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A cromatografia es un método de analis’s que goza actualmente de
l » un favor considerable, lo cual se explica por los resultados sumamen-

te notables, y quizd podria decirse espectaculares, que con ella se
han obtenido en todos los dominios de la quimica v tal vez de una manera
més especial en los de la quimica biolégica.

Con el nombre de cromatografia se comprenden procedimientos bas-
tante distintos; GORDON, MARTIN y SYNGE dieron de ella, en 1944 la si-
guiente definicién: procedimiento técnico en andlisis por percolacién de un
liquido a través de una materia finamente dividida o porosa, sin distincion
de los procesos fisicoquimicos que conducen a la separacién de las substan-
cias del aparato.

Este procedimiento se empled, en realidad, en el afio 1906, en que el
botanico ruso TSWETT lo aplicé para separar los distintos constituyentes
de la clorofila. Para ello hizo pasar una solucién de materias colorantes
de plantas verdes a través de una columna de carbonato de calcio; en ésta
aparecieron varios discos distintamente coloreados: los pigmentos se ha-
bian separado unos de otros. Desgraciadamente, el trabajo de TSWETT,
publicado en lengua rusa, fué poco conocido y puede decirse que no volvié
a emplearse hasta 1931 en que KUHN y LEDERE lo utilizaron para la sepa-
racién de los carotenos y de los xantéfilos, empleando para ello una co-
lumna de alimina activada por varias suspensiones en agua, separadas
mediante diversos secados. Estos trabajos fueron desarrollados también
por WALKER y KARRER que llegaron por este procedimiento a la identifica-
cion de més de 40 carotenoides distintos, mientras que WILLSTATER no habia
aislado més que 5. Este procedimiento constituye la llamada cromatografia
en columna; el proceso fisicoquimico que se emplea en él lo constituye la
diferencia de los coeficientes de absorcién del sélido para los diferentes
constituyentes de la mezcla. Los mayormente absorbidos, es decir, aque-

Conferencia pronunciada el 28 de abril en la Real Academia de Medicina de Barcelona.
Presidencia: Dr. Corominas.



Marzo Abril ANALES DE MEDICINA Y CIRUGIA 12

-~

{los que se fijan méas facilmente en la superficie del sélido, quedan reteni-
dos en la parte alta de la columna, mientras que los menos absorbidos que-
dan fijados mas abajo. '

A este procedimiento inicial se hicieron diferentes modificaciones por
REICHSTEIN en 1938 y, sobre todo, por TISELIUS en 1940-43 con su método
de analisis frontal, que consiste en hacer caer continuamente la solucién
estudiada a través de la columna, recoger fraccién por fraccién la solucién
que la ha atravesado, y medir las concentraciones de las substancias en las
diferentes porciones por un procedimiento u otro, por ejemplo midiendo
su indice de refraccion.

Pero el paso mas importante fué dado en 1941 por MARTIN y SYNGE
con la cromatografia de particién. Su principio es muy distinto del de la
absorcién. En efecto, para ello se pone la mezcla que deba estudiarse en
presencia de dos disolventes distintos; cada uno de los constituyentes de
la mezcla tiene un determinado coeficiente de solubilidad en cada uno de
tos dos disolventes y, por consiguiente, un coeficiente de particién carac-
teristico: se llama coeficiente de particién de una substancia dada entre
dos disolventes a la relacién de sus coeficientes de solubilidad en aquellos
cos disolventes.

La propiedad fiisica fundamental empleada para la separacion de los
constituyentes de la mezcla es, pues, la desigualdad de los coeﬁmentes de
particion de las substancias constituyentes.

Practicamente, uno de los disolventes es siempre el agua, y el otro
un disolvente orgénico; el agua es sostenida por un gel de silice o de almi-
dén impregnado y dispuesto en una columna; las propiedades absorbentes
de la silice o del almidén no deben intervenir; las substancias que deben
separarse se vierten sobre una columna, disueltas en un disolvente or-
ganico no miscible con el agua. En estas condiciones, es natural que las
substancias més solubles en el agua quedaran retenidas en la parte alta de
la columna, mientras que las méis solubles en el disolvente orgénico llegaran
mas abajo. El disolvente empleado suele ser el butanol o una mezcla cloro-
formo-butanol de concentracién mayor o menor en este Gltimo cuerpo. Se
emplea también la mezcla ciclohexanol-isopropanol. Una de las grandes
ventajas de este método es que una substancia dada es siempre eliminada,
es decir, arrastrada por el disolvente de igual manera, 1ndepend1entemente
de los demas constituyentes de la mezcla, cosa que no ocurre con el método
de adsorcion.

