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CAPITULO I i

MOTI VOS DEL ESTUDIO. GENERALIDADES

El estudio que aquf se presenta se ha practicado con la in-
tencién de elaborar, si fuera posible, un método répido y sencillo
para determinar la cantidad de aminodcidos presentes en hidro-
lizados de materiales proteicos o también en productos comercia-
les, como por ejemplo el 4cido glutémico, que hoy en dia se usa
en cantidades relativamente importemtes como substancia aroma-
tizante .en productos alimenticios.

Para demostrar la importancia del problema se presenta pri-
mero, una ligera resefia y de nigin modo completa acerca de la
importancia fisiolégica de los aminoécidos y luego se resefian los
métodos més importantes que se usan para cuantearlos.
Formacién y propiedades de los Aminoécidos.

Los aminodcidos son las substancias que resultan de la dis-
gregacién (hidrélisis) de las proteinas.

La disgregacién de las proteinas se lleva a efecto por medio
de la hidrélisis, la cual puede ser total hasta llegar a las subs-
tancias constituyentes los “aminodcidos” o hdirélisis parcial, ob-
teniéndose productos de degradacién relativamente pequefios (di-
péptidos, tripéptidos).

La hidrélisis de las protefnas se redliza: 1) por ebullicién con
4cidos minerales o d&lcalis fuertes a la presién atmosférica o a
presiones mayores; 2) traténdolas con ciertos dcidos sulfénicos
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ce larga cadena (4cido cetil sulfénico); 3) .por digestién con en-
zimas proteoliticas.

Tanto la hidrélisis dcida como la dledling, atecta a varios
de los aminodcidos que se forman, como por ejemplo el tripté-
fcno (4cida) la cisting, cisteina, arginina (alcalina) y otros mds.

La hidrélisis enzimética no tiene los inconvenientes de la d&ci-
da ni de la alcaling, pero necesita mds tempo para efectuarse y
pocas veces es completa.

Los aminodcidos derivados de las proteinas son todos ¢ ami-
nodcidos. En todos ellos a excepcién de la glicina el &tomo de
carbono combinado con el radical "NH:" es ‘asimétrico, por lo que
estos 4cidos son épticamente activos.

Son substancias cristalinas y de color blanco, siendo la for-
ma de los cristales caracteristicos de cada uno de ellos.

Son solubles en agua, excepto la cistina y la tirosing; a ex-
cepcién de la prolina son insolubles en alcohol y ninguno es so-
luble en el éter; forman sales cristalinas con las bases metdlicas;
algunos de ellos tienen sabor dulce (glicina, dlemina, serina) otros
como el triptéfano carecen de sabor; existiendo otros de sabor
amargo como la arginina.

Los amino&cidos tienen propiedades anfotéricas, por tener
grupos carboxilicos y aminicos.

Importancia biolégica de los Aminod&cidos.

Las proteinas se descomponen por completo, en la alimenta-
cién animal dentro del interior del aparato digestivo, dejomdo en
libertad los aminodcidos que las constituyen al actuar sobre ellas
las- enzimas proteoliticas. (4).

Desde hace muchos afios se . demostré la posibilidad de reem-
plazar las protefnas por aminoécidos, usando hidrolizados de pro-
teinas con aminodcidos que se sabfa eran destruidos en los pro-
cesos proteoliticos. Esta demostracién termind en los métodos ex-
perimentales tanto para el hombre como para los animdles, que
utilizan mezclas de ‘aminodcidos en varios casos obtenidos por
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sintesis, reemplazando a las proteinas en las dietas alimenticias
que se utilizaron para la experimentacién.

Hay ciertos aminodcidos que son necesarios para la alimen-
tacién y que el organismo no puede sintetizar, éstos deben encon-
trarse en los almentos que se ingieren y por lo tanto se llaman
indispensables o esenciales.

BLOCK (1) ha sugerido la siguiente clasificacién de los ami-
nodcidos refiriéndose a su esencialidad y dispensabilidad para
la vida.

Clasificacién de BLOCK

ESENCIALES NO ESENCIALES
Histidina Acido glutdmico
Lisina Alanina
Triptéfomo Acido aspdrtico
Fenilalonina Serina
Metionina Prolina

Treonina Hidréxiprolina
Leucina

Isoleucina

Valina

Cistina

Tirosina S

Arginina

Glicina

Estudio metabdlico de algunos AminoéGcidos.

Glicina.

La glicina ademés de formar parte de varias proteinas del
orgcmismo y de encontraree en forma libre en el higado (&cido
glicocdlico) interviene en la sintesis de productos no proteinicos
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como, a) la creatinina de los musculos, y el glutatién de las cé-
lulas, b) el é4cido hipfrico.

