presentamos una curva obtenida con una mezcla
en proporciones iguales de 10 de ellos (aprox. 5 microgramos de
cada uno), se efectuaron lecturas aproximadamente a cada 2 mm.
con un total de 186 lecturas. (Cuando habia una serie de lecturas
iguales, al trazar la grafica, y con objeto de que alcanzara el pa-
pel milimétrico, se contaba unas dos veces la misma lectura, y se
continuaba anotando a los puntos que indicaban una inflexién de
la curva). La grafica, fué realizada, colocando directamente las lec-
turas obtenidas del colorimetros, en contra de la distancia en la ti-
ra, en unidades aproximadamente de 2 mm. Para iniciar las lec-
turas en un punto determinado, a un mm. antes de donde deseaba
la primera lectura, se pintaba una mancha negra, que se apreciaba

en el aparato, como una gran absorcién luminosa, a partir de la
cual se iniciaban las lecturas.
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Figqura 11

Probablemente, con el empleo de una cubeta de vidrio, que se
llene con liquidos de color determinado (long. de onda), y que
se coloque en lugar apropiado, pueda proporcionar un sistema de
filtros, que junto con un aditamento que permita pasar la tira fren-~
te a la ventana de lectura, en forma bien controlada, dé mejores
resultados que los que se obtuvieron.

RESULTADOS

Al encontrarse la forma de resolver las dificultades que se fue-
ron presentando, tales como: la presencia de exceso de sales solu-
bles, aparatos, etc., se intenté la aplicacion del proceso para ver si
era posible llevar a cabo un estudio comparativo, entre contenidos
proteinicos de diferentes materiales.

’ En los mono-papirogramas de cabellos humanos, que fueron
estudiados, se pudo apreciar como se consigna en las fotografias
adjuntas, la presencia de zonas coloridas en las regiones donde se
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encuentran los amino-acidos conocidos; no pudiéndose identificar
individualmente méas que a la prolina (no aparece en las fotogra-
fias), acido glutamico, y acido aspartico, debido a su color y lo-
calizacién bien distinguibles. Se pudo observar (aun cuando en las
fotografias no se le ve' muy claro), que comparando una misma zo-
na en todas las muestras que se examinaron, la intensidad de co-
lor de una muestra a otra, variaba desproporcionadamente. Ade-
mas, se comprobé el orden siguiente en el contenido de amino-aci~
dos de los diferentes cabellos humanos: Rojo, castafio claro, casta-
fio obscuro, negro, pardo, obscuro, giiero y cano; no se observé
la presencia de una concentracién excesiva en las zonas correspon-
dientes a la treonina, indicando con esto, que el contenido de este
amino-acido, no esta;:; (en el cabello humano) en gran despropor-
cién con la concentracién individual de los demas amino-acidos (co-
mo se obtiene por el método descrito en (45). En los pescados
aunque se pudo determinar la presencia de los amino-acidos cono-~
cidos, no se pudo hacer una distincién como se hiciera con las mues~
tras de cabello; sin embargo, se pudo observar el contenido mayor
de amino-acidos en la muestra de pescado del Amazonas, del cual
se tuvo que aplicar en alicuotas mas diluidas.

Los papirogramas de maiz y levadura, se efectuaron como un
sondeo; pudiéndose observar (aun cuando los papirogramas que re-
portamos fueron corridos en diferentes condiciones) la diferencia
entre uno y otro contenidos de amino-acidos.

En papirogramas de dos dimensiones, se pudo constatar, com-
parando con algunos datos obtenidos por nosotros, y completado
con los reportados por Consden (31) (debido a que careciamos
de algunos amino-acidos). la presencia de 18 de ellos conocidos,
asi como dos manchas en posicién desusual, que pudieran signifi-
car la presencia de otros de estos acidos, todavia no identificados.

Debido a las deficiencias del aditamento para efectuar las de-
terminaciones fotométricas, este trabajo quedsé reducido a un pri-
mer intento, del estudio papirografico comparativo y cuantitativo,
de les contenidos que dan reaccién a la ninhidrina, de los hidro-
lizados de una variedad de materiales proteinicos.

Para finalizar, y como hiciéramos mas atras con e! problema
relativo a la extraccién de amino-acidos, haremos una breve reseiia
de las mejores condiciones. para llevar a cabo este método, deduci-
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das de las modificaciones que imaginamos y practicamos, y de los
gue nos proponiamos ensayar, en vista del estudio practico que
llevamos a cabo;

l1.—Extraccién y proceso en la forma vista, abarcandose la po-
sibilidad del estudio de contenidos de proteinas, a casi cualquier
tipo de materiales.

2.—Calibrar en la forma descrita, la micro pipeta, con el sol-
vente en el cual se suspendan las muestras (fenol 80%).

3.—El aparato para descensos mono-dimensionales, debe de
adaptarsele en forma que se hizo para el aparato para desarrollos
descensionales, para poder equilibrar el papel con la atmésfera de
la camara antes del desarrollo, dispositivo que también serviria pa-

ra introducir simultaneamente a todas las tiras dentro del solven-
tte; ver esquema adjunto.

d
PAPEL FILTRO

4.—FEfectuar el secado con corriente de aire caliente a 85° C.
(Kirby y Cain).