En los primeros analisis practicados por cromatografia, se trataba
de separar substancias coloreadas, por lo cual se dié aquel nombre al mé-
todo; por él podian facilmente distinguirse los constituyentes del producto
examinado, que aparecian en la columna que los habia retenido. Pero poco
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a poco, vistos los primeros éxitos obtenidos se pensé en realizar el andlisis
de substancias incoloras, lo cual hacia necesario el empleo de diversos ar-
tificios para poner en evidencia los productos separados. Son varios los
que pueden emplearse: en primer lugar, antes de proceder al anilisis, se
pueden transformar los cuerpos en derivados coloreados: asi, se transfor-
man los fenoles en azdicos coloreados mediante el empleo de la paranitra-
nilina diazoada; en segundo lugar, se puede afiadir a la columna un indi-
cador coloreado, de acidez (es decir, de ph) conveniente, como el metil
naranja o el antociano, que dan a la columna un color uniforme: los dife-
rentes constituyentes de la mezcla, que tienen ph distintos, comunicaran al
indicador coloreado matices diferentes con lo cual podran separarse uno de
otro. Otro método es el llamado del pincel; cuando el liquido objeto de
analisis se ha vertido sobre la columna se saca ésta del tubo que la contenia
y se traza de arriba abajo de la misma una raya con un pincel mojado en un
reactivo convenientemente escogido como, por ejemplo, permanganato de
potasio; este reactivo toma un color distinto al ponerse en contacto con cada
una de las substancias que se encuentran fijadas en la columna. En algu-
nos casos, la comprobacién viene facilitada por los mismos cuerpos, cuan-
do son fluorescentes, como los acidos aminados o las peterinas; basta
pues iluminar la columna con un foco de luz ultravioleta para que las
substancias fijadas se manifiesten por si mismas; en algunas ocasiones
se impregna la columna, antes de verter en ella la materia objeto de exa-
men, de una substancia fluorescente, que suele ser una solucién de sulfuro
de cinc a 2,5 %.

Mediante estos métodos se han podido obtener resultados muy nota-
bles: pocos miligramos de proteina bastan para separar hasta 8 Acidos
animados neutros. Se han separado los esteres naturales de la vitamina A
extraida de los aceites de higado de pescado. Para este objeto MOLLER se
servia de una columna de altmina de tres actividades distintas, es decir,
de cualidades de adsorcién diferentes. Este método se utilizé también para
separar unas de otras hormonas que en estado natural se hallan asociadas,
como la estrona, el estriol y el estradiol; para la separacién y purificacién
de antibiéticos, como la estreptomicina; ésta, en solucién metandlica 4cida
se fija por adsorcién en alimina acida y se la separa con el metanol acuo-
so; la estreptomicina va acompafiada, en los medios de cultivo, por otro
antibiético, la espretotricina, que se purifica sobre alimina o carbén; la
penicilina fué purificada por ABRAHAM y CHAIN por cromatografia sobre
altmina; de esta manera se la separa de los pigmentos amarillos y de las
substancias pirégenas que la acompafian; FISCHBACH y sus colaboradores
emplean para esta purificacién la cromatografia de particién sobre gel de
silice impregnada con un tampén de fosfato de pH igual a 6,4; se limpia con
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éter saturado de agua; la penicilina se dosifica por vodometria v, por este
procedimiento, la penicilina K, que es la menos hidréfila, es 1a que aparece
primero.

El estudio de los liquidos ha dado lugar a numerosos trabajos de los
cuales citaremos en particular la separacion de los glicéridos sobre colum-
nas de alumina, de tierras acidas o de gel de silice; la alimina absorbe
bien los glicéridos de peso molecular elevado y la gel de =ilice los de peso
molecular mas bajo. TISCHER y ILLNER han estudiado la cera de abejas que,
por cromatografia, puede neutralizarse y decolorarse; REICHSTEIN ha he-
cho numerosos trabajos por el método llamado de cromatograma liquido
en esteroides, en los constituyentes de la suprarrenal y en los icidos bilia-
res. DOBRINER y sus colaboradores han estudiado sistematicamente los ce-
tosteroides de la orina por cromatografias repetidas, gue han hecho nece-
sarias de 100 a 200 separaciones sobre alimina y sobre silicato de magne-
gia: por este medio han aislado 42 substancias diferentes,

Es importante también sefialar la cromatografia sobre cambiador de
iones. Se da este nombre a substancias, que pueden ser acidas a basices,
que cambian facilmente su hidrogeno o sus metales o sus grupos acidos
con log cuerpos con que entran en contacto. ©n 1935 Apams y HOLMES pu-
dieron lograr la fabricacién de la primera regina sintitica cambiante.

