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a).-ORIGEN E HISTORIA. 

El término Cromatograma (Cromatografía) proviene del ale­
mán Cromatogramm , que fué propuesto por Tswett ( 155) ·para de­
signar un nuevo método mediante el cual se hacía posible Ja sepa­
ración de los constituyentes de mezclas complejas (Clorofila de plan­
tas) ; haciendo percolar el solvente que los con tiene al través de un'a 
columna llena de material adsorbente. Los integrantes de la mez­
cla, se van separando en diferentes secciones de la columna confor­
me a su afinidad adsorbente. 

Zechmeister ( 192) y Strein ( 155) atribuyen al descubrimiento 
de la mencionada .. Cromatografía", al botánico ruso Tswett en el 
año 1 906. sin embargo Martin ( 1 07) lo remonta al año de 1886 en 
que Schoenbeim publicó su ··Análisis Capilar ... 

Desgraciadamente el libro de Tswett se publicó en ruso. ( 191 O) 
y sus primeros trabajos. sólo aparecieron en revistas de botánica de 
poca circulación. a esto se debió que hubiera un período de estan­
camiento en el desarrollo de la Cromatografía. durante el cual sólo 
se publicaron trabajos aislados, sobre la separación de· pigmentos 
de diferentes substancias. y que no tuvieron gran trascendencia en 
el terreno de la Química. 

Entre estos' trabajos se pueden citar los de los investigadores 
Dhéré y discípulos ( 1911 ) ; Palmer ( 1922); Palmer y Eckles ( 1922); 
Coward ( 1924) y Lipmaa ( 1926). También Willstaetter y Stoll; y 
W"illstaetter e Isler (1912). __ habían hecho hincapié en las posibilida­
des que ofrecían las experiencias de Tswett ( 192). 

La verdadera introducción de la Cromatografía cono instrumen...; 
to de la Química, puede decirse que se inició a principios de 1931. 
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cuando Khun y Lederer, y también Kuhn, Winterstein y Lederer. 
c::on todo éxito. aplicaron el "Análisis de Adsorción" al aislamiento 
de carotenos naturales. logrando la disgregación del caroteno, en 
alfa y beta carotenos. 

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

Desde 1931 a nuestros días. el desenvolvimiento de la Croma­
tografía ha tomado gran importancia. encauzándose por diferentes 
caminos. y sujetándose a diversas transformaciones para aplicarse 
corno un valioso procedimiento de separación en casi todas las ra­
xnas de la Química . 

.. Ningún otro descubrimiento ha ejercido tan gran influencia. y 
ha ensanchado el cai:npo de la investig_ación del químico orgánico, 
tanto como el análisis Crornatográfko de Tswett ... " Fueron las 
palabras de Karrer al referirse a la Cromatografía en su lectura 
ante el Congreso de Química efectuado en Londres en 1947, cita­
do por Tiselius (163). 
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b.-CLASIFICACION. 

Con el objeto de localizar la pos1c1on que dentro de la Croma­
tografía en general. guarda la hoy tan en uso "Cromatografía de 
Partición en Papel Filtro.. ( Papirografía). 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 "Cromatografía". aprovecharemos la reciente clasificación··pro­
puesta por Meinhard ( 115). que se expone a continuación con to­
da amplitud. 

Tratando de presentar a esta clasificación en forma más sen­
cilla. se le han hecho algunas alteraciones, en el orden y forma de 
expresión, y se han omitido en ciertos casos algunos ejemplos. 

El hacer una clasificación de la citada Cromatografía con fun­
damento en definiciones cuantitativas. es un problema un tanto com­
plejo. y hasta cierto punto. imposible; pues ·aunque se conoce bien 
el efecto de los fenómenos que ocurren. la explicación de su me­
canismo está aún muy discutida. 

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

Meinhard. agrupando de dos en dos los términos: Ion. Com­
plejo, Dispersión y Asociación. 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
cación de la Cromatografía. 

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

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

COMPLEJO: ( C). Producto de la interacción reversible en­
tre una partícula de soluto de estructura sencilla y un agente com­
plejante (formador de complejos), para dar lugar a nuevas espe­
cies. La combinación implica ligaduras coordenadas o de carácter 
auxiliar. 

El complejo puede ser una estructura simple, (con o sin carga) 
o un agrupamiento relativamente grande y complicado, de partí­
culas, que se puede representar como una dispersión coloidal, co­
mo un precipitado o bien como un depósito inmóvil en la fase 
sólida. 

DISPERSION; (D). Producto de Ja interacción reversible de 
un soluto con otro soluto, o con el mismo solvente para producir es­
pecies menos asociables con este último. 

Esta disminución de asociabilidad. se manifiesta cuando se 
agrupan las partículas para formar dispersiones coloidales o preci­
pitados visibles. 

Aquí no se incluye a las dispersiones que se originan por un 
proceso de formación de complejos. Sin embargo. sí se incluyen las 
dispersiones de: proteínas, silicatos. jabones. colorantes, polímeros 
orgánicos y otras partículas que pueden o no tener carga iónica, 
según el pH, la adsorción, u oclusión de iones, la presencia de gru­
pos disociables. etc. 

ASOCIACION: (A). Mutua atracción entre una partícula de 
soluto y otra substancia (tanto en el líquido como en la fase sóli­
da. o bien en ambos) o entre dos partículas de soluto de la misma 
especie, sin implicar ligaduras fijas. 

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

Estas definiciones, según se da a entender en el reporte de 
:rl/Ieinhard, están fundadas en la expresión convencional de los fe-
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nómenos bien determinados que se or1g1nan, sin entrar a profun­
dizar su mecanismo. Consecuentemente, estos términos los emplea 
como títulos descriptivos, y no como definiciones exactas, agru­
pándolos, hasta cierto punto, en forma arbitraria. 

la. CLASE; (l-1) Cambio de iones; solución de iones en la fa­
se líquida contra resina cambiadora de iones en la sólida. 

La relativa afinidad de los iones por adsorberse, parece de­
pender en prime,r lugar de la valencia, grado de hidratación y de 
basicidad. 

Un ejemplo lo tenemos en la separación del Zirconio y Hafnio, 
en solución 6M de ácido clorhídrico, contra una resina cambiadora 
de iones. El Hafnio, más básico, aparece primero en el efluente. 

2_a. CLASE; ( C-1). Un refinamiento de la clase anterior, in­
corporando en la fase líquida a un agente complejante de los inte­
gr'lntes de la mezcla. 

La separación se efectúa 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 separación de tierras raras, en individuos espectrofotográ­
ficamente puros, empleando como agente complejante a una solu­
ción reguladora de citrato en la fase móvil y una resina cambia­
dora de iones corno fase estacionaria. 

La separación por este proceso equivale a la que se podría ob­
tener mediante varios miles de recristalizaciones fraccionaria!::. 

3a. CLASE: ( 1-C). Invirtiendo el sistema de la clase 2, em­
pleando un agente cornplejante en la fase sólida, se hace posible la 
separación de iones. · 

Erlenrneyer y Dahn ( 1 15) proporcionan una ilustración de es­
ta clase, empleando 8-hidroxiquinolina como .. adsorbente", logran 
la separación de varios metales, recognoscibles por los complejos 
coloridos que forman en la columna. 

El pH en la fase líquida es el factor importante en esta cíase. 

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 age.ntes, en un sólido para constituir así la fase 
inmóvil de este sistema. 
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"fa. CLASE: (C-C). Se puede también establecer el equilibrio 
en la competencia entre un complejo en la fase móvil y un comple­
jo en· 1a fase sólida. 

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

Hasta ahora no parece haber sido reportado ningún trabajo so­
bre esta clase. 

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

Este mecanismo ha sido ensayado por Meinhard y Hall ( 115). 
Parece que algunas de las separaciones inorgánicas por simple 

cambio de iones, que se han reportado. en general se efectúan 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 descomposición del complejo. 
antes de la precipitación de una zona. y no debe confundírsele con 
el de la clase 15 en la cual el complejo es adsorbido como tal en 
la coiumna. 

La separación se basará en las estabilidades relativas de los 
complejos y en la m·ovilidad del agente complejante. 

Donde la cromatografía de iones simples no conduce a una 
separación útil, se puede emplear un agente complejante para mo­
dificar el orden y precisión de las zonas. 

Al parecer, poco se ha trabajado en este tipo de separaciones. 
y la formación de especies menos móviles. a consecuencia de la 
hidrólisis. ha sido grandemente desatendida. 

7a. C·LASE: (Dispersión-dispersión). En esta clase. el grado de 
copulación del coloide en la fase líquida es a menudo difere:nte y 
casi siempre menor a su agregación cuando está en contacto con 
la fase sólida. 

Desgraciadamente en el e.aso de la separación de proteínas, 
éstas son con frecuencia adsorbidas irreversiblemente: pudiéndose 
originar su desnaturalización en la fase sólido-líquida. 
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Esto sugiere un procedimiento que al parecer no ha. sido re­
portado. que consiste en emplear como la fase inmóvil, a una es­
tructur.a proteínica sólida, que además de presentar mayor especi­
ficidad por las diferentes proteínas, tendría un poder de adsorción 
=ás débil. 

Se han reportado aplicaciones algo diferentes a esta clase, co­
mo por ejemplo, la preparación comercial de dispersiones de sí­
lice; haciendo pasar una solución de silicato de sodio, sobre una 
:resina cambiadora de iones, previamente tratada con ácido. que 
retiene los iones de sodio y libera al ácido silícico coloidal exen­
to de sales. 

Sa. CLASE; \ 1-A). Se establece la disputa entre la solución 
<le iones frente a un sólido, que no contiene centros individuales 
de atracción. 

La atracción de los iones por el sólido, es debida a un fenóme­
no de doble capa eléctrica. 

Una descripción del proceso, la da Bickerman { 115), el efecto 
se incrementa solamente a bajas concentraciones. 

Es difícil prever cómo está clase puede ser la base de un pro­
ceso cromatográfico útil; sin embargo, puede ser interesante la con­
sideración de este efecto con relación a la migración de iones en 
los suelos y en otras formaciones geológicas. 

9a. CLASE; {D-1). Se ha descrito la posibilidad de cromato­
grafiar una dispersión coloidal (proteína) contra una resina cam­
biadora de iones. 

En este proceso el coloide se· con~bina iónican1ente con el ad­
sorben te. 

En seguida se describe una interesante aplicación de este sis­
teira al caso de sales inorgánicas solubles. 

Si a una dispersión acuosa de sulfato de bario. se le cromato­
grafía en una resina cambiadora de iones {cationes), previamente 
tratada c0n ácido, el ión Ba -\- -\- debe adsorberse. mientras que 
aparece ácido sulfúrico en el efluente. Es claro que la separación 
de una mezcla de cationes puede efectuarse al mismo tiempo. 

Esta· aplicación puede ser de .utilidad, en los métodos donde 
algunos iones interfieran y sean difíciles de eliminar P<?r otros 
medios. 

·-········ 
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lOa. 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 práctico método de cromatogra­
fiar en forma de dispersión, y sobre 8-hidroxiquinolina, a una mez­
cla de metales obtenidos al estado de sales muy poco solubles, sin 
necesidad de su transformación previa, en especies más solubles. 
El método, desde luego. tiene un empleo limitado. 

l la. CLASE; (A-A). En este tipo. se considera la disputa entre 
el solvente y la fase estacionaria, por su .. asociación" con el soluto, 
interviniendo sólo en grado mínimo la acción de cargas iónicas. 

Y a que las diferencias en el grado de asociación pueden prove­
nir de alteraciones mínimas en la molécula. la separación de los 
solutos depende únicamente de sus estructuras. 

Aquí se cita corno ejemplo a la cromatografía de compuestos 
orgánicos descrita por Zechmeister ·y Cholnoky ( 1 92). 

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

Una consideración más completa sobre esta clase, trataremos 
de hacer en el siguiente capitulo. 

l 2a. CLASE; ( A-D). El efecto catalítico de un adsorben te so­
bre un soluto determinado. ocasionalmente puede dar lugar a la 
polimerización de este último. para causar la formación 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 
separación de otro soluto que no haya sido afectado en la misma 
forma. 

13a. CLASE: {A-1). Un adsorbente puede causar la disocia­
ción catalítica de una molécula de soluto con la formación de es­
pecies iónicas en el adsorbato. 

Con:to el proceso puede ser irreversible. en algunos casos se 
puede usar un solvente lo suficientemente polar. para efectuar la 
reco=binación de los iones. 
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Se puede prever que podrá tener lugar una recombinación en tal 
forma que se produzca una mezcla más compleja que la original. 

Sin embargo, este proceso ha sido la base de varias separacio­
nes por ciertos tipos de cromatografía de partición, donde ocurre 
una ionización solvolítica en la fase acuosa. 

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

El desarrollo de este proceso debe verificarse en condiciones 
anhidras, para evitar complicaciones de carácter iónico. 

15.a. CLASE: (C-A). Encontrándose el soluto en forma de com­
plejo, en el seno de un solvente, será retenido como tal por el só­
lido, y en forma de asociación. 

Se puede ilustrar esta clase con el método de separac1on de 
ditizonatos de :metales pesados, en columna de alúmina. 

l 6a. CLASE: ( D-A). Si el sol u to de la clase anterior. se en­
cuentra en forma de dispersión coloidal. y no de complejo, ten­
dremos a esta última clasificación. 

Tise1ius describe este sistema aplicado a proteínas que son dé­
bilmente o no adsorbidas, haciéndolas fuertemente copulables me­
diante la presencia de una sal (salificación). Desde luego. la efi­
cacia del método dependerá de la cornpl~ta reversibilidad entre las 
especies presentes. 

De acuerdo con lo indicado por el autor de esta clasificaci.;n, 
se puede notar que algunos métodos cromatográficos como por 
ejemplo el consistente: en una combinación de precipitación con ad­
sorción por cambio de iones, con que recientemente se logró ais­
lar al elemento 97 (1-49). no quedan totalmente definidos dentro 
de una sola de estas clases, sino que habría necesidad "de recurrir 
a clasificar a las diferentes etapas del proceso. haciendo uso de 
más de uno de los tipos de clasificación que hemos relatado. 

D~bido a que la cl;isificación de Meinhard ha sido aparente­
mente hasta ahora la única reportada, y por el interés que ende-
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rra, nos hemos detenido quizá un poco más de lo necesario sobre 
este punto. 

El término Cromatografía, como se ha podido observar, a pe­
sar de significar un proceso donde interviene la producción de co­
lor, también se aplica a varios otros donde no tiene lugar la forma­
ción de ninguna coloración, por lo cual probablemente fuera más 
propio emplear la palabra "Adsorbografía" para designar a todos 
estos procesos, incluyéndose asi tanto a los que tuvieran relación 
con color, como a los que no. 
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B. AMINO-ACIDOS 

Ya que el presente trabajo está enfocado al estudio de los amino­
ácidos, y en especial de los alfa-amino-ácidos. que son los que se ob­
tienen como producto de la hidrólisis de proteína. en esta parte de es­
te capítulo haremos un breve estudio de las propiedades de estos 
compuestos, insistiendo principalmente en algunas de aquellas que 
constituyen fundamento de métodos de identificación, separación 
y cuanteo. 

Los alfa-amino-ácidos. son substancias que se caracterizan. por 
tener además del agrupamiento carboxílico, un átomo ·de nitróge­
no ligado al carbón contiguo al -COOH en forma .de un radical 
amino. 

A estos cuerpos se les representa por la fórmula general: 
R-CH 2 -COOH 
NH. 
Todos los alfa-amino-ácidos naturales, son ópticamente acti­

vos {L). exceptuando a la glicina. Esto es de gran trascendencia 
biológica, pues se ha podido comprobar que los amino-ácidos con 
excepción del citado anteriormente. que son inactivos a la luz po­
larizada, casi siempre son inactivos en las funciones biológicas. 

Son substancias cristalinas e incoloras, que debido a su ca­
rácter iónico, presentan propiedades de una sal. 

Los .alfa-amino-ácidos con excepción de la tirosina, tiroxina y 
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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!ina, triptofano, tiroxina. metionina, cistina y cisteina: se le ha ca­
.ra-:terizado por su neutralidad, sin embargo. hay que hacer notar 
que el agrupamiento = NH del triptofano, no presenta carácter 
básico. por otra parte los mismos agrupamientos, en la prolina hi­
droxiprolina e histidina. son marcadamente básicos. El grupo fenó­
lico de la tirosina es ligeramente ácido. 

(Connant, J. B., "Tñe Chemistry of Organic Compounds", 
1944). 

Es interesante notar la relación entre las estructuras de la ar­
g1n1na y de la histidina, así como la existente entre la ornitina (que 
a su vez deriva de la arginina por acción de la arginasa) y la pro­
lina: en ambos casos se puede suponer que tiene lugar una cicli­
zación con pérdida de H y NH 0 • en igual forma se puede hacer la 
comparación entre las estructuras de la ornitina y la hidroxipro­
lina. 

CLASIFICACION. Para agrupar a los amino-ácidos se han 
empleado varias clasificaciones, entre ellas podemos citar a la con­
sistente en agruparlos según sus estructuras. en series: alfática. 
aromática y heterociclica, o bien según su carácter ácido o básico, 
en ácidos, básicos y neutros. 

CARACTER DIPOLAR. Como es bien sabido. los amino-áci­
dos son substancias de carácter anfótero corno consecuencia de 
sus agrupamientos -COOH y NH,. 

Por el paso del protón del carboxilo al radical amino. tenernos 
al ión anfótero ( Iion-Zwitter). 

En el caso de los alfa-an1ino-ácidos, al estar en solución en 
agua, el radica! -COOH presenta mayor tendencia a perder su 
protón, que el grupo -NH" tiene de recibirlo. 

En vista de este fenómeno. para obtener un equilibrio entre el 
centro de cargas neg_ativas y positivas. es necesario aumentar li­
geramente la concentración de protones en la solución. ( H). En­
tonces se llegará 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 suponía que este estado se debía a una reacción in­
terna del amino-ácido (A), o bien se le atribuía a que no había 
disociación, o si la había ésta era en un grado mínimo (B). 
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H-CH-C=O H-CH-COOH 

H,N-0 

(A) (B) 

Tomando el ejemplo de la glicina, en seguida exponemos la 
acción de ácidos y bases sobre este amino-ácido. estando disuelto 
en agua. 