La glicina puede ser sintetizada por la rata y el hombre adul-
to, pero llega a ser insuficiente para un méximo desarrollo, sien-
do por lo tanto esencial en la dieta de ambos. Se ha demostrado
que la dieta del pollo necesita para su adecuada alimentacién
aproximadamente el 1 por 100 de glicina.

La velocidad a que se realiza la sintesis de la glicina en el
organismo humano ha sido calculada por Quick aproximadamente
0.5 g. por hora, baséndose en la eliminacién del* 4cido hipfrico
después de la administracién de benzoatos.

Son pocos los conocimientos que se tienen acerca de la de-
gradacién metabélica de la glicing; los estudios efectuados en te-
jidos han dado poca informacién, los tejidos animales contienen una
enzima flavoprotetnica que cataliza la oxidacién de la glicina has-
ta &cido glioxilico y amoniaco.
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La glicina interviene en la sintesis del glutatién que desem-
pefia su papel en las oxidaciones y reducciones intraceluldres.
También toma parte en la sintesis de la hemina humana, lo que
se ha comprobado por el hecho de que al administrar glicina
marcada con el isétopo 14 (radiactivo) del carbono, la hemina ais-
lada de los glébulos rojos contiene carbono isotépico.

METIONINA.

Es un aminodcide: que contiene azufre y no puede ser sin-
tetizado por el organismo partiendo de las substancias de la die-
ta, siendo preciso ingerirla para mantener el equilibrio nitroge-
nado en el hombre adulto.

La metionina puede satisfacer todas las necesidades de azu-
fre del organismo, ya que se convierte en cistina en los tejidos.

La tramsmetilacién es importante funcién metabélica de la me-
tionina. DU VIGNEAUD 2) ha demostrado que el organismo ani-
mal es incapaz de sintetizar los grupos metilicos necesarios para
la metilacién de ciertos compuestos del organismo que contienen
azufre y nitrégeno, dependiendo de la presencia en los alimen-
tos de esos grupos metilicos.

En la sintesis biolégica de la creatina, el grupo metilico de-
riva de la metionina por transferencia.

Ademés de las funciones metabdlicas, la metionina parece
desempefiar papel importante en la proteccién del higado contra
algunos venenos como el arsénico, fésforo, tetracloruro de car-

bono.

TRIPTOFANO.

Es un aminodcido indispensable para el desarrollo de los ani-
males jévenes y para el mantenimiento del equilibrio de nitrége-
no en el hombre adulto. ,

Su transformacién metabélica se realiza por la oxidacién has-
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ta_ 4&cido quinurénico pasando por la quinurenina. El moho rojo
del pan neurospora puede sintetizar el triptéfano a partir del in-
dol y de la serina.

9 nad Cei e

B Triptétano Quinurenina

COOH
R a0ido Quinurénico

FENILALANINA Y TIROSINA.

Estos aminodcidos tienen relaciones metabélicas algo andlo-
gas por lo que pueden considerarse juntos (3).

La fenilalnina no puede ser sintetizada por el orgamismo, por
lo que se necesita encontrarse presente en la alimentacién.

Las necesidades de la tirosina, pueden compensarse con la
fenilalomina, porque ésta puede convertirse en tirosina en el or-
ganismo.

Son aminodcidos cetogénicos, es decir, que originan d4cido
acetil acético; sin embargo, se pretende que después de la pér-
dida de nitrégeno eliminémdose como urea la fenilalanina y la
tirosina serian oxidados hasta dar amhidrido carbénico y agua,
forméndose intermidiariamente 4cido acetilacético.

Por las experiencias llevadas a cabo por Block y Raper, po-
rece que el pigmento melanina est& en estrecha relacién con el
metabolismo de la tirosina.

La melanina no es una substancia homogénea sino una mez-
cla de pigmentos de composicién no muy bien definida; es un
pigmento de la piel que lo tiene en escasa contidad y en el cual
puede faltar por completo “albinismo”. Se produce en abundancia
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en la enfermedad de Addison (diabetes bronceada) produciéndo-
la también en exceso los tumores melénicos.

Block expuso que la piel contenia una enzima capaz'de con-
vertir la 3-4-dihidroxifenilalomina en una substancia parecida a la
melaning, la cual faltaba en la piel de los albinos; seglin, Raper
la tirosina es el aminodcido precursor de la 3-4-dihidroxifenilala-
nina.

LISINA.