Mas tarde pudieron prepararse muchos mas cuerpos de esta naturale-
za. L.a condensacion de un formol con un polifenol de grupo sulfénico da
una resina cambiante de cationes, mientras que la condensacién de un
formol con un polifenol de grupo amina produce una amina cambiante
de aniones; el cuerpo obtenido es muy esponjoso v el cambio de los iones
se hace por todo €l volumen de aguel. Actualmente existe gran diversidad
de resinas presentadas bajo marcas registradas (Amberlitas, Wolfatitas,
Fluoridinas, Permutitas, etc.) que tienen caracteres distintos y permiten
resolver problemag muy diversos.

En el dominio de la biologia se ha podido realizar la separacion de
acidos aminados, incluso de los mag proximos entre si: log dcidos amina-
dos masicos, lisina, arginina, histidina, son absorbidos por resinas Acidas
(fluoridina XXF-H) o por la alimina llamada basica, es decir, que contiene
lones Na; la citrurina de la sangre queda retenida por una columna de
amberlita IRI-100; los acidos aminados acidos, como los Acidos aspérticos
y glutamico, asi como la cistina, se separan por un cambiador de aniones,
tal como la alimina tratada por el dcido clorhidrice normal, que ha que-
dado cargada de iones Cl (alimina dcida). Los Acidos aminados neutros
tienen, en el aleohol de 90°, una carga negativa, por lo cual pueden fijarse
sobre alimina 4cida; pero, ademas, un simple tratamiento por el formol a
10 %, hace que estos cuerpos sean suficientemente acidos para ser separa-’
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dos por aquel mismo absorbente: tal ocurre con la glucocola la serina y la
treonina. Pueden emplearse tamblen para las separacmnes el carbon y el
gel de silice.

El proceso real por el cual tienen lugar las separaciones no esti com-
pletamente aclarado, pero se sabe que la cantidad de iones que se fija en la
resina aumenta con la concentracién de aquellos en la solucién; por otra
parte, el cambio de iones va acompanado de un aumento de volumen de la
resina, y parece que la aﬁmdad de un ion dado para la resina se halla en
relacién directa con el cambio de volumen de la misma. El cambio parece
ser debido, en parte, a un fenomeno de absorcién y, por otra parte, a la
atraccion electroestatica que se ejerce entre el cuerpo exammado, por ejem-
plo la proteina, y la resina; esta atraccién depende de la carga total de la
proteina y, en menor parte, de la distribucién de esta carga; por esta ra-
z0n, seré posible separar proteinas que tengan, o bien la misma carga total
y configuraciones diferentes (lisocima y citocromo C), o bien cargas dife-
rentes y el mismo peso molecular (carboxihemoglobina del buey y la de
carnero fetal).

Citaremos también la separacién de los azicares fosfatados. La solu-
cion que deba analizarse se filtra por un cambiador de cationes y luego
por un cambiador de aniones, por lo cual las impurezas pasan al producto
filtrado; se recuperan los cuerpos fijados haciendo pasar alecohol por la
columna de resina. Este método es aplicable para todos los fosfatos orgé-
nicos.

Por este procedimiento puede realizarse un analisis cuantitativo: una
vez fijados en la columna los constituyentes de la mezcla, se vierten sobre
aquella los disolventes que arrastran los productos fijados: a este proce-
dimiento se le llama elucién; se recogen los eluidos centimetro ctbico por
centimetro clbico; se analizan éstos cuantitativamente por los procedi-
mientos clasicos, y la suma de todas las cantidades encontradas en los elui-
dos sucesivos, da la composicién total de la mezcla analizada.

Pero la técnica mas interesante y que ha dado a la cromatografia su
extraordinario desarrollo, es el método llamado de cromatografia en papel.
Es debido a los autores ya citados: J. P. MARTIN, Director del Servicio de
Quimica Fisica del Instituto de Investigaciones Médicas de Londres y
R. L. M.; y SYNGE, bioquimico del Instituto de Investigaciones Rowett
(Aberdeen Shire) que lo fijaron en 1944 y que valié a sus autores la atri-
bucién del premio Nobel en Quimica de 1952.