í 

·1 H 
-·o' + ~.-~] l•Q-Hl-

f¡I ~á~: r. --3 CH-C,¡_ -Gb + ~ "o· •'H 
NH ·· -- 2 Na •HzO 

IV 

o 
H-CH-<;:~ 

1 ó-H 
H-N-H • H 

H-Q-H 

II 

.J P-H 6.1 

J 

111 
La fórmula 1). nos representa la mayor tendencia del carbo­

xilo. de perder su protón; la ( II). después de haber agregado una 
mínima cantidad de HCl. nos representa al ión anfótero. continuan­
do la adición del ácido. tenemos al clorhidrato (III) y por otra parte 
la (IV) nos representa a la sal del ácido, también al estado disuelto. 

El ejemplo anterior. ilustra el caso típico para un amino-ácido 
con un solo grupo básico y un grupo ácido, que reaccionan con un 
equivalente de ácido o de base. 

Aquellos que tienen mayor número de agrupamientos ácidos que 
de básicos, reaccionarán con mayor cantidad de base, así el ácido 
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aspártico reacciona con dos equivalentes de base, y sólo uno de 
ácido. lo contrario sucederá cuando predominen Jos grupos básicos, 
como es el caso de la arginina. 

No se puede decir que un amino-ácido se comporte enteramente 
como una amina primaria. o como un ácido .carboxílico, ya que un 
¡'lgrupamiento 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 -NH2 libre, y a su vez, llevar a efecto subs­
tituciones en el radical amino e·n presencia del carboxilo. Es posible 
lograr que cada grupo desenvuelva sus propiedades características. 
es decir de amina primaria, o bien de ácido carboxílico, bloquean­
do en cada caso uno de los radicales. En efecto, se ha comprobado 
que por ejemplo la acetilación del -NH2 procede con más facili­
dad. estando bloqueado el -COOH: el procedimiento es más nota­
ble, al bloquear la amin.a y quedar libre el agrupamiento ácido, en 
este último caso. se basa el método de Soerensen, para la titulación 
de los grupos ácidos de los amino-ácidos, empleando formol como 
agente bloqueador de la función -NH2 • Debe advertirse que esta 
acción del aldehído fórmico, no la comparten la mayor parte de los 
aldehidos, los cuales no reaccionan sobre el grupo NH2 -. sino que 
se copulan con otras partes de la molécula ( 62). 

Los alfa-amino-ácidos. son susceptibles a des.aminarse. y des­
carboxilarse; -también se les puede obtener como sus sales metáiié:as. 

Corno ya se ha visto, al reaccionar uno de los grupos funcio­
nales, quedan afinidades reactivas en el grupo restante: a esto se 
debe la formación de complejos ·cuando reaccionan los amino-ácidos 
con algunas sales metálicas, por ejemplo con el cobre; a continua­
ción escribimos una adaptación a la fórmula propuesta por H. Ley. 
para representar al complejo formado por Ja,, sales cúpricas con los 
amino-ácidos: 

H H H H _...H t¡1 R-tp '•'( ) ~/:ó,Y-R 
e ~ - --- ..-- - · ~ e 
- 'Q: + ··cu· + :9 .... 
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Las uniones Quelato del complejo se efectú'1n en vista de la re­
lativa poca disociación de los iones metálicos. 

Con metales alcalinos o alcalinoté.rreos. no se puede suponer la 
formación de un complejo. debido a la gran disociación de estos io­
nes Jnetálicos. 

Desde los primeros trabajos sobre amino-ácidos, (como el ais­
lamiento de la cistina ( 181 O). de la glicina y leucina ( 1820), de la 
tirosina ( 1846) , y de otros amino-ácidos, determinados aisladamen­
te). no se había contado con un método sistemático. para la sepa­
ración de ellos de las mezclas obtenidas de la hidrólisis de proteí­
nas", sino hasta el año de 1901 en que Emil Fisher encontró que la 
mezcla de los esteres de estos ácidos podía fraccionarse sin des­
componer, por destilación al vacío. Después se han empleado varios 
otros procedimientos sistemáticos de separación, por precipitación se­
lectiva. y en condiciones controladas, de sus sales metálicas, o bien 
aprovechando sus solubilidades en diferentes solventes; por preci­
pitación con ácido silicotungástico, etc. 

Entre los métodos que han tenido mayor aplicación en los últi­
xnos años, se puede citar a otros procedimientos sistemáticos. como 
los basados en el transporte de iones en solución, y a la variedad 
de métodos cromatográficos, que como ya se ha dicho. han tenido 
un extraordinario desarrollo. 

Una extensa discusión de todos los últimos adelantos sobre la 
determinación de amino-ácidos, se puede consultar. así como una 
abundante bibliografía. en el reporte de recopilación de Martin y 
Synge ( 110-a). 

Sobre la importancia que implica el estudio de los ¡"lmino-ácidos. 
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 Nacional de Ciencias Químicas. (U.N.A.M.). 
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CAPITULO II 

PAPIROGRAFIA 

a . DESENVOLVIMIENTO Y APLICACION AL 
PROBLEMA DE SEPARACION E IDENTIFI­
CACION DE AMINO-ACIDOS. 

b. CONSIDERACIONES TEORICAS. 

c. EXPRESION DEL VALOR "Rf" EN FUNCION 
DEL COEFICIENTE DE PARTICION. 

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



a. DESENVOLVIMIENTO Y A::?LICACION AL PROBLE­
MA DE SEPARACION E IDENTIFICACION DE AMI­
NO-ACIDOS. 

El primer intento de separac1on de amino-ácidos aprovechan­
do sus solubilidades relativas entre dos solventes no miscibles. lo 
realizó Synge en 1939 ( 109); más. ·tarde. aprovechando sus expe­
riencias preliminares, y en unión de Martín ( 194 1 ) , ( 109), publi­
có un trabajo sobre: la separación de: amino-ácidos, basada en la 
extracción por contracorrie'nte: líquido-líquido. En él se menciona 
que: la resolución matemática de los problemas de: destilación frac­
cionada continua aclaran la analogía entre todos los casos de: con~ 
tracorriente incluyendo las extracciones líquido-líquido. Se sefia­
la la ventaja de esta técnica en contraposición con los métodos de 
destilación, entre otras cosas, porque: se hace: posible la separación 
de: substancias no volátiles, se: pueden fraccionar cantidades muy 
peque:fias, y además en la extracción fracciona} .. los coeficientes 
de partición.. (función del balance entre los núcleos· polares y los 
no polares de: la molécula) son el factor determinante de la sepa­
'ración. En el de ·destilación lo es la volatilidad, y esto ocasiona, 
que en .muchos casos, la resolución del problema por el. método de 
extracción resulte más 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 separación de: los constituyentes de: la mez­
cla sólo es posible en los tubos de comunicación, .pues dentro de 
los tubos principales. hay unos agitadores que mantienen constan­
temente una emulsión entre: los dos líquidos. 
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La mezcla de los amino-ácidos (acetilados) se coloca en uno 
de los tubos del centro de la serie. 

En el esquema adjunto se puede observar a uno de los tubos. 

AGITADORES 

Los amino-ácidos, son arrastrados selectivamente en el solven­
te por el cual presenten mayor afinidad, avanzando primero el que 
sea Dlás soluble en él. 

La separación se efectúa siempre en un sentido. y éste será en 
el que avance el solvente más afín a los componentes de la mezcla. 

De esta experiencia, se tomó como conclusión, que para efec­
tuar una separación, se haría necesaria una serie de tubos mucho 
i:nás numerosa. 

En la siguiente tentativa, Martín y Synge ( l 10) substituyen a 
las series de tubos por una columna carg_ada de gel de sílice, en 
Ja cual el agua contenida en el gel constituía una de las fases del 
sistema. 

Se colocó en Ja parte superior de la colum.na una mezcla de 
amino-ácidos acetilados, contenidos en -un volu.men niínimo. sobre 
de elJos se dejó percolar lenta.mente el otro ·solvente. y los amino­
ácidos se localizaron por una serie de bandas coloridas debidas 
al cambio de color del anaranjado de metilo que se . colocó en la 
columna a manera de indicador. Esta colunina representa varios 
millares de tubos de separación. 
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En 1943, Martin y Synge ( 68) en un1on de Gordon, continúan 
los trabajos sobre la separación de amino-ácidos en columna de 
gel de sílice, y encuentran que el análisis es impracticable debido a 
la adsorción de varios de ellos por la sílice, 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 ano de 1944 (31) 
un trabajo describiendo una técnica 1nicroanalitica para la deter­
minación de amino-ácidos contenidos en un hidrolizado de lana. 
El método no es sino un refinamiento de las experiencias adqui­
ridas anteriormente. y emplean papel filtro como colu1nna de ab­
sorción. Esta técnica es en parte similar al "análisis capilar" de 
Schoenbeim, modificado por Goppelsroeder (31) ( 155), publicado 
el mismo año en que Tswett reportó el uso de las columnas de ad­
sorción. 

La separación de los amino-ácidos por esta técnica, tiene lugar 
debido a las solubilidades relativas de cada amino-ácido, entre el 
líquido contenido en canti~ad 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-ácidos a los cuales irá separando a lo largo 
de su recorrido. Siendo las distancias a que se separan. función 
de los coeficientes de partición característicos de los diferentes 
amino-ácidos, pueden éstos identificarse fácilmente ya sea por el 
uso de un reactivo que al reaccionar con ellos produzca una colo­
ración. que nos revele su posición en el papel o bien por cualquier 
otro n:iedio que nos lleve a los mismos resultados. 

Para localizar, la posición a la que ascienden los diferentes. so­
lutos en un .. papirograma". se emplea su valor "'Rf": término pro­
puesto por Consd~ y colaboradores ( :31 ) para designar al co­
ciente de dividir la distancia a la cual avanza el soluto, entre la que 
avanzó el solvente. 
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b. CONSIDERACIONES TEORICAS. 

Con objeto de visualizar el posible mecanismo de la "Croma­
tografía de Partición Sobre Papel Filtro". a la que en lo sucesivo 
nombraremos con el término de PapirograEía (Papirograma) nom­
bre que ya varios autores han propuesto (5. 143. 158). coonside­
remos a continuación. la partición ordinaria de un soluto entre 
dos solventes parcialmente: miscibles. e identifiquemos después a los 
factores de esta partición. en la "Papirografía". · 

Convencionalmente se ha designado con el nombre de ''solven­
te•• (líquido) a la substancia en la cual el "soluto" (material que 
se disuelve) está uniformemente distribuido y en un estado de divi­
sión tal que las partículas no pueden distinguirse. ni separarse del 
seno de la "solución" al permanecer el líquido en reposo. 

Agitando una mezcla de los solventes A y B parcialmente: mis­
cibles, si se les deja en reposo, se separarán al cabo de un tiem­
po dos capas: en una de ellas estará el solvente A saturado del B. 
y en la otra a su vez estará el B saturado del A. constituyendo 
dos fases en equilibrio. que designaremos con los números I y 11. 

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

Si al tiempo de mezclar a los dos solventes. agregamos una 
porción de un soluto, al separarse las dos capas encontraremos 
que el soluto estará disuelto en las dos fases. en proporción de­
finida. 

La relación 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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partición característico del soluto entre los dos solventes (A y B) 
para una temperatura dada. 

En un desarrollo Papirográfico, empleando líquidos parcialmen­
te miscibles, como es el caso de la separación de amino-ácidos me­
diante el sistema fenal-agua. podemos considerar a la fase 1 de 
la partición ordinaria, como la fase móvil del sistema, y a la II 
como la estacionaria detenida en las fibras del papel filtro. 

Al ponerse en contacto las dos fases con el soluto, éste se.rá 
adsorbido por ambos en proporción detern1inada por su coeficien­
te de partición entre los dos solventes. La movilidad del soluto, a 
lo largo de la tira de papel, será directamente proporcional a su 
afinidad por la fase en movimiento. y en esto se basará su sepa­
ración de otros solutos que tengan diferentes coeficientes de par­
tición. 

La idea general de partición, nos proporciona. con10 hemos vis­
to, un medio para explicar el mecanismo "Papirográfico", cuando 
se pueden concebir dos fases bien diferenciadas; sin embargo, este 
concepto no nos aclara la forma en que se efectúa la partición pa­
pirográfica cuando se emplean solventes miscibles. Consden y co­
laboradores ( 31 ) reportan que este caso se puede explicar, si se 
supone, que la celulosa. por efecto de salificación ( salting-out), 
permite al sistema actuar como un diagrama de partición. 

Por otra parte Meinhard ( 1 1 5) al establecer la semejanza en­
tre la Cromatografía .. Ordinaria" y la de Partición, anota que la 
diferencia no estriba en los mecanismos, haciendo ver que la es­
tructura del líquido. en la fase móvil de la de Partición, está noto­
riamente modificada por la proximidad del adsorbente (celulosa) ase­
mejándose en esta forn1a a una "fase líquida inmiscible". 

De acuerdo con lo anterior, podemos entonces explicar el me­
canismo papirográfico. cuando se emplean solventes miscib~s. te­
niendo en cuenta que el papel húmedo constituye una fase líquida 
mo miscible, que se disputa con el líquido móvil, la asociación con 
el soluto. 

Si bien la acción adsorbente, o mejor dicho sorbente, ya que 
tiene lugar tanto una absorción como una adsorción 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 acción 
directa adsorben te sobre los sol u tos (amino-ácidos). al menos en 
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las condiciones en que ,,;e efectúa el desarrollo, pues de ser así. la 
separación se haría impracticable. corno sucedió cuando Consden y 
colaboradores ( 68) intentaron la separación de una mezcla de arni­
no-i'ieidos en la columna de gel de sílice. Además. por las experiencias 
de England y Cohn (J. Arn. Chern. Soc .. 57, 634 ( 1935)). se debe 
suponer que la cantidad de amino-ácidos que pueden ser adsor­
bidos por la celulosa. es despreciable. y por consiguiente se le pue­
de coonsiderar corno un soporte inerte con respecto a los amino­
ácidos. 

El efecto de la temperatura es fácil de explicar. ya que cual­
quier cambio de la misma. nos indica u-n desplazamiento del equi­
librio entre las fases. por lo cual es aconsejable mantener ]a tem­
peratura constante durante el desarrollo. 

Si profundizamos un poco más el mecanismo de Ja partición 
.. Cromatográfica" nos encontramos ante el problema relativo a las 
fuerzas de interfase; adsorción. elucción. etc. 

Es interesante considerar Ja interpretación de la Cromatogra­
fía dada por el propio Tswett ( l 16) " ... El método; pone en jue­
go uno de los caracteres físicos más sobresalientes de los compues­
tos químicos. su acción sobre la tensión superficial de las solucio­
nes, conforme: al teorema termodinámico de Gibbs; una substan­
cia que deprime la tensión superficial del solvente, tiende a acu­
mularse en la superficie y a ser adsorbida. en tal forma que el coe­
ficiente de partición entre la solución y la superficie. puede vol­
verse infinitamente pequeño" es decir, desaparece el soluto de la 
solución. para formar el adsorbato "la filtración de una solución 
apropiada de una mezcla de pigmentos. al través de una columna de 
substancia pulverulenta neutra. podrá. consecuentemente, conducir 
a ]a separación de los componentes, siguiendo el orden decreciente 
de sus actividades respectivas sobre la tensión superficial ... 

Como se puede observar, Tswett da una idea general de Ja in­
terpretación físico-química de la separación, pero no explica a 
qué fuerzas se debe esa unión del pigmento con las partículas de 
polvo. empacadas en la columna. ni indica el comportamiento del 
solvente a donde la tensión superficial es más afectada por el so­
luto. 

Al principio se interpretaron estos fenómenos. por razonamien­
tos· puramente matemáticos ( "Wilson). 
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Willstaetter ( 1912) parece haber sido el prhnero que al hablar 
de la "Alomerización .. de las clorofilas. durante el desarrollo Cro­
m~tográfico. despertó el interés por Ja interpretación de las fuerzas 
que perniiten Ja copulación de unos cuerpos con otros dúrante esta 
operación analítica. No obstante el resurgimiento de Ja Cromatogra­
fía en el afio de 1931 y los sucesivos. no se prestó atención a las 
ideas de Willstaetter. 

Más tarde, Fisher y Stern 19~0 atribuyen la "Alomerización" 
de las clorofilas. a la acción de los átomos de oxígeno en las mo­
léculas. y no dan mayor importancia a este hecho. 

Recientemente, aprovechando Jos trabajos de Higgins ( 1926). 
sobre los ''mecanismos de adsorción"'. explicados con fundamento 
en la teoría electrónica de la valencia. y haciendo uso de los nue­
vos conceptos de esta teoría, Ivleunier y Vinet. dan un paso más 
hacia el esclarecimiento de estos problemas. llegando a Ja conclu­
sión de que el antiguo concepto de la salificación es suficiente pa­
ra explicar la adsorción en fase acuosa. Como hemos visto, Cons­
den ya había explicado la partición en un sistema de solventes mis­
cibles. (en papirografía) por efecto del "salting-out" (salificación) 
de Ja celulosa. 

A continuación y principiando con una corta descripción de al­
gunos de los principales tipos de ligaduras intermoleculares, ve­
remos las formas de adsorción propuestas por los ya citados auto­
res Meunier y Vinet; aquellas que sólo se verific~n en ausencia 
de solventes polares (oxígeno y doble ligadura) y las que pueden 
ocurrir si que en ellas influya la presencia de solventes polares (Ni­
trógeno y oxígeno ligado a una estructura resonante). 

Esto nos interesa desde el punto de vista de Ja explicación de 
la fluorescencia que adquieren los amino-ácidos impregnados en el 
papel filtro, al ser sometidos al calentamiento, y además nos pue­
den proporcionar una ilustración para la formación y modo de 
actuar de la "fase inmiscible estacionaria", a que ha hecho referen­
cia Meinhard. 

LIGADURAS INTERMOLECULARES: 

!.-FUERZAS DE VAN DER WAALS.-Es London (1930). 
quien por medio de la mecánica cuántica, da una interpretación de 
estas fuerzas. Son Ja resultante de las perturbaciones periódicas (muy 
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rápidas), que ejercen las envolturas -electrónicas de las diferentes xno­
léculas. unas sobre las otras. Esta perturbación es debida a la defor­
mabilidad de las .. nubes" electrónicas. por influencia mutua que oca­
siona en cada molécula una especie de "dipolo por inducción instan­
tánea ... 

,Estas fuerzas desaparee.en a corta distancia, pero siempre existen, 
sea cual fuere la estructura electrónica de la molécula, y es debido a 
ellas el que sea posible la licuefacción de los gases inertes. 

Est.as fuerzas no se localizan en un punto especial de la molécu­
la. como sucede con otras de naturaleza electrostática mucho más po­
derosa. En general, no se les considera que desempeñen un papel 
de importancia en los fenómenos cromatográficos. 