Es un aminoécido esencial para el desarrollo de los animales
jévenes, asf como también para mantener el equilibrio nitrogena-
do en el hombre adulto.

Se diferencia de los demds aminodcidos en que no parece
capaz de obtener su nitrégeno de otras fuentes alimenticias.

Sin embargo, la lisina puede contribuir a la formacién de
otros aminodcidos, después de la desintegracién oxidante siendo
ésta reversible; esto se comprueba por la imposibilidad de subs-
tituir la lisina en las dietas experimentales con el cetoécido ni con
el hidroxi4cido derivados de ella.

ACIDO GLUTAMICO.

Es un aminodcido dicarboxilico que se encuentra en gremdes
cantidades en muchas proteinas vegetales y enimales.

Puede sintetizarse fécilmente en el organismo, por lo que pue-
de omitirse en la alimentacién. Es probable, sin embargo, que lo
fécil de su sintesis en los tejidos contribuya al importante papel
que desempefia en el proceso general del metabolismo nitroge-
nado en el interior de las células. V

La participacién en las reacciones de tremsaminacién, efec-
tuada por Cohen y Green es un aspecto metabélico de importan-
cia del 4&cido glutémico; reacciona con el écido pirvico o el &ci-
do oxalacético para producir écido g-cetoglutérico, y los aminodci-
dos alanina o &cido aspdrtico. Estas reacciones son reversibles
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de modo, que el dcido glutémico puede sintetizarse partiendo del
4cido g-cetoglutérico y la alanina o el &cido aspdrtico.

S
C00R + ff o = ly. mH,
I COoH boom
(4% cooH
| Acido Acido
ng oxalacético  aspértico s %52
FH - l!z + Egz
COOR + 3 CH. =0
Actdo gﬂ 0 o= {5 ¥E, & !
€lutéaico COOH dSoom 00H
Aoido,
m” Alanina ® -getoglutérice

Las enzimas que catalizan estas reacciones han sido aisladas
de los tejidos animales, creyéndose que contienen un derivado de
la piridoxina como grupo prostético.

VALINA.

De este aminodcido se requiere cierta contidad en la ali-
mentacién, como se ha comprobado por estudios realizados en
los animales; mantiene el equilibrio nitrogenado en el organis-
mo. '

La posibilidad de un proceso metabdlico ‘es el que supone
la desaminacién; para formar &dido ¢-Getsisovalérico, ya que - di-
cho producto puede reemplazar a la valina en las dietas expe-
rimentales.

Vs ¢23

fﬂ' - 933 — ?H - CHy

CH - KHp ’ c=0

:3003 &OQH

Valina Acido
ol-cetolsovalérico
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CAPITULO II '

CUANTEO DE LOS AMINOACIDOS Y SALES DE AMONIO.

Una determinacién global de los aminoécidos o de sus pro-
ductos de condensacién “los prétides” puede practicarse eviden-
temente conforme a los métodos generales usados en andlisis de
substancias orgdmicas, convirtiendo el nitrégeno de estos com-
puestos en amoniaco (sulfato de amonio) conforme al procedimien-
to conocido de Kjeldahl, siguiendo a esta “mineralizacién del ni-
trégeno” la destilacién y determinacién -volumétrica del amonia-
co. No se tratard aqui detalladomente este método amplicmente
conocido y de ningtin modo especifico para amino&cidos.

Especialmente para éstos se usan dos métodos:
Primero: Procedimiento gas-volumétrico de Van Slyke (5).

Consiste en diazotar los aminoécidos en solucién dcida me-
dionte adicién de nitrito de modo que se desprende su nitrége-
no en forma elemental, gaseosa; agregondo un oxidante, gene-
ralmente bgicromato de potasio se oxidan los gases nitrosos que
pueden haberse desprendido de modo que el nico producto ga-
seoso formado es el nitrégeno; midiendo, manométricamente, su
cantidad se obtiene la eantidad correspondiente de aminodcidos

(9).

Este método es muy exacto y se usa ampliamente en aque-
llos laboratorios, clinicos o fisiolégicos en los que las determina-
ciones de aminodcidos se practican a menudo, de suerte que es
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posible adquirir el instruméntal correspondiente, bastante caro y
ademés delicado en su manejo; de ahf resulta asimismo que este
método es 0til solamente en casos de que se practique a menu-
do, ya que sdlo puede ser practicado por un operador especiali-
zado que continuamente mantenga su habilidad y experiencia.

El segundo método, cuyos fundamentos constituyen la base
para una modificacién deseable que se ha buscado en este tra-
bajo, se debe a S. P. L. Soerensen (5).