Hemos visto que MARTIN y SYNGE habian imaginado la cromatografia
de particién empleando columnas de gel de silice; luego utilizaron las de
almidén y después de celulosa. Entonces se les ocurrié la idea de emplear
la celulosa, no ya en forma de columnas, sino simplemente en forma de
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una hoja de papel de ﬂltro Este procedimiento se revel$ enseguida como
muy interesante. Pero se ha de tener en cuenta que ha de emplearse papel
de filtro de grano absolutamente regular, del cual existen hoy varias mar-
cas que se adaptan a los diferentes casos que puedan presentarse; citare-
mos. entre otros, el papel Whatman nimeros 1, 3. 4, etc., etc., el Schleicher
y Schiill nimero 597 y el Durieux niimero III. Una de las cualidades mas
notables de este procedimiento es la de que permite Ta separacién de nume-
T0S0S constltuyentes con una cantldad sumamente pequena de materia
prima, por ejemplo algunas m11es1mas de miligramo.

He aqui, rapidamente, una descrlpcmn de este método. La dimensién
de la hoja de papel depende del experlmento que deba hacerse; su anchura
puede variar entre unos pocos centimetros hasta 50 centimetros. Se marca,
a pocos centimetros de uno de los bordes, un trazo con lapiz. En un punto
de este trazo se deja caer con una micropipeta, por ejemplo una de las que
sirven para el recuento globular, una cantidad conocida de la solucién que
se ha de estudiar; generalmente basta una sola gota: si no es asi, después
de dejar caer una gota se seca el papel antes de poner una segunda gota,
con el objeto de que la mancha obtenida no sea demasiado grande. Luego,
sosteniendo el papel verticalmente, se sumerge su parte inferior en una
extensién de dos o tres centimetros, en la solucién que se ha elegido como
disolvente; ésta es una mezcla de agua con un liquido no soluble en la mis-
ma, pero que se sabe se pueden digolver los supuestos constituyentes de la
mezcla. Todo esto se coloca en una caja de vidrio o de materia plastica,
bien cerrada, de manera que su atmésfera esté constantemente saturada de
vapor de agua y de vapor de disolvente. El solvente sube poco a poco por
el papel, pasa por la mancha, la disuelve y arrastra sus constituyentes; pero
cada uno de éstos tiene una velocidad particular de difusién en el papel
impregnado de agua, y asi quedan separados los diferentes constituyentes.
Cuando se ve que el solvente ha alcanzado casi la extremidad superior de la
hoja de papel lo cual requiere por lo general algunas horas. se suspende
la operacién, se saca la hoja de papel, y se seca a la temperatura del am-
biente con un ventilador eléctrico o en una estufa alrededor de Jos 100°.

E1 proceso fisico quimico que da lugar a la separacién es, indudable-
mente, muy complejo, hasta el punto de que los autores no han podido
ponerse de acuerdo sobre su naturaleza; pero, en general, se considera
que se trata de un fenémeno de particién entre los dos disolventes.

Otros creen que se trata de cierta analogia con una destilacién frac-
cionada con reflujo total; partiendo de esta idea, MARTIN y sus colabora-
dores han propuesto férmulas que parecen ser sancionadas por la expe-
riencia. '

Cualquiera que sea el proceso y su interpretacién teérica, “los hechos
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subsisten; cada constituyente de la mezcla se detiene en cierto punto del
papel y se puede caracterizar por lo que se llama su Rf., que es la relacién
entre la distancia recorrida por el constituyente, considerada a partir de la
mancha inicial y la distancia recorrida por el disolvente. Como se com-
prende, el Rf no es una constante absoluta de un cuerpo dado, sino que
“depende de la naturaleza del papel empleado, del disolvente, de la concen-
tracion acida de éste y.de la temperatura. Hemos de hacer notar que este
ultimo factor-tiene gran importancia, que para un experimento muy delica-
do es conveniente colocar la caja en un termostato, con el objeto de que la
temperatura del papel sea rigurosamente constante, y que, en términos ge-
nerales, sin que sea necesaria tal precision, importa que, por lo menos, la
temperatura del ambiente no varie mas que de pocos grados mientras dure
el experimento, sin lo cual éste careceria de sentido. Pero, para un papel
determinado para un disolvente dado, y a cierta temperatura, el Rf de un
cuerpo dado es constante y, por consiguiente, caracteristico del mismo.