2.- UNION IONICA.-Entre las ligaduras electrostáticas, la 
más importante de ellas es la unión iónica; resultante de la atrac­
ción 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 ecuación de la .segunda parte del 
capítulo primero). 

En papirografía este tipo de unión se puede considerar que no 
tiene lugar, sino más bien intervienen las fuerzas polares y las li­
gaduras hidrógeno que en seguida describirnos. 

3.-FUERZAS POLARES.-Aquí se considera solamente a 
los dipolos que ap_arecen con la polarización parcial de una liga­
dura covalente ( C-0. C-N), o en ligaduras semi polares, pero sin 
implicar el paso de un electrón como sucede en la ionización com­
pleta. 

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

Y es a ellas a quien se les atribuye lo que se puede denominar 
como adsorción polarizan te. ( 1 16). 

4.-LIGADURA HIDROGENO.-Se nombra a la asociación 
de una molécula neutra con un átomo donador de electrones, sir­
viendo de intermediario un átomo que coordine, generalmente H: 
cuando la unión implica la formación de ciclos que se le denomina 
Quelato. 

Se supone que: obren en .esta forxna, una parte de los oxhidrilos 
de la celulosa. ·. 

Como se ha visto. el término de partición, estA íntimamente li­
gado con la solubilidad, observemos ahora, la relación 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 com.puesto en agua dependiera en primer 
Jugar de la atracción dipolar. el nitrobenceno, con su elevado mo­
mento dipolo (M.O. x 10-18 = 4.19). seria mucho más soluble que 
el benceno (M.D. x 10-18 =O) y el fenol (M.O. 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 más soluble que 
este último solvente. 

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

FORMAS DE AOSORCION DE LOS CUERPOS 
OXIGENADOS Y NITROGENADOS (116). 

Los esquemas ( I) y ( II). representan la adsorción de 
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un cuerpo oxigenado ( aldehido). el 'I) sobre una tierra ácida y 
el (11) sobre un adsorbente polar. La presencia de un donador de 
electrones (un solvente oxigenado. p. e.: un alcohol). provocará 
en ambos casos la elucción, pasando por la formación intermedia 
de un "oxónium" muy inestable: ver esquemas ( 111) y (IV). 

La descomposición de uno de estos oxÓnium. generalmente da­
rá lugar a la regeneración de los compuestos inidales (adsorbente. 
adsorbido y solvente). 

El oxónium formado. únicamente tendría estabilidad. en aque­
llos casos en que participe de un fenómeno de mesomería. Ej. es­
quema (V). 

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

A continuación veamos la forma de adsorción de un cuerpo ni­
trogenado. tomap.do como ejemplo a una amina adsorbida por una 
tierra ácida (VI) . 

Esta adsorción. es mucho más estable que la de los cuerpos 
oxigenados. debido a la formación de la cuarta ligadura del N. no 
habiendo empobrecimiento de algún octeto como sucede en la ad­
sorción de los cuerpos oxigenados que acabamos de ver; la pre-· 
sencia de un solvente con átomos donadores de electrones no cau­
sará la elucción. y ésta se llevará a efecto agregando un ácido 
(HCl ). 

Así nos podemos dar una idea de la·- forma en que pudieron 
haber sido adsorbidos. algunos amino-ácidos. en la columna de gel 
de sílice que emplearon Consden. Martín y Synge. Suponiendo· que 
el N del radical amino. (para déterminado pH) tuviera una mayor 
afinidad por el adso-,,bente que por el protón del carboxilo. y esto 
podría interpretarse. porque algunos y no todos los amino-ácidos. 
fueron adsorbidos en las condiciones de la experiencia. solamente 
aquellos_ en los que el p H en el gel. favoreciera este tipo de ad­
sorción. 

Sin e:mbargo. la adsorción ~.estos· casos. tambi~n se pudiera 
deber, a la neutraliz:.ación .de ~!polos. 

La influencia de la celulosa sobre el solvente (agua. por ejexn­
plo). de la º'fase liquida inmisdble a que se refiere Meinhard. pu­
diéramos representarla por uno de: los esquemas siguientes.: 
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En l;i misma forma en que: se establece ( 116) la relación entre 
cromatografía (adsorción y color} y me:somería, trataremos de ha­
cer ver la influencia de la adsorción, sobre la resonancia en una 
est~uctura, con relación al notable incremento de la fluorescencia 
a la luz U. V. que presentan los alfa-amino-ácidos frente a la ce­
lulosa, al ser sometidos al secado a diferentes temperaturas. 

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

La fluorescencia se incrementa extraordinariamente, al ser se-..a­
do el papel filtro donde se encuentran adheridos loo; amino-ácidos, 
no sucediente esto si se les seca sobre un vidro, (Patton}; aquí se 
puede notar cómo la celulosa desempeña un papel activo en el fe­
nómeno. 

Patton y colaboradores ( 129) reportan que la fluorescencia de 
los amino-ácidos en e>'tas condiciones, aparece al ser secados (so­
bre papel) a una tempe1atura de 105 grados C. y no aparece si son 
secados al aire. Phillí!ls ( 133) reporta que la fluorescencia comien­
za a aparecer a pesar de que el secado se haya hecho solaxnente a 
37 grados C .. y hace notar que aumenta notablemente a medida 
que: se eleva la temperatura; además, .nos proporciona un dato que 
parece ser de interés !lará las consideraciones que haremos a conti­
nuación, y es que todos los amino-ácidos, presentan visiblemente la 
misma fluorescencia. lo cual da lugar a pensar que este fenómeno 
se origina en alguno de los agrupainientos comunes a todos ellos. 

Tome=os el caso concreto de la fluorescencia en la glicina, ad­
herida sobre el papel y secada entre 37 y 105° C.: 
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De las formas de adsorción vistas más atrás, se puede precisar. 
que es el radical - NH, el qu~ tom.a- parte activa en la adsorción 
frente a un dipolo (ligadura C-0 polarizante) o frente a un oxhi­

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

Meunier y Vinet. al comprobar la gran disminución de la "ad­
sorbilidad" de los grupos alcohólicos. cuando se les esterifica. ex­
plican que se puede interpretar este hecho como una mani_f~stación 
de la mesomeria que. se engendra en el agrupamiento carboxilico. 
substituido o libre. Anotando que el sistema electrónico de este 
grupo se estabiliza por su resonancia, teniendo. por consiguiente, 
poca tendencia. a ceder sus electrones a un sistema exterior. 

Este hecho. además de indicarnos la existencia de la inesome­
ría 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
bacjón de la resonancia de un carboxilo. 

Los esquemas de Adsorción-fluorescencia que presentamos nos 
muestran una posible forma de reprcse"ntar el fenómeno: 

Adsorción-fluorescencia. 

(a) Ligadura polariz:ante (C-0. dipolo). 
(b) Ox-hidrilo de la estructura (:H:). 

CELULOSA 
-e" t¡1 1 

-c-oe>c_ .:. 10• 
..,,. - 1 1 

-..... (~) __ ----~ ---·---· --------~--~~ ~ 

GLICINA 

1 

(e) 

1 
~ ·C ,..,. ,_ 

tO OH 
, ,e~ e 
,O, ,0-H ,.... -

(d) e (e) 
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c. BXPRESION DEL VALOR Rf EN FUNCION 
DEL -COEFICIENTE DE PARTICION. 

Movimiento de la banda de soluto 

Rf -== ----------.--..----

Movimiento del frente de avance de la fase móvil. 

Martin y Synge ( 108) . verificando un cálculo sini1lar al de una 
columna de destilación continua (empacada), de acuerdo con el 
concepto de Peter (del H.E.T.P.). y considerando un cromatogra­
ma de tipo especial. coQstituido .por dos fases líquidas. obtienen el 
valor R: 

Movimiento de .la pos•Clon de máxima 
concentración 4el so.lu~. 

R ---------------
Movimiento sünultáneo de la superficie del líqui­
do desarrollador, en la parte v,ac:ía del tubo sobre 
la columna cromatograraa. 

A 
R 

en donde; en el papel:· 
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A Area de la sección transversal del papel más agua =ás 
solvente. 

A, Are:a de la sección transversal de la fase liquida 
móvil. 

As = Area de la sección transversal de la fase líquida es­
tacionaria. 

Conc. en la fase acuosa. 
o(= Coeficiente de partición 

Conc. en la fase solvente. 

Como este valor R no es fácil de medir en un papirograma, Cons­
clen y colaboradorés .. ( 28 L proponen la introducción del término 
Rf. = f' (A, As. ~ ). 

A, 
Rf. ~ 
ye A 

A, 
A,+ o( As 

1 
y . ( 

A Rf 

A 1 es igual a. la relación 
de volúmenes' en la 

As fase agua y en 
la fase ·solvente 
del Papirograrna. 

- 1 

Varios intentos se ·han hecho para calcular la cantidad de soluto 
presente en una región del papel, Flood (28a), establece una re­
lación entre la magnitud del radio de la zona ( r) y la concentra­
ción (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 teóricas (de cálculo) de la "Cromatografía de Partición ... 
hasta ahora no se: ha llegado a aclarar el problema. Algunos otros 
informes sobre este punto. pueden consultarse en el reporte de reco­
pilación de Clegg ( 28a). 
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d. APLICACIONES. 

El trabajo de Consden y colaboradores {31) ha sid~ .. eI punto 
de partida de tnuchos otros. que presentando ciertos cambios e inno­
vaciones. se han venido publicando. durante Jos últimos años. 

Del estudio de un buen nú.Dlero de estos ·reportes, ~on aplica­
ciones a diversos problentas, se puede decir a pesar de la cantidad 
de trabajo realizado, que el campo de aplicación de la papirografia. 
está cos:nenzando a explorarse. Cada publicación abre las puertas a 
nuevas e imprevistas investigaciones. 

Se ha tratado de aplicar el znétodo papirográfico. ya no sólo a 
la separación e identificación de amino-ácidos, sino a un gran nú-_ 
mero de otros cuerpos. habiéndose obtenido para algunos de ellos. 
resultados aún más satisfactorios que los encontrados en Ja deter­
minación de. Jos propios amino-ácidos. 

A continuación vamos a mencionar algunas aplicaciones - que ·se 
han dado a la papirografía. comenzando con Jos trabajos relacio­
nados con la determinación de amino-ácidos: 

AMINO-ACIDOS.-La prinlera aplicación .fué realizada por el 
propio Consden (31). al determinar los constituyentes de un hidro­
li.zado de lana; proponiéndose en esta ocasión. por -vez primera. el 
einpleo de ·1a Técnica Papirográfic.a. haciendo uso . .de; solvi;:%?-tes como 
cl fenol y la colidina. y empleando la reacción de la ninhidrina para 
la localización de los amino-ácidos sobre .el pap<;l: 

Ultlmamente se ha determinado por este ·~ét~do las caracterís­
ticas de Ja lana pura o desaminada ( 29). 

Dent ( -i J ) hace uso de esta técnica para . la de~erminación de 
amino-ácidos en Ja orina de casos patológicos. y otros ·líquidos bio-
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lógicos, e:mpleando para e:l caso de: la orina. muestras sin hidroli:z:ar. 
aplicadas directamente al papel. Tarnbién se ha empleado el método 
papirográfico, para la determinación de amino-ácidos libres en sa­
liva humana ( 64). habiéndose efectuado los análisis. dos horas des­
pués de haber ingerido alimento. 

Albanese y Lcin (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-ácidos obtenido por pa­
pirograf>a. de hidrolizados de seda ( 141). insulina ( 133) gramici­
dina ( 157), glándula tiroides (80). de proteínas. de espe:rmato:z:oos 
de mamíferos (162). de núcleos de células (162). y de salmina (71). 

Polson ( 139), reporta la composición de la Escherichia Colli. 
Wykoff ( 138). la de los bacteriófagos. 

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

Roberts ·y Tishkoff ( 145. 146). determinaron la distribución de 
amino-ácidos en. epidermis de ratón. en diversas fases de su des­
arrollo, haciendo un comentario sobre la diferencia entre los tejidos 
normales y los anormales. 

Se han hecho otros estudios (7) sobre ·el contenido de amino-ac>­
dos en diferentes tejidos de ratón. confirmándose la presencia de 
ácido aspártico, glicina y alanina. llamando la atención el parecido 
en la constitución de los diferentes tejidos (corazón. hígado. etc.). 

Se reportan otros trabajos sobre el contenido de amino-ácidos en 
te:jidos ( 146). e.xtractos de los mismos. y proteínas de enzimas.( 170). 

Pratt y Auclair ( 143). identifican varios amino-ácidos en la san­
gre y tejidos de insectos. 

Li y Roberts ( 97). utilizan la papirografía. para la determina­
ción de amino-ácidos libres, en embriones de rana y en fracciones 
de mitocondrios. 

Agren ( 1), reporta la constitución de la proteína de Bence-Jo­
nes. donde. aparecen la mayoría de los amino-ácidos conocidos. 
con excepción de la hidroxiprolina y la metionina. 

)!~uclair y J amieson ( 6) determinan la presencia de: amino-ácidos 
libres y en hidrolizado de proteínas. de diferentes i:nuestras de polen. 
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1Se consigna la utilidad del método para poder valorizar el poder nu­
tritivo de las mieles de abeja. 

Se ha investigado la presencia de amino-ácidos libres y en hi­
drolizado de proteínas de la jalea real, extraída de un panal de abe­
jas (14"1). 

Linggood y 'Woiwod (99), aplican la papirografía al.control de 
producción de toxinas diftéricas, habiéndose notado un aumento 
progresivo de casi todos los amino-ácidos, durante el período de 
cultivo. Experiencias preliminares indican la presencia de algunos 
amino-ácidos desconocidos en vibrios de cólera ( 15). 

Por otra parte se reporta ( 90), haber determinado por el mé­
todo de Consden. que en la Drosofila, glándulas salivares, y clara 
de huevo, no hay amino-ácidos libres, y se encontraron estos ac1-
dos ·al estado de libertad. en las raíces del trillium, anteras de tra­
descantia y en las yemas de huevo. 

Patton y Foreman ( 128), investigan la presencia de glicina, 
empleando como reactivo específico de este cuerpo, al o-ftaldehido, 
aplicado sobre el papel; el n1étodo lo aplican a la determinación de 
este amino-ácido en hidrolizados de caseína. De tres muestras de 
hidroxiprolina expendidas en el comercio, se determinó 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 papirografía un método cuantitativo para la determinación de 
amino-ácidos (16. 52. 92. 122, 183). 

Fink. Dent y Fink (50) llevan a cabo estudios sobre el meta­
bolismo de la glándula tiroides, inyectando ratas con yodo radio­
activo: la presencia de los amino-ácidos ordinarios se determinó con 
ninhidrina, y la tiroxina y diyodotiroxina, mediante el procedimen­
to '"Cromatográfico-radioautográfico" ( 50). 

·Se reportan estudios biológicos con el auxilio de la papirografía, 
de la "Clorela" tratada con radio-isótopos. También se ha reporta­
do otro trabajo sobre la distribución del yodo en la tiroides ( 25). 

Se determina la presencia de amino-ácidos sulfurados. en las 
diferentes zonas del papel, mediante la reacción de la azida de so­
dio ( 26), o ·empleando yodoplatinato como reactivo ( Pt 16) = ) 
( 180), o bien empleando S radioactivo como marcador ( 166). 

Se han realizado diferentes estudios sobre la constitución de pro­
teínas, deter=inando · su contenido de amino-ácidos 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 proteínas y enzirnos, desarrollándolos sin 
hidrolizar ( 58) . 

Bergsti:oexn y Paabo ( 14), publican la determinación del ácido 
amino-adípico: otros autores (8). reportan haber experimentado el 
procedimiento de partición en papel, en extractos de tejidos a los 
cuales se: les purifica previamente de: grasas y proteínas. Re:pórta­
se la aplicación del procedimiento de Consden y colaboradores. a la 
vestigaci6n de amino-ácidos en queso rancio ( 156) y en fracciones 
de proteínas de hojas de plantas ( 103, 104). 

Woiv.rod y Linggood (184) publican un trabajo sobre la det:er­
minación de N amino. 

Aparece un reporte en que se describe la separación de 19 di­
péptidos diferentes, de los ácidos aspártico y glutámico se les iden­
tifica en fracciones obtenidas por tratamiento con resinas cambiado­
ras de iones seguida de una separación ionoEorética ( 34). Se estu­
dian otras fracciones de proteínas ( 127) . y se comprueba la pureza 
de pé:ptidos obtenidos sintéticamente ( 96). 

También se reporta la separación de N amino-ácidos substitui­
dos (60). 

ACIDOS GRASOS (156) y otros ácidos orgánicos (102). Se 
reporta la determinación de ácido fumárico y otros ácidos orgánicos 
relacionados con el ciclo m.é:tabólico del ácido cítrico determinado en 
tejidos de rata ( 106). 

Se ha efectuado también la determinación papirográfica de la 
presencia de-ácido úrico en alas de rnariposa (Pieris Napi) (67) y 
se habla de la se par ación de estos ácidos. ( 24:) . 

AMINAS PRIMARIAS AROMATICAS. determinadas por 
Ekznan ( 4: 7); aqui se propone la aplicación del rnétodo a la deter­
minación· de sulfas; Tabone y colaboradores ( 159) reportan un tra­
bajo sobre la determinación d<>- arilarninas. 

ANTOCIANINAS Y ANTOCIANIDINAS (9. 10. 152). y 
o.tros conipuestos relacionados con extractos de pétalos de flores 
(9. 10). 

AZUCARES Y SUBSTANCIAS REDUCTORAS. (20. 26. 
125. 18-S); Forsyth -( 56) introduce el empleo de reactivos coloridos 
(resorcinol y naftoresorcinol) par_a la determinación. de azúcares. re­
duc:toi:es y no re:duc:tore:s: Flood y colaboradores ( 54) reportan la 
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determinación cuantitativa de mezclas de 3 ó 4 azúcares sii:nple.s 
y metilados. con una exactitud del 5 % . empleando coriio revelador 
el reactivo micro-Cu de Somogyi. Aplican su método ( 54) . ·al aná­
lisis de gomas vegetales y otros materiales similares, y establecen la­
composición de la goma de Opuntia Fúlgida. 

Se emplea la reducción del permanganato en .solución alcalina, 
para determinar la presencia de carbohidratos reductores ( 124); 
Partridge ( 126). determinó por papirografía, el contenido de azú­
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 solución de bencidina ( 82). Haw­
thorne ( 75), describe un procedimiento para la micro determinación 
papirográfica de azúcares con una aproximación 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 efectúa en cámara con control de temperatura ( 15 0.05° C) 
y localiza la presencia de estas substancias con picrato de sodio en 
solución alcalina. 