Es éste el método mds sencillo y antiguo que existe, que per-
mite cuantear los animodcidos combinando el grupo “-NH:" que
todos ellos contienen y en que radica la funcién bdsica con for-
maling, con lo cual perdiéndose la funcién bésica se acenta el
cardcter 4cido, de modo que los compuestos “metileniminodci-
dos”, que se forman pueden titularse como un d&cido orgdmico
cualquiera.

Esquemdticamente la reaccién se representa por:

n-zn-cooamnzo s R -coo'+n’+nzo
Anfolito Acido

Es evidente que practicando esta reaccién debe observarse
estrictamente algunas precauciones, para que los valores obte-
nidos sean exactos. La reaccién formulada es reversible hasta
cierto grado; por esta razén debe agregarse un exceso suficiente
de formaldehido, lo que incluye inmediatamente la condicién de
que este reactivo auxiliar sea absolutamente neutro; también la
reaccién dcida que se establece puede ser la causa de que la
reaccién no llegue a ser completa, hasta haberse neutralizado por
lo menos la mayor parte de este &cido titulable.

Una de las férmulas que se recomiendan para esta titulacién,
sugerida primero por S. P. L. Soerensen es la siguiente:

A la solucién de aproximadamente 25 ml. y 0.1 N en cmino-
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dcidos libres se le agrega 5 ml. de formalina, previamente neu-
tralizada con hidréxido de sodio, después de lo cual se titula
con hidréxido de sodio, hasta que el indicador vire a la colo-
racién marcadamente rosada (pH aproximadamente de 9).

La térmula tal como queda indicada admite cierta duda acer-
ca de si la fenolftaleina (cuyo vire empieza en pH 80) es el
indicador més propio para esta titulacién; efectivamente se ha en-

contrado que es mejor para el presente caso el uso de la timolfta-
lefna.

Conceptos similares pueden aplicarse para la determinacién
de las sales de amonio, que puede practicarse sin destilar previa-
mente el amoniaco liberado por medio de un dledli fijo. Una sal
de amoniaco o sea el ién de amonio, reacciona con la formali-
na forméndose la exametilentetraming, base bastante débil y dci-
do libre.

Las reacciones fundamentales de este procedimiento son:
+ S +
4NH4 + 60H20‘._ N4(CH2)6 + 4H” + 6H20

. Esta reaccién, como queda indicado en la férmula que ante-
cede, es notablemente reversible y se completa conforme la ii-
tulacién va progresando, es decir con la adicién de dlcali.

s 4+ 40H = 4HO

de modo que a cada mol de ién amonio corresponde un mol de
hidréxido de sodio gastado en la titulacién.

Esencialmente en ambos casos se usan dos reactivos para
determinar la reaccién cuantitativa: Primero; uno que se agrega
en exceso no determinado con el fin de formar el compuesto ti-
tulable y segundo; el reactivo propicmente dicho, hidréxido de
sodio, con el cudl se efectfia la titulacién.

La idea fundamental del estudio cuyos resultados se relatan
a continuacién, ha sido la de unir estos dos reactivos en una sola
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solucién con el fin de obtener en el punto final de la titulacién
una relacién invariable, en todos los casos, entre las contidades
que se agregan de cada uno de ambos reactivos. Ademds se evi-
tarfa de este modo el inconveniente, de que el formaldehido que
siempre contienedcidos, debe neutralizarse previamente; si el reac-
tivo nico que se usa se compone de formaldehido con un exceso
de dlcali, exceso que se determina f4cilmente titulondo mediante
este reactivo algtin 4cido valorado, se simplifica mucho el mé-
todo a seguir.

Para este modo de proceder se conocen antecedentes: si el
ézido etilendiaminotetracético, en forma de su ié6n terciario, reac-
ciona con un ién alcalinotérreo, se desprenden iones hidrégeno
(Me = Ca o Mg, etc.).

Una sal alcalinotérrea neutra produce, debido a esto, reaccién
notablemente &cida con la solucién del reactivo de por si nota-
blemente alcalino y hasta con una solucién mezclada de las sales
cuarternaria y terciaria del mismo é4cido, reactivo fuertemente al-
calino (pH 10,2 a 10,3); tan pronto como la totalidad del metal
presente haya entrado en la formacién del complejo la solucién
titulada vira al alcalino se basa en esta serie de reacciones un
método alcalino exacto y cémodo para la determinacién de sales
dlcalinotérreas (7).