Se comprende, pues, que si se ha practicado un numero suficiente de

experimentos preliminares en condiciones perfectamente conocidas, se ha-
' yan podido medir los Rf de muchos cuerpos. Luego, podrin reconocerse
éstos en las mezclas sometidas al analisis por la sola posicién que ocupan
en el papel. ‘ ,

Se ha ensayado gran nimero de disolventes, pero, en definitiva, no se
emplean mas que unos pocos: en primer lugar el fenol que debe ser muy
puro, y el butanol; se emplean también mezclas, como, por ejemplo, la si-
guiente: normal-butanol, acido acético, agua, en las proporciones respecti-
vas de 40, 10, 50, en volimenes ; bases piridicas, sobre todo la colidina, pi-
ridina y acetona.

Para localizar las manchas obtenidas, que, por lo general, son inco-
loras y por consiguiente invisibles, puede procederse de diferentes mane-
ras: puede pulverizarse sobre el papel o extender con el pincel un reacti-
vo que dara una reaccién coloreada con cada uno de los cuerpos fijados
en el papel; se usa mucho la minhidrina, que da con los acidos aminados
compuestos de color generalmente azul pirpura, algunas veces amarillo o
rojo; el nitrato de plata, que con los azlcares reductores como. la glucosa,
da un precipitado de plata reducida negro; en muchos casos, se utiliza la
fluorescencia de los productos depositados, acidos aminados, nicleoprotei-
dos o pterinas; es decir, que basta, después de secada la hoja, examinar
ésta a la luz ultravioleta para que aparezcan las manchas.

La técnica descrita corresponde a la cromatografia en una sola di-
mensién; pero se puede perfeccionar el sistema y obtener una mejor se-
paracién de los constituyentes practicando una cromatografia bidimensio-
nal. Se prdetica una primera operacién siguiendo el esquema antes ex-
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puesto; una vez desecada la hoja, se le da una vuelta de 90° se practica un
nuevo trazo con el lapiz y se sumerge la hoja en un segundo disolvente;
éste, al encontrar cada uno de los cuerpos separados, los arrastra de nuevo
v perfecciona la primera separacion; a menudo se emplea como primer
solvente el fenol o butanol, y como segundo, la colidina. Se ha propuesto
otra técnica, llamada del disco, descrita por primera vez en 1953 por M. H.
HACK al practicar un andlisis de liquidos. De una hoja de papel se corta
un disco de 5,5 cm. de didmetro y se marca el centro del mismo. Se coloca
este disco sobre una caja de Petri de 5 cm.; en el centro del papel se deja
caer con una micropipeta, una gota de la solucién de los lipidos que dejan
analizarse en metanol, benceno o acetona, el didmetro de la mancha no
debe de exceder de 8 mm.; se deseca mediante und corriente de nitrégeno;
«2 afiaden una o dos gotas de disolvente hasta que la mancha se ensanche
hasta llegar a 10 mm. Se afiade entonces el eludente escogido en cantida-
des tales que el didmetro de la mancha aumente de 2 mm. por segundo;
los mejores eludentes son la acetona, el benceno, el cloroformo o el meta-
nol absolutamente anhidros; toda la operacién se hace en cinco minutos.
Después de desecar el papel por una corriente de nitrégeno, se le trata por
los colorantes correspondientes, por ejemplo la sal de Reinach, y de esta
manera van apareciendo en circulos concéntricos los diferentes componen-
tes. Esta técnica, que es muy elegante, no parece, sin embargo, dar tan
buenos resultados como se esperaba de ella.

Todo lo que hemos descrito hasta ahora hace referencia al analisis
cualitativo; pero la cromatografia permite practicar también analisis cuan-
titativos; un trabajo muy cuidado de FISHER, PARSONS y MORRISON ha
permitido encontrar una relacién entre el didmetro de una mancha y la
concentracién de la solucién inicial en la substancia fijada en esta mancha:
la longitud de la mancha en el sentido del desplazamiento y la superficie de
la misma son proporcionales al logaritmo de la concentracion; parece que
se obtienen mejores resultados con la superficie, por lo cual se procedera
a medir ésta con un planimetro; si mediante estudios previos se ha po-
dido trazar una curva superficie-logaritmo de la concentracién, el conoci-
miento de la superficie permite determinar la concentracién. Las cantida-
des absolutas de 4cidos aminados fijadas en una mancha son del orden de
0’3 a 3 microgramos; este método de dosificacién es, pues, comparable en
sengibilidad a los métodos microbiolégicos.