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

ESTEROIDES, Zaffaroni (191). publica un trabajo sobre la se­
paración e identificación de esteroides. 

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

HALOGENUROS y SCN-; se ha aplicado la papirografía a la 
separación de halogenuros y sulfocianuros ( 126) y halogenuros en­
tre sí (93. 94, 95, 175). 

HORMONAS. Burton y colaboradores (23). han logrado de­
terminar por el procedimiento de Consden. cantidades muy pequeñas 
de hormonas (adrenal y cortical) en orina humana. 

LIPIDOS NITROGENADOS. (26). 
PURINAS Y PIRIMIDINAS (171. 172). Hotchkinss (83-), re­

porta la separación cuantitativa de purinas, pirim.idinas y nucleósi­
dos; también se aplica la papírografia a la separación de derivados 
del ácido nucleico. y a la purina. y pirimidina ( 105). 

PENICILINA. Las primeras técnicas papirográficas p,ara la re­
solución de mezclas de penicilinas. fueron reportadas por Goodall 
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y Levi ( 65, 66). Se han publicado otros trabajos m.uy completos so­
bre la determ.inación de estas substancias ( 86, 89). 

PIGMENTOS FLAVONOIDES. Pterinas y cuerpos sim.ilares: 
Good y Johnson (67) determinan la presencia de Xantopterina, leu­
copterina y otrc,s varios no identificados, Wender y Gage, ( 174) 
reportan la determinación de pigm.entos flavonoides empleando reac­
tivos que produjeran celar o fluorescencia bajo la luz ultravioleta. 

RIBOFLAVINA, Hais y Pakáková (70), estudian los productos 
de descomposición fotolítica de la riboflavina. 

A estas y m.uchas otras aplicaciones que pueden leerse en el re-_ 
porte de Clegg (28a}, podernos añadir las aplicaciones que nos­
otros hemos hecho de la papirografía, sobre los estudios papirográ­
ficos comparativos preliminares de concentrados de hidrolizados de 
cabellos humanos, de diferentes colores, y la aplicación a la deter­
minación comparativa de substancias que dan la reacción 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 proteína de' huevos de ahuautli (Muestra donada por 
el Instituto de Nutriología Nacional), en la levadura de cerveza, 
y en proteína de maíz integral. 
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CAPITULO 111 

METO DO 

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

B. MUESTRA. (Hidrólisis}. 

C. PAPEL FILTRO. 

D. SOLVENTE. 

E. 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 Ja forma siguiente: 

En una tira de papel filtro de grueso y porosidad adecuados, se 
coloca una muestra de la mezcla de amino-ácidos que se van a se­
parar. ocupando una pequeña área cercana a uno de los extremos de 
la tira; el borde de este mismo se sumerge en un baño que contiene el 
líquido que va a ascender ( 179) o descender sobre el papel ( 3 I ) . y 
que a su paso irá dejando en diferentes zonas a Jos constituyentes 
de la mezcla. 

Si la separación no es completa por la ascensión o descenso de 
un solo 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 separación. se elimina al lí­
quido del papel y se le hace girar 900 sobre la arista cercana al lu­
gar donde se colocó la muestra, de tal forma que el otro borde se 
pueda sumergir en un segundo solvente. que se moverá en dirección 
perpendicular al recorrido del primer solvente. Los salutos que avan­
cen más despacio en el pri=er solvente. serán separados por el se­
gundo. 

La separacióri en. todos estos casos. se efectúa en cámaras cerra­
das. donde se mantiene una atmósfera saturada en equilibrio con 
el sistema líquido que se esté usando. La localización de los solutOIS 
en el papel, se puede hacer por cualquier procedimiento que los ha­
ga visibles, mediante un reactivo que produzca con ellos una colora­
ción o bien por su fluorescencia ;a la luz ulti::avioleta. 
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B. MUESTRA (Hidrólisis). 

Tratándose del análisis de aminoácidos, la preparación de la 
xnuestra. debe asociarse en la mayoría de los casos, con los procedi­
xnientos de hidrólisis de proteínas. 

La hidrólisis de proteínas se puede efectuar inediante la acción 
de en:zimos. álcalis o ácidos. en condiciones apropiadas ( 17). 

·La hidrólisis enzimática, no es aconsejable para la preparación 
de muestras papirográficas, ya que el desdoblaxnicnto de la proteí­
na del cnzimó. falsearía los resultados. 

En la mayor parte de las determinaciones papirográficas en 
las cuales se ha necesitado hidrolizar proteínas. en general. se ha 
preferido la hidrólisis ácida (Ei. con HCl 0.5N durante 40 horas 
a 9()<> C. (71) 6 6N. HCl. 24 horas en tubo cerrado (97. 98). 

Tanto en la hidrólisis con sosa o potasa como en la llevada a cabo 
con HCI. se presenta el problema de la eliminación de estos reac­
tivos. después de completada la desintegración de las proteínas. 

La eliminación del ácido clorhídrico, o de sosa o potasa. por 
mutua neutralización. tiene el inconveniente de dej_ar un exceso 
de sales solubles. 

Consdcn y colaboradores, en su trabajo original (31) efectua­
ron la hidrólisis de la lana con HCl. y ponen especial cuidado en 
evitar la presencia . de un exceso de sales solubles, ya que su pre­
senci;:>. interfiere en la separación papirográfica. para lo cual eli­
minan el exceso de HCl por destilaciones sucesivas al vacío. 

No obstante. Dent .( 41) reporta haber realizado papirogramas 
satisfactorios. con líquidos biológicos conteniendo una relación de 
a.mino-ácidos a sales solubles. algunas vece"! superior a 15 a 1. 

Consden ( 30) en un reporte posterior vuelve a insistir sobre 
la iuterferencia de las sales solubles. y afirma que el efecto de dis­
torsión en la separación papirográfica. se puede observar aun es­
tando estas sales en cantidades muy pequeñas. 

Hasta ahora el procedimiento que ha resultado tener mayor apli­
cación para la· eliminación del exceso de sales solubles. es el propues­
to por Consdcn y colaboradores. para desalar electroliticamentc. 
(35). Sin embargo. tratándose de detennianciones e:n serie,- donde 
la purificacióñ por cs~c procedimiento resultaría -deinasiado lenta, 
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Kirby y Cain (88). estudiando un n:iétodo que les periniticra efec­
tuar determinaciones rutinarias de amino-ácidos en orinas. propo­
nen un sist<!:ma que consiste en la interpretación 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
llo de amino-ácidos en paplrogramas, se pudo interpretar la po­
sición de las bandas distorsionadas. en papirogramas de concen­
trados de orinas ( 88). a pesar de esto, en el mismo reporte, se ha­
ce notar qu.: no se pudo obtener un resultado tan preciso, como 
el que se obtuvo con muestras purificadas. 

El desarrollo papirográfico. debe de mantenerse dentro de un 
equilibrio constante. entre las fases del sistema. La localización de 
sales solubles en alguna región del papel, produce una acumulación 
de agua en esa zona. debido a la higroscopicidad de estos cuerpos. 
originándose entonces un desequilibrio momentáneo entre las fases 
en ese punto, que originará la difusión 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 ( N aCI) ( 35. 179). o 
con KH2 PO. ( 88); también se ensayó para el mismo fin. el sa­
turar el papel con sal ( 35). 

La adición de estas sales al solvente o al papel, tiene influencia 
sobre el color producido por algunos amino-ácidos con la ninhidri­
na. por ejemplo. se reporta que la adición de una solución 0.2N 
de NaCI disminuye el tamaño y produce un enrojecimiento muy 
notable de la mancha de la alanina (21). · 

Consden encuentra que este sistema saturado de sal. hace que 
se enrpjezca el color de las manchas de los amino-ácidos 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 líquidos diluidos (como en la orina 
de casos patológicos con· que trabajó Dent). aunque la relación 
de sal a amino-ácidos es elevada. la concentración de la sal en }a 
muestra. no llega a ser tan excesiva para motivar que los fenó­
n:ienos de distorsión. fueran muy apreciables. La ínterlerenda del 
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efecto salino, más bien se hace notable al trabajar con concentra­
dos, en los cuales, la muestra que se aplica al papel tenga una alta 
concentración 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
lubles. 

Figura 1 

Le::> Le:::> 
V e:::> V<::> 

Al e::> ~L 
lyc::::> Ly e::> 
ce::::> cc:;> 
sO so 
cO CLc::::> ~ 

Ac:::> AC::> ,.e:::> 

"-- ª- e;..., 

A.-Papirograma tipico de una mezcla de amino-ácidos 
desprovista de sales. 

B .. -Papirograma típico de a.mino-ácidos e:a orina, con su 
usual contenido salino. 

C.-Papirograma típico de amino-ácidos en un concentrado 
de orina. 

Para el desarrollo de estos papirogramas, ( 88), se empleó fenol, 
con agua saturada de KH 2 PO •. con objeto de contrarrestar la di­
fusión excesiva de las manchas, por causa de la presencia de sales. 

No teniendo medios para ensayar la técnica de purificación 
electrolítica 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 continuación exponemos. 

Por habernos propuesto el estudio comparativo de diferentes 
contenidos protelnicos, los cuales se les obtenía en la mayor parte 
de los casos, en hidrolizados conteniendo un exceso anormal de 
sales solubles, y presentando el método por destilaciones sucesivas 
al vacío, un problema superior al posible de resolver en forma prác-
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tica dentro de las condiciones del laboratorio, se <:nsayó un proce-· 
dfaniento aprovechando las experiencias de McCollum y Rider ( 11-4) 
sobre el fraccionamiento de hidrolizados de proteína en sistem.as 
no acuosos. 

Se ha encontrado que todos los alfa-·a·mino-ácido~. son solubles 
eri algunos solventes orgánicos, muy especialmente en acetona, 
cuand.o están presentes ácidos orgánicos, como el canfo-sulfónico, 
dicloro-,acético, tricloro-acético, p-tolueno-sul fónico, benceno-sul­
Eónico, y n-butil-sulfónico. Se puede precipitar los amino-áci­
dos de tales soluciones con gas amoníaco seco. En un hidro­
lizado de caseína, logr¡uon ( 11-4) recuperar por este procedimiento 
muy cerca del lOOo/o del contenido de amino-ácidos. 

El procedimiento de McCollum y Rider. está basado en el 
fraccionamiento por extracciones sucesivas, de unas 20 a 60 por­
ciones, conteniendo cada una de ellas respectivamente a los ácidos 
más solubles, en las primeras fracciones, y a los menos solubles en 
las últimas; cada una de estas fracciones, se les sometió a desarro­
llo papirográfico. 

También se .reporta el empleo de ácido tricloro-acético, para 
eliminar yodo inorgánico en hidrolizados de glándulas tiroides (25). 

En los últimos meses apareció un trabajo en el cual se des­
cribe la extracción de los amino-ácidos que . se encontraban al es­
tado de libertad en un material, extrayéndolos con acetona conte­
niendo una muy pequeña cantidad de ácido clorhídrico. (Boulan­
ger, P. y Biserte, G. Bull. Soc. Chim. Biol .. 31. 696 (19-49), en C. 
A .. -4-4, 1556 (1950). 

Nosotros hemos elaborado un procedimiento sencillo de purifi­
cación de muestras de hidrolizados secos, de muy alto contenido 
salino, (ver capítulo siguiente), empleando una solución de ácido 
tricloro-acético en acetona, para separar los alfa-amino-ácidos de 
Jas sales solubles. 

La recuperación de los amino-ácidos se puede efectuar, preci­
pitándolos en el seno del solvente cpn gas de amoníaco seco. Sin 
en1bargo, para la obtención de muestras en serie, resuhó más rá­
pido el eliminar a la acetona, y al ácido triclor~-acético, por evapo­
ración a temperaturas entre -40° y 60° C.: ·sometiendo toda!? las 
muestras a idéntico tratamiento. Esta· forma de eliminar al "sol­
vente", aunque para nuestro estudio comparativo preliminar, re-

~55-



;.:. 

sultó satisfactorio. en la tnayor parte de los casos; no es recotnen­
dable: cuando se trate de análisis cuantitativos individuales. pues la 
presencia de otros compuestos que se solubilicen junto con los al­
fa-amino-ácidos. pueden en esas condiciones catalizar la descom­
posición de cierta cantidad de: algunos de ellos. 

Esto se: hizo particularmente notable al eliminar por evapora­
ción los solventes en una muestra de hidrolizado de: maíz, donde 
hubo probablemente una total descomposición de los amino-ácidos; 
esto se pudo comprobar al resultar negativa la reacción con la nin­
hidrina. Tratándose de la purificación: de ,hidrolizados de proteí­
nas. prácticamente: puras. como lo son las de cabello humano. la 
eliminación de solventes por evaporación dió buen resultado. Tam­
bién se empleó este método en la purificación de hidrolizados de 
pescado. ahuautli y levadura de cerveza. obteniéndose también en 
est0s casos buenos resultados. 

También ensayamos un método que consiste en hidrolizar con 
hidróxido de bario. eliminando c:I exceso de esta base. con ácido 
sulfúrico. hasta llegar al punto de neutralización: esta parte se 
llevó a cabo en condiciones propicias para eliminar al mínimo la 
posibilidad de adsorción. por el precipitado. y para facilitar el 
filtrado (forma descrita para la precipitación cuantitativa de sul­
fato de Ba: del .Dr. F. Hahn). 

Después de separar el precipitado. se concentró el líquido res­
tante, con el cual se preparó la muestra papirográfica. 

El papirograma obtenido con hidrolizado de maíz integral que 
reportamos. fué preparado en esta forma: 

Después del hidrolizado, el siguiente: motivo de consideración. 
es la forma de preparar y aplicar la muestra papirográfica. 

Generalmente se emplea una disolución acuosa de los amino­
ácidos. y se les coloca en muestras desde 400 microgramos (31 ). 
aplicados con un volumen de 12 microlitros. con ayuda de tubos 
capilares. en una área relativamente grande. hasta cantidades in­
feriores a 1 microgramo aplicadas en volúmenes menores de 0.2 mi­
crolitros. con ayuda de la ultra-Microbureta de Gilmont ( 147). ecu­
pando una área húrneda no mayor de 1.5 mm. de diámetro. 

Ta=bién se reporta haber aplicado alícuotas Jnayores de mues­
tra. entre 50-100 microlitros. ( 6. 144) . 
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Se ha podido analizar muestras cuantitativas desde 1 micro­
gra:mo (91) hasta 5 microgramos ( 134), y :mayores' 

El problema se presenta. cuando se quieren colocar mayores 
cantidades de muestra. en una pequeña área del papel. 

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

PAPEL 
FILTRO) 

PIPETA 
._,/ 

60-70° 
CALENTADOR 

Figura 2_ 

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

<::3 
PAPEL ,....--.... 
FILTRO i----¡ 

'-: : . . 

Figura 3 
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En los trabajos de Tomarelli y Florey ( 166) ·. para la deter­
minación de sulfuros radio-activos, consignan haber hecho las ·apli­
caciones al papel. dentro de una área mínima de l cm. de diáme­
tro, colocando fracciones de 1 O en 1 O microlitros, secando cada 
vez antes de agregar nuevas fracciones. 

Nosotros ensayamos un método que nos permitía colocar mues­
tras con suficiente concentración de amino-ácidos (0.05-0.10 mg./mi­
cr.olitro), para poder verificar buenos papirogramas dentro de zo7 
nas húmedas de 1-2 mm. de ancho, por cerca del ancho de Ja tira." 

o bien en una mancha de 2-'i mm. de diámetro, verificando cuañdo 
xnucho de 2 a -1: aplicaciones· sucesivas de alícuotas de 0.25-2.00 
microlitros. secando cada vez a 75-80° C. antes de poner una nue­
va aplicación. 

Para poder lograr nuestro objeto, se prepararon soluciones de 
.oJ.uestra del 5-10% en fenol al 80%. {as aplicaciones se efectuaban 
mediante una micropipeta, cuya forma de hacerse, calibrarse. etc., 
consignamos en el siguiente ecapítu1o. EI fenoI al 80% se escogió 
entre otros solventes, entre los cuales estaba el agua. 

El desarrollo papirográfico, siempre se efectuó después de ha­
ber eliminado por calentamiento, al fenol, de la zona donde se apli­
có la muestra, y después de haber dejado equilibrar al papel, con la 
humedad ambiente. 

La separación en mayor escala hasta ahora, realizada por el prin­
cipio papi:::-ográfico, se debe a Mitchel y Haskins ( 117); la llevaron 
a cabo, empleando a manera de columna, una pila formada por 
-1:00--1:50 discos de papel filtro W No. 1. de 9 cm.. de diámetro, co­
locando Ja J:Duestra embebida en uno de Jos 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 m.g. de muestra. 
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C. P A:PEL 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 mayoría de los trabajos, se emplea el Whatman No. 
l, propuesto por los inventores del método, como resultado de la 
selección entre varios otros papeles ( 31). 

Algunas veces se ha hecho uso de otros papeles filtro, por ejem­
plo el de la marca Schleicher y Schuell No. 507 (21), o c:l S. S. 
No. 604 ( 185). más densos que el W. No. 1, o bien xnenos den­
sos para ascensiones más rápidas como el W. No. 4. (86). 

También se ha empleado (pai:a la separación de vitamina A) 
papel W. No 54, hnpregnado con alúmina 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 p,a­
pel de 1 1 cm. de diámetro. 

En nuestro trabajo. encontrándonos en un principio con la difi­
cultad de conseguir papel 'W. l. ensayamos varios de los números 
de la Eeaton & Dikeman, comparando sus velocidades de absor­
ción, 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, encontrándose que este último fué el más apropiado; sin 
embargo, el poder absorbente más similar, se encontró e:n la xnues­
tra E. & D. 612, pero no se le: empleó debido a su superficie es-
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triad;i. E-P. un reporte reciente. Karnovsky y Johnson (86). hablan 
del empl'°o del propio papel E. & D. 613, en substitución de:l W. L 

No obstante esta posibilidad. casi siempre: utilizamos papel fil­
tro W . 1 . que más tarde se pudo conseguir. 

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

En el caso de papirogramas con tiras extralargas. se intentó 
añ.adirlas. de tal forma que: ln distorsión en la absorción del líqui­
do fuera relativan>ente pequeña. al pasar por las uniones. 

El papel. puede: estar a menudo contaminado con sales de me­
tales pesados. como el Cu: Consde:n y colaboradores ( 31). repor­
tan que la adición al solvente. de algunas substancias que reaccio­
nen con los iones metálicos. en particular con el Cu ( KCN. Cu­
prón). constituye: un método para eliminar su interferencia; tam• 
bién reportan, que: se puede eliminar su efecto. verificando un pre­
vio lavado papirográfico; y t::imbién se: consigna ( 141). la presen­
cia de nitrógeno contaminante del papel. que interfiere: las deter­
minaciones por microkjeldahl, en zonas cortadas de los papiro­
gramas. y en particular la pre:se:ncia de substancias se1ne:jante:s a 
péptidos. en algunos papeles filtro. que se les puede: eliminar con 
un lavado prolongado con agua ( 18'7). 