La modificacién esbozada en la forma de titular, consiste en
aplicar el reactivo auxiliar y el &lcali en una solucién premez-
clada ofrece ademds la posibilidad de obtener, en la misma ti-
tulacién algunas indicaciones ftiles acerca de las propiedades
del 4cido combinado que se forma, especialmente de su constan-
te de disociacién.
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El propdsito de este trabajo era estudiar mediante tituiacio-
nes potenciométricas, tanto la neutralizacién progresiva, mediante
una solucién valorada de hidréxido de sodio, de una solucici
de un aminodcido que contiene un exceso apropicao de forma
lina, comot por otro lado la neutralizacién del dcido solo, med:ian-
te un reactivo que contiene a la vez formalina e hidréxido de
sodio.

A base de tales ensayos puede determinarse la constante de
disociacién “aparente” del &cido que se titula.

"Constante aparente” significa que en nuestro caso se puede
suponer que, aplicando los métodos que sirven para determinar
las constontes a diferentes fases de la titulacién, pueden obser-
varse diferentes valores para la constante, ya que la constitu-
cién del dcido que se titula puede variar segiin el grado de la
neutralizacién.

Fundamentalmente existen dos posibilidades diterentes para
determinar la constante:

La primera se basa en el hecho de que en una solucién equi-
molar de un 4cido y su sal el "pH"” es numéricamente igual al
“pK" del 4cido (el pK es el logaritmo negativo de la constante).

La segunda posibilidad se basa en que la variacién del pH
que se observa desde un punto de la titulacién antes de llegar
al vire hasta otro punto de la titulacién, después de haberlo reba-
sado es tanto mayor cuanto mayor sea la constante, lo que sig-
nifica, cuanto menor sea el “pK"”

Si estos dos métodos coinciden en sus resultados se pueden
deducir que se ha titulado un écido definido e invariable y en
caso de que se obtengan valores diferentes con estos dos mé-
todos, cabe la conclusién de que el &cido haya variado en sus
propiedades en el transcurso de la titulacién.

A base de tales observaciones es posible determinar las con-
diciones éptimas para la determinacién préctica; una vez encon-
tradas estas determinaciones ya no pueden presentar mayores
dificultades que en la determinacién volumétrica del &cido acé-
tico o de otro &cido similar.

En el capitulo que sigue se exponen primero; las bases teé-
ricgs para la interpretacién de las mediciones que se practican.



'CAPITULO III

CALCULO DE CONSTANTES DE DISOCIACION DE ACIDOS Y
BASES DEBILES A BASE DE TITULACIONES
POTENCIOMETRICAS

Segin una férmula conocida el “"pH” de una solucién re-
guladora, compuesta de un &cido débil mezclado con una de sus
sales se determina por:

1) pH = pK + log h =pK+4logb—loga
° ]
en donde,

"pK", es el logaritmo negativo de la constante de disociacién.
“a”, la concentracién del componente écido (dcido libre).
"b", la concentracién del componente bésico (la sal).

La misma férmula puede aplicarse a bases débiles, siendo
en este caso la constante de equilibrio: K = 14 — K§ y el com-
ponente &cido la sal de la base, el componente bésico la base
libre.

La condicién necesaria para que esta férmula pueda apli-
cexse, es solamente que la solucién contenga ambos componen-
tes en cantidades hasta cierto grado comparables, de modo que
la presencia del 4cido libre suprima la hidrélisis de la sal y la
presencia de ésta impida la disociacién del &cido.
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Ahora bien; en el transcurso de una titulacién potenciomé
trica, se miden los valores del “"pH" que corresponden a diferern
tes mezclas de dcido con sal, empezando con el &cido puro hast
llegar a la sal pura en el punto final; siendo:

" ll

. €l volumen de reactivo (NaOH) que se gasta hasta el puntc
find, y

" Il

, el volumen agregado en cierto punto de la titulacién, cor
lo cual v’ corresponde a la cantidad de la sal formada, y

"x — v" a la cantidad de écido todavia libre.
El cociente b de. la férmula 1) resulta por lo-tanto, igual ¢

"".\.a“.‘
v , y de esto se deduce:
X—V

2)pH—pK-|-logv —log (x —v_)

Se ha aphcctdo un subindice "—" para significar que; Jo que
cntecede a la parte de la titulacién cntes de llegar al vire.

Por otra lado pasando éste, se tiene hidréxido de sodio en
exceso, cuya concentracxén es:

V,oX ¢, siendo ® V" el volumen total ¥
Yy

-
"Cc*" u eoncontrutén de; reactivo usado; de esto tenemoss
Rk 3 T “10-~ v
c H +. 37
oh h - .
- - ,_v,!:‘.' “ !’..-"i (]

3) px - uolog (v-z)o].ogc log V,
conbimdo (2)!(3)10:«9.:
DT> S ANNE B3
4) pa-pE= 14+ log (v,=x) +10g C - og V,
L P 108 (2~ V), ~ 108 v,
y-oon.eso, : .

