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MONOGRATFIA DE LA TIROSINA

I.a tirosina fué descubierta por Liebigh en ¢l afio de 1846. Es la
r.hidroxi.fenil.alanina o dcido para. hidroxi.fenil. propionico L1eb1g 1a des-
cubrié en el gqueso de donde toma su nombre (en griego tiros == queso). En
el queso de Roquefort se pueden apreciar al microscopio cristalitos de ti-
rosina libre. La cxistencia de tirosina libre es la causa de la presencia de
tiramina en el guecso. Es un aminodcido muy abundante tanto en el reino
animal como en el vegetal y lo mismo en forma libre que combinado inte-
grando la molécula de muy diversos prétidos en proporcién wvariable. Su
aislamiento a partir de productos de hidrolisis de albuminoides es relativa-
mente facil.

La tirosina mo cuenta entre los diez aminoacidos indispensables, pero
eso no quiere decir que ¢l organismo lo necesite para su funcionamiento,
sino que puede sintetizarla a partir de alguno de esos indispensables. La
substapcia madre de la tirosina es la feni alanina que es uno de los diez

aminoacidos indispensables y que sufre una oxidacién para agregar un
oxidrilo en su molécula.

= CH,-CH-COoOH -CHZ-CH-COOH
‘ }: OXIDACION :‘H
S Ha “Ho 2

fenil-utanina tironinn (1)

La tirosina como todos los aminoéicidos, ofrece diversidad de isomeros
entre los principales pueden citarse los siguientes:

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS; C,H 11 03 N, Peso mole-

cular 181.09, Nitrogeno 7.74%. Se presenta en agujas largas, lustrosas,
blancas inodoras y de sabor soso. Calentando lentamente se descompone
entre 290 v 295° C. Calentando rapidamente se descompone entre 314 y
318° C. Soluble en 2,491 partes de agua a 17° C, y en 13,500 partes de
alcohol de 96° frio. Insoluble en acetona, alcohol absoluto v Acido acético.
Soluble en dcidos minerales y en Alealis D = 1.456 [al®® = — 8.07% en
HCl al 21% ; [a]l® = — 16.2 en HCI al 4% . La actividad éptica disminuye
a medida que aumenta la concentracién del HC1. El clorhidrato de tirosi-
na cristaliza con dos moléculas de agua en escamas o prismas monoclini-
cos solubles en agua y alecohol absoluto.
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La tirosina en su forma natural, no se racerniza calentando con aci-
dos, pero si lo hace facilmente calentando con Alcalis, siendo el agua de
barita una de los que maéas facilmente actian. Para racemizar completamen-
te 50 g. de I-tirosina, se hierve a reflujo durante tres dias en (setecientos
cincuenta) 750 ecm?® de agua con 250 . de hidréxido de sodio.

El Aacido ascorbico promueve la transfor macion actinica de la tirosi-
na (2) en dihidroxifenilalanina pero ademds produce una oxidacién poste-
rior cuando ya la tirosina por sucesivas transformaciones ha llegado a ser
una melanina; la oxidaciéon reduce la melanina a una soluciéon acuosa de
una substancia amayrilla.

Grupo hidrdwido de fa tir O.s’i'll.n.»———(:'i) Factores que incrementan gran-
demente su actividad. lL.a actividad del OF de la tirosina (1) fué grande-
mente aumentada por la adicién de sales fosforicas y el pIl aumento inme-
diatamente (5.9 a 6.9). Il AgNO, oxida a 1 en nresencia del ion PO, pero
no en buffers de citrato acetato o ftalato. ] efecto se hace presente pero no
tan marcado con la oxidacion con KAMNO,. A un pH = 5.9 la 1cl<1<_i(’m cde
yeaccion con (1) aumoenio un ddécuplo por cada 10° de temperatura alcan-
zados entre 20 y 50°, el K1 ¥y algunas preparaciones de almiddén retardan
la reaceion.

Las provniedades reductoras de algunas proteinas fueron reexamina-

das, teniendo como base este principio.
La gelatina conteniendo pequenisimas cantidades de tirosina apenas

1 gela :
si dié reaceién mientras que la caseina que es una substancia bastante rica
en ese aminodcido dié la misma reaccion dependiente del PQ,.

ROTACION ESPFRCIFICA DE LA I-tirosina.—(4) L.a tirosina es
activa a la luz polarizada porque tiene un atomo de carbono asimétrico
que es el gque soporta el grupo amino y el carboxllo.

f.as iniciales d y 1 no corresponden exactamente a los isomeros dex-
trogiro y levégiro, de los cuales se pucden hacer derivar. ILlos aminodcidos
naturales pertenecen todos a la l-serie. Por eso es indispensable para dis-
tinguir estos isomeros , consignar dichas letras iniciales seguidas de los
signos (-+) o (—-) que son los que indican el sentido del poder rotatorio
del aminoacido. Todoe esto es aplicable a la tirvosina. ILLa natural es el iso-

mero 1 (
I.a tirosina (I) preparada por seis mdétodos distintos tenia [8]%" —
D

-—10.810.2° (HC1 1%¢). [«] D de tirosina en HCI al 4%¢ es —10.3°, —11.8°
v —18° a 26°, 20° y 16° resnectivamente y en HCI al 209 es —7°, —2.5°
v —92.6° a las mismas temneraturas. Asi ¢l [a] D de la tirosina es una
funcién de la pureza de la mnestra y también el adecuado control de tem-
peratura.

REACCION D LA TIR OSH\’./1 COIV NaOH.—Poniendo tirosina a la
cbullicion durante 25 horas con I1oCI1 al 2074 se forma R-HOC, H,CO._H,
para apresurar la de;composi’c‘i’én, es bueno ana-’

Acido p-hidroxibenzoico;
dir unos pedazos de loza o mejor aun de Al (OH

Hd

FELECTROLISIS DI LA TIROSINA N HNO ,.—La tirosina, glicina
alanina y Acido glutamico fueron electrolizados baJo las mismas condicio-
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nes. A partir de la tirosina se obtuvieron Acido oxdlico v pequefias canti-
dades de sustancias fendlicas y resinosas, de la glicina dcido oxalico; y de
la alanina Acido oxAlico y H-CH =0 etc.

ACCION DEL ACIDO NITRICO SOBRE LA TIROSINA.—Cuando
la tirosina fué calentado con HNO.8N a 110° C., durante tres horas con
una pequena cantidad de fcido vanadico como catalizador, se obtuvo 31,4
de Acido picrico v 13.29¢ de acido 3.5 dinitro-4-hidroxibenzoico.

YODINACION DFE LA TIROSINA.—b5 g de tivosina y 10 g. de 1 Cl
en 40 ecm®. de olcohol calentados a 60° C. y anadiendo 80 cm. de agua en
tres porciones (tiempo total de calentamiento 30 minutos) produce 80.5%
del diyododerivado.

l.os efectos catalilices de

los buffers de fosfato, acetato, ete., dan di-
ferentes resultados cuando se

trata de la yodinacion de Ia tivosina. En el
buifer de fosfato, Ia relacion especifica es K, —= 1.0 X 10~ _(OH) - 1'30
(HPQ,) <+ 12 (FI*'7PP0O,). — En el buffev de acetato la relacion especifica

se encuentra que es proporcional a la relacion: (CH,COO-) /(H+). La
existeucia de un anion complejo CH,.C (OH) Q. es probablemente el agente
catalitico ¥ asi se ha postulado.

ACCION DE LOS RAYOS RONTGEN SORDRE LA TIROSINA.—

Cuando soluciones Acidas ligreramente diluidas de Reactivo de Nadi y ti-
rosina, bencidina, hidroquinona, etc., son irradiados con Rayos X en pre-
sencia de aire, sc decoloran gradualmente por la formacién de productos
de la oxidaciéon. Si la irradiacion es continua, larga y fuerte, los colores
llegan a ser luminosos. Se presume que el oxigeno se activa primero y el
hidrdégeno despudés. Que el hidrégeno es realmente activado se demuestra
por la prolongada irradiacion de una solucién de azul de metileno. Por
algiin tiempo no hay ningan cambio aparente pero después la solucion se
decolora vy muestra Tuerte disminucién del potencial reduccién

oxidacion.

DESCRIPCION DIZ LAS REACCIONES DE LA TIROSINA.—(3)

La tirosina presenta todas las reacciones generales de aminoacidos. Por
lo tanto puede producir csleres con los alcoholes, sales metdlicas, de las
cuales las mas importantes son las de fierro y las de cobre; aldehidos in-
ternos, clohidratos ete., por su grupo —NH,,, oximas etec.; también produce
las reacciones generales colorcadas y de precipitaciéon de todos los amino-
dcidos: Reaccion ninhidrina, y especialmente las de aminodcidos ciclicos
como la de Millon, la Xantoprotdéica y la de Hopkins-Cole (Acido glixili-
co), asi mismo, las disoluciones de triptofano precipitan con las sales de
metales pesados. Por su grupco NH, forma clorvhidratos, se une con el
HNOQO, liberando N.

IZs la tirvosina como todos los aminodcidos un electrolito anfétero de-
bido a la presencia conjunta de los grupos aminodcido y carbdxilo.

Pueden considerarse como reacciones mas o menos especificas de la
tirosina las siguicentes:

1 Reacciona con « nitroso 3 naftol disuelto en alcohol y acido ni-

trico concentrado para dar una coloracién pirpura oscuro. Hay que ca-
lentar a bafio Maria.
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2) Con solucién de sulfato de mercurio y solucién de nitrito de so-
dio se obtiene color rojo ladrillo.

3) Con nitrato de mercurio, la misma reaccién anterior.

4) Con reactivo que contiene HgSO,, HgCl,, Na.SO, y H,SO y agre-
gando ademas sal de NalN O, aparece una coloracion rojiza.

5) Con reactivo hecho de M,0,.2H,PO,.98H,0, Na,WO04.2H20 yv H,
PO, y agregando también solucién saturada de NaCOQO, aparece una colora-
cién azul verdosa, debida a 6xidos de molibdeno producidos por reduccién.

6) Con Bromato de sodio ¥y una solucién débil de tirosina se obtiene

una coloracién amarillenta.
7) Con solucién de m nitroso fenol y solucién buffer Sorensen se

obtiene una coloracién roja péalida.
8 A383065 g'otas de sol. alcohodlica al 339 de acetaldehido con 2 em?®.
de H.SO, se afiade 1 6 2 gotas de sol, de tirosina. Se produce un color rojo

aun a diluciiones de 1:10000.
de una solucién de formaldheido en

9) También puede usarse 1 cm?3,
de H_SO,. Cuando esta solucién se calienta a 50-60° C, con tirosi-

50 cm>3. S
na se produce un color café parduzco el cual gradualmente toma un tinte
rojizo. Hirviendo esto con dos veces su volumen de acético glacial, el co-
lor cambia a verde.

10) Con HC1 0.02N y Sol. al 1% de NaNO, se produce un calor ama-
rillo que cambia primero a rosa, luego a violeta y después a verde.

11) Con HCI concentrado y pequerias cantidades de clorato de pota-

sio da anaranjado rojizo.
12) TUna solucién de tirosina tratada con Sol. de Na NO, + HCl y

algo de naftol da color azul rojizo.

13) A una solucién de tirosina en H,SO, concentrado, preparada
con ayuda de calor, anniadir una poca de agua, neutralizar con carbonato de
calcio o Bario, filtrar y afiadir Cloruro férrico neutro. Se produce color
violeta debido a la existencia de un oxidrilo fenélico en la molécula de la

tirosina.
14) Tirosina tratada con NaNOQO, y HCI.-—EIl nitroso compuesto se
reduce con Zinc y de nuevo se trata con NaNO,. Una soluciéon diluida de

nitroso tirosina da un color amarillo con amoniaco.
15) El diazo compuesto formado da un color roio intenso con resor-
cina en sol. alecalina, este diazo comrpucsto tiene la féormula siguiente:
OH-CGH,,—CH._,-CI}-I-COOH '
N = N-OH

Tirosina produce con HNO, un color amarillo, por ser comp.

16)

fendlico. )
17) Con cloruro de sulfonil bencen diazonio — rojo.
18) Con cloruro de nitrobencendiazonio — violeta.

19) Tirosina disuelta en agua caliente, se le afiade una pequefiisima
cantidad de Quinona, se forma un color rojizo, el cual se puede camblar
a azul violado por la adicién de carbonato de sodio.
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INDICE DE DISOCIACION Y PUNTO ISOELECTRICO
DE LA TIROSINA

3

pPK’ v probable grupo pl
determinante

-COOH “l"'-bh NH,

5.7

| Tirosina 2.20 I 10.1 9.1

CONSTANTES DE DISOCIACION Y DATOS TERMODINAMICOS
DE LA TIROSINA A 25°

i

\ i | Presiones de disociacién a:
PKaipKis AH K8 AF IS AS, IS

| . 258° | 25° | 40°
| | i
mim 1 iyl min
1
Tirosina| 9.18!1.830 7110 | 2500 1546 | 3.30 11.30 20.00

! [ : | _ Presiones de disociacién a:
K oKips AH Kps AF, Kps ASKus 5o 559 10°
Tirosina [11.76(2.473 29090 3380 -1.31 2.55 3.25
H = aumento del contenido de calor.
F = Aumento de la energia libre.
S = Cambio de entropia.

Los valores de ,K’, v K’ fueron tomados de la tabla publicada por
Miyamoto, S. ¥y Schmidt, C.L.A., Biol. Chem., 90,165 (1931).

CALORES DE SOLUCION Y DENSIDAD DE CRISTAL DE
TIROSIMA RASEMICA Y OPTICAMENTE ACTIVA.

1 — tirosina 1.456 5950

d — tirosina 5950
d,1 — tirosina — 6110 .160
d,1 — diyodotirosina —_— 5830

1 — diyodotirosina —_— 7830 —2000
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PROPIEDADES OPTICAS DE LA TIROSINA

Moles de dcido o A DI
Pracedencin ¢ Solvente | p | o base/moles 1 l(o'c';p' @ D () |
i d(- aminoiteido i .
i | 1(- )V llvl()\llld .
I I
B ) 4.40’!1(*,1 6.3N 3.04 ’m 28 P2 120 -0.76 | -8.61_
B = preparado por rcsolucion de la forma sintética inactiva.
C = gramos de Soluto por 100 cm?®. de solucidn.
d = densidad de la solucién.
p = gramos de Soluto por 100 grms. de solucidn.
1 = Jongitud del tubo en decimetros.
() rotacion especifica en grados angulares calculados de
t [l x 100 = 100
fa] = en donde t = °C. y 1 = longitud de on-

A cx1l Pxdxl
da de la luz incidente en unidades Angstrom (a) D = (a) 5893.