Otro procedimiento de dosificacién consiste en medir la intensidad de
Ja coloracién adquirida por la mancha bajo la accién de un reactivo coloran-
te; es evidente que esta coloracién es proporcional a la cantidad de subs-
tancia fijada; se corta, pues, con precaucién la mancha, se 1a coloca en un
pequefio tubo de ensayo y se la trata primero, en el caso de los acidos ami-
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nados, por una solucién de 5 % de minhidrina en agud de pH 7, saturada
de butanol normal. Se calienta el tubo a 55° por espacio de cinco minutos
v luego se le lleva a 80° durante uno o dos minutos més: dejado enfriar
a la temperatura del ambiente, se extrae el color con una solucién de ace-
tona en agua a la concentracién de 75 % ; la intensidad del color se mide
con un absorbimetro de Hilger utilizando microcilula (método de Naftalin).

Puede medirse también la intensidad de las manchas directamente
sobre el mismo papel por medio de fotocolorimetro, mas o menos precisas.
Existen fotocolorimetros registradores, que permiten obtener una curva
de los porcentajes de luz transmitida a través del papel, en funcién de la
distancia medida a lo largo de la tira de papel. Se inscribe asi exactamente
la posicién de las manchas v, por integracién, se puede determinar su ab-
sorcion total.

Otro método muy distinto es el de la retencién: se funda en la forma-
cion sobre la hoja de papel de un complejo entre un reactivo y las substan-
cias que se hallan fijadas en las manchas; por ejemplo, los dcidos aminados
forman complejos con el cobre; obtenido un cromatograma de tales acidos
aminados y una vez desecado, se le sumerge verticalmente a una profundi-
dad de 3 cm. en una solucién de acetato de cobre (adicionada de acido acé-
tico para impedir la hidrolisis) ; la solucién de sal de cobre asciende pro-
gresivamente por la hoja tifiéndola de color azul; pero donde hay un acido
aminado, se forma con la sal de cobre un complejo, lo que hace que pov
cierto espacio de tiempo se detenga la ascensién de dicha sal por la hoja
de papel; esto hace que por encima de cada mancha de acido aminado s«
forme una mancha blanca, cuya superficie es proporcional a la cantidad
de 4cido aminado situada inmediatamente por debajo de la misma.

Debemos citar todavia otro método de macrodosificacién empleado en
particular por ANDERSON y LEDERER: estos autores emplean una tira de
pulpa de papel filtro de 4 a 5 mm. de grosor, cuya parte superior se moja
con la solucién que deba analizarse; ésta desciende progresivamente por el
papel vy el disolvente se recoge en la parte inferior en un cristalizador; re-
cogiendo por porciones sucesivas, se llegan a separar cuantitativament.
elementos muy préximos unos a otros.

Veamos ahora algunas aplicaciones practicas dei método que acabamos.
de describir; diremos ante todo que el nimero de trabajos que emplean la
cromatografia en papel es considerable y que no podremos exponer maAas
que algunos de ellos.

En el terreno de la quimica biolégica, este método de analisis, muy
preciso y muy sensible, ha permitido la separacién de muchos cuerpos.
préximos unos a otros, constitutivos de las proteinas, de los azlicares, de
los nucleoproteidos, etc., lo cual informa, no solamente sobre su constitu-
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¢ién quimica propiamente dicha, sino que permite seguir sus transforma-
ciones en los organismos vivos, es decir, conocer mejor su metabolismo.

Este método fué aplicado por primera vez por MARTIN y SYNGE para
la separacion de los dcidos aminados de ciertos péptidos obtenidos por hi-
drolisis parcial de las proteinas. De esta manera lograron identificar los
numerosos acidos aminados de un hidrolisado de lana (unos 40 péptidos
distintos) ; identificaron las substancias que pueden formarse a partir de
la cistina en los tratamientos quimicos de la lana. Otros autores aislaron
los dieciséis acidos aminados que forman las albtiminas del suero sangui-
neo y se identificaron los diecinueve dipéptidos de los 4cidos asparticos y
glutamico. DENT ha estudiado los orines patolégicos para conocer la suerte
de las proteinas después de la digestion; ha identificado, por comparacion,
méas de 60 acidos aminados; en colaboracién con SPEPTKA y STEWARD en
1947 ha estudiado los extractos alcohélicos de patatas por cromatografia
bidimensional empleando como disolvente el fenol y la colidina ; encontraron
en ellos 21 Acidos aminados; en el momento de efectuarse la sintesis de
las proteinas en el tubérculo, casi todos estos cuerpos desaparecen, excepto
la glutamina, la asparagina, el dcido glutdmico y el acido aspartico.

CONDSEN y sus colaboradores establecieron la constitucién de'la gra-
nicidina ‘S, polipéptido antibiético: para ello separaron sobre papel los
péptidos resultantes de una hidrolisis parcial, hidrolizaron luego separa-
damente cada uno de los péptidos y analizaron el hidrolisado sobre otra
hoja de papel; de esta manera encontraron cuatro dipéptidos, tres tripépti-
dos, reconocieron que este producto era un ciclopéptido y determinaron el
encadenamiento de sus acidos aminados constituyentes.