5) px-u-sAslolog(v--x)-olog(x-v)+logc
-logv - logv
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siendo A pH la diferencia entre: log. dgg valores del “"pH" que co-
rresponden a las cantidades de reactivo antes y después del vire,

w__n

2y twg
El valor de "x” se determina en la misma titulacién (gasto
de reactivo hasta el vire); con esto se puede calcular la constan-
te, con la sola condicién de que las VARIACIONES del pH se mi-
dan correctamente; sus valores absolutos no tienen importancia.

Ejemplo:

DETERMINACION DEL pE DE UN ACIDO CONOCIDO

Titulacién de dcido acético con hidréxido de sodio 0.1 N. Al
empezar la titulacién el reactivo en- la bureta estaba en 3,22 ml;
este valor debe restarse de todas las lecturas.

Las lecturas indicadas en la tablg que sigue. (tabla No. 1) se
tomaron después de haberse acercado ol punto final, supuesto
hasta més o menos 3 ml.



TABLA No. 1.

. Lectura. v X—v pH 100 ApH

21,0 ml 17,78 3,33 5,59
15

22,0 18,78 2,33 5,74
17

22,5 19,28 1,83 591
18

23,0 19,78 1,33 6,09
19

23,5 20,28 0.83 6,28
41

24,0 20,78 0,33 6,69
341

24,5 21,28 0,17 10,10
110

25,0 21,78 0,67 11,20
24

25,5 22,28 1,17 11,44
13

26,0 22,78 1,67 11,57
27

27,0 23,78 2,67 11,84
4

28,0 24,78 3,67 11,88
5

30,0 26,78 5,67 11,93
29

350 31,78 10,67 12,22

La precisién de los potenciémetros usuales se indica con
= 1,02 del "pH" en la medicién de un valor individual del poten-
cial y este error comedido puede rebasarse fécilmente por causas
~asuales. '
Por esta razén el error de variaciones de potencial (suma de
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dos valores individuales) llega f4cilmente a 0,04 o también algo

més, lo que explica la irregularidad de las variaciones antes y
después de 26 (22,78) ml.

El efecto que producen tales errores inevitables puede eli-
minarse mediante el cdleulo siguiente:

Para determinar el punto final, se considera vollimenes de
reactivo con sus potenciales correspondientes seleccionados en tal
forma que encierren tres variaciones del “pH"” de las que las dos
extremas sean notablemente menores que la intermedia, por ejem-
plo:

v = 1978 20,78 21,78 22,78
100 ApH = 60 451 37

Seglin un método sugerido por F L. Hahn (7); el punto final
puede calcularse a base de la relacién que existe entre las dos
variaciones del “"pH" contiguas a la méxima.

37
?: = 0,31 es la alicuota de una porcién de reactivo
2 x 60

agregado (a saber: 1 ml. en estg caso) que falté todavia en 20,78
ml.

Por lo tanto “x” = 20,78 + 0,31 = 21,09-21,]1 ml.

Célculo de la constante de disociacién.

Para el cdlculo siguiente los volimenes pueden aproximarse
a una cifra decimal; el volumen inicial de la solucién titulada
era de 25 ml. .donde tenemos:

“V” = v 4 25. Con esto se obtienen los siguientes valores por
introducirse en la férmula (5)
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"V "= v+ 25. Con es0 se obtiene los sigientes valores por
introducirse en la férmula ( 5 )

'+ﬂ 22’8 V+- ‘1’8 = 19.8 Pﬂ+’ 11.57
a)
'4.-' X = 1’7 X - V_- 1’3 pH_I 6.09
APB = 5048
v*s 23'8 V"- 48'8 V= 19'8 PB*. 11.8‘
b)
V-Xx= 2,7 xX-va= 1,3 pH_= 6,09
ArE = 5,75
Empleando la férmula (5), para los primeros valores en a)
K =14-/pHE=14-548 = 8,52
log (v_’-. x) = 0,231
log (x-v)) = 0,114
log c -1
log v+= 1,679 7,865
log v'= 1,297 - 2,976
2,976 4,88
PK = 4’88
Para los segundos valores tenemos en b)
IK=14-Api=14-5T = 825
log (v-x) = 0,431
log(x-v) = 0,114
log C v -1
7,795
b)
log V+= 1,688 7,795
log v_= 1,297 - 2,985
2,985 4,81

K = 4,81



El término medio que se obtiene comparando los valores ob-
tenidos de "pK"” = 4,88 y "pK" = 4,81 nos d4 como resultado
"pK" = 4,84; seglin tablas de consulta diferentes autores han en-
contrado para el &cido acético un valor de: "pK” = 4,75 (10)

Los valores observados con los métodos diferentes concuer-
can perfectamente.