METODOS DE OBTENCION DE LA TIROSINA

Ne 1.—A partir de la caseina.

Empleando pancreatina, carbonato de sodio, tolueno, fluoruro de sc-
dio, Benceno, amoniaco concentrado, carbén decolorante y
NaOH, la operaciéon tiene una duracién de 16 a 17 dias.

Se colocan 600 gramos de cascina coxnercial técenica en polvo, en un
frasco de 8 litros de capacidad; se agregan 3,200 ecm®. de agua de fuente
previamente calentada a 37° C. Se agita iuertmnente sc antaden 50 gra-
mos de carbonato sédico anhidyro ¥y 6 g. de Fluocruro SOdlCO, disueltos en un
litro de agua a 37°; luego una papilla hecha con 20 grs. de pancreatina
absoluta Merk en 100 ecm® de agua a la misma temperatura; se cubre el
liquido con una capa de tolueno (80 c¢m®). se aiaden 6 litros de agua a
37° C, se agita fuertemente vy se deja estar por cinco dias en bafio de agua
a la indicada temperatura y agitando una vez al dia. Al quinto dia casi
todo esta disuelto y una capa de tirosina aparece en la superficie; se aiia-
den aun otros 20 grs. de pancreatina emulsionados en 100 ¢cm®. de agua a
37° y se deja esta temperatura durante 12 dias mas, agitando cada dia.
Pasado ese plazo se deja una noche en el refrigerador y se filtra lo inso-
luble através de un gran embudo de Buchner con pajpel. La tirosina im-
pura asi obtenida se disucelve en HCI diluido, se decelora con carbon activo
v se filtra en tela y se extrae con benceno tres veces. IL.a solucion acuosa,
'icida, después de extraer con benceno, se hace hervir y se neutraliza con
amoniaco concentrado, se deja enfriar y se guarda en el refrigerador.

La tirosina sc separa cn largas agujas de brillo sedoso que se filtran
con vacio y se lavan dos o tres veces con poca cantidad de asua helada.
Para purificar se disuelve en 400 em?®. de agua con adicién de & gramos
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de NaOH en 25 cm® se sacude enérgicamente con 2 g. de carbén decolo-
rante, se filtra y se lava el carbom con 25 cm?®. de agua hirviente.

El liquido filtrado se hace hervir y se neutraliza a la ebullicién con
HCI1 concentrado (unos 15 em?®.) con lo cual comienza a cristalizar. Se
acidula con acético y se deja de nuevo que cristalice en el refrigerador du-
rante la noche.

.. I.a tirosina asi recristalizada se filtra ¢en vacio y se lava con agua has-

ta que los liquidos del filtrado no den reaccién de cloruro. Finalmente
se seca.

Ne 2.—Mdbtodo a partir de la seda-natural blanca (Desechos) @ y:
clorhidrico fumante, sosa, hielo y carbin decolorante.

Los desechos de seda pura se cortan en pequeiios pedazos, se colocan
dentro de un matraz de 1 lt, y con el HCl fumante se pone a reflujo du-
rante todo un dia (8 horas). La solucién resultante de color pardo se eva-
pora a seco en vacio con trompa de agua.

E1l residuo se disuelve en agua, se filtra y afora a un voluumen deter-
minado. —En una parte alicuota sc determina exactamente el contenido
de HCI1 de la solucién acuosa. Esta sc enfria con hielo, se agita mecani-
camente ¥y se le agrega la cantidad exacta de sosa calculada para neutrali-
zar el HCI en la totalidad de la solucién. Se produce un precipitado pardo
negruzco que se filtra con vacio después de haber estado una hora entre
hielo. El precipitado se disuelve en la cantidad necesaria de agua hirvien-
do, se agregan 10 grms. de carbén decolorante y se mantiene a la ebulli-
cién durante 10-5 minutos. Se filtra debiendo pasar un liquido transpa-
rente. Si no, se repite la operacion de decolorar. Por enfriamiento en el
refrigerador a-5°C. durante la noche cristaliza la tirosina pura.

La hebra de seda, excreciéon del gusanc bombix mori esta formada
principalmente por un albumoide, (70%¢) la fibrina, que pertenece al
grupo de las esclero proteinas o proteinas de sostén. Esta proteina se halla
rodeada de por otro albumoide similar, la sericina (goma o cola de la seda)
en la proporcién de un 309%.

La fibroina exenta de sericina muestra una estructura cristalina al
andalisis mediante difraccién de rayos X. Al hervir con HC1 se hidroliza
la fribroina liberando los aminoacidos que la componen. La expresion fi-
broina como la de otros muchos albuminoides, no representa a una sola
sustancia perfectamente definida sino mas bien a un grupo de albumi-
noides, similares, pues la composicién de las fibroinas varia segian la pro-
cedencia, razas de gusanos, sistemas de cria, ete. No obstante se puede dar
una composiciéon media aproximada. Contenido medio en aminoicidos (95)
de la fibroina de la seda.

Glucocola A0.0%6 Tirosina 1096
Alanina 23.0 Lisina 1.0
Lencina 1.0 Histidina 1.0
Fenilalanina 1.0 Arginina 1.5

Como se ve, la fibroina es uno de los albuminoides mas ricos en tirosina
con la ventaja de que apenas contiene aminoicidos insolubles en el punto
neutro (Leucina y cistina). Por eso es que al neutralizar el producto de la
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hidrolisis, precipita tirosina casi pura acompafiada cuando mas por una
pequefia cantidad de L.eucina.

Ne° 3.—Obtenciéon a partir de productos del maiz.

Después de la cristalizacién y remocién del Acido glutiamico clorado
como se describe en la patente britanica Ne¢ 522, 365, la concentraciéon de
ioneés H de la solucién se ajusta a pH = 0.9 — 1.0 por la adicién de NaOH.
La temperatura y la densidad son controladas para obtener la precipita-
cién del erudo; algo de leucina impura, tirosina y otros aminoacidos per-
manecen en la solucién. &1 filtrado conteniendo todos los aminoacidos ob-
tenidos de la hidrdélisis del gluten de maiz excepto leucina y Acido gluta-
mico, se mezcla con NaOH hasta obtener un PH = 2.4.

La densidad y temperatura se regulan para cbtener la precipitacién
de la tirosina cruda, la cual se extrae por centrifugacion. Después se somete
a un procedimiento de purificacién.

N° 4.—Método basado en la reaccion entre diazo compuestos aromdticos
y compuestos del tipo de esteres acetilacéticos.

PMeOC6H, CH.C1 (parametoxi cloruro de bencilo) fué condensado
con ester diazo aceto acético para dar ester p-metoxifenilaceto acético
(76% ), b,157-8°, d,'7.2 = 1.1033, D'7.2 = 1.5077; su fenil hidrazona fué
obtenida en un producto de 75% aislada en dos formas: incolora y ama-
rilla. L.a reduccién de éste dié 56.0%9 de p-metoxifeni-alanina. Hirviendo
oste altimo con HI 4ié 909 de tirosina.

TRANSFORMACIONES QUE SUFRE LA TIROSINA EN LA
NATURALEZA. (12)

Los experimentos de Rose indican que la fenil alanina es un amino-
acido indispensable, en tanto que la tirosina no lo es. L.o que parece dedu-
cirse de tales experimentos es que, en ciertas condiciones la primera pue-
de transformarse en la segunda, pero no se produce el proceso inverso.

Administrando fenil-alanina marcada con deuterio, puede aislarse
de las proteinas hepéaticas, tirosina que contiene el isotopo.

Desde el punto de vista quimico, fenilalanina y tirosina son tan pa-
recidos que se ve uno tentado a tratarlas igual. En la rara enfermedad
conocida con el nombre de alcaptonuria, la orina se obscurece con el tiem-
po. Esto es debido a la oxidacién del adcido homogentisico:

,
= -1

]
wo ol l-CH;-cooH
o c. homogentisico

ac. 2 5 dioxi-Femil-acético
La administracién de tirosina o de fenil-alanina a una persona que
padezca alcaptonuria aumenta la cantidad de dcido homogentisico elimina-
do. Por eso se ha supuesto que esa substancia sea tal vez un compuesto “in-
termedio” formado durante la oxidacién de uno o ambos aminoacidos.
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Administrando tirosina a conejillos de Indias con dietas deficientes
en vitamina C, se produce eliminacion de Acido homogentisico y ac. oxi-
fenil piruvico. Puede evitarse esta eliminacién afiadiendo la mencionada
vitamina (Acido ascorbieo). Sin embargo, cuando se suministra a un al-
captontirico dicha vitamina, no parece tener cfecto sobre la eliminacién
de acido homogentisico.

Lewis ha conseguido aislar acido homogentisico en la orina de ratas
que habian recibido fenilalanina durante un considerable periodo de tiem-
po, con frecucncia por espacio de tres o cuatro semanas.

En experimentos de perfusion hepatica, tanto la terosina (1) como
la fenilalanina (2) producen dcido aceto-acético; por lo tanto se cree que
gsté(zc)ompuesto retracarbonado se forma durante la oxidacién de (1) o

c .

Ademas los Acidos para hidrdxi fenil pirtvico y homogentisico pro-
ducen también dcido acético en el higado. Asi pues, las etapas posibles en
la desintegracion de la tirvosina pueden ser las cigulientes:
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Tirosina Fenil pirtvico homogentisico ac. acetil acético.

Desde luego en el anterior esquema faltan muchos eslabones. Por ejem-
plo, precisaria una explicacién mas completa, la transformacién del acido
p. oxifenil pirtvico en homogentisico; tampoco esta claro como se rompe
el anillo bencenico para producir acido acetoacético. Es indudable que no
podemos descartar la existencia de métodos alternantes en esta oxidacion.

Ya hemos sefialado que la fenilalanina (3) produce Acido acetoacéti-
co en el higado. Sin embargo, dicho acido (3) no se produce en el mencio-
nado 6rgano a partir del Acido fenilpirdvico; en cambio, 1o encontramos
cuando se ponen trozos de rifién en lugar de higado. Este parece indicar
dos distintas vias de oxidacién para la fenilalanina; por via del correspon-
diente acido pirtvico en el rindén y a través de la tirosina en el higado. El
trabajo de Medes sobre un caso unico de tirosinosis parece confirmar tam-
bién el segundo camino sefialado; al administrar fenilalanina, al enfermo,
se originé tirosina, asi como Acido p. oxifenilpiruvico.
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tirosina

.ac. p. oxifenil piravico

Diversos autores han descrito una anormalidad metabdlica en ciertos
enfermos mentales, anormalidad caracterizada por la eliminacién de Acido
fenilpirGvico. Se ha dado el nombre de oligofrenia fenilpirtivica (imbe-
cilidad) a este padecimiento, que parece estar relacionado con un trastorno
en el metabolismo de la fenil alanina. Vervis administré diversos amino-
Acidos (incluyendo tirosina) a unos de los enfermos, y sola la fenil alanina
aumento la expulsién de Acido fenilpiravico. En relaciéon con lo expuestio,
puede tener interés sefialaxr el hecho de que cuando se administra grandes
cantidades de fenilalanina a ratas con dieta pobre en vitamina B, se eli-
mina acido fenilpirtvico. Esto no sucede si se suministré también el men-
cionado factor vitaminico. El fosfato de vitamina B, es el cofermento
(co-carboxilasa) de la carboxilasa gue actia sobre los compuestos seme-
jantes al acido piravico, eliminando CO,. Por lo tanto, parece deducirse
que en este caso y en el de la enfermedad mental antes descrita, falta el
mecanismo que continua la desintegracion del Acido fenil pirtvico. El fer-
mento tirosinasa convierte la tirosina en melanina, pigmento negro par-
duzco que se encuentra en la piel y en ¢l pelo. Se desconoce el mecanismo
por el cual se lleva a cabo semejante transformacién. Segin Raper es po-
sible que se hidroxile el nicleo bencénico, cerrandose después el anillo, para
producir asi derivados del indol.
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Las férmulas de la tirosina, adrenalina y tiroxina indican que tal vez
la primera sea la substancia madre de las dos hormonas mencionadas. Se
han conseguido algunos testimonios sobre la conversién de la tirosina en
adrenalina. Utilizando trozos de tejido renal vivo y con un aporte limitado
de oxigeno, el aminoficido se descarboxila para formar tiramina (con ex-
ceso de oxigeno la tirosina se desamina). Parece que la conversién de ti-
ramina en adrenalina tiene lugar en los suprarrenales puesto que estos
son incapaces de producir la primera.

an = Qort @on‘m‘
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i

C'“ z M2 HC-OH
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coan N2 H n-ch >
tirosina tiramina adrenalina

Sin duda una de las transformaciones mas importantes que sufre este-
aminoAcido es la que antes ya se mencioné acerca de la formacién de las
melaninas y la primera teoria en orden cronolégico y de importancia, es
la que considera como cromogeno de las melaninas a la tirosina. Aunque
los pigmentos que ahora nos ocupan son mucho mais frecuentes en los ani-
males que en las plantas, los primeros hechos observados en apoyo de su
origen tirosinico arramcan de vegetales. Fué G. Bertrand, en sus estudios
de formacion de la laca, el primero que dilucidé el origen de esta materia
colorante negra, la cual se produce cuando se extiende sobre el objeto que
se desea barnizar o lacar, la crema espesa o latex que fluye casi incoloro
del Arbol de 1a laca. En este latex existe una substancia fenélica, el lacol,
1a cual se oxida y se obscurece en presencia de una diastasa alli existente,
la lacasa y con el concurso del oxigeno del aire y de un agente catalitico,
el manganeso. Posteriormente se vié gque muchos cuerpos de estructura
fendlica son capaces de oxidarse y polimerizarse, ennegreciéndose por la
aceion de esa misma lacasa y mas tarde se descubrié la existencia de una
oxidasa especial (una fenolasa como es la de la laca), que ejerce concreta-
mente su acciéon sobre la tirosina, que es un fenol, transformandola en
cuerpos primeramente rosados, luego rojos y pardos y, finalmente negros
(melaninas artificiales). La tirosinasa y la lacasa suelen presentarse con-
juntas en algunos vegetales y muy especialmente la primera se encuentra
muy difundida; el hongo Russula nigricans, la patata, el grano de trigo,
el salvado, el intestino y la hemolinfa del insecto de la harina (Tenebyo-
morlitor) son primeras materias ricas en tirosina.