En este trabajo empleamos papel sin tratar. 
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D. SOLVENTE. 

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

Consden y colaborad<i>res ( 31 ) ensayaron V.arios solventes an­
tes de proponer el empleo del fenol, colidina, etc. Encontraron que 
Jos solventes más apropiados para la separación de amino-ácidos, 
son aquellos parcialmente miscibles en agua; notaron que en una 
serie homóloga de solventes, las correspondientes razones de velo­
cidad de Jos amino-ácidos. aumentan progresivamente conforme 
a Ja mayor solubilidad en agua de los términos de la serie de sol­
ventes. Se hace notar, que se pueden empicar solventes miscibles en 
agua, siempre que el contenido de agua no sea muy alto; sin embar­
go, ]as bandas de los amino-ácidos. tienden a ensancharse más. que 
cuando se emplean solventes parcialmente miscibles; además se 
índica que el efecto de la temperatura es mas notable. con los sol­
ventes miscibles en agua. 

Se ha visto, por otra parte, que las soluciones de fenol, son 
:más afectadas por Jos cambios de temperatura, en el punto de sa­
turación con el agua (21, 4-4); por esto se propone el empleo de 
fenoI al 80% en agua (31). donde los valores Rf. para los dife­
rentes amino-ácidos, son más constantes; también se ha podido 
apreciar que los amino-ácidos más sensibles a Jos cambios de te:r:n­
peratura durante el desarrollo papirográfico, son el ·ácido <U?Pártico 
y e] glutrunico (21). · 

Algunos autores ("14, 179). proponen la purificación del fenol, 
de trazas de metales pesados. para evitar la presencia de rayas de 
colores indeseables en los papirograxnas. 
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Williams y Kirby. reportan haber evitado la presencia de ra­
yas de color indeseables, efectuando las ascensiones con fenol pu­
rificado por destilación al vacío. en presencia de Zn en polvo, y 
en aparato todo de vidrio ( 1 79). 

Se ha publicado otra forma de purificar el fenol. destilándolo 
en presencia de limaduras de aluminio (0.1 % ) y NaHCO, (solu­
c.-ión al 0.05%) destilando la solución acuosa primero a presión or­
dinaria, hasta eliminar la mezcla azeotrópica; después se continúa 
la destilación al vacío con trompa de agua (25 mm.). (44). 

Bull y colaboradores, al escoger las mejores condiciones para 
el desarrollo con fenal. refieren haber tenido muy buenos resulta­
dos empicando fenal "reactivo Merck" sin mayor purificación. 

Nosotros empleamos fenal "reactivo Mallincrodt". 
Se reporta el empleo de una mezcla de ácido isobutiric.; e isova­

lérico. saturado con agua, en substitución al fenal ( 46). 
Otro solvente muy utilizado. de propiedades de separación de 

amino-ácidos opuestas a las del fenal. es la colidina; generalmente 
se empleó la s-colidina ( 2. 4. 6-trimetiJ piridina) ( 30). EdmU:n (46). 
propone el empleo de una mezcla de 1: 1 piridina y alcohol amílico 
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-Jutidina ( 2-4-dimetil piridina) en lugar de la 
s-colidina sola. Los valores Rf en Ja colidina, varían con la tempe-
ratura. hasta - ..¡n 25% ( 41). -

Aunque a-parece posible el empleo de colidinas en mezcla, sobre 
todo en descensos capilares. nosotros fracasamos al intentar su 
aplicación por ascensión capilar, a pesar de haber efectuado las as­
censiones a varias temperaturas; los valores Rf. en general fueron 
demasiado bajos; entonces se procedió a la destilación fracciona­
da de Ja mezcla de colidinas. y obtuvimos valores Rf. que coinci­
dieron muy cercanamente con los reportados por Dent ( 40). con 
la primera fracción que se colectó; para los siguientes ensayos. se 
empleó 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-(¡cidos. arrastrados poi: la colidina. ( 31 pág. 229). 

Se pudo obtener esta temperatura, :inediante la r~Erigeración 
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producida por un tro:i:o de- hielo de 10 Kg. colocado dentro de la 
gaveta a donde se guardaba el aparato: la temperatura se observó 
frecuentemente, encontrándose que permanecía durante el tiempo 
del desarrollo. entre 10-15° C. Para verificar ensayos a tempera­
turas más 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-ácidos: el alcohol etílico y agua, entre 65-85% (77% 
mejor). (128). También se ha indicado, que el alcohol furfurílico, 
y compuestos análogos. mezclados con agua. producen buenas se­
paraciones de amino-ácidos ( 13) . 

Se han propuesto otras mezclas: alcohol butílico-ácido acético en 
proporción 4: 1 ( v /v) ( 71 ) . y n-butanol-mor fina; y n-butanol-dio­
xano; n-butanol-piridina (26). n-butanol-alcohol bencílico (31 ). 

Nosotros experimentamos. además del fenal y la colidina, el 
alcohol bencílico, alcohol n-butílico y etanol. El alcohol etílico dió 
buenos resultados. muy especialmente con el etanol al 77% en 
agua; sin embargo, se adoptó finalmente una mezcla de alcohol ben­
cílico saturado con agua. y alcohol etílico al 77% en proporción 
3: 1 ( v /v); esto, además de producir una buena separación, nos per­
mitió controlar con precisión. el frente de avance del solvente, con. 
más facilidad que con el alcohol etílico. que presenta una volati­
lidad muy grande. 

Se reportan valores Rf para los diferentes amino-ácidos: en fe­
nal, alcohol bencilico. colidina. alcohol n-butilico; 1 :1 (v/v) alcohol 
bencílico-n-butanol; alcohol bencilico y ácido isobutírico {79); fe­
nal y colidina (40. 143): alcohol etílico al 77% (128). Fenal con 
diferentes aditivos (HCN. NH3 , Cuprón C02 etc.) (31) colidina 
sola y con diferentes aditivos ( Cuprón. NH,) ( 31). 1: 1 n-butanol­
alcohol-bencilico con HCN. ácido isobutírico. alcohol amílico ter­
ciario, o-m y p-cresol con cuprón. o cuprón y amonio ( 31). 

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

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

Bull y colaboradores. observaron. que los valores Rf para los 
diferentes amino-ácidos, son independientes del pH (Obs. en fe­
nal) entre pH 4 y 7 .6. empleando fenal como solvente desarro­
llador. 
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D. SEPARACION E IDENTIFICACION 

Una vez seca la zona donde se· aplicó· la muestra, se procede 
a efectuar su fraccionamiento, mediante el procedimiento de par­
tición en papel. 

Algunos autores, efectúan un fraccionamiento previo de los ami­
no-ácidos del hidrolizado, ya sea mediante sus solubilidades en de­
tern1inados solventes ( 144), o bien según su poder de. adsorción 
en resinas sintéticas, para poder aplicar al papel muestras menos 
complejas. ( 16). 

Synge y Tisc:lius ( 158). reportan el desarrollo papirográfico 
de péptidos. separando prixnero en fracciones más ·simples, median­
te l~ separación en columna de: carbón. 

El empleo de resinas sintéticas, parece ser uno de los comple­
mentos más efectivos de la separación papirográfica. Desgraciada­
mente no fué posible su empleo, debido a la dificultad de cons.e­
guir estas substancias. 

Tiselius y colaboradores ( 164) describen un procedimiento p_a­
ra la división en grupos, de los amino-ácidos de UJ! hidrolizado. se­
parándolos por adsorción en resinas, en las fracciones siguientes: 

.a. Aromáticos; Ej. fenilalanina y tirosina. 
b. Básicos, punto isoeléctrico ,.,7 

c. Acidos punto isoeléctrico · «5 

d. Neutros. punto isoeléctrico cerca de 6. 

En este último grupo, se incluyen los amino-ácido.s que tienen 
u~. ,,;oio grupo -COOH y .-N~2 exceptuando los aromáticos. per~ 
incluyendo la. prolii;ia e hi~roxipro!i~a. 



En este reporte se describe ]a marcha separatoria. y las clases 
<:le adsorbentes que pueden emplearse. así corno el tratamiento pre:­
·vio al que deben ser sometidos. 

Block ( 16) describe un método mixto. de adsorción y partición 
en papel, para la separación y determinación cuantitativa, de amino­
ácidos, dividiendo los hidrolizados de proteínas en tres grupos: 

1. amino-ácidos dicarboxólicos. 

2. amino-ácidos ácidos y básicos. 
3. amino-ácidos neutros. 

Alícuotas de las diferentes fracciones. se sometieron al anáiisis 
papirográfico; el metodo no se pudo aplicar para la leucina e iso­
leucina. 

Se pueden emplear otros procedimientos de fraccionamiento pre­
vio de hidrolizados; entre ellos. podemos citar, a los ionoforeticos, 
al análisis frontal de Tisc:lius. y a otros rnetodos .. Cromatográficos 
líquidos .. tarnbien desarroUados por este investigador ( 107); así mis­
mo se pudiera hacer uso, del procedimiento de separación por es­
puma que describe Hesse ( 76) o el sistema de fraccionamiento 
de McCollum y Rider ( 114) del que ya hemos hablado. 

Para la localización de los amino-ácidos en el papel. el proce­
dimiento más en uso es el de emplear la reacción de la ninhidrina. 
a la cual nos ire1nos refiriendo. según se presente el caso, y en es­
pecial detalle. al consignar en otra parte de este capítulo. sus pro­
pidades, y especificidad. con relación a su reacción frente a los al­
fa-amino-ácidos. 

Tambien se les puede localizar sobre el papel, por su fluorescen­
da bajo 'la luz ultravioleta (124. 1.32. 133). el procedimiento. se 
•:onsidera como menos sensible que la reacción de la ninhidrina. Con 
la luz ultravioleta, la mínima cantidad visible es de 20 microgramos 
por pulgada cuadrada. El principal inconveniente del metodo fluoros­
cópico, 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 papirográfico de 
los amino.:'ácidos. en forma de· sus sales de Cu. locali:z:Andolos sobre 
el i>apel.. con una solución de ferrocianuro al 10%; cst~. procedi­
miento. sirve casi exclusivaIDente para la determinación de la lisina; 
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los mismos autores, reportan tener en _experimentación, el desarrollo 
eón las ;;a1e·s de otros metales. 

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

Se pneden identificar algunos amino-ácidos. como la tiroxina 
( 165), marcándolos con yodo radio-activo ( 1131 ). que después se re­
conoce en el papel. por su radio-actividad, mediante película sensi­
tiva, o bien con ayuda de un contador Geiger. 

Un procedimiento análogo. se puede seguir para la determinación 
de Jos amino-ácidos sulfurados, con azufre radioa<;:tivo (S30 ) ( 166) 
obteniéndose diagramas como el de· la figura 4. 

Radlo-papirograma de la orina de una rata ( 166). 
· Figura_ -i 

Para la determinación de otros compuestos, se ha empleado en 
la misma forma, la aplicación. de C radio-activo (C14

) (51. 153). 

Se ha propuesto el empleo de la reacción de la azida de s~dio 
(26). o el yodoplatinato ( 180), para determinar el azufre en ami­

no-ácidos sulfurados. 

Otros autores reportan el empleo de reacciones especific3"s de 
amino-ácidos para determinar su posición en el papel; se propone 
el empleo del o-ftalaldehido. como reactivo específico de la glici­
na, produciéndose con este amino-ácido. una coloración verde ·º ca­
fé ·bajo la luz de 3650 A: este mismo reac_tivo, produce una colora­
ción gris obscuro con las sales de amonio; y. con la histidina y el 
triptofano,. una fluorescencia amarilla intensa: otros· aminó:'.'~cid~s 
que se ensayaron, no fueron sensibles a este reactivo, en las con'.. 
diciones . qtie ·ya mencionamos: · {Se reporta forma de prepa~ar el 
reactivo) ( Í28): También se'·han identificadti ·por ·reacciones espe­
dfica.S, la v_alina. histidina. tripfufano, árginiÍia ·y:' tnetioniná { 1). 
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Cuantitativamente, se ha determinado los amino-ácidos por la 
·medida. de la máxima extensión, y contorno de ia 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 densitómetro fotoeléctrico ( 16) u otros dispositivos que 
trabajen en forma similar (21) ( 157), trazando después gráficas 
de transmisión luminosa contra la distancia recorrida en la tira de 
papel. por los diferentes amino-ácidos; se determina la concentra­
ción, relacionándola con la medida del área, arriba de la cur­
va (21 ). 

Nosotros empleamos un dispositivo, que adoptado a un fotoco­
lorimetro Klett-Summerson, permitía la determinación de la . inten­
sidad de color de las manchas producidas con la reacción de la nin­
hidrina en una tira de. papel. Probablemente, por falta de un filtro 
adecuado, las lecturas variaban al repetir la· valoración de una 
misma tira. lo suficiente para impedirnos verificar una comparación 
cuantitativa entre las diferentes gráficas. En la parte experimen­
tal. reportamos los detalles y el tipo de gráfica que se podía ob­
tener. 

Otro procedimiento para determinar la concentración de ami­
no-ácidos en las manchas, es el procedim.iento de dilución de ellas, 
y comparación con papirogramas de concentración conocida. Este 
procedimiento, fué empleado primero por Dent ( 4 1), y después, re­
portado por Polson y colaboradores ( 141 ) . Es aplicable, para de­
terminar la concentración de los diferentes amino-ácidos, siempre 
y cu.ando se obtengan en bandas bien separadas. 

En el caso de hidrolizados de proteína, donde hay una variedad 
relativamente grande de amino-ácidos, el análisis cuantitativo en 
·tiras es -prácticamente imposible, debido a la sobreposición de las 
manchas de varios de e'stos ácidos. 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 determinación de la concentración, de cada uno de 
los amino-ácidos: localizados· en las diferentes - regiones del papi­
rograma. 

Landúa Y. Awapara ( Q2). reportan un procedimierito, par.i ·la 
dete~nii~ació~ cuantitativá. ·ae·· los a~ino-ácidos esparcidos- en el 
papeL En. f"esumen, el- niét~do co~siste en: - 1 ~:. localizar la J><?~ici6n - . - - -- - . -- --
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de los amino-ácidos en el papel, con una solución de ninhidrina, al 
0.05%. 2o .. cortar las manchas, y eluirlas. desarrollando su má-. 
:xima coloración, con un ml. de solución acuosa de ninhidrina al 2% 
en presencia de piridina. o en solución de rnetil-celosolve, saturado 
con agua. y en presencia de cloruro estannoso ( 118}. calentando a 
baño de tnaría. y 3o .• transportar la solución colorida, al espectro-
fotómetro. verificando las lecturas con luz de 570 micromicrones. 

El empleo del análi,,is retenciométrico. se ha reportado ser de 
utilidad en las determinaciones .cuantitativas'. en papirogramas ( 1 77). 

Se han ensayado otras Eormas de determinar la concentración 
de una banda determir..ada en el papirograma, como la determina­
ción del N amin·o. colorimétricamente con sulEonato de beta-naE­
toquinona (7). o por microkjeldahl ( 141, 183). no habiendo dado 
buenos resultados este último método, por la presencia de materia 
nitrogenada, en el papel que se empleó ( 141}. El empleo de dia­
gramas de difracción electrónica, (28, 141). o de rayos X (28). 
aplicado a los extractos purificados, obtenidos de las diferentes 
zonas del papel. parece haber dado muy buenos resultados. espe­
cialmente tratándose de muestras muy pequeñas ( 135). Se sugiere 
la aplicación del método de difracción electrónica para emplearse 
en la determinación de los constituyentes de virus purificados 
(141). 

Otros trabajos que se han reportado. en los que se trata de 
emplear la p,apirograEía. como método cuantitativo (57. 64:. 75, 87, 
122, 161 y ver 28a). 

Se puede determinar la concentración de un amino-ácido en una 
zona del papel. recortando el· pedazo. y sembrándolo en un medio 
de cultivo apropiado. y observando su crecimiento ( 182, 188). 

Cuando los compuestos se les separa en forma de sus sales me­
t:álicas, se les puede determinar indirectamente. cuanteando el me­
tal, en las cenizas ( 5). 

Un método para facilitar la identificación de los componentes 
en un papirograma. que ha probado ser particularmente útil en 
el análisis de azúcares 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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Mülier y Clegg. ( 119. 1.20). describen un ¡:nétodo para la valo­
rización automática de. "Cr.Ómo..:papirograrnas'.". al tiempo en que se 
efectüa el desarrollo. · 

El recorrido del solvente en el papel. se limita por zonas pre-, 
servadas ·con parafina. (ver trabajo de Yagoda 189) según se pue­
de apreciar en Ja figura 5a. 

ZONA 
'A' 

A._ 
Figura 5 

PAPEL 
FIL. TRO 

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 sección al través 
del papel. se puede controlar Ja partición. al tiempo del desarroUo. 

El procedimiento fué experünentado en la separación de mezclas 
de dos colorantes. obteniéndose curvas. del tipo de la figura 5-b. 

Nosotros intentamos la valoración completa. de tiras de papel 
W. 1 de 1.2 mm. de ancho. tratadas con ninhidrina en forma aná­
loga a la descrita por Bull y colaboradores ( 21 ) (ver más ade­
lante). para hacer Ja co.mparación de las gráficas fotofétricas ob­
tenidas de los diferentes contenidos proteínicos 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 fría. y fácilmente en agua caliente .. Tam­
bién es soluble en la mayoría de los solventes orgánicos (se puede 
encontrar datos sobre su síntesis, en la cita ( 160). y ot~as propie­
dades de este cuerpo. y compuestos relacionados en la ( I 1 ) . 

Los alfa-amino-ácidos. al ser calentados con un exceso de nin­
hidrina en solución acuosa. producen: amoniaco, ·bióxido de car­
bono y un aldehido con un carbón menos, que el correspondiente 
amino-ácido. También se produce un color azul a· púrpura (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 
I,ean (72. 73). y Harding y Warneford (74). 

El método (31) para localizar la posición de amino-ácidos en 
el papel, consistía en aplicar una solución de ninhidrina· al O.i % 
en butanol, desarrol1ándose el color al calentar el papel. durante 1 O 
min. a 100° C. 