La solucién usada de hidréxido de sodio no era exenta com-
pletomente de carbonato de sodio, lo que hace disminuir hasta
cierto grado la variacién del pH que se observa, con lo cual se
observa un valor ligeramente superior del “"pK".

Sin embargo teniendo en cuenta que un ensayo de esta clase
necesita no més que media o hasta una hora de trabajo y como
reactivo una solucién valorada de hidréxido de sodio, resulta que
esta manera de trabajar constituye un método valioso para obte-
ner un valor bastonte acertado para la constomte de disociacién
de é4cidos (o desde luego de bases) no conocidos.

Determinacién del “"pK"” del é&cido metileniminoacético.

Ensayo practicado con glicocola.
Se usé el reactivo sosaformalina (R s-f) 0,1065 NexO, 1 N



14

15

16

17

18

El pH a v = 15 es inseguro porque un error minimo e inevi-
table de volumen en este punto lo afectaria mucho. Por esta ra-
zén, el cdlculo del punto de equivalencia debe basarse exclu-
sivamente en las variaciones observadas entre 14 a 15 ml. y 17 a

18 ml.

-TABLA No. 2
pH
8,50
8,70
9,50
10,90

11,00

100 ApH

80
140

10



a)

b)

e)

(B2

= 1,52 x log (|' = 0,46
Por lo tanto " x "= 15,46=< 15,5 ml

Y+-

W

V*-

10‘ = 0. 301

Célculo de la constante de disociacién

17

1,5

17

'+- x= 1,5

V*-

V+-!-

18

2,5

V+8 27 v=15
X - V_- 0’5

V+¢ 27 =14
X=-v= 1,5

V= 28 ve 14

x=-vs= 1,5

pH = 10,90

3
pH_= 8,70

ANeB = 2,20

pB_'_s 10,90

pH_: 8 » 50

QR = 2,40

pH+= 11,00

PB_' 8 »50

OH = 2,50



)

b)

°)

25

Aplicando la férmla (5) tenemos en a):
pK =14 -ApE =14 - 2,20 = 11,80
‘log (v-x) = 0,176
log (x-v) = 0,699-1

log c L =1
10,675
log V= 1,431 10,675
log v_= 1,176 - 2,607
2,607 8,06
ﬁ = 8’06

En b) tenemos:
K = 14 -ApH = 14 - 2,40 = 11,60

log (v*- x) = 0,176
log (x=v) = 0,176
log c = =1
10,952
log V+- 1,431 10,952
log v_= 1,146 - 2,571
2,517 8,37
) X = 8,37

En ¢) tenemos:
XK =14 -/\pH =14 - 2,50 = 11,50

log (v-x) = 0,398
log (x-v) = 0,176
log C = -1
11,074
log V = 1,477 11,074
log v_= 1,176 - 2,623
2,623 8,45
X = 8.45

De los trés valores de las copstantes
obtenemos como término medio pK = 8,30



Gomparacién del pH final; calcilade-a-base:del valor:del “pK”
observado:en una titulacién potenciométrica.:
Primero: para el écido acético.

A base del "pK" de un 4cido el pH en una solucién deter-
minada .de la.sal-sédica del mismo 4cido se caleula mediente la
férmula siguiente:

pH =7 4 1, (pK 4 log C)
significando- “"C" la concentracién moleeular de: la*sal- disuelter:

Aplicandy esta fsrmula a la_titulacién del &cidd antes” des:
crita tenemos:

NciOH 0,IN gastado (aproximado) — 24°ml.
Volumen final 48 ml;
c=5x10"

log C=1070—2

PK- =484

PH =7 4+ Y, (4,84 4+ 0,70 — 2) = 8,77

pH final' = 8,77

El punto final correspondiente a la variacién méxima del
pH se observé entre pH = 6,7 vy 10,1; lo que concuerda muy satis-
factoriamente, ya que la media de los limites es pH = 8,4

Segundo: para el Acido, Metileniminoacético.

NaOH 0,IN gastado (aproximado) 17 ml.
Volumen final 27 ml.

C=63x10""
log C=1080— 2
pK = 8,30
pH = 7 + Y, (8,3 4 0,80 — 2) = 10,55
pH final = 10,55
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El vire se observ6 entre pH = 9,5 y 10,9; obteniendo como
media pH = 10,2; lo que también significa una concordancia sa-
tisfactoria.