Si se sumerge una hoia de la planta de la patata en una disolucién de
sal de quinina al 1 por 100, se observa al cabo de un cierto tiempo un fuer-
te ennegrecimiento de los nervios de la -hoja, debido a que el alcaloide des-
compone la estructura celular y libera la tirosinasa, la cual actda sobre
la tirosina de la planta, cosa analoga sucede cuando se corta el tubédrculo
o ciertos frutos como la manzana, etc. El fermento tirosinasa es una mez-
cla de tres fermentos solubles que ejercen sucesivamente si., acciones sobre
la tirosina: una descarboxilasa, que hace desnrender el grupo Acido al
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estado de CO,., una desaminasa que desglosa el grupo aminico en forma
de arr_xoniaco.y una genuina oxidasa que oxida el cuerpo producido por las
anteriores diastasas, transformandolas en un aldehido.

- CH g -CH-COOH CH2- CH g CHy -€ =OH
1 1 —_—
—
“o NH 3 o NHg O

, Esta dltima substancia puede ser el genuino cromégeno de las me-
aninas.

I£]l investigador ¢ue l'a defendido mas este origen tirosinico de las
melaninas, ha sido O. V. Furth: Sus observaciones han conducido a de-
mostrar la existencia de tirosinasa y tirosina en todos aquellos 6rganos
donde hay melaninas; ¥ sus experiencias, “in vitro’’, a probar el mecanis-
mo de formaciéon de dichos pimentos. La puesta en evidencia de este fer-
mento en extractos de tejidos y especialmente en la piel de distintos ani-
males, ha ofrecido mayores dificultades, las cuales se han solventado cuan-
do se ha tenido en cuenta los factores especiales que influyen en la accion
del citado fermento. Se ha probado el influjo de la alcalinidad del medio;
operandc con tirosinasa extraida del agarico se ha demostrado que la pre-
sencia de un 0.05% de NaOH es ya una alcalinidad muy fuerte para que
el fermento rinda el maximo de melanina cuando actuia sobre una diso-
lucién de tirosina.

Dejust ha econtrado para la tirosinasa del salvado que la alcalinidad
6ptima corresponde a un liquido N/100 de NaCH; para la de las setas,
Russulla, una inferior a N /200, y para la que procede de papas, una inter-
media; el 6ptimo de alcalinidades es por tanto distinto, segin la proceden-
cia de la tirosinasa, y esto se explica porque no se ha logrado descubrir
esta diastasa en muchos casos. También influye considerablemente la pro-
liferacién bacteriana (por microbios banales) que muchas veces coadyu-
van eficazmente a la produccion de melaninas. Meirowsky practicé una
experiencia que se ha hecho clasica ¥y que consistia en colocar un trozo
de piel humana en atmésfera humada y en estufa a 38° durante varios
dias, observandose un manifiesto ennegrecimiento (al cabo de 263 dias),
debido a la produccién de melaninas con los propios elementos conteni-
dos, en las células del tejido. La existencia de tirosinasasa en las forma-
ciones patolégicas (Melanosarcomas) no ha sido probada, pues la subs-
tancia extraida de ellas ennegrece diversas fenoles (adrenalina, dopa,
pirocatequina, etc.), pero no actia sobre la tirosina.

Para explicar la melanogénesis, a partir de este aminoacido, es pre-
ciso demostrar que existe alli donde se encuentran melaninas.

Algunos investigadores lo han conseguido; Gessard ha obtenido tiro-
sina cristalizada de las larvas de Fucilla coesar; Gortner un cromdégeno
casi seguramente tirosinico de las del insecto de la harina, y Verne un
compuesto aminoacido anilogo en los crustaceos decapodos.

La prueba mas concluyente (en cuanto se refiere a las melaninas
hermanas) la ha dado recientemente Schiemalfuss extrayendo, cristaliza-
da, 18 mgrs. de 1 tirosina de dos kgs. de piel de cadaveres de individuos
de raza negra; desengrasa el material con cloroformo y luego lo trata con
gran cantidad de agua, evaporando los liquidos, lavando el residuo con
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metanol y con éter, disolviéndole en agua hirviendo, filtrando y cristali-
zando entre hielo. Esta prueba era absolutamente necesario, porque la
tirosinasa, extraida de procedencias bien diversas, no conserva la espe-
cificidad propia de la mayoria de los fermentos solubles, ya que puede
actuar, para producir melaninas, sobre la tirosina o sobre otros cuerpos
de naturaleza fendlica diversa como hemos visto antes que sucede con la
tirosinasa existente en los sarcomas melanicos; la presencia de este fer-
mento no supone, por tanto, la de tirosina; tanto mas cuanto que la tiro-
sinasa ejerce accién melanogenética mucho méas intensa sobre la dioxi-
fenilalanina (dopa; que sobre la propia tirosina).

Fiith reconoce que todavia nos es completamente desconocido el proceso
quimico mediante el cual se transforma la tirosina en melanina; supone
que la primera fase debe ser una descarboxilacién del aminoacido, y la
segunda una desanimacién para llegar al compuesto CH-C,H,-CH_.-COOH,
que ya mencionamos antes. La tercera etapa debe ser una ciclisacién del
correspondiente aldehido con pérdida de hidrégeno, y la cuarta y final una
condensacion del producto ciclico que, de este modo, se cambia en melani-
na. En cambio, Raper y Wormall creen que no tiene lugar una desamina-
cién previa de la tirosina, sino que la tirosinasa verosimilmente la transfor-
ma en una amino-ortoquinona, de coloracién roja, como vimos antes.

Corroborando la hipétesis que exponemos, estin las nuemorosas ex-
periencias de formacién artificial de melaninas haciendo actuar el oxige-
no (con o sin el concurso de la tirosinasa) sobre compuestos fendlicos di-
versos; si éstos no son nitrogenados (pirocatequina, hidroquinona, etc.)
el producto de la oxidacién (con persulfato potasico, por ejemplo) es ne-
gro y de propiedades anilogas a las de las melaninas genuinas; se los lla-
ma Acidos himicos y se producen también por la acecién del calor sobre
mezclas de azticares y aminoicidos (Maillard) o sobre mezclas de albu-
minoides o de aminoacidos con aldehidos o con Acidos minerales (Gortner
.y otros).

Pero volviendo al posible origen tirosinico de las melaninas, podemos
todavia comparar la composicién cuantitativa de aquel aminoacidos y de
estos pigmentos como lo hace Heinlein:

N C H (0]
Melamina natural

1 7-7,5 7,5-8 2,6-2,8
Tirosina 1 9 11 3

Para deducir que la tirosina puede ser la materia prima de ldas melani-
nas, en las cuales se transforma por pérdida de dos Atomos de hidrégeno
v oxidacién subsiguiente. Claro es que la tirosina proviene del desdobla-
miento de moléculas albuminoideas (posiblemente por autolisis), y cuyos
restos acompafian siempre a las melaninas naturales.

A través de los hechos expuestos anteriormente ha podido observarse
‘que no son frecuentes los casos en que se ha demostrado la existencia con-
junta de tirosina, tirosinasa y melanina. La mayor parte de las veces fal-
ta el fermento o el aminoicido. Esto hizo pensar en que la melanogénesis
pudiera desarrollarse a partir de otras substancias, aunque por proceso
analogo al expuesto anteriormente. .

Fué Bloch el investigador que mis ha trabajado por demostrar que las
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n}elaninas se producen en la naturaleza a partir.de un cuerpo muy pare-
cido a la tirosina y a la adrenalina, que es la dioxifenilanina, llamado dopa
por abreviatura (tomando las letras subrayadas de la palabra alemana o in-

glesa: dlo XTI p HE, nil; la, nin) y con ¢l concurso de una diastasa especial
denominada, por ello, dopadiastasa:

con
HO o HC con HO cOn
HoO H HC cH Ho <
('-(H7-fH-CQDN C- CH 5~ CH-CODH C- Clrort
;ln1 rl‘nz CHaz-NH-CH3
Tirosina Dopa Adrenalina

. Bloch y sus numerosos colaboradores (Ducrey, Schaf, Albl) apoyan su
opinién con los hechos siguientes:

La dopa existe en los gérmenes y episperno del haba comestible, en los
tegumentos de las alas de las Melolonthas. Pero no se ha probado su exis-
tencia en los tejidos de vertebrados a pesar de las insistencias investiga-
ciones de K. Sata y W. Brecher. Es indudable que la naturaleza difendlica
de la dopa la hace mucho mas facilmente oxidable que lo es la tirosina, y
el simple contacto con ¢l aire determina ya su coloracior y tendencia al
ennegrecimiento; cuanto mas con el auxilio de oxidasas, incluso de la pro-
pia tirosinasa que actda sobre la dopa con mdas facilidad cue sobre la mis-
ma tirosina. Realmente, los trabajos de Bloch se han dirigido especial-
mente a demostrar la existencia en tejidos de diversas procedencias de un
fermento especial que, precisamente, actiia sobre la dopa y que por eso se
denomina dopa-diastasa o dopa-oxidasa.

El estudio bioquimico mas detallado que ha podido hacerse de los su-
puestos fermentos melanogenéticos (tirosinasa y dopaxiodasa) se debe a
Raper y a sus colaboradores. Demuestran en primer lugar (y contraria-
mente a lo sostenido por Bach, Fiith y otros investigadores) cque la accion
de la tirosinasa sobre la tirosina no determina separacion alguna de
amoniaco de este aminodacido, y, por lo tanto, el proceso de desaminacién
que consignabamos antes no tiene lugar; la melanina producida tiene,
incluso, mas nitrégeno que la tirosina generadora (Raper y Wormall).
Con esto se niega también el supuesto de Schiemalfuss de que el acido 3.4
dioxifenilacético sea primera materia nara formar melanina: ha logrado
extraer dicho cuerpo en cantidad de 35 ers., tratando 19.000 litros del
insecto de la harina (Tenebrior molitor) (desengrasados previamente con
éter de petrdéleo) con metanol. Pero esto no sucede en presencia de un
simple monocfenol (fenol), v, cresel, ctc.), porque entonces la primera
accién de la tirosinasa es oxidante y transforma a dicho monofenol en
orthodifenol primeramente y luegzo en orthoquinona y adn en productos
todavia madis oxigenados, los cuales actiian despudés sobre la tirosina, lle-
gando a desaminarla. No es posible tampoco admitir como cuerpos inter-
medios entre tivosina y melanina, ni el aldehido CH-C H,-CH,-C-H, ni el
alguna la tirosinasa para transformarlos en pigmentos negros. El primer
cuerpo que se forma en la accidén de tirosinasa o de dopasa indistintamente
Acido CH-C H,-CH_.-COCOOH, como supone Bach, ni el alcohol OH-
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C.H,-CH,-CH_,CH, como cree Gortner, porque sobre ellos no ejerce accién
sobre tirosina o sobre dioxifenilalanina, es de color rojo y se origina por
un proceso de oxidacidon diastasica; esta substancia roja se decolora espon-
taneamente sin el concurso de diastasas ni de oxigeno, y el cuerpo inco-
loro asi producido se oxida al aire, pero sin fermentos para originar me-
laninas. Operando con dopa el color rojo se alecanza con mucha mayor
rapidez que con tirosina. Como es l6gieco, se ha pretendido aislar y conocer
la estructura quimica de esos compuestos y ha podido aprcciarse que en
el producto incoloro existen tres substancias (lo mismo si se parte de ti-
rosina que de dioxifenilalanina), dopa, dioxinidol y dcido dioxindol car-
bénico, las cuales han podido separarse y caracterizarse. LKl producto r»ojo
no se conoce con seguridad, pero se crece fundadamente que es una quinona
derivada de este tltimo #Acido citado. La serie de reacciones, que segin
Raper, tiene lugar en la melanogénesis, los consignamos antes.
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CAPITULO 11

ESTUDIO GENERAL Y RESEN’A BREVE DE LOS
METODOS DE CUANTEO

Clasificacién de los métodos, descripeién y estudio

de los principales, y Comentarios.
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Existe hasta ahora una buena cantidad de métodos, para el cuantéo
de la tirosina, y no se puede decir gque existe uno 6 algunos queden resul-
tados enteramente satisfactorios debido a los reactivos complicados, o al
proceso que algunas veces es sumamente tardado. Sin embargo, los que
se usan mas, y de los que se han hecho algunas modificaciones, son: El
método de FOLIN, y cl que se¢ basa en la reaccién de Millon, ¥y que se han
tomados como midis seguros, y como base para el desarrollo de todos los

demas.
A continuacién damos a una recopilacién de todos los métodos, para

después analizarlos y comentarlos:

1) METODOS DASADOS EN EIL. EMPLEO DEL SULFATO DE
MERCURIO COMO REACTIVO.

a) Método de Folin.

) Método de Felin y ILooney

) Modificacion de Folin y Ciocalteu

) Método de Folin con Hidrolisis dcida.

) Modificacion del método Millon-Lugg por Block y Bolling.

) Adaptacién de Block y Bolling (al médétodo de Millon).

) Métode de Weiss (modif. al método de Nasse-Millon).

) Método de Lugg (modif. al método de Nasse-DMillon).

Meétodo de Suwerkalow (modif. al método de Nasse-Millon).
Método de Arnow (modif. al método de Nasse-Millon).

Método de Suwerkalow empleando ademids CH,-COOH y NaNOQO,.
Modificacion de Anow (al método de Folin con hidrélisis acida).
METODOS QUE SE BASAN EN EL, EMPLEO DE NaBro,.
Método de Millar: Modificacion de Plimmer y Eaves.
Modificacién de Bonicatti.

METODOS QUE EMPILIEAN COMO REACTIVO EL HgNO,,
al 10%.

Método de Nasse Millon.

METODOS CON SULFATO DE QUININA Y REACTIVO DE
MILILON.

Método de Fiirth y Fischer.

METODOS CON REATIVO FENOILICO.

* Método Fosfotungstico-fosfomolibdico de Folin y Denis.

Método de Folin y Looney empleando también H_SO,.

CON NITROSO FENOL.

Método Xantoprotéico de Tillman, Hirsch y Stoppel.