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

BuII y colaboradores ( 2 I ) . pusieron especial interés en encon­
trar las condiciones más propicias. en que la reacción de la ninhi­
drina sobre los alfa-amino-ácidos. produjera en el papel la máx_ima 
coloración: encontraron que rociando con una soluci~n de !'.in­
hidrina en la propo_rción de 0.4 gr. de ninhidrina; 10 gr. de fe.,-
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nol y 90 gr. de: alcohol butilico, dejando orear e:l papel hasta que 
desapareciera el aspecto húmedo. secando después en la estufa a 
90° C .. 10 n1in .• y finalizando con un baño de: vapor de 5 min.; era 
el procedimiento que daba mejores resultados. Los mismos autores 
reportan, que la coloración producida en estas condiciones por la 
arginina, serina, valina, glutámico, leucina, treonina, alanina y lisi­
na, siguen más o menos una misma ecuación. e:n cambio otros ami­
no-ácidos (aspártico, fenilalanina. metionina y glicina) desarrollan 
menor coloración, siguiendo cada uno a su ecuación, dependiendo 
de la forma en que se lleve a cabo el desarrollo ( 21 ) . 

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

Pratt y Auclair ( 143). estudian la sensibilidad de la reacéión de 
la ninhidrina, empleándola en solución al 0.1 % en n-butanol. y ha­
cen notar, que si la temperatura está abajo de 70° cuando se coloca 
el papel, éste se amarillea. disminuyendo entonces la sensibilidad. 
Se éstudió ( 143) la intensidad de la coloración en los amino-áci­
dos, sobre papel filtro. sin haber sido corridos con solvente; resul­
tando que algunos eran más sensibles de lo que aparecían en los 
papirogramas, probándose con esto, que una cierta cantidad de 
amino-ácidos, es descompuesta por los solventes; el descenso en la 
sensibilidad~ se hace más notable, con la histidina, arginina, fenil­
z¡ lanina e hiStamina. 

Se reporta haber obtenido buenos resultados observando las 
manchas producidas con ninhidrina, mediante luz transmitida ( l 43). 
y qúe la coloración disminuye a medida que se calientan los amino­
ácidos. por arriba de 80° llegándose por la acción 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, 
varían con los diferentes amino-ácidos ( 40, 143). 

La cistina, debe oxidarse a ácido 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
fe;:entes amino-ácidos. mediante un fijador de cuadros, como el em­
pleado por los pintores ( 28-a); en esta forma se pueden archivar 
los p.iipirogramas. para posteriores comprobaciones. 
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ESPECIFICIDAD DE LA REACCION 
DE LA NINHIDRINA 

Prácticamente, es específica, dentro de las condiciones en que 
se trabaja en papirografía. para los alfa-amino-ácidos y péptidos. 
( 41). 

Las sales de ácidos orgánicos simples (acético, láctico) parecen 
no interferir ( 41). 

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

Sienipre que se presente una ro.ancha en posición desusual. so­
bre el papel, debe sospecharse la presencia de sales de amonio o 
péptidos ( 41 ) . 

Se ha consignado otra forma de- emplear la reacción de la nin­
hidrina, que consiste en incorporar a este reactivo (al 1 o/o) en el 
solvente desarrollador ( colidina). Después de la separación ~n el 
papel, se le seca, apareciendo con el calentamiento la coloración en 
los lugares donde se localicen los amino-ácidos ( 123). 

Nosotros ensayam:os la reacción de la ninhidrina, en la forma 
propuesta por Consden ( 31 ) . para los ensayos donde no era de 
interés el obtener una máxima coloración, empleando en los demás 
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 J.os amino­
ácidos, al igual que la primera. pero no es posible su empleo en 
papirografía, porque el cuerpo reducido que se forma, (por lo que se 
reportp.) parece que no reacciona con el NH, desprendido, para for­
mar un cuerpo colorido. 

FORMACION DEL CUERPO COLORIDO 

La formación del producto colorido ( 78), se verifica por un sis­
tema' de oxidación-reducción, representado por las ecuaciones A y 
B; reaccionando el amino-ácido con la ninhidrina ( I) se produce el 
aldehido inferior correspondiente, CO,, NH,. y- el cuerpo de re-
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ducción de la ninhidrina. o sea el. hidroxidiceto hidrindeno (II), 
Al reaccionar 1;1 ninhidrina con su producto de reducción (II) y dos 
moléculas de NH,. se produce el cuerpo colorido. al que Hill y 
Kelley ( 78) representan con Ja fórmula que hemos niarcado con 
el número III. 

Polonovski y Lespagnol ( 137) suponen Ja formación interme­
dia de ( 1 más 11) Ja hidrantina (V), Ja cual al. reaccionar con 
NH,. da lugar a la sal colorida. que representan con la fó!'"m~la VI. 

Stein y Moore (151. 118). reportan que el compuesto azul que 
se forma en esta reacción es el marcado con el número VII. 

ª·-

R-<¡:H-NH2 
c¡:=o 
OH 

o 9 
H , ,CX) 
+e -Hó'C 

8 (1) 

2 NH3_3H O 
'2 . 

o o .. ~ o:c'c-N=C.,. :() 
e~ 'e;; 
b-NH,. O (111) 

o o -11 HO 11 

e - (1) + (11) :---- CXC'c -o- c"'CX) ' c..... '<r. 
'· (1v) 8 OH (v) 0 p <?. 

lt2 Nt-1:3 .. (Xc'c-N=c'cX) 
-2 Hzº e- 'e 

8 8 (v1} º·- R-CH-NH2 9--o 
OH +2 (1) 

" 
al cual. aislan en fornia de su sal sódica. comprobando su estructu­
ra por análisis· elemental. A este producto se Je obtiene. ya sea ha­
ciendo reaccionar el ·amino-ácido con la ninhidrina. o bien por 



reacc1on entre Ja ninhidrina y su producto __ de reducción y amonia­
co (_Ruhemann). 

En e] laboratorio, se pudo comprobar. que el _amoníaco da di­
rectamente Ja reacción al contacto con la ninhidrina. 

Se reporta, e] empleo de SnCl,,, con objeto . de obtener un 
completo desarroHo 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 sólo hay amino-ácidos 
como en Ja determinación de eluidos de zonas de papel cortadas 
de papirogramas (Landua y Aw-apara}. 

APARATO 

El aparato en que se efectúa la partición papirográfica, no es 
más que una cámara hermética, donde se mantiene una atmósfera 
equilibrada con el sistema solvente que se esté empleando; con 
ciertos dispositivos, que permitan la colocación del papel en ta] for­
ma que uno de sus bordes. que esté cercano al punto donde se co­
locó Ja =uestra, quede introducido dentro de un baño que contiene 
e] líquido que va a efectuar Ja separación, mientras que Ja parte 
restante del papei, se mantenga en posición tal. que el ~o]ven.te que 
avanza, no tenga ningún entorpecimiento, en la regularidad de su 
absorción. 

Para la confección de estas cámaras, deben de emplearse mate­
riales, que no sean atacados por Jos solventes que se usen. El me­
jor material en primer lugar. es el vidrio, tan1bién se puede emplear 
acero inoxidable ( 185). 

Algunos autores, reportan haberse fabricado cámaras de des­
arroJlo con jarras de barro ( 179). o bien tubos de albañal (ver fi­
gura 7) ( 31). Utilizando uno de estos aparatos. siempre para un 
mismo solvente, y empleando material de vidrio en todas aqueUas 
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, e! recipiente de latón. 
pintado con barniz anticorrosivo, para cámaras de desarrollo bi-di­
mensionales, que consignan Stew-ard y colaboradores ( 154) Fig. 
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5-b. (Una .forma para hacer un baño de vidrio para el aparato de la 
.fig. 8 se puede ver en el reporte de Longenecker) (100). Una ·de las 
modificaciones de más 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 
más se·ncilla. acle-más. presentan una más fácil manipulación, como 
se puede ver en la fig. 8. cola cando al papel en forma de ·un cilin­
dro. sobre un plato que contiene al "solvente". y verifiéando lá 
ascensión dentro de un recipiente cerrado. Se ha reportado un apa-
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rato para ascens1on capilar, que consta solamente de un tubo de 
ensaye con un tapón de corcho ( 147). del cual hablaremos en el 
siguente capitulo. 

Nosotros empleamos un ap.arato para desarrollo de tiras por 
descenso capilar, algo sin1ilar al consignado por Winsten ( 181), 
también empleamos para el desarrollo en una dimensión, un apara­
to de ascensión capilar, al cual también se le: usó para separacio­
nes de dos dimensiones (Cap. siguiente). 

Podemos ver en la figura 9, una interesante adaptación al pro­
cedimiento de William y Kirby. colocando pliegos de papel filtro, 
enrollados mediante una espiral de alambre de acero inoxidable, 
y empleando como cámara a una probeta de 1.000 ml. (55). 

Explicación de los esquentas: 

1.-Lugar donde se coloca la muestra. 

2.-Papel filtro, colocado en una hoja extendida, o bien en forma 
de tiras de papel; o formando un cilindro, o enrollado. 

3.-Bafio donde se coloca al solvente que va a efectuar la sepa­
ración. 

4.-Depósito donde se coloca solvente con objeto de saturar la 
atmósfera de la cámara. 

5.-Espiral de alambre inoxidable, para colocar al papel enrollado. 

6.-Tapa. 
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CAPITULO IV 

PARTE EXPERIMENTAL 



MUESTRA 

Los hidrolizados empleados para los ensayos preliminares, fue­
ron obtenidos por uno 'de los procedimientos usuales, seguidos 
cuando se trata de efectuar análisis por métodos ordinarios: efec­
tuándose la hidrólisis del material seco, en proporción del 2 '70 en 
solución de NaOH al lOo/o, neutralizando después con ácido sul­
fúrico o clorhídrico. 

La proporción de material hidrolizado, a sal (producto de la 
neutralización), después de haber llegado al punto de neutralidad. 
estaba en relación aproximada de 1 a 9. 

Si tenemos en cuenta que el porciento de proteína en la muestra, 
en lá mayoría de los casos. estaba entre 20 y 60o/o, la proporción 
de ésta con respecto a la sal soluble:. estaba en relación 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 maíz (harina integral seca). 

A 2 gr. de material (A. B. C.). se les hidrolizó, hirviendo a re­
flujo 1 hora con 100 ml. de NaOH al lOo/o. se filtró. decoloró si 
era necesario. y neutralizó con solución de ácido sulfúrico, llevan­
do después a un voluinen de 250 ·ml. 

D. Cabello hu:mano, (desengrasado y sec~). 
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A 1 gr. de material (D.). se le hidrolizó con 20 ml. de HCl 1:1. 
'hirviendo a reflujo durante 4 horas. continuando después la hidró­
lisis a 120° C. durante 9 horas en baño de arena (-45). Después 
se neutralizó (Na OH): filtró y diluyó a un volumen de 100 ml. 

En las primeras tentativas para la preparación de una muestra 
papirográfica. se encontró en primer lugar con la necesidad de eli­
minar el exceso de sales solubles. enfrentándonos directamente a la 
resolución del problema. no se intentó en un principio que los hi­
drolizados tuvieran un contenido mínimo de sales solubles. sino que 
por el contrario. se trabajó con concentrados de hidrolizados que 
tenían un exceso muy grande de ellas. 

El procedimiento que resultó ser de mayor utilidad para la 
purificación de los hidrolizados. fué el de extraer el contenido to­
tal de amino-ácidos, de la muestra seca, cnn una solución de ácido 
tricloroacético en acetona. 

5 ó 10 ml. de hidrolizado se colocaron en una cápsula de por­
celana de 7 cm. de diámetro, y se secaron en la estufa (80° C.). 
El producto seco, se trituró sobre la misma cápsula, con un agitador 
de vidrio, teniendo uno de sus extremos. terminando en forma de 
gota; el polvo. con ayuda de un pincel, se transfirió a un filtro de 
vidrio, de fondo poroso ( F), adaptado a un matraz Kitasato. de 
tal xnanera que el pico del embudo. quedara introducido en un tubo 
de ensaye, colocado dentro del matraz ( Fig. 1). Se agregó una por­
ción de 2 ml. de solución 0.24N de ácido tricloro acético en ace­
tona pura. se agitó el solvente sobre el filtro. durante unos minutos. 
par aconseguir la mayor disolución. y después se aplicó un ligero 
vacío, la operación se repitió varias veces, procurando que las por­
ciones de la solución solvente, se vertieran primero en la cápsula 
de porcelana, y después en el filtro, para recoger los restos de hi­
cirolizado que se habían quedado adheridos en las paredes de la 
primera. 

Después de haber agregado la tercera porc1on y sucesivas. se 
ensayó. tomando cada vez una pequeña fracción del liquido que 
filtraba, sobre un papel filtro. y con solución de ninhidrina, si 
la· extracción era completa. 
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Figura 1 

Este procedimiento. se desechó, 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 extracción total. y además, porque durante el proceso, la 
evaporación de la acetona era muy considerable. variando con esto 
la concentración de la solución solvente. 

El procedimiento que finalmente se adoptó, consistía en secar. 
5 ml. de hidrolizado en un tubo de ensaye de 2 x 5 cm., agregar 
una pequeña cantidad de arena lavada seca, y triturar dentro del 
:mismo tubo. con un agitador con uno de sus extremos terminado 
en forma de gota; añadir después 1 mi. de solución 0.2-1 N de áci­
do tricloro acético en acetona, para facilitar la trituración; después 
agregar una porción de 2 mi. de solución solvente y agitar conti­
nuamente durante unos minutos. inarcando el nivel del solvente en 
el tubo, en tal forma, que si había una pérdida de acetona por eva­
poración, se pudiera reponer la cantidad perdida, agregando unas 
gotas de este solvente. continuando después la agitación. Transfi­
riendo la casi totalidad del contenido del tubo a uno de centrífu­
ga, se le centrifugó y. el líquido sobrenadante se P,asó a un tubf 
limpio de 2 x 5 cm. Se repitió la operación. 11gregando otra por• 
ción de solución solvente al tubo. que todavía tenia el residuo del 
hidrolizado. pasándolo al tubo de centrifuga en el que estaba el 
sedimento de la primera extracción, agitándolo con la nueva frac­
ción de liquido; se volvió a centrifugar'y se reunió esta nueva por-
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ción de sobrenadante. con la primera fracción. Volviendo a agregar 
una nueva cantidad (2 ml.) de solvente, se repitió por tercera vez 
la operación. 

A las fracciones así extraídas. y colectadas en un tubo. se les 
sometió a la eliminación del "solvente ... 

La eliminación de la acetona. no implicó problema. Para quitar 
el exceso de ácido tricloroacético. se ensayaron varios procedi­
mientos: 

Primero se intent<? su eliminación, evaporando a pres1on redu­
cida, con ayuda de una corriente de aire seco caliente. este proce­
dimiento fué eficaz, pero en vista de lo tardado, se le reemplazó 
por una simple evaporación en estufa a 70° C. que dió en la mayoría 
de los casos. resultados satisfactorios, sobre todo tratándose de la 
preparación de muestras en serie. El arrastre de ácido-tricloroacé­
tico por la acetona. contribuía a su eliminación: algunas veces se 
agregaron fracciones de este solvente. para ayudar la operación. 

Si se coloca sobre papel filtro. una pequeña muestra de amino­
ácidos extraídos. conteniendo cierta cantidad de ácid otricloro-acé­
tico. y después se le trata con solución de ninhidrina. se puede 
observar, que este ácido. ejerce una acción decolorante, sobre el 
color producido; no obstante, esto no implicó interferencia, porque 
el valor Rf del ácido tricloro-acético, en los solventes que se em­
plearon era muy cercano a cero; sin embargo, se procuró reducir 
al mínimo. el residuo de este ácido. 

Con el extracto asi obtenido, libre de sales solubles en primer 
lugar, y en segundo de los solventes con que se verificó la extrac­
ció~. se prepararon, como se verá más adelante, las soiuciones para 
aplicar las muestras en el papel. 

El método de eliminación de la solución solvente. por evapora­
ción; dió buenos resultados, al aplicarse en hidr~lizados de pelo, 
levadura de cerveza. carne de pescado y huevos de ahuahutli. y 
fracasó al tratarse de emplear, en la purificación de hidrolizados 
de :maíz. de lo cual hablaremos más adelante. 

Es claro. que mientras mayor cantidad de sal se encuentre en 
el hidrolizado seco, se necesitará un valumen mayor de solución 
solvente. para poder operar; como ya se ha visto. es preferible tra­
bajar. c_?n una cantidad menor de ácido-tricloro-acéÚco. Se ha com.­
probado ( 114) que u:q. pequefio volumen de ácido en acetona. es 
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suficiente para extraer todos los amino-ácidos ·de una muestra. Así 
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 hidrolizó empleando solamente para 0.05 
gr. de material seco (menos el ahuahutli que se le empleó tal como 
viene, y exento de cascaril1a) 5 mi. de HCI al 10% (10 horas a 15 
lbs. de presión) neutral.izando después con solución de sosa. La 
extracción. se llevó a cabo con 5 ml. de ácido tricloroacético en 
acetona. empleando cada vez alícuotas de 1 ml. del solvente. 

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

Se ensayó también, el hidrolizar con Ba (Oli)2 eliminando el 
exceso después de completada la hidrólisis, con ácido sulfúrico, en 
la forma que a continuación describimos: 

A 0.5 gr. de muestra se le hidrolizó con 5 ml. de Ba (OH) 2 al 
14 % ( 1 O horas a 15 lbs. de presión) ; después. se filtró, y se trans­
firió el líquido a una bureta; en otra bureta, se colocó solución de 
ácido sulfúrico al 1 O%. Sobre un poco de agua en ebullición. se iba 
dejando gotear de las dos buretas; tomando pequeñas gotas, con 
un agitador. y aplicándolas a un papel de perhidrón, se controla­
ban las variaciones del pH hasta llegar al punto de neutralidad. 
El precipitado así .obtenido. de cristales grandes, fué fácilmente 
filtrable; el liquido neutro, se concentró, y de ahí se prepararon 
muestras para ensayos papirográficos preliminares. 

El papirograma de maíz. que presentamos más adelante, fué 
obtenido, con hidrolizado de harina .integral de maíz, tratada en 
esta forma. 

PREPARACION Y APLICACION DE 
LA MUESTRA PAPIROGRAFICA 

Para colocar una cantidad apropiada de muestra en una peque­
na área del papel, se encontró que el sistema de suspenderla en 
agua destilada, como de ordinario se hace no nos daba buenos re­
sultados. pues no se podía preparar una solución de muestra lo su­
ficientemente concentrada, y además, porque el agua tiende a ab­
sorberse en zonas muy amplias; se ensayaron varios otros salven-
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tes. habiendo obtenido el mejor resultado, suspendiendo las mues­
tras puras. en fenol al 80%. 