En 1953 STAGNO y ALCONTRES estudiaron la protamina del polen de
Lycopidium C clavatum; esta protamina, bien aislada y purificada, tiene
un peso molecular préximo a 32.000; se hidroliza por el 4cido clorhidrico
seis veces normal; una cromatografia bidimensional permite la identifica-
cién de los acidos aminados siguientes: arginina, adenina, valina, prolina,
alanina, serina e histidina; es decir, permite afirmar la existencia de la
protamina; este trabajo es muy interesante porque demuestra la presencia
de protaminas en el sistema reproductor de las plantas, cosa que hasta aho-
ra no se habia podido encontrar mas que en las cabezas de los espermato-
zoides de los peces, es decir, en el sistema reproductor animal,

El estudio de los aztcares, tan dificil de llevar a cabo por los proce-
dimientos hasta ahora tenidos por clasicos de la quimica biolégica, ha he-
cho, de algunos afios a esta parte, importantes progresos. Las cetosas se
revelan mediante calefaccién con acido tricloracético; se forman derivados
del furfural que se caracterizan mediante las reacciones coloreadas habitua-
les con los fenoles. Se han hecho diversos estudios con los azucares cons-
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titutivos de los diferentes jugos de frutas; en 1953 WYXES ensayé un estu-
dio de la composicién de los néctares de flores para determinar si existia
alguna relacion entre la constitucién de los mismos y la atracciéon que ejer-
cen sobre las abejas; de sus primeros trabajos parece desprenderse que
puede deducirse que las abejas son atraidas principalmente por la mezcla
de sucrosa, glucosa y fructosa.

Otro estudio sumamente interesante para el conocimiento del metabo-
lismo vital es el estudio de los nucleoproteidos, constituyentes fundamen-
tales de los niucleos de las células y cuya composicién es sumamente com-
pleja. Los primeros trabajos respecto a este particular fueron los de Vis-
CHER y SHARGAFF en 1947 mediante el empleo, como fase mévil, de la co-
lidina ; previa hidrolosis, las purinas y pirimidinas obtenidas se transfor-
man sobre el papel cromatografico en derivados merciricos insolubles, se
trata luego por el sulfuro de amonio, que da lugar a la aparicién de man-
chas negras de sulfuro mercurico y permite localizar exactamente los dife-
rentes constituyentes de la mezcla; a partir de otro cromatograma idéntico,
pero no tratado por el mercurio, se recuperan los cuerpos separados y se
identifican por espectrografia.

Citaremos también el estudio de los acidos orginicos no volatiles y
solubles en el agua, como los 4cidos mélico, tartarico y citrico, que se croma-
tografian con una mezcla Acido acético-butanol; otros acidos de punto
de fusién bajo se transforman en sal de potasio y se cromatografian luego
empleando como disolvente butanol saturado de amoniaco; el potasio se
cambia con el amonio; se revela con una solucién acuosa o alcohdlica de 40
miligramos de bromocresol en 100 centimetros cibicos; los aniones de los
acidos dan lugar a la formacién de manchas amarillas.

Otro ejemplo interesante es el de separacién de los éteres fosféricos;
en efecto, es sabido que estos desempefian un papel muy importante en los
fenémenos vitales como la respiraciéon y la fermentacién; y todo progre-
so en el conocimiento del mecanismo de estos fenémenos depende estrecha-
mente de los progresos realizados en el conocimiento de la estructura de
aquellos cuerpos.

Citaremos, como recordatorio, los trabajos sobre los lipidos, sobre
las pterinas que son constituyentes de los colores de las alas de las mari-
posas, y sobre las cumarinas; estos tltimos cuerpos fueron estudiados prin-
cipalmente por T. SWAIN en 1953 ; se encuentran en muchos cuerpos de ori-
gen vegetal y se forman en la transformacion de los compuestos polifend-
licos bajo la influencia del enzima de la patata.

Este procedimiento se emplea también para el control de sintesis y de
preparaciones, en particular de la penicilina y la estreptomicina. GOOVALL
y LEVI separan las penicilinas por cromatografia en papel impregnado de
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un tampén de fosfato de pH 6’7 empleando como disolvente el éter etilico
saturado de agua.