5.—Valoracién de las tiras:

a. Fotométricamente.

b. Por eluccién de secciones (entre Rf) de los mono-papiro-
gramas, y hacer lecturas espectrofotométricas de los eluidos de esas
secciones en la forma descrita por Landua y Awapara, para poder
construir graficas de concentracién contra distancia recorrida.

c. Método muy aproximado, comparando cada seccién (Rf)
con una escala colorida.
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Papirogramas de:

a.—Hidrolizado

b.—
C.—
d.—

-

f—

de pelo humano.

pescado {carne).

huevo de ahuahutli.

levadura de cerveza (m).

harina de maiz integral.

Mezcla de Clh. de 10 amino-acidos.

.

»

»
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Papirogramas de: hidrolizados de algunos pescados y ahuahutli.
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Papirogramas de hidrolizados de diferentes cabellos humanos.
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de . cabello humano (rojo).

1ones

1mens
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CAPITULO V

SUMARIO Y CONCLUSIONES




1.—Se describe la clasificacion de Meinhard, sobre la Cromato-
grafia en general, para localizar la posicién que guarda la
Papirografia, dentro de aquélla.

2.~Discusién tedrica sobre la Papirografia.

3.—~Estudio de las formas de adsorcién, y su aplicacién por nos-~
otros a la interpretacion de la formacién de la ‘‘fase liqui-
da inmiscible’ de que habla Meinhard, y para la interpretacién
de la fluorescencia de los amino-acidos frente a la celulosa.

4.—Se discute. el problema relativo a la presencia de sales solu-
bles. en las muestras papirograficas, y se da método sencillo
que ideamos para su eliminacién, basado en el reporte de Mc
Collum y Rider (114), que permite trabajar con hidrolizados
conteniendo una concertracién de sales solubles, muy alta.

5.—También practicamos otro procedimiento para evitar la pre-
sencia de estas sales, hidrolizando con Ba(OH). y neutrali-
zando con H.SO,.

6.~—Introducimos un nuevo sistema de aplicacién de muestras
papirograficas, conteniendo cantidad suficiente para efectuar
buenas separaciones, aplicando alicuotas de 0.5 a 1.00 micro-
lit., en zonas himedas de 2-4 mm. de diametro. o bien para
papirogramas efectuados en tubos de ensaye, de 0.1 microlit.
en una zona hameda de aprox. 1 mm. de didmetro. Emplean-~
do para .ello soluciones del 5-1096 de material, en fenol al
80% (en agua).

7.—Estudiamos la forma de hacer y calnbrar, una micropipeta, pa-

ra aplicar fracciones de 14 y 1 microlit.

8.—Se estudian varias formas de hacer una camara de desarrollo,
e introducimos, entre otras. una modificacién de gran utili-
dad para aparatos de ascensién capilar, que permite equili-
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brar al papel, con la atmdésfera de la camara, antes de la
ascensién. También ensayamos un aparato para descensos
capilares en tiras de papel de 1 a 2 m. de largo; logrando estas
tiras, empatando tramos de 55 cm. en tal forma que hubiera
una minima distorsién al pasar el solvente, por las afiadiduras.
Colocando unos anillos de vidrio al fondo de tubos que ser-
vian de camaras de desarrollo, evitamos que la tira de papel.
por efecto de capilaridad, se pegara a las paredes de los tu-
bos de ensaye.

9.~Sec resolvid la forma de obtener camaras a temperatura entre
10 v 15° C., introduciendo trozos de hielo dentro de una ga-
veta (10 Kg. para un volumen de 0.4 m® de gaveta). Para
obtener temperaturas menores (5°), sc utilizé un refrigerador
ordinario, dentro del cual se introducia a la camara para los
desarrollos papirograficos.

10.~—~Se¢ hace una descripciéon de algunas de las aplicaciones que
se han dado al método de Consden y colaboradores, y pro-
ponemos su aplicaciéon al estudio comparativo de los conteni-
dos proteinicos de diferentes materiales; estudiandose para
ello hidrolizados de cabello humano, de carne de diferentes
pescados, huevo de ahuahutli, levadura de cerveza, e hidro-
lizados de harina de maiz integral.

11.—Se estudian algunos solventes, y proponemos el sistema alco-
hol etilico~alcohol bencilico, también reportamos los wvalores
Rf para algunos amino-acidos, en fenol al 809%5.

12.—Estudiamos varios papeles filtro, y encontramos substituto
para el Whatman No. 1 (E.&D. No. 613).

13.—Hacemos un comentario sobre las diferentes formas en que
se puede aplicar la reaccién de la ninhidrina, y se estudia
el mecanismo de la misma. :

14.—Se encuentra que el cabello rojo tiene mayor abundancia de
amino-acidos (conocidos) que los cabellos de otros colores.
Se sospecha la presencia en el cabello humano, de otros de
estos acidos, atin no identificados.

15.—~Proponemos un aditamento para el colorimetro Klett-Sum-~
merson, para la valoracién de papirogramas mono-dimensiona-
les, también se reporta el tipo de grafica obtenida.
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