Preparándose en esta forma. soluciones tipo conteniendo entre 
5-_10% de amino-ácidos. 

Las muestras preparadas en la forma descrita, se dispusieron 
en soluciones de concentración conocida, según se puede apreciar 
en la tabla l. 

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

b e 

' si l 
a. ¡ ¡ e 

f ¡ 
q 1 

Figura 2 

Las pipetas, hechas de un tubo de vidrio ordinario de 4-6 mm. 
de diámetro. terminando en tubo capilar, se calibraron, llenando 
Ja 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 compás. de 
puntas D cuya abertura se puede graduar mediante un tornillo. 
que permite que sus puntas se abran o se cierren; esta porción de 
líquido así medida, se pesa, en la balanza de torsión, empleando un 
trozo de papel filtro, a manera de platillo tarado ( Fig. 2-b); esta 
pesada nos sirve de orientación 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 lí­
quido contenido hasta la marca X pese 4.6 mg.. entonces se apro­
xima el lugar donde debe quedar la w.arca 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 compás de puntas, el 
cual se gradúa 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 así obtenido. se señala en el tubo capilar, con barniz de uñas 
(Fig. 2 c.). 

Esta operación, 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 aplicación de las alícuotas, sea también la misma en 
que después se vayan a aplicar las muestras en el papirograma. 

Aun cuando se comprobó que la volatilidad del agua durante 
el tiempo de pesada, no era de considerción, siempre se procuró, ha­
cer las pesadas con rapidez. 

Las 'Pipetas capilares que acabamos de describir, tienen el in­
conveniente de su gran fragilidad y. además, al lavarlas y desen­
grasarlas, era fácil perder la marca puesta con barniz; por lo cual 
se optó por emplear una pipeta, cuya forma de hacerse. la descri­
bimos en la Fig. 2-e.f.g.h. y d. Esta pipeta se calibró. 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 200 
C.: sin embargo, para efectuar una calibración correcta, cuando se 
empleen soluciones en fenal al 80%. deben calibrarse con este sol-
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vente. para evitar errores por adherencia a las paredes. En nuestro 
trabajo. de carácter preliminar. más bien se necesitó aplicar volú­
menes iguales de las diferentes muestras. o bien doble o triple. etc .• 
por lo cual no se calibró Ja pipeta con la solución de fenol. sino 
solamente como ya hemos dicho, con agua destilada. Una calibra­
ción a medio tramo de la punta capilar, para efectuar medidas en­
tremarcas. no fué práctica, debido a Ja rapidez con que se absor­
bía el liquido sobre el papel, por esto se prefírió calibrar hasta 
la punta. 

Se prepararon también soluciones tipo de amino-ácidos puros. 
para las medidas de Jos valores Rf .. conteniendo 10 mg./m1., ajus­
tando el pH entre 6-7 con cantidades mínimas de sosa y clorhídri­
co, preparándoseles en agua destilada conteniendo una pequeña 
cantidad de fenol como preservativo. 

Para preparar mezclas tipo. en condiciones análogas a las mues­
tras con cantidad conocida de problema. se pesaba las cantidades 
deseadas de amino-ácidos. y se les suspendía en un volumen de­
terminado de fenal al 80%. 

Todas las soluciones preparadas con fenal al 80% se les guar­
daba en ampolletas de vidrio. cerradas a la llama. y se les con­
servaba dentro de un frasco de color ámbar. 

PAPEL 

En general. se empleó papel filtro W. 1.; sin embargo. antes 
de haber conseguido este papel. como ya hemos hablado, se en­
sayaron varios otros. c-<>mprobando sus velocidades de absorción en 
agua. para lo cual se emplearon tíras de 2 x 1 O 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 disponía de este 
papel en otra forma. 

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

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

El más parecido en absorbilidad. al Whatman l. 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 etílico al 77%: sin embar­
go. su demasiada volatilidad, dificultaba la determinación precisa 
del límite de avance del liquido. a pesar de haber puesto especial 
atención en mantener una completa saturación de la cámara, mien­
tras se verificaba la separación. 

Se encontró que pudiera ser más conveniente el empleo de una 
mezcla de alcohol etílico. y bencilico en la proporción que aparece 
en la tabla II. para alcohol etílico al 77% en agua. y alcohol ben­
cílico, saturado con agua. Cualquier coloración indeseable (junto 
a la banda de máximo avance) producida por la presencia de ben­
cilico. se elimina agregando unos cristales de KCN al bafio. 
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Material 

1. Levadura de cerveza { *) 

2. Carne de pescado ( *) 

3. Maíz. Ja. Muestra ( *) 

4. Maiz. 2a. Muestra ( *) 

5. Pelo humano · (de los di· 

ferentes colores) 

6. P~ados ( robalo. mojarra. 

etc.). 

7. Huevo de ahuahutli. --• ( *) Prillleros ensayes. 

Muestra seca 

en gr. 

2 

" 
0.5 

0.05 

" 

TABLA I 

Concentración del hidro- !Tiempo y con-1 Neutralizado 1 Volumen afo-

l!zante ml. 
dicíones de hi·I con Soln. de 1 rado. mi. 

_J -1-- _, ___ )_ 

---~----------------

dróllsis. 

100 ml. NaOH. !Oo/u 
1 hora hervido! H2 so~ 

1 250 

a reflujo. ,, 
" 

" .. l " 
100 

5 ¡¡¡l. Ba {OH)2• !0-14% 
1 O horas 15 libs. 

de pres. 

20 rol. HCJ, !:!. 
4 horas a reflu.I Na OH 1 .. 

jo, y 9 horas 

a baño de 

" 

5 rol. HCI. !Do/o 
de pres. 

·· .. ~·~·-·· _,,.~~···'-~·-"'"""~~··· ,..,, 



Mab~rial 

J. Levadura de cerve:za ( *) 

2. Carne de pescado ( *) 

3. Mal:z:. la. Muestra (*) 

4. Malz. 2a. ·Muestra·(*) 

S. Pelo hw:nano (de los di­

ferentes colores) 

6. Pescados (robalo, mojarra, 

etc.). 

7. Huevo de nhuahutli. 

' ( *) Prim.eros ensayes .. 

Muestra seca 

en gr. 

2 

0.5 

o.os 

TABLA 1 

Concentración del hidro­

ll:z:ante mi. 

100 mi. NaOH. 10% 

5 ml. Ba (0H) 2 • 10-14% 

20 ml. HCI, 1:1. 

5 ml. HCI. 10% 

Tiempo y con- Neutralizado 

diclones de hi- con Soln. de 

drólisis. 

hora hervido 

a reflujo. 

1 O horas 15 libs. 

de pres. 

4 horas a reflu­

jo, y 9 horas 

a baño de 

arena 120º C. 

10 horas 15 lbs. 

de pres .. 

Na OH 

Volwnen afo­

rado. mi. 

250 

100 



m 
a 
t 
e 
r 

a 
1 

t. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

Volumen de muestra de 
hldro1izado que se secó 

a ·ao· e: en mi. 

10 

5 

Volum<!n de fenal al 80% 
en mi. para suspender al 

purificado. (am-ács.). 

De 0.05 a 0.20 

0.1 

0.2 

C-.J 

Cantidad de muestra apli­
cada .sobre el paptrOgrama. 

en microlitros 

s d h 
e e a 

.s s 
a d 
p e a 
1 

2 ó 4 
e n 
a f 
r e 
o r 

n i 
o 

me 
u s 
e 
s a 

r 0.5 
a 
s 



TABLA 11 

Valores Rf. que reportamos: 

A A A A A A D 
Et.OH n-But. OH Fenol ni BO?ó Colid. Colid. ("'!olid. Et. OH 

al 77% sat. H20. en H20 Mezcla :tdem. Frac. 777ó y 
T.A. T.A. T.A. ant. ,. Des t. Ben c. OH. 

10-15° o. 5° o. a sat. 
157-8º pro v. 
10-15° 8:1 o. (v/v) 

T.A. 

Arginina . 0.18 0.01 0.54 0.03 0.02 0.14 0.09 

Hlstidina 0.28 0.02 0.61 0.06 0.06 0.26 0.09 

Lislna 0.20 0.00 0.46 0.02 0.02 0.11 0.09 

Ta;iptofano 0.39 0.21 0.75 0.32 0.31 (º) 0.27 

Fenilal-alanina 0.54 0.27 0.84 0.31 0.31 0.44 

Metfonina 0.54 0.21 0.78 0.26 0.27 0.39 

Treonina 0.44 0.04 0.45 0.09 0.09 0.29 

Leucina 0.62 0.33 0.83 0.28 0.23 o.so· 

Isoleucina 0.61 0.29 0.85 0.24 0.24 0.52 

Valina o.57. 0.15 0.77 0.15 0.15 0.41 

Alanlna 0.44 0.03 0.64 0.04 0.04 0.19 

·.r 



Los valores Rf. para s-colidina y fenol saturado con NHa. coin­
cidían con los reportados por Dent. o Williams y· Kirby. 

Los valores de ascensión (º) de esa fracción. se probaron sólo 
con algunos de los amino-ácidos de valor Rf menor. 

A ascendente 

D = descendente T.A. Temp. ambiente. 

El fenal se empleó sin purific~ción especial .. obteniéndose bue­
nos resultados. con fenol al 80%; sin embargo. se prefirió el empleo 
de etílico-bencílico de que ya hablamos en el párrafo anterior. por­
que la separación entre los amino-ácidos .. indispensables .. ( 17). era 
más notable. en esta mezcla. 

La formación de una tenue coloración amarilla en todo el pa­
pel. cuando se emplea al fenol. fué otro de los motivos por el cual 
se empleara más el alcohol etílico en mezcla con bencílico. 

Los otros solventes ensayados. no dieron el resultado apro­
piado. 

Se estudiaron los valores Rf en mezclas de colidinas, (valores 
Rf de amino·-ácidos) habiéndose efectuado una previa destilación 
de ésta. para obtene:- un producto más claro. Se probó por el método 
ascendente con avance de 25 cm. del líquido sobre el papel. y 

a diferentes temperaturas. los valores Rf. de algunos amino-ácidos 
que se ens~yaron. resultaron demasiado ·baj_os (ver tabla 11). 

Después se fraccionaron las colidinas. recogiéndose las frac­
ciones que destilaban a diferentes te:r;nperaturas; la primera frac­
c1on recogida. dió resultados similares a los valores reportados 
por Dent. 

Se efectuaron ascensiones con s-colidina. conservando la tem­
peratura entre 1 O y 15° C .• obteniéndose valores que coincídían con 
los reportados por otros autores. Esta temperatura. se logró. co­
xno ya hemos dicho. metiendo al aparato dentro de una gaveta. con 
trozos de hielo ( 1 O Kg. a un volumen de gaveta de aproximadamen­
te 0.-4 mª.). Algunos desarrollos experimentales en dos dimensiones 
se efectuaron con fenol saturado conteniendo 3% de am.;níaco. en 
el agua con que se saturó. y s-colidina saturada con agua desti­
lada. 

Se pudo comprobar. que la tendencia del fenol. a producir co­
loraciones extrañas en presencia de ciertos metales. es mucho me-
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nor. trabajando con soluciones ai 80%: se emplearon. cilindros de 
papel filtro. detenidos con grapas de alambre niquelado. y a pesar 
de que el' fenal al 80%. pasaba por el lugar donde estaban las 
grapas. no se originó ninguna coloración en esas regiones; cuando 
se operó en las mismas condiciones, con soluciones de fenol en la 
forma reportada por Consden ( 31 ) , aparecía en todo el borde don­
de estaban las grapas, una coloración, café rojiz.a 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 que avanzó el solvente, 
midiéndose las distancias desde el punto donde se colocó la muestra. 

Nosotros logramos un método práctico, para determinar los valo­
res Rf en una tira de papel, con ayuda de un diagrama de estos valo­
res ( Fig. "1}. sobre el cual se coloc:aban los papirogramas determinán­
dose directamente la posición de las manchas (Rf) en el papiro­
grama, sin necesidad de medir, y hacer el cálculo. 

a 

1--~~~~~~=l~~~~~~~É 7 

: 
r---'-'-''-lo.4 

CAMARAS DE DESARROLLO 

.3 

.2 

.1 

.o 

El aparato para efectuar desarrollos monodimensionales por 
descanso capilar. como finalmente se usó, aparece en la figura 5. 
Exceptuando al· soporte del baño, todas las partes del aparato eran 
de vidrio. El ajuste de la tapa (cristalizador invertido) con el res­
to de la cá:mara estaba esmerilado, lográndose con un poco de gra­
sa para buretas un cierre hermético. 

-~-



FIGURA 5 

APARATO PARA DESARROLLOS MONODIMENSIONALES 
DESCENDENTES 

J .-Cristallzador de vidrio que sirve de· tapa. 
2.-Papel filtro en forma de abanico colocado dentro de un recipiente que con­

tiene solvente para saturar la atmósfera dentro de la cámara. 
3.-Arlllo hecho de varilla de vidrio que sirve para sostener a las tiras de 

papel. . 
-1;.-Tapa de una caja petri, que hace las veces de bafio, para conten<:r al sol­
... vente que va a rfectuar Ja separación. 
5.-Lugar donde ~ coloca la muestra en la tira de papeL 
6.-Contra.tapa de la caja petri. 
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7 .. -Alanibre que sostiene al bafio .. 
8.-'Tubo hecho de papel filtro, que llega hasta otro recipiente con solvente. 

que está colocado en el fondo del aparato" y que sirve para saturar la 
atmósfera de la cámara. 

9.-Contrapeso de vidrio, pegado al papel con un trozo de tela de esparatrapo. 
10 .. -Depósito con solvente. 
11.-Vidrio de reloj qu cimpidc que las tiras de papel se peguen a las paredes 

del baflo. 

El baño se carga del líquido desarroll;:idor, levantando un poco 
la tapa, e introduciendo por el hueco, una pipeta, cerrando inme­
diatamente después de añadir el solvente, iniciándose entonces el 
descenso capilar. por las tiras de papel filtro. Aunque en el esque­
ma,- con motivo de hacerlo menos confuso, aparece una sola tira 
de papel, el aparato podía contener entre 10 y 16 tiras. colocadas 
una a continuación de otra, alrededor del baño. 

Siempre se guardaba el aparato, durante el tiempo de la absor­
ción capilar. en una gaveta cerrada. o en un ropero. para contro­
lar en lo más posible la variación de temperaturas del laboratorio, 
que a veces oscilaba entre 12 y 21° C. 

También se intentó el desarrollo de papirogramas en tiras de 
papel filtro, de 1 a 2 m. de largo, lográndose esto, empatando tiras 
de 55 cm. de largo. Tanto la forma de empatar las tiras para lo­
grar una mínima distorsión, como el aparato que se empleó, se pue­
den ver en la fig. 6. La dificultad de tnantener una saturación 
constante. en todo lo largo de la cámara. así como la deficiencia en el 
control de la variación de temperatura. nos obligó a abandonar este 
ensaye. dedicándonos 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
sión papirográfica. en la forma propuesta por Williams y Kirby. con 
objeto de ver si era posible. hacer varios desarrollos mono-dimensio­
nales, cortando de ahí tiras para la valoración fotométrica de cada 
muéstra desarrollada. 

Para lo cual se puso especial atención en lograr un frente uni­
forme de avance del líquido ascendente, con objeto de que los solutos 
separados, quedaran en línea perpendicular al borde del papel en 
contacto con el solvente. además, se estudió el medio de conseguir 
un equilibrio entre la atmósfera de la cámara y el papel, antes de 
iniciar el desarrollo. 
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FIGURA 6 

1 .. -Tapa de vidrio plano con ajuste al esmeril. . 
2.-Embudo mayor (6 cm. d.) del ajustado .al borde del tµbo .. 
3.-Tubo cortado de lámparas fluorescentes~ afiadido con es])aratrapo a otro 

tramo hasta acompletar la distancia deseada ( 1 2h a ·2 ·m.} . 
. .:.i.-~mbud9 menor. con conducto de vidrie;> p~ra alimentar al tubo de cpsaye 

que sirVe de baño. 
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5.-Columpio hecho de tubo de vidrio. sostenido por un alambre. que sirve 
para sostener a la tira de papel. 

6.-Tira de papel (paplrograma). 
7.-Partes de tubo de vidrio sostenidas con alambre. para impedir que el papel 

tocara las paredes de la cámara. 
8.-Placa de vidrio introducida dentro del baño para sostener el papel. 
9.-Tubo de ensaye (1.5 x 8 cm.), que hace las veces de baño. 

10.-.COntrapcso de alambre para mantener la tira al centro de la cámara. 
11.-Recipiente de vidrio lleno de solvcnt.e 

Entre los medios ensayados para lograr un. frente uniforme de 
avance del solvente en el papel, se probó el colocar el cilindro de 
papel filtro, sobre un disco del mismo material, metido dentro del 
b.afio. También se ensayó colocar en lugar del disco de papel, un 
disco de vidrio estriado. Estos aditamentos dieron buen resultado. 
cuando se introducía el cilindro de papel a la cátnara saturada. 
donde ya estaba el baño desarrollador cargadc de solvente. no así, 
~orno veremos más adelante, cuando había que cargar el baño. so­
bre el cual ya había 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 baño. distorsionaba el frente de avance considerablemente. 

El recipitente que se emplaba como baño. se procuró que tu­
viera el fondo, completamente plano, nivelándosele, antes de cada 
desarrollo con un nivel de burbuja. 

El primer tipo de aparato de asci:nsión capilar que se utilizó. 
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 cámara mediante ajuste esmerilado, se colocaba un baiio (b) so­
bre el cual se ponía el papel filtro en forma de cilindro. ( c). 

El solvente se introducía en este aparato, por un embudo cuya 
cola terminaba en forma de pipeta ( d) y que lleg_aba cerca del baiio 
(fig. 7). Unos recipientes (e), cargados de solvente, proporcio­
naban el medio de saturación de la atmósfera de la cámara, en equi­
librio con el papel, antes de cargar el baiio. La introducción del 
solvente por el embudo, hacía que el liquido no llegara simultánea­
mente a todo el borde del papel. distorsionándose el frente de avan­
ce. El aparato que finalmente se adaptó, para "1scensiones capila­
res, fué el que describimos en la fig. 8. 