Las tiras de papel filtro se colocan luego sobre agar sembrado con un
microorganismo sensible a la penicilina y se identifica ésta al observarse
una inhibicién de crecimiento; por este procedimiento se ha podido averi-
guar que hay ocho penicilinas distintas.

Pueden estudiarse también los liquidos fisiolégicos, como el suero san-
guineo, y de una manera especial la orina. De esta manera pueden compro-
barse las transformaciones sufridas en el organismo por las amidas y los
4cidos hidrobenzoicos (H. G. BRAY y colaboradores, 1950), por el acido ni-
cotinico (H. K. REDDI y E. KODICEK, 1953), en el hombre y en el ratén;
J. E. FALK y AMY BENSON (1953) estudiaron la separacion de porfirinas
libres, lo cual les permitié descubrir en orinas patolégicas porfirinas que
no eran conocidas.

Para terminar, quisiéramos describir un método que parece dar ex-
celentes resultados para el estudio de liquidos bioldgicos: es el de la electro-
cromatografia. Ya es sabido que sus trabajos sobre la electroforesis le va-
lieron a TISELIUS la atribucién del premio Nobel en 1948 ; la electrocroma-
tografia no es mas que una electroforesis aplicada al papel cromatogra-
fico; sobre unn tira de papel se deja caer, hacia el centro de la misma y
de uno a otro borde, un poco de la solucién objeto de examen; los dos extre-
mos del papel se sumergen en una solucién tampén cuyo pH estd en rela-
cién con el punto isoeléctrico del cuerpo que se estudia; se hacen comu-
nicar los dos recipientes de solucién tampén con un generador de corrien-
te que dé una diferencia de potencial comprendida entre 300 y 1.000 vol-
tios, pero que debe permanecer absolutamente fija mientras dure el expe-
rimento; la corriente que atraviesa es del orden de 300 miliamperios; en
estas condiciones, se produce en el papel una electroforesis, pues ya es
sabido que muchos componentes de los cuerpos biolégicos, en particular
los acidos aminados, llevan cargas eléctricas; los que tienen cargas nega-
tivas, como la esparragina y el dcido glutdmico, se dirigiran hacia el 4nodo,
mientras que los cargados positivamente, como la lisina y la arginina, se
dirigiran hacia el catodo; los neutros, no sufrirdn ninguna influencia.
Como las cargas de los diferentes cuerpos son distintas unas de otras, las
velocidades de migracion en el papel seran diferentes, lo cual da lugar a
una separacién de los constituyentes de la mezcla. Este experimento dura,
por lo general, algunas horas. El aparato que se ha de emplear debe reunir
ciertas condiciones de construccién para que la elevacién de temperatura
debida al paso de la corriente no determine ningiin cambio en la concentra-
cién de la solucién tampén, pues, de lo contrario, se modificarian las velo-
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cidades de migracién y, por consiguiente, se dificultaria la separacion. Una
cez terminado el experimento, se seca la tira de papel, se tifie por un colo-
rante apropiado, como el azul de bromefenol, el rojo carmin, el negro de
anilina o el negro de naftalina.

Por comparacion con electrocromatogramas de cuerpos conocidos se
pueden ir determinando los diferentes constituyentes. Para dosificarlos, es
decir, para hacer un analisis cuantitativo, se emplean los mismos proce-
dimientos que para la cromatografia simple: ya sea el estudio directo del
papel con el fotocolorimetro, ya el corte del papel en diferentes tiras cada
una de las cuales comprenda un constituyente, la elucion del colorante y
su dosificacién. ‘

Algunos autores (HANGAARD y KRONER) han empleado la combinacién
de la cromatografia ascendente y una electroforesis practicada en angulo
recto con aquélia.

Como hemos dicho, la electrocromatografia parece prestarse muy bien
para el estudio de los liquidos bioldgicos, suero sanguineo y orina; los li-
quidos normales dan electrocromatogramas que difieren por su aspecto de
los de los liquidos patolégicos, y éstos difieren también unos de otros,
segun la naturaleza de la enfermedad; de esta manera, el solo examen del
aspecto del eromatograma puede dar una indicacién para facilitar un diag-
nostico; como, por otra parte, el analisis es muy rapido y no requiere mas
que una cantidad muy pequefia de liquido, se comprende el interés que
tiene semejante método.

En pocos afios, los métodos cromatograficos han permitido progresos
muy considerables en la resolucién de problemas analiticos delicados tanto
en quimica mineral como en quimica organica y biolégica; parece ser que,
en este ultimo terreno, los resultados mas sensacionales los ha dado prin.
cipalmente la cromatografia en papel por su sensibilidad y su finura.