7) Método con « mitroso 3 naftol 8 adaptacion de los métodos de

Marenzi y Lugg.
METODO DE FOLIN CON HIDROLISIS ALCALINA (1)

A N N NN

PATBUR AP WTD N F

Hidrdélisis: 100 mg. de proteina se colocan en un tubo de ensaye con
2 ecm?®. de NaOH, 5 N., 6 el equivalente de Ba (OH) 2 al 109, junto con
5 gotas de alcohol caprilico. Se inserta un pequeifio tubo de ensaye en el
cuello del tubo grande, para que sirva de condensador. La hidrélisis se
lleva a cabo en un bano de aceite a una temperatura de 115-125° C., du-
rante 18 a 20 horas. Al finalizar este tiempo, los tubos se lavan con un
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poco de agua, y se agrega a la soulcién, 8 em?®. de sulfiirico 7 N., (estando
la solucién caliente) al mismo tiempo se agita con una varilla. Esto es
escencial para que el silice se obtenga como precipitado y no en estado
coloidal. Después de que se ha enfriado el hidrolizado, se transfiere a un
matraz aforado de 25 c¢m®, con tapdn, repitiendo los lavados con pe-
quenas cantidades de agua. La adiciéon de unos cuantos pedazos de vi-
drio ayuda a la rotura del precipitado gelatinoso de silice. IL.a solucion se
diluye al voluimen, y se le ailaden 0.2 gr. de Kaolin. Se agita fuertemente
1a suspension, y se filtra por un papel de 12.5 ecm. (Whatman). El embu-
cdo debe cubrirse con un vidrio de reloj para prevenir evaporaciones.

DETEERMINACION

10 em®. del filtrado se transfieren a un tubo cénico de centrifugacion
de 15 cm?*, v se le agregan 2 em® de HgSO, al 1594 en sulfirico 6 N

El HgSO, en solucion se debe afiadir gota a gota, v a una distancia no
menor de 3 me. Se deja que la solucién permanezea a la temperatura
ambiente durante 3 horas, ¥y el precipitado se centrifuga a baja velocidad
durante 5 minutos.

1 filtrado se pone en un matraz aforado de 50 cm?® y el labio del
tubo de centrifugacion se lava con un ecm® de H.SO, 0.1 N. El precipitado
se rompe con una varilla de vidrio y se afiaden 5 em® de HgSO, al 5%,
en solucidén con sulfirico 2 N. La suspension se agita fuertemente, ¥y la
varilla se lava con 1 em® de 1a misa solucion. El precipitado se centrifuga,
v el filtrado se agrega a la soluciéon princeipal, lavando nuevamente el la-
bio del tubo de centrifugar con 1 em® de sulfarico 0.1 N. EIl precipitado se
lava finalmente, de la manera descrita anteriormente, con 5 cm® de Sul-
farico 0.1 N., vy la wvarilla se lava igualmente en 1 ¢cm® del mismo acido.
Después de la centrifugacion, el liquido que sobrenada se agrega a la so-
lucién principal.

o1 precipitado de HgSO, contiene el triptofano.

Preparacién del Standard.

A otro frasco volimetrico de 50 em?®, se agrega la siguiente solucidn:
2 em? de solucidén conoecida de tirosina, 8 em® de agua, 2 cm® de HgSO, al
15%, como reactivo, 6 em® de solucién de HgSO, al 1.5%, y 7 cm® de
sulfarico 0.1 N.

Al contenido de cada frasco se le agrega 3 em® de H, SO, 7 N., y
después de mezclar bien cada frasco, se colocan enbafio maria hirviente,
durante 5-10 minutos. Se enfrian, yv a cada frasco se le agrega 0.5 cm?®
de una solucién al 266 de NaNo,. Las soluciones se mezclan y después de 2
minutos se diluyen a volimen con agua. Tomar la lectura en el fotocolo-
rimetro, usando un filtro 5-50 contra agua. Filtrar si es necesario antes
de tomar lecturas.

CaAalculos.
Si el Standard se coloca a 20 mm.

100
Tirosina =

Jecturas de la muestra desconocida.



METODO DE WEISS (2).—Empléa como reactivo, el HgSO, al
109 en sulfurico al 5%, solucién standard de tirosina al 0.1%, en NaOH
al 59, ¥y el proceso puede resumirse asi:

Problema mas reactivo mas NolNO, produccién de color rojo ladri-
1lo. Por otra parte, solucién de Tirosina Standard al 0.0029 mas recac-
tivo y mas NaNQO.,— color. L.a comparaciéon de color se hace a simple
vista igualando las coloraciones por dilucion.

Método de Lugg.—ILugg empléa tres reactivos hechos a base de
HegSO,: el “A’’, el “B” y el “C”. El “A”, conticne HgSO,, HgCl., Na,SO,,
agua y H_SO,, el “B” se prepara diluyendo el “A” y el “C” contiene
HgS0O,, HgCI,, agua sulfurica. Ademas empléa para la obtencién del
color, una soluciéon Molar de NalNQO,. Este método es sumamente tardado,
pues en una de sus etapas requiere que la solucion Standard de tirosina se
guarde dwranic varios meses ademas de que en si, el proceso es de los
mis embarazosos debido a las precauciones extremas que se recomiendan,
y lo tardado de su desarrollo.

EL METODO DIX ARNOW es similar a los anteriores.

LA MODIFICACION DE FOLLIN Y CIOCAI.LTEU (3) empléa un
reactivo de Sulfato mercurico al 15%:, ¢en Sufurico 6 N., otro también de
Sufato mercurico al 1.5¢z en sulfarico 2 N., ¥y un reactivo fendlico para
la determinaciéon del triptofano en hidrolizados.

Después de la Hidrlisis de las proteinas se precita el triptofano con
el HgSO,, se centrifuga y filtra para determinar en el ligquido la tirosina.

Solucion Standard: Itn un segundo matraz de 100 em® se colocan 5
cm?® de la solucion conocida de tirosina, mas 4 em?® de Hgso, al 15%, mas
12 em?® de HgSO, al 1.5%, mas 7 ¢em® de H.,.SO, 0.1 N.

Formacion del color. A problema y tipo, se les afiade 6 ecm?® de H_ SO,
7 N., calentando a bafio maria durante 15 minutos, se enfria a tempera-
tura ambiente y se agrega agitando 1 cm?® de solucién de NaNO, al 29,
se diluye aa la marca. L.a comparacién del color, se debe hacer sin dila-
cion indebida, leyendo siempre primero el Standard para igualar el cero.

Calculos: Si el Standard se deja a 20 mm. y el hidrolizado contiene
1% de proteinas, se obtiene el porcentaje de tirosina de la férmula si-
guiente:

20 x 1.25 x 5
P = = en la que R es la lectura.

Este método, como casi todos, sirve también para determinar tripto-
fano, ya que casi siempre van acompafniados y para la formacion del color
de éste se usa un reactivo cuya elaboraciéon es sumamente engorrosa. La
tirosina da resultados un poco bajos, pero que se pueden considerar den-
tro de lo aceptable.

EL METODO DE FOLLIN ¥ LOONEY (4), con colorimetro, em-
plea el reactivo de Hopkins y Cole (HgSO, al 10%, en H.SO, al 5%) y el
reactivo fendlico que se prepara como sigue: Se hierve una solucién de
15 gr. de MoO, y 10 gr. de NaOH en 200 cm?® de agua, mientras no de
olor muy fuerte a amoniaco. Se agregan 100 gr. de Na,WO,. 2H.O,
50 cm?®. de H, PO, al 859, 100 em*. de HCI y el resto para hacer 800 cm®.
de agua. Se pone a reflujo durante 10 horas, se agregan unas cuantas gotas
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de Bromo para decolorar, y se hierve sin condensador para remover el ex-
ceso de Bromo, se enfria, filtra y diluye a un litro.

SOLUCION STANDARD DE TIROSINA EN H.SO, AL 5%:
1 em®. = 1 mgr.

Una vez efectuada la hidrodlisis de la proteina, se procede a separar
la tirosina del triptéfano, colocando en un tubo de centrifugar de 10 cm?,
una parte alicuota. Se agregan 2 cm®. de reactivo de Hopkins y Cole, se
diluye a la marca con acido sulfGrico al 5 ¢, se centrifuga y decanta el
liquido.

Formacion del color: Se transfieren 5 cm?® en un frasco volumétyico
de 100, y en otro frasco igual, 1 cm?®. de solucion Standard de Tirosina
{con 1 mgr, de tirosina). A éste segundo frasco se le agrega también
1 c¢cm*. de reactivo de Hopking y Cole, y 3 cm®. de H,.SO,, al 5% . A cada
frasco se agrega 30 ¢m’. agua, 20 cm®. de solucion saturada de Carbonato
de Sodio, ¥y agitando, 41 ecm”. de solucién de WNaCl al 59. Después, 2 cmd.
de reactivo fendlico, ¥y se mezcla.

Comparacion del Color.—Después de dejar reposar por 20-30 minu-
tos, se hace la comparacion de la manera usual, colocando el Standard a
20 mm.

Calculos: Los mgtr. de tirvosina contenidos en el alicuota de hidroli-

20 x 2

zado, se deducen de la férmula: M = (R es la lectura del

R
problema).

El método de Folin con hidrélisis Acida es exactamente igual al que
se sigue, cuando la hidrdélisis es alealina, y Arnow (5) ha hecho una mo-
dificacién que se basa, como todos los demas métodos de este grupo, en la
formacidén de un color rosado rojizo, producido empleando sulfato de mevr-
curio y nitrito de sodio. Las modificaciones que se hacen, carecen de im-

portancia, pues solamente se varia dentro de pequeiios limites, el tiempo
v las cantidades.

DE LOS METODOS QUE EMPLEAN COMO REACTIVO EL NaBrO,

Solamente se pueden contar el método de Millar, ¥y la modificacién a
¢ste que hacen Plimmer y Eaves, asi como la de Bonicatti.

METODO DE MILLAR (8)

En el método original de Millar, la titulacién se lleva a cabo con una
soluciéon de bromato dc sodio de una concentraciéon. 2 M., el cual es dema-
siado fuerte para obtcner lecturas exactas cuando el contenido de tirosina
es bajo: A concentraciones de 0.01 a 0.04 gamas por cm?3, las lecturas co-
rrespondientes no se pueden tomar como seguras absolutamente.

Plimmer y Eaves, (5) por investigaciones posteriores en la Universi-
dad de Sheffield, rectificaron el defecto del método de Millar sin reducir
la cantidad de bromato, pero usando una solucién 10 veces mAas débil
(0.02 N. igual con 0.033 M.), vy efectuando la operacién en frasco cerrado.
Ahora, con las ventajas de las microburetas, no es necesaria la reduccidén
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de la concentracién de la solucién Standard, pues con el empleo de dichas
buretas, se asegura la exactitud.

Reactivo: Solucion Standard de bromato de Sodio 0.02 N. igual con
0.038 M. Se disuelven 5.038 gr. de NaBrO,, en agua, diluyendo a un litro.

Procedimiento: Il hidrolizado conteniendo la tirosina en frasco ce-
rrado, se disuelve en HCI, agregando de 10 a 15 e¢m?®. de bromuro de pota-
sio al 209, y se deja reposar de 10 a 15 minutos en frasco cerrado.

Se titula con solucién de bromato de sodio 0.02 N. hasta color ama-
rillo persistente. Si la solucién, antes de la titulacién esta coloreada como
si fuera ¢l punto final, oscuro, se usa soclucién de almidén v Yoduro de Po-
tasio como indicadoy, ¥y se titula con solucion 0.02 N. de Tiosuifato.

CAlculos: Teoricamente. 1.765 gr. de Bromuro. corresponden a 0.5558
gr. de bromato de sodio, que son los que se requieren para un giv. de ti-
rosina. Dos tercios de una Mole de bromato de sodio se requieren para
reacionar con un Mole, de tirosina, por lo tanto, 1 em® 0.03334 M. de bro-
mato de sodio es equivalente a 181.09/1000 x 0.3334 x 24 = 0.00424 gr.
de tirosina.

IEn el segundo grupo de métodos incluimos la modificacién de Boni-
catti al método anterior, y que os brevemente como sigue: (7)

Se afade a la solucién que contiene tirosina, HC1 hasta reaceiéon acida.
mas 5 em®. de solucion de NaRr al 209, v solucién de bromato de sodio
0.1 N, hasta que la solucién sea amarilla. Decspués de dos horas se agrega
un exceso de K1 y se titula el Todo puesto en libertad con solucién de Tiso-
sulfato. EIl triptéfano y Ia fenil glicina interfieren.

En el primer grupo de mdétodos, o sea los que emplean sulfato merei-
rico, hemos creido, quc el msis importante es el de TFolin, ya gue de él se
han hecho variaciones quc incluyen los nombres de muchos investigado-
res, ¥y sin embargo, su forma original no se ha olvidado y se emplea fre-
cuentemente.

De los métodos que emplean el HgNO,, se pucde seiialar el de Nasse
Millar. (8)

En el método original se emplea como reactivo una solucién de nitra-
to de mercurio al 109, y unas gotas de nitrito de sodio al 5% . Después
de la adicién de los reactivos al problema, 1a mezcla sc calienta en bafio
de agua para obtener la coloracion rojiza que se 1ée después de diez minu-
tos en el fotocolorimetro. Los calculos se hacen comparando con un Stan-
dard conocido.

En los métodos que se usa el sulfato de quinina como reactivo, tene-
mos el de Fiirth y Fischer (9), que ademas emplean el reactivo de Millar,
y recientemente Filirth y Fleishman adaptaron al mdétodo la adicién de
Bromo. Se emplea como aparato colorimetro el de Duboscq.

15 El sulfato de quinina reactivo se emplea en solucién al 5% en H.SO,
a Co.-

Reactivo de Millar: Se disuelve una parte de Hg metilico en dos par-
tes de Acido nitrico fumante, diluyendo con dos veces su volumen de agua.

Solucién Standard de tirosina al 0.19- en sulfurico al 5%%.

PROCEDIMIENTO: Se diluye el hidrolizado a un volumen de 50
em?, ¥ se colocan 20 cm?®. (= 1 gr. de la proteina) en un cilindro gradua-
do. Se agrega una solucién de dcido fosfotiangstico al 209 (20 a 40 cm?3.)
y se forma un precipitado, pobre, que se deja reposar durante un dia para
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que se asiente. Cuidadosamente se apunta el volumen y se filtra a través
de un pequeiio filtro de papel plegado en un cilindro graduado anotando
riuevamente el volumen. Si se requirieron menos de 30 cm?®. de acido fos-
fotingstico, se lleva hasta la mareca en un frasco volumétrico de 50 cm?,
se filtra a través de filtro seco y se quitan 40 cm?. del filtrado.

Precipitacién de la quinina. Al filtrado fosfottGingstico se afiade sul-
fato de quinina reactivo mientras no se forme un precpitado fuerte, evi-
tar exceso de volumen, medir este y filtrar a través de papel seco plegado
€n un cilindro graduado. Nuevamente se anota el volumen. Se agrega so-
lucién al 30% de NaOH suficiente para precipitar la quinina, medir el vo-
Iumen y filtrar con papel seco, se anota el volumen, se anade H_,SO, al
50% hasta que dé Acido al papel tornasol ¥y se anota el volumen final. Se
debe tener cuidado de tomar bien las medidas y de llevar un record escrito
cde los muchos volimenes, esto es necesario para la exactitud.