En una cruceta de aluminio sostenida por una varilla del misnio 
material, (ambos cubiertos de un baño de parafina) se sujeta el 
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cilindro de papel. de tal manera que al jalar la varilla, al través 
del corcho. quede el papel, sin tocar al solvente colocado en el ba­
ño; una vez establecido el equilibrio dentro de la cámara hermétis:a. 
se introduce la varilla, haciendo Jlegar el papel al solvente, inicián­
dose entonces la ascensión; en esta forma se lograba, además. un 
equilibrio entre el papel y la atmósfera antes de iniciarse el des­
arrollo, un mejor frente de avance del líquido, ya que se podia in­
troducir a un tiempo, todo el borde del papel, dentro del solvente. 

No obstante todos los ensayos que· se hicieron con el JDétodo 
ascensional. se prefirió, desarro11ar en aparato descendente, porque 
en el ascendente. verificado en hojas de papel. con frecuencia la 

.hilera de manchas del crocto-¡;iapirograma aparecía desviada de 
Ja línea perpendicular a la base. la cual debiera seguir normal­
inente, mientras .que en el descendente en tiras, las manchas apa­
recían a lo largo de ellas. siempre en líneas paralelas al borde: este 
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inconveniente, aunque no de gran importancia para la verificación 
de papirogramas ordinarios. sí era un entorpecimiento para prepa­
rar tiras para su valoración fotométrica. 

La ventaja o desventaja de una inovación. se comprobaba cada 
;yez, desarrollando un papirograma. 

También ensayamos un método de saturación de la atmósfera de 
las cámaras de desarrollo que consistía en introducir una corriente 
de aire previamente burbujeando al través del solvente. 

Para tentativas de búsqueda de las mejores proporciones en una 
mezcla, o para otros ensayes, que implicaran, el efectuar s"'ries de 
papirogra1nas, variando en todas formas las condiciones en que se 
llevara a cabo el desarrollo, se hacía necesario el empleo de apara­
tos más manuables, y de menor consumo de substancias. Para lo 
cual. se ensayó el método en tubos de ensaye propuesto por Rock­
land y Dun.n; 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 <lel tu­
bo, la fuerza capilar hacía 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 más angosta (donde se aplica 
la 1nuestra), no obstan.te, resultó ser más práctico el empleo de ani­
llos de vidrio cortados de un tubo de diámetro ligeramente menor 
al del tubo-cámara, que se colocaban en el fondo de éstos, como se 
puede apreciar en la figura 9-c. 

ME TODO 

Este trabajo se. basó en su mayor parte, en desarrollos mono­
dimensionales, a los cuales nos referire1nos en seguida. 

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

La colocación de la muestra,· se efectuaba mediante la pipeta 
que hemos descrito, colocando alícuotas de 0.5 microlitros, y si ·era 
necesario, se·aplicaba o bien de ürt·microlitro, o se hacían varias apli;.. 
caeiones ··¿f! 0;05, secando antes de poner una· nueva· cantidad.· · 



Las muestras se incorporaban al papel. en una zona húmeda de 
2 a 4 mm. de diámetro, al centro de la tira, y a una distancia de 
6 cm. del borde, o tan1bién 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 diámetro. 

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 hacían varias aplicaciones en el mismo lugar, 
se eliminaba cada vez al solvente, antes de agregar una nueva por­
ción. 

Para determinar valores Rf. se colocaban en la misma forma. 
muestras entre 2-1 O xnjcrogramos de cada amino-ácido. emplean­
do para ello. soluciones en agua conteniendo algo de fenol. como 
se ha descrito más atrás. Después de eliminar al solvente, y de ha­
ber colocado la muestra. a 80° C .. se dejaba después el papel al 
aire libre por algún tiempo. con objeto de aquilibrar su humedad 
con la ambiente. 

La aplicación de muestras en las tiras de 13Yz x 1.8 x 1 cm., 
se lograba, punteando con la misma pipeta. colocándose porcio­
nes aproximadamente entre 0.1 ó O.OS rnicrolitros. dentro de una 
zona de cerca de 1 mm. de diámetro; el lugar donde se colocaba la 
muestra se puede ver en la figura 9-c. (.a 7 n1n1. de la punta). 

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

Después de aplicar la 1nezcla de solutos, en la forma que aca­
bamos de ver, se introducían las tiras en el aparato. que hemos 
descrito (Fig. 5). teniendo la precaución de que no se tocaran 
unas con otras; una vez carg.ados de solvente, los recipientes colo­
cados expresamente para la saturación de la cámara. se dejaba al 
aparato totalmente cerrado, durante un tiempo razonable ( Yz a 1 
hora). con el objeto de equilibrar la ;itrnósfera, levantando la tapa, 
se vertía el solvente en el baño, con objeto de iniciar el desarrollo. 
lo más rápidamente posible. para evitar alteraciones muy notables 
en el equilibrio de la atmósfera 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 
de avance del solvente, llegara a unos 2 cm. del extremo de la tira; 
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sacándola entonces de la cámara y marcando con una raya de lá­
piz el límite de avance del solvente, se le colocaba en posición ho­
rizontal, hasta que se hubiera eliminado la mayor parte del líqui­
do. completando la operación con un secado en la estufa. entre 
80-90° C. durante 5-10 min. 

Se ensayó el secado a diferentes temperaturas- ( 60° a 1100). y 
en diferentes tiempos, encontrándose más conveniente la forma que 
describirnos primero. 

Sobre la tira seca y en frío. se rociaba uniformemente (con 
ayuda de un atomizador). la solución de ninhidrina al 0.1 % en 
n-butanol. para ensayes preliminares, o bien la solución; 0.2 gr. de 
ninhidrina, 5 gr. de fenol y 45 gr. de n-butanol. para pruebas de 
.valoración fotométrica. Dejando secar el papel en posición hori­
zontal, h.asta que desapareciera el aspecto húmedo, luego se le ca­
lentaba a la estufa. a 90° 1 O min.; si se intentaba obtener máxima 
coloración. se le sorne tía a un vaporizado durante 5 min. ( Bull y 
colab.). Esto se lograb<i en forma un tanto rudimentaria. colgando 
las tiras sobre una cápsula donde hervía agua. Algunas veces se de­
jaban las tiras en el refrigerador, hasta el día siguiente en que se 
hacían las lecturas fotométricas. Desde los primeros ensayes 
con la reacción de la ninhidrina. se notaba. que después de tener 
las tiras guard,adas por algún tiempo, las manchas aumentaban de 
intensidad de color; de ahí se deduce el vaporizado aconsejado por 
Bull. para violentar el completo desarrollo del color. 

Para los ensayes comparativos de series de diferentes muestras. 
con variedad en su contenido de proteínas, se hacía un ensaye, pa­
ra determinar la cantidad de muestra que era conveniente aplicar, o 
bien empleando alícuotas de diferentes concentraciones, aplicadas 
.al papel, (sobre el cual se h.acia directamente la prueba de la nin­
hidrina) o más 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 sometía, desde la extracción, hasta el tratamiento 
con ninhidrina, a condiciones idénticas, obteniéndose series de pa­
pirogramas como las que se pueden observar en las fotografías 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 
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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 
pape]. 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 líquido que había en el baño; después de un tiempo. en 
que se había establecido el equilibrio entre la atmósfera de la cá­
mara y el papel. se bajaba la varilla hasta que éste. se pusiera en 
contacto con el solvente. iniciándose entonces la ascensión: cuando 
el líquido había llegado cerca del borde superior, se suspendía el 
desarrollo. se saca el papel. secándolo primero al aire, y luego en 
estufa, como se hiciera con ]as tiras. 

Se vuelva a formar un cilindro con el papel. de tal forma que 
e] otro borde contiguo al lugar donde se aplicó la muestra, sea aho­
ra e] que se va a introducir. en el segundo solvente. que caminará 
en dirección perpendicular a la seguida por e] primero. Aquí se 
tenía la precaución de limpiar perfectamente el aparato. del primer 
solvente. antes de emplearlo para el segundo. El desarrollo se efec­
túa en condiciones similares, secando, finalmente, al papel. y so­
metiéndolo al tratamiento con ninhidrina. El papirograrna de ca­
bello humano de color rojo. que presentarnos. aun cuando no nos 
muestra una buena diferenciación de manchas. debido a un exceso 
de muestra para el tamaño 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 ni!lguno de los amino-ácidos hasta ahora determi­
nados, pudiendo esto sugerir la presencia de otros aún no reporta­
dos; sin embargo. este dato no es posible de confirmar en un ensaye 
preliminar. como fué: éste; además, hay la posibilidad de que estas 
manchas en posición desusual. sean debidas a péptidos. que no pu­
dieron desintegrarse durante la hidrólisis. 

VALORACION DE LOS PAPIROGRAMAS 
MONODIMENSIONALES 

Los cromo-papirogramas mono-dimensionales obtenidos en la 
forma que hemos descrito. se les sometió a varias pruebas para tra-
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tar de encontrar un procedimiento para su valoración. que pudiera 
llevarse a cabo con el material de que se disponía en el laborato­
rio. para lo cual se procuró la forma de adaptar un colorímetro 
Klett-Summerson. para emplearlo como instrumento de medición 
del color en las nu1nchas de las tiras. 

Siempre se procuró de no hacer ninguna modificación que 
implicara algún deterioro para la estructura o el funcionamiento 
del aparato; sino que únicamente se ideó un dispositivo que. adap­
tado en la forma en que se coloca uno de los filtros ordinarios del 
aparato. sirviera como aditamento para la valorización de las tiras. 
El reducido espacio de que se disponía en el aparato, nos obligó 
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 práctica se utilizó. puede verse en el 
esquema adjunto (Fig. 10). 

4 

Figura 10 
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A. Porta-filtros del colorímetro K. S. 
B. Dispositivo para la valoración de las tiras. 

1. y 2. Lugar(>S por donde er "::ra y sale la tira en el portafiltros. 
2. Porta objetos de n1icro.s.copio cortado al ta1naño. 
4. Cromo-papirograma de una ditne-nsión. 
5. Ventana dond~ se efectúa la lectura. 
6. Ventana para la celda compensadora. 
7. La línea punteada señala el lugar. en que la parte de atrás del aditan1cnto 

(B) se pueden colocar filtros (rejilla) para controlar la cantidad de luz 
que entra a la celda compensadora. 

8. Tiras de cartoncillo. 
9. Cristal de ventana ( Belgn). 

10. Papel negro. que ef",tcí. cubriendo toda la parte de atréls del cristal, dejando 
al descubierto, ún.icarn~ntc las ventanas para las celdas, la parte que ~o­
brcsalc. tiene el objeto de que cuando el dispositivo esta introducido den­
tro del porta-filtro, no hay ninguna rendija por donde pueda pasar luz. 

(Todas las piezas 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 detrás del aditamento. 
Probablemente, aquí estuvo nuestra falla princip.al, en lo rudimen­
tario del filtro, haciendo esto, que fuera difícil el control de las 
lecturas. pues para una misma mancha, se obtenían lecturas, lo su­
ficientemente diferentes, para impedirnos nuestro objeto, de inten­
tar una valoración 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 igunles de 1 O de ellos (aprox. 5 microgramos de 
cada uno), se efectuaron lecturas aproximadamente a cada 2 mm. 
con un total de 186 lecturas. (Cuando había una serie de lecturas 
iguales, al trazar la gráfica, 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 inflexión de 
la curva}. La gráfica. fué realizada, colocando directamente las lec­
turas obtenidas del colorímetros, 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 absorción luminosa, a partir de la 
cual se iniciaban las lecturas. 
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Fis:iura 11 

Probablemente, con el empl.eo de una cubeta de vidrio. que se 
llene con líquidos 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 lect·ura, 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 intentó la aplicación del proceso para ver si 
era posible llevar a cabo un estudio comparativo, entre contenidos 
proteínicos de diferentes materiales. 

En los mono-papirogramas de cabellos humanos, que fueron 
estudiados, se pudo apreciar corno se consigna en las fotografías 
adjuntas, la presencia de zonas coloridas en las regiones donde se 
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encuentran los amino-ácidos conocidos; no pudiéndose identificar 
individualmente más que a la prolina (no aparece en las fotogra­
fías), ácido glutámico. y ácido aspártico, debido a su color y lo­
calización bien distinguibles. Se pudo observar {aun cuando en las 
fotografías 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
más, se comprobó el orden siguiente en el contenido de amino-áci­
dos de los diferentes cabellos humanos: Rojo, castaño claro, casta;.. 
fio obscuro, negro, pardo. obscuro, güero y cano: no se observó 
la presencia de una concentración excesiva e:n las zonas correspon­
dientes a la treonina, indicando con esto, que el contenido de este 
amino-ácido, no está; (en el cabello humano) en gran despropor­
ción con la concentración individual de los demás amino-ácidos ( co­
rno se obtiene por el método descrito en ( 45). En los pescados 
aunque se pudo determinar la presencia de los amino-ácidos cono­
cidos. no se pudo hacer una distinción como se hiciera con las mues­
tras de cabello: sin embargo, se pudo observar el contenido mayor 
de amino-ácidos en la muestra de pescado del Amazonas, del cual 
se tuvo que aplicar en alícuotas n1ás diluidas. 

Los papirogramas de maíz 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-ácidos. 

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 carecíamos 
de algunos amino-ácidos), la presencia de 18 de ellos conocidos, 
así como dos manchas en posición desusual, que pudieran signifi­
car la presencia de otros de estos ácidos, todavía no identificados. 

Debido a las deficiencias del aditamento para efectua-r las de­
terminaciones fotométricas, este trabajo quedó reducido a un pri­
mer intento, del estudio papirográfico comparativo y cuantitativo, 
de les contenidos que dan reacción a la ninhidrina, de los hidro­
lizados de una variedad de materiales proteínicos. 

Para finalizar, y como hiciéramos más atrás con el problema 
relativo a la extracción de amino-ácidos, haremos una breve resefia 
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 
que nos proponíamos ensayar, en vista del estudio práctico que 
llevarnos a cabo; 

1.-Extracción y proceso en la forma vista. abarcándose la po· 
sibilidad del estudio de contenidos de proteínas, 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 80o/o). 

3.-El aparato para descensos mono-dimensionales, debe de 
adaptársele eri forma que se hizo para el aparato para desarrollos 
descensionales, para poder equilibrar el papel con la atmósfera de 
la cá1nara antes del desarrollo, dispositivo que también serv1ria pa­
ra introducir simultáneamente a todas las tiras dentro del solven­
tte; ver esque1na adjunto. 

/' 
PAPEL FILTRO 

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

5.-Valoración de las tiras: 
a. Fotométricamente. 
b. Por elucción de secciones (entre Rf) de los mono-papiro­

grarnas. y hacer lecturas espectrofotométricas de ios eluidos de esas 
secciones en la forma descrita por Landua y Av.rapara, para poder 
construir gráficas de concentración contra distancia recorrida. 

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

a.-Hldrolizado de pelo humano. 
b.- .. pescado (carne). 
c.- .. huevo de ahuahutli. 
d.-
e.-
f.-

levadura de cerveza (m) . 
. , harina de maíz integral. 
.. Mezcla de Clh. de 10 amino-ácidos. 

f09 



Paplroqramas de: hidrolizados de algunos pescados y ahuahutH. 
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Paplrogramas de hidrolizados de diferentes cabellos humanos. 

,.,· 
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Papirogramas en dos dimensiones de cabello hu1nano (rojo). 

-112-



CAPITULO V 

SUMARIO Y CONCLUSIONES 



1.-Se describe Ja clasificación de Meinhard, sobre la Cromato­
grafía en general. para localizar Ja posición que guarda la 
Papirografía. dentro de aquélla. 

2.-Discusión teórica sobre la Papiro¡:¡rafía. 
3.-Estudio de las formas de adsorción. y su aplicación por nos­

otros a la interpretación de Ja formación de la ··fase líqui­
da inmiscible" de que habla Meinhard. y para la interpretación 
de la fluorescencia de los amino-ácidos frente a la celulosa. 

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

5.-También practicamos otro procedimiento para evitar la pre­
sencia de estas sales, hidrolizando con Ba(OH) 2 y neutrali­
zando con H 2 SO,. . 

6.-Introducimos un nuevo sistema de aplicación de muestras 
papirográficas. conteniendo cantidad suficiente para efectuar 
buenas separaciones. aplicando alícuotas de 0.5 a 1.00 micro­
lit.. en zonas húmedas de 2-4 mm. de diámetro. o bien para 
papirogramas efectti.ados en tubos de ensaye. de 0.1 microlit. 
en una zona húmeda de aprox. 1 mm. de diámetro. Emplean.,. 
do para .ello soluciones del 5-10% de material, en fenal al 
80% (en agua). 

7.-Estudiamos la forma de hacer y calibrar. una micropipeta, pa­
ra aplicar fracciones de Yz y 1 microlit. 

8.-Se estudian varias formas de hacer una cámara de desarrollo. 
e introducimos, entre otras. una modificación de gran utili­
dad para aparatos de ascensión capilar. que permite equili-
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brar al papel, con la atn1ósfera de la cámara, nntes de la 
ascens1on. Tan1bién ensayamos un aparato para descensos 
capilnres en tiras de papel de 1 ;:i 2 m. de largo; logrando estas 
tiras. empatando tramos de 55 cm. en tal ferina que hubiera 
una n1inima distorsión al pasar el solvente. por las añadiduras. 
Colocando unos anillos de vidrio al fondo de tubos que ser­
vían de cán1aras de desarrollo, evita1nos que la tira de papel. 
por efecto de capilaridad. se pegara a las paredes de los tu­
bos de ensaye. 

9.-Sc resolvió In fonnn de obtener cf1m.:.1ras a temperatura entre 
1 O y 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 inenores ( 5°). se utilizó un refrigerador 
ordinario. dentro del cual se introducia a la cá1nara para los 
desarrollos papirográ ficos. 

10.-Se hace una descripción de algunas de las aplicaciones que 
se han dado al método de Consden y colaboradores, y pro­
ponernos su aplicación al estudio comparativo de los conteni­
dos proteínicos de diferentes materiales; estudiándose para 
ello hidrolizados de cabello humano, de carne de diferentes 
pescados, huevo de ahuahutli, levadura de cerveza, e hidro­
lizados de harin_a de maíz integral. 

11.-Se estudian algunos solventes. y proponemos el sistema alco­
hol etílico-alcohol bencílico, también reportamos los valores 
Rf para algunos amino-ácidos, en fenol al 80'}6. 

12.-Estudiamos varios papeles filtro. y encontrarnos substituto 
para el Whatman No. 1 (E.&D. No. 613). 

13.-Hacemos un comentario sobre las diferentes formas en que 
se puede aplicar la reacción de la ninhidrina, y se estudia 
el mecanismo de la mis1na. 

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

15.-Proponemos un aditamento para el colorímetro Klett-Sum­
merson, para la valoración de papirogramas rnono-di1nensiona­
les, también se reporta el tipo de gráfica obtenida. 
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