Formacion del color.—A 10 em?® de filtrado y 10 cm?®. de solucién
standard de tirosina que tenga aproximadamente el mismo contenido de
tirosina anadir 2 cm®* de reactivo de Millar, dejar reposar a la tempera-
tura ambiente durante 45 minutos.

Si se tratan muchas diluciones de la solucién standard, poniendo des-
de 0.03 hasta 0.10% de tirosina, se compara con el problema el que ten-
ga color mas parecido.

Comparacion de color.—Filtrar si es necesario y comparar los colo-
res en el colorimetro de Duboscqg. Es necesario que tanto el problema co-
mo el tipo esté en claros.

Entre los métodos que usan el reactivo fendélico podemos citar el de
Folin y Denis (10) que se denomina ‘“método fosfotiungstico-fosfomolib-
dico”’.

De este método se obtuvieron numerosos resultados en la escuela mé-
dica de Harvard incluyendo los de Johnes y Jones, Thomas y otros han
demostrado que el color de la reaccién no es especifico y los resultados son
demasiado altos. Se emplea el colorimetro de Duboscq.

Reactivo.—Se emplea el reactivo fendlico de Folin y Denis preparado
de la manera siguiente: se ponen a reflujo 20 gr. de 20 MoO,.2H PO,
48H.0, 100 gr. de Na2WO,.2H.O y 50 cm? de H,PO, al 85% con 750 cm,
de agua durante dos horas, enfriar y diluir a un litro. Se usa solucién
standard de tirosina al 0.02% en HCl O. N; 1 ecm?® igual a un miligramo
de tirosina.

Procedimiento.—La hidrélisis se lleva a cabo poniendo a reflujo 1 gr.
de la proteina, con 25 em?3. de HCIl al 25% en un frasco de 500 ecm3. du-
rante 12 Hs. enfriar, transferir el hidrolizado en un frasco volumétrico
de 100 cm?, diluir hasta la marca y en otro frasco volumétrico de 100 po-
ner 2 cms?,

Formaciéon de color.—Se afiade a la licuota 5 em?®. de reactivo fenélico
de Folin y Denis ¥y después de 5 minutos se afiade 24 em®. de solucién sa-
lucién saturada de carbonato de sodio, diluir hasta la marca.

Comparacién del color.—Después de 10 minutos se comparan el pro-
blema y el standard en el colorimetro de Duboscqg colocando el tipo a
20 mms.

Método con nitroso fenol.—Existe el de Tillman (11), Hisch y Stoppel
v que suele denominarse método Xanto protéico. El color amarillo pro-
ducido por el HNO, sobre ciertas proteinas se debe a la presencia de uno
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o0 mas aminoacidos que contienen el anillo bencénico: 2 tirosina, 1 tripté-
Tfano y 3 fenil aldnlna, la sensibilidad de la reaccién es en el orden de los
nimeros 1, 2, 8. En él método ideado por Tillman en la universidad de
Frankfurt, las condiciones son reguladas para prevenir la intervencion
triptéfano. La hidrdélisis se omite supuesto que el calentamiento con HNO,
0.1 N. durante dos horas sc hace con ese propdsito.

I.a manipulacion es simple, haciendo lecturas del colorimetro a altas
¥y bajas concentraciones de iones hidrégeno y los caleculos no se dificultan
si se siguen los pasos con detalle.

Reactivos: Solucion standard de un nitroso fenol. Disolver 50 mgr.
en 500 cm®. de NaOH 0.1 N. Para resultados pricticos el valor del colox
de esta solucidn, es equivalente a una solucién standard alcalina que con-
tenga 2.5 mgr, de tirosina por 500 cm?. después de la nitracion.

Solucién buffer: Sorensen.

Proceso de nitracién: Se pesa en un erlenmeyer un gramo de pro-
teina o una cantidad de matcria protéica o bien una mezcla de aminoaci-
do conteniendo tirosina y triptéfano (unos 25 mgr.) se agregan 400 cm?®.
de HNO, 0.1 N, para cbtener alguna forma de condensacién y calentar 2
horas a bafio maria. Se enfria, se neutraliza con NaOH empleando papel
tornasol, se pasa a un frasco volumétrico de 500 cm®*. y se diluye hasta
la marca.

Comparacion del color.—Procurando ajustar pH a 1.8.—Se separa con
una pipeta en un tubo colorimétrico un alicuota de 20 em?®. de la solucidn,
se agregan 20 cm?. de agua y 10 ecm?®. de HC! 0.1 N. Esta mezcla tiene un
Ph. de 1.8, como se muestra en la tabla. Se compara con 50 em®*. de solu-
cién Standard de M Nitro fenol, diluido a un décimo de la concentracidn,
conteniendo 0.5 mgr. de materia colorante y se apunta la concentzacmn
del color en términos de miligramos de tinte como S’.

Comparacién del color a un Ph 11.5.—Separar en otro tubo colori-
métrico 5 ¢m?. de la solucidén, agregar 1.65 ecm?. de soluciéon de Na OH 0.1 N
(Tabla) y comparar con 38 cm®. de la soluciéon Standard diluido a 14 de
concentracién conteniendo 0.95 mgr. de M Nitro fenol.—Apuntar Ia con-
centracion en términos de tinte en mgr. S”.

Calculos: Dejando que A’ y B’ representen los valores de color de ti-
rosina y A” y B” los valores de color del tripté6fano a pH igual 2 1.8 y 11.5,
respectivamente, también que X y Y representen los miligramos de tirosi-
na y triptéfano en el problema, entonces:

A'x + BY = S’
y A”x + B”’Y = S”

Supuesto que A’ B’, A” y B” pueden ser derivados de la tabla, so-

Ilamente permanecen para resolver la ecuacién, para X y

P VALOR DEL COLOR pH VALOR DEL COLOR
TIROSINA TRIPTOFANO. TIROSINA TRIPTOFANO

1.8 0.10 0.40 7.0 2.5 0.85

2.1 0.20 0.41 8.4 4.2 0.95

2.5 0.8356 0.43 9.5 6.2 1.10

3.2 0.50 0.50 10.0 6.5 1.20

4.0 0.63 0.60 11.5 7.0 1.23

5.0 0.88 0.64 12.9 7.4 1.80

6.0 1.50 0.70
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NOTA : Intensidad de color comparado con un miligramo de tirosina.

Se ha probado que el margen entre los valores del pH, es suficiente-
mente ancho, las soluciones deben ser ajustadas a otros valores de pH que
1.8 ¥y 11.5 de acuerdo con las siguientes direcciones y los correspondientes
valores de color derivados de la tabla.

Para pH igual a 1.8, 2.1 y 2.5 se afiade HCI 0.02, 0.01 y 0.002 N, res-
pectivamente. Para pH entre 3.2 y 10.0, se agrega solucién Buffer Sé-
rensen. Para pH 11.5, 11.7 ¥ 11.9, se anade, respectivamente, 3.3, 5.3 y
3.5 em® de solucion de NaOH O.N por 100 cm®* de volumen total, y para
pH 12.7 y 12.9 se agrega, respectivamente 5.3 y 8.5 ecm?® de solucién de
NaOH O.N por 10 em?® de volumen total.

METODO COLORIMETRICO DEIL a NITROSO g NAFTOL PARA
TIROSINA Y TIRAMINA DIE GERNGROSS, VOSS v HERFERLD :

El método original de basa en el color purpura oscuro que se forma
cuando 1 ¢m® de una solucidn de tirosina, tiramina u otros fenoles para-
substituidos se trata con 6 ¢cm?® de una solucion al 109 de Carbonato de
Sodio Anhidro, y una gota de a Nitroso, # Naftol al 19: en Metanol, ca-
lentado a la ebullicién, y agregando después una o dos gotas de HNO,.
Ya que el color desaparece rapidamente y no obedece la Ley de Beer, la
determinacion se hace en sucesivas diluciones del problema mientras el color
sea débilmente perceptible; entonces se compara con el color obtenido,
tratando una solucion que contenga una gama de tirosina en 10 em*® de la
misma manera.

Modificacion de Maciag y Schoental, afiadiendo alumbre férrico
amoniacal.

Por la adicién de una solucién saturada de alumbre a la solucién co-
loreada, Maciag y Schoental estabilizan el color de manera que pueda ser
leido una hora después, tratindose de tirosina o tiramina.

Aparato.—Fotémetro de Pulfrich con celda de 1 em?® y filtro 550.
Reactivo.—Solucion del a Nitroso # Naftol al 19, en Etanol.

Proceso.—Formacién del Color.—A 2 ¢m® rle una solucién acuosa de
tirosina y tiramina o supuesto compuesto hidrolizado de proteina, anadir
una gota de reactivo y calentar hasta hervir, afiadir entonces tres gotas
de acido nitrico y calentar nucevamente hasta hervir. Tan pronto como se
forma el color rojo violeta, se afiade la mezcla de 2 cm® de solucién satu-
rada de sulfato férrico amoniacal y se calienta hasta hervir.

Lectura del color.—Después de una hora, leer el coeficiente de ex-
tincién en el fotédmetro de Pulfrich, usando una celda de 1 ecm y filtro
S-50. La correspondiente concentracién de tirosina y tiramina se encuen-
tra en la siguiente tabla:
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TIROSINA
Y TIROSINA TIRAMINA
TIRAMINA
1.25 T 0.137
2.5 0.076 0.149
5.0 0.125 0.208
7.6 0.161 0.256
10.0 0.208 0.328
12.5 0.244 0.357
15.0 0.292 0.432
17.5 0.328 0.488
20.0 0.377 0.538
22.5 0.444 0.620
25.0 0.509 0.658
37.6 0.678 0.939
50.0 0.824 1.187
0 e e 0.076

L.a diazo reaccién de Pauly (12) para tirosina cen una adaptaciéon
de Hanke (14) se funda en el principio siguiente: la Histidina es removi-
da del hidrolizado por precipitacién con Ag, SO, y Ba(OH),. La tirosina
es precipitada en el filtrado con acetato de mercurio y cloruro de sodio.
IL.a solucién purificada de tirosina se diazota con el reactivo de Weis-
Ssobolew (15) (acido sulfanilico diazotado) formandose un complejo de

tirosina y mercurio.
Hg CI Ho CL

HOC Ha CH,y CHM COOYH

Método :—Se precipita la tirosina de un hidrolizado (con H.SO,)
de cinco gramos de proteina con Ag, O y Ba (oH).,. De acuerdo con el mé-
todo usual de Kossel. (16) El filtrado se acidula inmediatamente para
prevenir la pérdida de tirosina por exidacién por el Ag,0O. Después de re-
mover los reactivos con HCl y H.SO,, la solucién de aminoidcido se eva-
pora hasta sequedad. EIl residuo se disuelve en 73 cm?. de agua, un cm?.
de Acido acético glacial y 3.5 gr. de acetato de mercurio se efiaden. La so-
lucién se hierve por 10 minutos a reflujo. Se enfria y agrega 7.5 gr. de
NaCl. El precipitado del complejo Cloruro mercirico tirosina, después de
permanecer por 2 horas bien frio, se extrae por centrifugacién y se lava
en 25 cm?®. de NaCl al 10% . El precipitado se descompone con HCI al 20%
caliente ¥y el Hg es removido con H,S. Después de concentrar la sequedad
el residuo se levanta con agua y se toma un pequena alicuota para la de-
terminacién de la tirosina por la modificacién de Koessel-Hanke al méto-
do Pauly Weiss.

El procedimiento es una adaptacion de los métodos descritos por Fo-
lin, Marenzi y Lugg. Los reactivos son los descritos por Lugg.

A unos cuantos cm?. de solucién de tirosina (conteniendo de 0.25 a
0.9 mg. de tirosina) en un frasco volumétrico de 25 em?®. se afiade una po-
ca de agua para hacer 3.5 cm? y 1.5 cm®*. de H,SO, 5 N. Se afiaden 5 ecm?.
de la solucion de sulfato merciarico en sulfirico descrita en el método de
Lugg, se mezcla perfectamente y se mantiene a 60-65° C., durante 30 mi-
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nutos. Se enfria en el chorro de la llave y se deja a 18-26° C. por diez
minutos. Se anade ahora y casi hasta la mareca del fraseo, solucién diluida
de sal mercarica en Sulfurico y se mezcla. Se aflade 0.1 cm?. de solucién
Na.Noz 1 M. y se afora al volumen con la misma solucién diluida de mer-
curio empleada antericrmente mezclando bien.

Después de cinco minutos y menos de 10, se mide la transmisién en el
fot{)metro KWSZ. En la celda de referencia se usa una solucién preparada
de idéntica manera excepto que el agua reemplaza la solucién de tirosina.
Si el tripiéfano esti presente en la solucion desconocida, la solucién de
mercurio del tripléfano, debe ser centrifugada, separada y lavada como
it describe Lugge v la solucidon debe permanecer a 18-20° C. por una hora
cn lugar de 10 minutos como se recomienda antes.

COMENTARIOS:

No fué sino hasta que Firth (13) hizo una clara explicacién de que
los métodos de Millar para tirosina, en proteinas no proporcionaban valo-
res absclutos, ¥ que se usaban solamente como datos comparativos, cuan-~
do dejaron de tomarse por absolutamente ciertos. Las experiencias de
este autor hicicron que esos métodos sirvieran para determinar con con-
siderable exactitud la cantidad de grupos fendlicos presentes en los hidro-
lizades de las mas puras proteinas.

Con respecto al Diazométodo, los valores de tirosina obtenidos de es-
ta manera, fueron mas bajos que los reportados al mismo tiempo por Fo-
iin y Looney. Esto provocd una servie de acalorados debates sobre el valor
de las reaciones de Pauly, la fendlica y la reaccién de Millon para la de-
terminacion de la tirosina. Como resultado de esto, Hanke (14) admitié
que pequeiias cantidades de tirvosina se pierden por la precipitacién con la
mezcla Ag. SO,-Ba (OF) ., pero también demuestra que los resultados para
Tirosina obtenidos por el método fendlico son demasiado altos.

L.os autores piensan que si la Histidina fuera precipitada con plata a

pPH igual a 7 6 con HgNO, en soluciones mneutras o casi nada alcalinas
(Kossel) (16) ¥ que la tirosina fuera precipitada en medio aAcido (acetato
de mercurio-NaCl), el método de Pauly-Hanke probaria tener un valor
considerable. Un método que Nromete excelentes resultados es el del N1-
troso Naftol, se ha demostrado que la reaccién es especifica de fenoles
para substituidos. sin embargo esta prucba para tirosina no ha sido la
suficientemente estudiada.

Trataindose de los métodos Folin-Millén, ha habido numerosas peque-
fias modificaciones para tirvosina y triptofano, pocas de las cuales mues-
tran cambios marcados sobre los procedimientos originales, v de los cua-
les se puede decir dan resultados medianamente satisfactorios.

n contraste con los muy sensitivos métodos de aldehido nara tripts-
fano, las direcciones de los métodos Nasse-Millon, para tirosina, pueden
ser cambiados considerablemente sin que se obtengan malos resultados.

Abderhailden y Siebel (17) usan 7 em?®. de acido sulfiirico 14 N, en
ulgar de 6 em?®. de H.SO, 7 N, rccomendados por Folin-Marenzi. Von-
Deses usa 5 cm?®. de H.SO, 1415 para prevenir la turbidez.

Jorpes (18) hierve las soluciones mervrcuricas tirosinicas, por 10 &
15 minutos, ¥ Ins deia a la temperatura ambiente mor muchas horas.
1.a solucion se filtra si se enturbia antes de la adicién de NaNO.,, Ba-
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lint (19) usa en el colorimetro, filtro de 500 m para estimaciones de tiro-
sina emplea el reactivo de Folin, pero relativamente en pequeiias propor-
ciones, y el volumen final de 20 cm?®. usa una rolacion de 0.2 a 2.0 mgr.
de tirosina.

Fujiwara v Kataoka (20) dicen que el rveactivo fendlico Folin, y otros
similares no son especificos, siendo reducidos no solamente por los feno-
les sino también por aldehidos aromaticos, hidroxilamina, fructuosa, hi-
droximetifurfural, inulina, morfina, etec. Hanke (21) dice con respecto
atirosina, que el diazométodo de Pauly coincide con el procedimiento de
Millon, cuando ¢l proceso es apropiadamente llevado a cabo. Por otro lado
Holiday y Devine (22) han demostrado que los métodos Folin-Millon v los
expectros fotométricos dan resultados que concuerdan cuando se trata de
la determinacion de la tirosina en caseina, sangre, proteina, ete.
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CAPITULO 111

ESTUDIO COMPARATIVO CON OTROS METODOS.

a) Método del a nitro B naftol
b) Preparacién del a nitro g naftol

c) Método del acido selenioso.
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CAPITULO III

ESTUDIO COMPARATIVO CON OTROS METODOS

La principal dificultad que encontramos al day principio a este traba-
jo, fué el encontrar el método mias seguro y rapido a la vez, y que estuviera
al nivel de las necesidades actuales del analisis. Encontramos que los mé-
todos de Folin y Millon junto con sus variaciones, debido a la diversidad
de resultados que se obtienen, no se pueden tomar definitivamente como
propios de nuestros dias.

I.—Nos decidimos finalmente por el método del a nitro 3 naftol
gue hasta ahora sdélo ha sido consignado por algunos autores y no ha
recibido ¢l estudio que se mercece, atin cuando verdaderamente promete
venir a substituir a todos los métodos antiguos. Block estima que esta
reaccion prometedora no ha sido estudiada por los investigadores.

Hace ya bastantes afios que unos investigadores alemanes (1) publi-
caron una reaccion tipica de tirosina en la cual cmplean el « nitroso
Bnaftol. Posteriormente ha sido consignada en el conocido libro de
Feigl (2) y en otros varios como el de INoch (3). Feigl la describe de la
manera siguiente:

I.a tirosina ylas proteinas que la contienen, producen intensa colora-
cién puarpura cbscura con o nitro f§ naftol y acido nitrico: este acido pa-
sa el reactivo o nitro 3 naftol, lo cual se consigue también con bidxido
de piomo o de manganeso. La reacciéon es especifica de tirosina en pre-
sencia de otros aminoacidos, 3-4 dioxi-fenil alamina, adrenalina, tiroxina,
aldehidos, azticares, urea. Analoga reaccion dan muchos fenoles para
sustituidos: tirosol, tiramina, p-cresol, o-etilfenol, 1-2-4 xileno, p-cloro-
fenol, p-bromo-m cresol, eter monometilico de la hidroquinoma, 3 naftol v
Fenolftaleina. L.os reactivos son: Disolucion aledlica al 0.279¢ de « nitro--
so 6 naftol, dcido nitrico diluyendo una parte del fumante con cuatro partes
de agua. i .

La practica es la siguiente: Se colocan unas gotas de la disolucién
de tirosina en un microcrisol con unas gotas de reactivo; se caliente y se
agrega a la disolucién caliente, unas gotas de édcido nitrico: se produce en
seguida la coloracién purpura. Para las proteinas se hidrolizan antes con
acido sulfurico o bien con hidréxido de sodio. Sensibilidad igual a 0.5 8
de tirosina, limite de concentracién 1: 1000000.

Como tuviéramos a la mano un poco de este raro reactivo, procedimos
a comprobar este método basindonos en un trabajo efectuado y publicado
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la Universidad de Nuevo Leén. El Dr. Giral observso que la reaccién era
correcta con una disolucién de tirosina purisima, pero se sorprendié gran-
demente al ver que la coloracién roja purpurea se producia también con
los reactivos solos y en ausencia total del aminoacido. Llevé a cabo enton-
ces, la reaccién con « nitroso B naftol purisimo de la firma, Eastman
Xodak y también se produjo con los reactivos solos. Intenté una modifi-
cacién substituyendo el acido nitrico por el clorhidrico fumante, obtenien-
do entonces excelentes resultados, puesto que los reactivos solos no produ-
cian mas que una débil coloracién amarilla. Después de innumerables en-
sayos encontré que la coloracién entre los reactivos solos se debia a mi-
nimas impurezas del « nitroso g naftol consistentes en pequefiisimas can-

por el Dr. José Giral (4) en el Instituto de Investigaciones Cientificas de

tidades de g naftol que es primera materia para la obtencion del reactivo,
¥ que produce con este mismo la coloracién dicha, como hemos visto antes,
pues figura en la lista de cuerpos que la dan.

El a nitroso g naftol es también un reactivo muy sensible al ion co-
baltoso con el cual produce un intenso precipitado color rojo ladrillo di-

ferencial con el niquel (5), también lo es de las sales de circonio y de las
Por eso se utiliza mucho en Quimica Analitica.

de otros metales.
Reacciona en sus dos formas tautomeras: nitroso fenol y quinon o xima.

Segtn que el reativo se encuentre en medio alcalino o acido, adopta

1a constitucién siguiente: .

N o
‘O h O‘ -~
—_—
———

Medio Alcalino Medio Acido

Una hipétesis de como se copula este reactivo con la tirosina es co-

mo sigue:

N-OH ~cnz-cn~:':con -
11
NH
“ h ” 2
+ A
Color pharpura




Esto puede deducirse analogamente a la siguiente reaccién:

ns e . ~ CH,y

. N-OoH
7 I i
=0 =
+ o CHy
—_—

o

— CHy . 3

CH g

Ponemps en duda que el reactivo pase primeramente a « nitro-g naftol
por lg’ accion del Acido nitrico como aseguran sus autores, puesto que la
reaccion coloreada con tirosina se produce también en ausencia de este
4cido y en presencia de clorhidrico que no es exidante. Después de llevar
a cabo chhisimos ensayos para determinar en qué condiciones se produ-
ce el mdximo de coloracién, hemos llegado a establecer que la forma mas
adecuada para proceder es la siguiente:

é 1 cm®. de solucién acuosa de tirosina (acidulada débilmente con
clorhidrico), pura al 1 por mil, se agregan sucesivamente, 1 cm3. de reac-
tivo (disolucién alrohélica al 0.29) ¥y 1 ecms3. de acido nitrico diluide (una
parte del fumante en cuatro partes de agua) ; se agita bien el conjunto y
se le calienta a bafio maria hirviente durante cinco minutos ; se deja enfriar
¥ se diluye con 5 cm?®. de alcohol, el liquido rojo cereza se puede llevar in-
mediatamente al fotocolorimetro; debido a que la coloracién no es estable,
el_é:_ompuesto colorado se hidroliza y regenera la coloracién amarilla pri-
mitiva. ’

Se puede muy bien apreciar coloracién roja con 0.1 de la disolucién
de tirosina (un diesmiligramo de substancia) diluida finalmente con al-
cohol hasta 10 em>.

Se hizo una curva de sensibilidad del reactivo una vez encontradas las
condiciones mejores, de la siguiente manera: Se emplearon ocho tubos
con cantidades crecientes de tirosina ¥y las mismas cantidades de reactivos,
v un tubo testigo sin tirosina y con las mismas cantidades de reactivos.
Fué necesario hacer la operacién en cada tubo por separado, uno por uno
rara obtener mavor exactitud: de esta manera, el tiempo de reaccién y
de operacién es el mismo en cada uno de los tubos. Chequé de tiempo en
tiempo al tubo patrén para nrevenir variaciones tanto de éste, como del
aparto. Fl Colorimetro emnleado fné el de KLETT SUMMERSON con
filtro Ne¢ 54 (verde) de 500-570 milimirons. I.a concentracién de la so-
Jucion de tirosina fué de 200 gamas nor cm?3 Antes de obtener la curva
definitiva se hicieron varias cambiando la concentracién de la solucién de
tirosina. asi como las condiciones de la técnica. Se hizo el siguiente cuadro
de resultados.
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Tubo No. [Acido. | S0} 40T | [Gomns, |* piiifier]  Aleohol | Lectura
Tipo lcm.3 0. 0. 0. O. 1 cm.3 8 em.3 000
1 . 4 cm.3 80 s’ 7.6 ,, 75
2 - 5, 100 v, 75 ,. 130
3 s 6o, 120 . 7.4, 165
1 . 7, 140 v 7.3, 205
5 vs 8, 160 ’ 7.2, 260
6 . 9 180 . 7.1 ,. 70
7 ' 1.0 ., 200 . 7.0 300
8 " 1.2 240 v 6.8 ,, 370

La presencia de tripté6fano perturba la produccién del color parpura,
si se encuentra en gran cantidad; pero no lo hace si estd en cantidades
iguales a las de tirosina o en menor proporcién. Asi, 0.5 ecm? de solucién
de tirosina en mezcla con 0.5 em?®. de disolucién de triptéfano (ambas al
1 por 1000), produce coloracién rojo con las cantidades antedichas de
reactivos. Y como en los hidrolizados de proteinas nunca se encuentra el
tripléfano en cantidad mayor de la tercera parte de tirosina, se deduce
que la reaccién es aplicable para el cuanteo de esta Gltima en los productos
de hidrdélisis de proteinas. Si el hidrolizado es muy acido o muy alcalino,
se le neutraliza antes aunque no se necesita una neutralizaciéon muy exac-
ta. Es conveniente que los hidrolizados sean incoloros o tan sdélo amari-
llentos; si no lo son, se hace necesaria la decoloracién con celita o con
caolin preferentemente, pues si se hace con carbén animal, este retiene
por adsorcién alguna cantidad de aminoacidos. La hidrdélisis debe hacerse
de preferencia en medio sulfirico porque asi se destruye la mayvor parte
de triptéfano, presente; pero si se desea cuantear este y la tirosina en el
mismo liquido, se debe hacer hidrdlisis alcalina. I.a reaccién se lleva a ca-
bo lo mismo que con la solucién de substancia pura, tomando una canti-
dad de hidrolizado que contenga aproximadamente 0.5 a 2 miligramos de
tirosina y comparando con disolucién tipo de tirosina al 1 por mil en foto-
colorimetro con filtro verde. A continuacién esta la curva que expresa la
proporcionalidad entre la cantidad de tirosina presente y la intensidad de
la coloracidn.

Se hizo la preparacién en el laboratorio del reactivo a nitroso £ naftol
que es una operacion sencilla a partir del g naftol (6).

Substancias:
B naftol 25 g,
Nitrito de Sodio 12.5 g.
NaOH 7 go.
H.SO, (40-42% ) 45 cm?®*. (D = 1.32)
hielo ¥ sal.

Procedimiento: EIl fB naftol se disuelve en una solucién de 7 g. de
NaOH en 3()0 cm®. de asgua v agitandr)_ mecanicamente se enfria a 0° con
mezcla de hielo ¥ sal. Se afiade el nitrito de sodio y después, poco a poco,
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Ppara que la temperatura no se eleve de 0°, el Acido sulfurico. Al final debe
quedar la solucién acida al papel de congo. A poco de empezar a anadir
el acido sulfiarico se forma un precipitado amarillo pardo que va aumen-
tando y se produce espuma. Terminada la adicién (unos 15-30 minutos),
se agita durante media hora mas a 0° y se filtyva a vacio lavando con agua
helada, se recoge y seca durante varios dias en desecador de vacio sobre
sulfirico. El producto amarillo toma un color pardo verdoso mientras se
seca rendimiento 28-30 g. (casi cuantitativo).

Propiedades: polvo amorfo, de color pardo verdoso, insoluble en agua,
poco soluble en alcohol, eter y acético glacial. P. F. 100°-103°. Calentando
a unos 150° se descomapone. Medianamente soluble en ligroina (p.eb. 60-
90°) en la que se puede cristalizar obteniéndose puro con un P. F. 112°.

N-O ™ -0H
- 1 "
. = -oH —on =0
] 4 NO,H P,
g =

El WO.,H es liberado del NalNO, por el acido sulfarico.

IT.—Un método excelente para cuando se trata de soluciones puras
de tirosina es el descubierto por el Dr. José Giral, empleando como reac-
tivo una solucién de 5% de Acido selenioso en sulfurico. Se basé en la si-
guiente nota publicada en el Industrial and Engineering Chemistry (7).

Los acidos selenioso y selénico fueron propuestos como reactivos para
1a identificacién de los alcaloides del opio por Brandt, Lafon y Ferreira
de Silva. Mecke observé el color o colores producidos por la adicién de una
solucién al 0.59 de Acido selenioso, en Acido sulfurico concentrado, a los
alcaloides del opio y recomendd esta solucién como reactivo para la iden-
tificacién de pequenisimas cantidades de esos compuestos. Levine observé
el color de las reacciones de fenoles v éteres fendlicos con el reactivo ac.
selenioso. El establecié que la produccién de color es una prueba especi-
fica de grupos fendlicos hidroxilicos. La produccion de compuestos colo-
reados la atribuye €él a la accién oxidante del Acido selenioso y también
establecié que un precipitado roiizo o café rojizo acompafia»mdo o siguien-
do a la primera reaccion coloreada se debe a la reduccion del Acido sele-
nioso con la liberacién de selenio elemental.

Experiencia: Un miligramo del compuesto se coloeca en un microcri-
sol v se agrega una gota de solucién sulfarieca al 0.59 de dcido selenioso.
Las substancias quimicas empleadas fueron de grado Eastman proporcio-
nadas por Eastman Kodak Co. Para determinar si la reaccién es caracte-
ristica del reactivo H.SeO, se hizo una prueba simultineamente con acido
sulfiarico sélo, sin dar coloracién.

Al gunos compuestos producen el mismo color con acido sulfirico que
con el acido selenioso y son: bencidina, o bramoanilina, m-bramoanilina,
p-p-diamino difenilmetano, dibencilamina, difenil-nitrosoamina, defenil-
tiocarbazona, etc,
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Tos siguientes apenas si dan eoloracién o no la dan: aliltiourea, acido
orto-amino-benzoico, ac. m-aminobenzoico, ac. p-amino behzoico, etc.

Este articulo establece que el reactivo acido selenioso en medio sulfu-
rico produce reacciones de coloracién intensa con substancias que conten-
gan grupos fendlicos hidroxilicos y como mas adelante, en el cuadro de
substancias que reaccionan con el reactivo para dar color, se menciona al
triptéfano, el Dr. Giral pensé que tal vez con tirosina podria producirse
una coloracidén diferente a Ia del triptéfano y en efecto, se obtuvo una co-
loracidn azul intensa para una solucion bastante concentrada de tirvosina.

La rcaccién es extremadamente sensible y muy segura, pues se per-
cibe en el fotocolorimetro desde 1 gama de tirosina usando 1 em®. de reac-
tivo Acido selenioso al 0.597 en H.SO, conc. diluyendo con acido sulftirico
concentrado hasta un volumen de 5 em?®.

Practica:

Solucion de tirosina conteniendo 200 a/cm?®.

Solucién Sulfurica de dcido selenioso al 0.5% en H,SO, concentrado.

Cuando se ponen cantidades considerables de solucién de tirosina, la
aparicion del color se dificulta o no se lleva a cabo. En un principio sos-
pechamos que se dcebia a la elevacion de temperaturas provocada por el
agua de la solucion y el H.SO, concentrado y procedimos a investigar esto
tltimo efectuando la reaccién a baja temperatura con hielo; la coloracién
no se produjo y solo por calentamiento se produce el color azul auque no
en toda su intensidad.

Procedimos en otra prueba a evaporar la misma cantidad de solucién
gue antes no habia reaccionado, en bano Maria y a baja temperatura para
prevenir pérdidas, una vez conseguido que el volumen fuera poco mas o
menos a la tercera parte y estando frio, se agregé el reactivo, apareciendo
inmediatamente la coloraciéon en toda su intensidad.

De todo lo anterior se deduce que la reaccidén se debe llevar a cabo pro-
curando que exista la menos cantidad posible de agua. La reaccion nece-
sita cierta temperatura producida por la mezcla agua-sulfiurico. Al afa-
dir el reactivo sobre la solucién de tirosina se debe agitar suavemente para
acortar el tiempo en que aparece el color ¥y conforme se van aumentando
las cantidades de tirosina, el reactivo se debe ir aniadiendo mas lentamen-
te, gota a gota; lo mismo cuando se diluye la coloracién con sulfirico. Se
debe tener cuidado de agitar bien para que la coloracién aparezca uni-
forme; esto se dificulta debido a la densidad del sulfarico concentrado y
por el pequeiio diametro del tubo de fotocolorimetro.

La coloracion alecanza su intensidad maxima después de unos 15 6 20
minutos ¥y permancce inalterable por tiempo indefinido.

Con esta reaccion es imposible hacer determinaciones de tirosina vy
triptéfano juntos debido a la sensibilidad del triptéfano con el reactivo.
UOna sola gota de solucién de triptéfano de 50 gamas por cm?. reacciona
con 1 em?. de reactivo produciendo una coloracién amarilla parda que hace
imposible distinguir el color azul de tivosina. A continuacién esta el cua-
dro de resultados correspondientes y su grafica.

El aparato empleado fué el mismo colorimetro fotoeléctrico de KLLETT
SUMMERSON vy el mismo filtro.
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CAPITUILO IV

TECNICA DE HIDROLISIS DE PROTEINAS Y PRECAUCIONES
NECESARIAS PARA EL CUANTEO DE TIROSINA.

La clasificacién de proteinas que contienen los vegetales y los anima-
les con respecto a su origen, solubilidad, poder de coagulacién y otras pro-
piedades fisicas, ha sido de inestimable valor para ciertos tipos de inves-
tigaciéon pero propou,lon'x relativamente poca informacién acerca de su
constitucion quimica. Lo mismo pucde decirse de los resultados del ana-
lisis elemental. La composicién de los compuestos complejos no puede de-
terminarse de esta manera y asi fué reconocido primero por lLiiebig; €l
establecié que sdlo es posible hacerlo por el analisis de los productos de
descomposicion. El analisis elemental ayuda solamente en la distinciéon de
proteinas que contienen algun elemento especial, tal cormo el fierro de la
hemoglobina, el fosforo de la caseina ete. L.as reacciones de precipitacion
son también generales para tener algun valor y las reacciones de color de
lIa misma mancra no pucden determinar tal o cual proteina ya que algunos
colores son caracteristicos de muchas proteinas diferentes.

Lias investigaciones de Ia descomposicion de proteinas se vienen lle-
vando a cabo desde hace un siglo, pero solamente desde las Gltimas dos o
tres déecadas v debido al trabaio de gran ntimero de investigadores como
Hofmeister, Kiihne, Kossel, Fischer, LLL se tiene algin concepto claro de
la estructurs de las proteinas. Fl resultado de estos estudios ha sido la
formacion del concepto de que los aminoiacidos estan ligados a través del
grupo amigeno de uno con el grupo carboxil de otro con pérdida de agua
formando asi una amida substituida.

El método de hidrdlisis es el que ha contribuido mas hasta el presente
para dilucidar la commposiciéon quimica y estructura de la molécula pro-
teica.

I.a hidrolisis ha sido llevada a cabo principalmente por tres métodos:
(1) hirviendo con acidos. (2) hirviendo con alealis y (3) por la accién de
las enmnnas proteoliticas. Pajo las condiciones exmperimentales, es dudoso
saber si alguno de estos métodos produce hidrdlisis completa.

De los tres métodos, hervir la proteina con Acidos fuertes es el que
con mayor frecuencia se usa para efectuar la hidrdélisis. Cuando se hace
de esta manera, las proteinas producen una mezcla de amino Acidos, amo-
niaco y aquellos grupos no proteicos que pueden estar presentes en la pro-
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teina bajo investigacién. Las dificultades téenicas que envuelve una sepa-
racién cuantitativa de los productos de descomposicién, son tan grandes
que no se pueden esperar resultados enteramente satisfactorios. Efec-
tuando determinaciones en una buena cantidad de proteinas, se vié que la
cantidad de aminoacidos varia desde 65 a 85%. Para la gelatina 91.3%
¥ para zeina 102%. 110 a 1209 representaria una recuperacion comple-
ga, debido al hecho de que durante la hidrolisis se ha anadido moléculas
e agua.

1.—Accion del acido sulfarico.

Desde el punto de vista histérico y probablemente también desde el
punto de vista practico, el Acido sulfirico esta colocado en primer lugar
entre los Acidos que se han usado para hidrolizar proteina. El primer ami-
noacido aislado de un hidrolizado de proteina fué la glicina. Fué obtenido
por Braconnot en 1820 en hidrolizados con Acido sulfurico de gelatina. El
Acido sulftirico ha sido subsccuentemente usado por casi todos los investi-
gadores de la quimica de las proteinas. La concentracion del sulfirico
usualmente empleado es aproximadamente de 2:1 por ciento. T.a mezcla de
teina y Acido se calienta primeramente a bafio de vapor de 1 a 8 heras
hasta que cese 1a espuma y después se pone a refluio en bano de aceite o
aire (105°-110°) hasta que la hidrdlisis sea completa. El tiempo reque-
rido es usualmente de 12 a 2.4 horas. Algunas veces se necesita mayor lap-
so de tiempo o bien poner la materia en autoclave a 185 6 150° C. durante
corto tiempo, dependiendo de la proteina que se estia investigando. El au-
toclave se usa solo rara vez y es dudoso si tiene ventaja sobre el calenta-
miento a reflujo por periodos mas grandes ¥y a presién ordinaria.

La ventaja principal del uso del sulfurico sobre el clorhidrico, es la
facilidad con que el ion sulfato se puede quitar con hidréxido de Bario »
hidréxido de bario seguido de carbonato de bario.

2.—Acido Clorhidrico.

Fué primero introducido para hidrélisis de proteina en vegetales.
¥l Acido sulfurico es generalmente preferido si después se va a seguir el
procedimiento del alcohol butilico o si las bases van a ser aisladas. El aci-
do clorhidrico es preferible cuando los monoaminoacidos van a ser deter-
minados ¥y la hidrdélisis se lleva a cabo generalmente con 8 a 5 partes de
acido concentrado o 10 a 20 partes de Acido al 209-. La hidrdlisis comple-
ta puede ser obtenida también con Acido 3N en autoclave a 150° durante
1 6 2 horas. El tiempo requerido para la hidrdlisis usual con clorhidrico
es de 6 a 24 horas, cuando es a reflujo en bafio de aceite. Algunas pro-
teinas requieren sin embargo 48 horas y la caseina es una de las que mas
se dificultan hidrolizar por completo. Muchas veces la hidrélisis con este
&acido se lleva a cabo en presencia de cloruro estafioso y el objeto es que la
solucién en lugar de ennegrecerse se conserve incolora, pero esto no siem-

pre es posible. Fischer y otros investigadores no han considerado al clo-
ruro estafioso como nccesavio,

especiallmente con ciertas proteinas aun
cuando se use acido muy fuerte.

De acuerdo con Van Slyke, el porcentaje de nitrégeno aminico alecan-

za un maximo definido cuando la hidrdélisis acida de una proteina es com-
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pleta y este maximo es el mismo cuando la hidrdlisis se lleva a cabo a 100°
C. 0 a 150° C. Si las proteinas fueran hervidas con 10 a 20 partes de acido
clorhidrico al 20% durante 48 horas, se obtendrian resultados constantes.

Generabmnente son necesarias veinticuatro horas en todos los casos,
excepto en el de gluten y caseina que requieren 48 horas.

. Algunas de estas hidrélisis causan una pérdida pequeiia, pero defi-
nida de nitrégeno aminico, mientras que la cantidad de amoniaco nunca
alcanza un maximo definido.

_Para hacer la hidvdlisis en autoclave se han usado concentraciones
variables, tanto de ciorhidrico, como de sulfarico y los resultados finales
han sdio encontrados dentio de limites estrechos. Se han usado mezclas
de clorhidrico con alcolol, aunque con esto no se logra ventaja alguna. Asi
mismo se han hecho ensayvos con otros Acidos como el fluorhidrico brom-
hidrico, férmico fosforico, acético y anhidrido acético. Con ninguno de
cllos se ha logrado obtener ventajas, excepto posiblemente cuando se desea

aislar un aminoicido en particulas. El Acido clorhidrico no destruye tanto
el triptofano como el H,SO,.

B ~—Hidréoxidos.

El hidréxido de sodio, hidréxido de potasio e hidréxido de bario, pro-
ducen una rapida y completa hidrélisis de las proteinas y ademas tienen
la ventaja sobre los écidos de que no destruyen el triptéfano. Por lo tan-
to, esta clase de hidrdlisis se usa siempre que se va a determinar dicho ami-
noicido. La tirosina casi siemmpre va acompanada de triptéfano en las pro-
teinas y es por eso que en las determinaciones, la hidrdélisis debe ser alca-
lina; si se da el caso de que sdlo se requiere cuantear la tirosina, no tiene
importancia si la hidrélisis fué acido o alecalina. La hidrélisis de proteinas
con hidroxido de amonio o carbonato de amonio bajo presion, se ha expe-
rimentado pero no se han obtenido mejores resultados.

A—FEnzimas.

Este grupo de agentes hidroliticos lo forman las cnzimas proteoliti-
cas. I8 estudio de la accion de las enzimas vegetales sobve las proteinas
fué iniciado por Schulze ¥ sus colaboradores, encontrando gque su accién
hidrolizante sobre las proteinas no llega a ser completa, aunaue bajo cier-
tas condiciones puede casi igualar a la hidrdélisis dcida o alcalina.

Algunos investigadores recientemente reportaron la presencia de gru-
pos resistentes que usualmente contienen todos los de la fenilalanina y pro-
lina de la molécula proteica. Con esto queda perfectamente explicado que
no se use esta clase de hidrdlisis, siempre que se trate de la determinacién
de tirosina, pues esta no es méas que la finalalanina con un oxidrilo unido
en el ciclo bencénico. Ademas las enzimas son por si mismas, proteinas
v su empleo induce a error en los cuanteos.

Formacion de humina.

La hidrélisis de proteinas con adcidos fuertes, produce usualmente un
precipitado amorfo, color pardo nefruzco que comiinmente se denomina
Melanina o humina. Una teoria acerca de su formacién supone que se
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debe a los productos de oxidacién de los aminoacidos aunque hay poca
evidencia para sostener esta idea. Todos los datos acumulados acerca de
esto llegan a la conclusién de que la humina artificial formada durante la
hidrélisis acida de proteina, no es un simple producto de condensacién sc-
guida de una oxidacién con la formacion, por altimo, de una molécula o mo-
léculas extremadamente resistentes. La naturaleza de las reaciones quimi-
cas que sec llevan a cabo y la configuracion estructural de la molécula de la
humina, requieren aun dilucidacion. I.a formacién de la humina. por lo
tanto, interfiere en considerable extensién en el analisis de 'la molécula
proteica; del nitrégeno total de la molécula proteica, se ha llegado a encon-
trar de 19» a 2%z en la humina insoluble; otra pequeiia pérdida se debe
también a la formacién de un color café que casi siempre acompafia a
los hidrolizados.

La formacion de humina, como es natural, interfiere grandemente
cuando se trata de un andlisis colorimétrico, como son casi todos los de
aminodcidos; hay nccesidad imperiosa de separarlos para dejar la solu-
cién transparente y lista para producir el color caracteristico que se bus-
ca con el reactivo seleccionado. Lia eliminacion de la humina se hace gene-
ralmente con carbdén activado y esto es causa de una pequena pérdida de
aminoacidos debido a la adsorciéon que el carbdn provoca. -

1.—Lugge recomienda llevar a cabo la hidrdlisis con hidréxido de so-
dio 5 N a 110° C. durante 20 a 24 horas con libre acceso de aire cuando se
trata de la determinacidén de tirosina en presencia de diyodotirosina y tam-
bién cuando hay tivosina junto con triptéfano aun en el caso de que exista
mucha cistina. También dice Lugg que la tirosina pura no es afectable
cuando sc calienta de 20 a 30 horas a 100° C. con acido sulfirico 7N o so-
sa 51N 6 5.5 N conteniendo 59 de cloruro estanoso. Sin embargo el mismo
demostrd que el calentamiento con Acido sulfiirico 7 N en presencia de
carbonhidratos produce una pérdida considerable de aminoacido.

2. en un estudic cuidadoso del método de Millon-Folin que
puede recobrar de 95.8 a 95.9 de tirvosina, después del calentamiento a
100° C., durante 1 a 18 horas con Na OH,N. Jorpes efectud 17 determi-
naciones.

Bolling y Block como resultado de 38 experimentos acerca de la recu-
peracién de la tirosina afiadida a lactoglobulina (proteina que parece tener
carbohidratos) ¥ seis experimentos con tirosina sola, 1eportaron una pér-
dida de 11 a 179z de la tirosina anadida después de 5 horas de hidrélisis
con NaOHS5N en un bano de aceite a 115°-125° C. Finalmente sugirieron
una correccién de 1.18 basada en el término medio de recuperacién que es
de 85% para ser aplicada a esta proteina bajo las mismas condiciones de
hidr6lisis.

3.—En el método de Suwerkalow que es una modificacion de la reac-
cién de Millan-Weiss, no se efectta propiamente un hodrdélisis, sino una
disolucion en NaOH diluida. 10 mg. de proteina se disuelven en 1 cm?. de
NaOH al 5% ¥y se caliente si es necesario.

4.—La adaptacién de Filirth y Fischer al método de Millon efectia
la hidrdélisis como sigue: 2.5 gms. de proteina se ponen a reflujo durante
12 horas con 3.5 cm?® de H,SO, y 22.5 cm?®. de agua, la solucién se diluye
a 50 cm?.

5.—En el procedimiento de Folin y Ciocalteu para efectuar la hidré-
lisis, se pesa un gramo de la proteina y se coloca en un matraz de Kjeldahl,
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se agregan 2 cm?. de butanol para prevenir la formacién de espuma y tam-
bién se ponen dos espirales de plata para que si esta se forma, impedir que
suba, y 5 ecm?. de solucién al 209 de hidroxido de sodio. Se pone a reflujo
en bafio Maria de 18 a 20 horas con el tapén cubierto con papel estafio. Se
agregan 10 cm®. de agua y se hierve 10 minutos para remover ¢l alcohol.
Se quita de la flama e inmediatamente se agrega con pipeta de prisa y go-
ta a gota, 10 ecm?3. de H,.SO; 14 N, asi se precipita el acido silicico evitando
su soluciéon coloidal. Se agita bien, se enfria, se afiaden 5 cm®. mas de
H.SO, 14 N, se transfiere a un frasco volumétrico de 100 y se lleva hasta
la mareca, se agita fuertemente y se filtra tapando el embudo con un wvi-
drio de reloj.

6.—IL.a modificacidén de Folin y Marenzi efectia 1a hidrdlisis colocan-
do en un tuyo pyrex de 150 x 16 mm., 10 mg. de proteina seca mas 2 cm?3.
de NaOH al 209 y se agita lentamente hasta disclucién, se tapa con tapén
bien ajustado y rodeado de papel estanio, sec mete en un Lubo de 50 cms?3. de
manera que sirva de condensador y se pone a reflujo en baiio Maria de
16 a 18 horas, si se trata de globulinas, v de 12 a 14 horas si se trata de
albiiminas. Se agrega a la solucién caliente 3 em?®. de H,SO,7N, obteniendo
asi el precipitado de silice, pues de otra manera gueda en estado coloidal.
Se enfria y pasa a un frasco volumétrico de 25 ecm?. y se diluye a la marca.
Se agregan de 0.2 a 0.5 grs. de caolin. se agita y filtra por navel de 9 ecm.
cubriendo en los intervalos con un vidrio de reloj el embudo.

ecomiendan efectuar la hidrolisis
de la manera siguiente: Se introduce en un matraz de cuello largo de
Kjeldahl de 300 em?® un gramo de la proteina purificada previamente se-
cada durante 48 horas en un desecador de vacio sobre Acido sulfirico. Se
agregan 3.5 ecm?. de hidréxido de Bario cristalino y 25 cm?. de agua, se
cierra el cuello con un condensador de Hopkins y se pone a reflujo la mezcla
sobre un pequeiio quemadoy por 40 a 48 horas. Se agregan 30 cms3. de
H,.SO, al 209 v se calienta el frasco en bafio Maria de 30 a 60 minutos
para quitar el H.S que se pueda formar. Se enfria, se transfiere a un ma-
traz volumétrico de 100, se diluye a la marca, se mezcla y se filtra a través
de pavel secc y en un frasco seco.

Como se puede advertir hasta ahora, todos los métodos de hidrolisis
difieren entre si, aungque muy poco. Cada autor sigue su propio método va-
riando tal o cual condicién y al final se consiguc el objetivo; la separacién
de los aminoacidos.

In el caso de la tirosina, para obtener la coloramon v determinarla
con el colorimetro o fotocolorimetro, después de la hidrolisis, sigue la
operacién de separarla del triptéfano, pues este interfiere en la formacién
de color. Esta separacion se efectiia generalmente precipitiandolo con sul-
fato de mercurio y centrifugando la solucion.

En la mayoria de los casos, cuando se trata de proteinas de molécula
complicada hay formacién de humina o una coloracién café que también
impide la formacién del color verdadero al afiadir los reactivos para la
‘tirosina ¥y hay necesidad de decolorar la solucién.

Compo de ordinario, no se parte de proteinas puras, es decir, que ade-
méis contienen como impurezas carbohidratos, grasas, etc., en las hidrolisis
con Acidos fuertes, casi siempre hay forlnacmn de humlnas Yy por consi-
guiente pérdidas que aunque pequeilas en algunos casos, hay que determi-
nar y esto se consigue cuanteando el nitrégeno huminico, total ete.
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En la mayoria de los casos, como se parte de cantidades pequefias de
proteinas que varian desde 100 mg. hasta 102 gramos, la decoloracién se
hace agregando pequefias cantidades de carbén activado como 20 mg. o
50mg. agitando bien y filtrando. En el carbén se quedan pequenisimas can-
tidades de aminoicidos debido al fenémeno superficial de la adsorcién, que
efectiia la retension de una micela por otra o bien por iones. Se efectua
la formacién del adsorbato que es la unién del cuerpo adsorbente y adsor-
bido ¥y que no es ni reaccion quimica, ni mezcla, sino una fase intermedia
que se ha denominado simplejo.

Generalmente en todos los métodos que se han desarrollado hasta nues-
tros dias, las pérdidas que anteriormente se han explicado no se toman
en cuenta y solo alguno que otro investigador les ha dado importancia.

Podriamos haber seguido apuntando muchisimas técnicas de hidro-
lisis, pero comprendemos que no tiene caso alguno transferir en este tra-
bajo sino las principales, ya que casi todas varian entre si muy poco y con-
cuerdan en los resultados finales.
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CAPITULO V

DETERMINACION DE LA TIROSINA EN ALIMENTOS DIVERSOS,
ESPECIALMENTE EN CASEINA,Y LEVADURA DE CERVEZA.

La tirosina es sin lugar a duda uno de los aminoacidos mas abundan-
tes en la naturaleza, tanto en el reino vegetal, como en el animal. Damos
enseguida una somera lista de substancias que la contienen y su respectivo
porcentaje, para después exponer los trabajos que hicimos en el laborato-
rio determinando tirosina en algunos alimentos y aplicando los métodos
que segiin creemos, sean de mayor utilidad y exactitud.

1) 9% de tirosina en albuminoides naturales
Vegetales.
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Lactolbimina

Seroalbimina

Seroglobulina

Fibrina

Caseina

Histona

Globina

Queratina

Fibroina (seda)

Placenta humana

Concha de tortuga

Sustancia gris del cerebro

Sustancia blanca del cerebro
(2) Elastina

Colageno

Neurogelatina

Hemoglobina 2.0

Albimina de huevo .

Conalbumina (huevo)

Vilelina C(huevo)
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Carne : 0.6
Pescado 0.8
Gelatina (pescado) 0.7
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Mantequilla
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HORMONAS ANIMALES Y ENZIMAS

Insulina 12.0
Pepsina 8.7
Tiroglobulina humana

Tiroglobulina coloide

Tripsina

i e
WHON
ENY T

DETERMINACION DE TIROSINA EN CASEINA

Después de ensayar algunos métodos corrrientes para la determina-
cién de este aminosdcido, nos decidimos finalmente por el métcdo del a ni-
troso B maftol y mnos propusimos encontrar una marcha que condujera a
resultados satisfactorios. Este método, comparativamente con los demas,
presenta grandes ventajas por su sencillez cuando ya se tiene el hidro-

lizado listo; ademas, 1a hidrolisis no esti complicada debido a la solubidad
de 1la tirosina.

(4) Primeramente hicimos la determinaciéon siguiendo las instrue-
ciones de un método de Folin —Marenzi— Lugg explicado en el cap. II,
que emplea un reactivo hecho a base de sulfato de mercurio, cloruro mer-
clrico y sulfato de sodio. Se pesé 1 gramo de caseina seca, haciendo la hi-
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drolisis con NaOH a 10N durante tres horas y a reflujo. Una vez efectua-
da la hidrolisis, el liquido se centrifugé para separar los sélidos y obtener
una solucién transparente que finalmente se aforé a 25 cm?®. Al hacer las
lecturas en el fotocolorimetro en tubos, resultaron muy bajas. Tratamos
de ver si se debia a la concentracién grande y entoneces hicimos un hidro-
lizado con 100 mgr. de caseina y efectuando las lecturas en celdilla y no
en tubo, como anteriormente, y aforando cada lectura a 25 cm?®.

Antes hice una sencilla curva de sensibilidad con celdilla y poniendo
0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 v 1 mg. de tirosina (aforando a 25 cm?®.), obteniendo
unas lecturas de 200, 320, 440, y 500 y 600 respectivamente.

De mi hidrolizado coloqué 2 em?®. en la celdilla, calentando suavemente
como indica el métcdo, poniendo 1 ecm®. de reactivo de Lugg y 0.5 cm?. de
solucién de NaNO,, diluyendo finalmente a 25 cm?®. para hacer la lectura
que fué de 275 y que corresponde aproximadamente a .4 mgr. de tirosina.

Calculos: en 2 cm®. hay 0.4 mg.

en 25 cm®. hay 5 mg.
en 100 gr. hay 5 mg.
en 1 gr. hay 50 mg.

en 100 gr. hay 500 mg. = 5 J.

(0 sea en los 100 mgs. hidrolizados)

0 sea que por este método obtuve un resultado de 5% de tirosina para la
caseina.

Por el método del « nitroso § naftol explicado en el Capitulo II1 y
una vez hecha la grafica de sensibilidad del reactivo, obtuve los resultados

siguientes:
Con hidrolisis con sulfirico diluido al 15%

Con hidrolisis con sulfirico menos diluido 5.9% de tirosina
Con hidrolisis con NaOH al 10% 6.65% de tirosina

En las tres ocasiones se pesé un gramo de caseina y el volumen final

6.8% de tirosina

una vez centrifugado y separado al triptéfano, se aforé a 50 ecm?. ¥ al ha-
cer las lecturas hubo necesidad de diluir ailin méas para que no fueran de-
masiado altas. En el primer caso, o sea con el de hidrolizados hecho con
sulfarico al 159, uno de esos 50 cm?3. finales se diluyé a 10 cm3. de ma-
nera que los calculos para este primer caso quedaron como sigue:

Un cm?®. del hidrolizado de 50 cm?3. se diluyé a 10 y de alli tomé 1
cm?®. para hacer la lectura que fué de 180 que corresponde en la tabla a

136 gamas; de manera que en esos 10 cm?® habra 1360 gamas y en los
50 cm?®. hay 1360 X 50 = 68.000 gamas.

68,000 gamas en 1 gr.

68 mgr. en 1 gr.

068 gr. en 1 gr.
6.8% de tirosina
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En el segundo y tercer caso fué lo mismo, tinicamente cambiando la
lectura del colorlmetro Yy por lo mismo el porcenta_]e
Determinacion en levadura de Cerveza.

Cantidad pesada: 1 gr., hidrdlisis con sulfiirico al 10% durante tres
horas, decoloracién del hidrolizado con celita, volumen final 50 cm?®. Mé-
todo del a nitroso § naftol. 1 cm?®. del hidrolizado méis 1 cm®*. de reactivo
mas un cm?® de HNO,. Lectura en el aparato = 360 que corresponden a
231 gamas.

en 50 cm®. hay 11550 gamas o sea en 1 gr. de levadura
en 1 cm? hay 231 gamas. .
11550 gamas = 11.5 mg. = .0115 gr. = 1.15% de ti-

rosina en levadura de Cerveza.
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CONCLUSIONES.

1.—La tirosina o para hidroxi-fenil-alanina es un aminoicido muy abun-

dante en la naturaleza, ya seca en estado libre o combinado, formando
diversas proteinas.

~—Hasta la fecha los métodos de cuanteo reportados para la determina-
cién de la tirosina no_se pueden considerar como satisfactorios ente-

ramente, debido a la diversidad de resultados que se obtienen compa-
rando unos con otros,

~——Hemos hecho determinaciones cuantitativas de tirosina con algunos de
los métodos corrientes y con el método del a nitroso 6 naftol, para el
cual hemos tratado de aplicar un sistema que si no es definitivo, por

lo menos es el punto de partlda para un nuevo método que venga a
substituir a los antiguos..~ =5

N TP A
4. ——Introducimos un método muy acéptablé para cuando se trata de so-
luciones de tirosina pura, el de Acido selenioso.

5.—La tirosina no es un aminoacido de importancia inmediata en la ali-

mentaciomn, pues no figura entre los diez indispensables. El organismo

la forma a partir de uno o algunos de esos y la formacién en el orga-
nismo si ya es indispensable.

Mucha de su importancia radica en la formacién de las melaninas
que se encuentran diseminadas en la naturaleza.

FIN
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