Besumen:

También en este caso se ha encontrado que el cdlculo del
"pK" a base de la variacién del potencial conduce a un valor para
el pH del punto findl que coincide satisfactoriamente con el pH
del vire observado en la titulacién potenciométrica. Sin embargo
este pH se halla aproximadamente en el valor de pH = 10 (algo
mds arriba todavia) en tanto que en el caso del &cido acético, el
valor es ligeramente arriba de pH = 8.

Resulta de este modo que: el indicador propio para practicar
esta determinacién no es la fenolftaleina que se ha recomendado
para este fin y que vira entre pH = 8 y 10 (segiin la cantidad
que se usa) sino la timolftaleina que vira entre pH = 9,4 y 10,6, 6
mejor todavia el amarillo de alizarina que vira entre pH = 10 y 12.

Traténdose de 4cidos tan débiles, las determinaciones que se
practican con indicadores pueden conducir solamente a valores
aproximados.

Se consignan en el capitulo siguiente los andlisis prdcticos
que se han efectuado con este método. '
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CAPITULO IV

ENSAYOS PRACTICADOS
SOLUCIONES Y SUBSTANCIAS USADAS EN LOS ENSAYOS.

Soluciones valoradas de:

Acido Clorhidrico

Hidréxido de sodio

Solucién reactivo de Sosaformalina (Rsf)

,Substanci ensayadas.
Acido glutémico
Acido aminoacético (glicina)
Acido sulfanilico
Preparacién de las soluciones.

Solucién IN de Acido clorhidrico.

Se diluyen aproximadamente 100 ml. de écido colrhidrico
concentrado y puro equivalentes a 1 mol de HCl completéndose
el volumen a 1,000 ml, obteniéndose asf un d4cido aproximada-
mente IN, al cual se le determina su normalidad exacta valorén-

dolo contra tetraborato de sodio decahidratado. (8)

Solucién IN de Hidréxido de sodio

Se pesan 40 g. de hidréxido de sodio y se disuelven en 100
ml. de agua, llevéndose después el volumen a 1.000 ml. determi-



néndose después su normalidad exacta valoréndolo contra &ci-
do clorhidrico de normalida conocia.

Solucién reactivo de Sosaformalina (Rsf).

a) Hidréxido de sodio 1,075N 80 ml
b) Formdlina 40 ml.
c) Alcohol 600 ml
d) Agua destilada 280 ml.
Normalidad de las soluciones.
1) Acido clorhidrico 1,0869 N
2’ -a’\"?\nq“ .._,‘f, aser s 12213 N
3) 0.1172 N
1) Hidréxido de sodio 0121 N
2) ” ” 0‘ 183& N
1) Reactivo Sosaformalina 0,1001 N
2) " 0,1208 N
3) " " 01065 N
4) " ” Ollglg ﬁ

Valoracién de las soluciones.
Soluciones de Acido clorhidrico.

Primera valoracién con borax.

Pesadgs  horax. HG1 Nermglidad ,
q 10172 g 50 ml. 1,065

10668 N
b). 1.028g 509 ml-: 104
Segunda valorggion cop horax.
Pesadas borax HCl Normalidad
a) 18236 g fdiml ].243N
b) 1,3265 g 5,60 ml 1,243N

Tercera valoracién se efectué con NaOH 0,1219 N.
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Como dl agotarse la. segynda.. sqlucién de dcido clorhidrico
se disponfa de una solucién’de hidréxido de sodio (1) exactamen-
te conocida se tomé ésta como base.

NGGH+ HEl Normalidad
a) 10 ml 10,40} 04172 N’
b) 10 ml 1040 ml 01172 N

Soluciones: de Hidréxido de -sodio.
Primera: con HCI 0,10669 N

HC1 NaOH Normalidad
a) - 10 mi 8.75°ml - 01219°% ™
b) 10 ml 8,75 ml 0,1219-N
Segunda: con HC1 0,1243 N
HC1 NaOH Normalidad
a) 10 ml- 10,05 m!l' 01236 N
b) 10 ml- 10,05 ml- 0,123 N
; Soluciones reactivo de Sosaformalina. (Rsf)
Primera: contra HCI 0,1172
HC1 Rst Normalidad
a) 10m 11,70 ml 0,1001 N':
b) 10 m) 11,70 ml 01001 N
Segunda contra HC1:0,1172 N
HCY Rst Normalidad:
a) 10 ml 9,70 ml 01208 N
b) 10 mi 970 m} 0.1208-N
Tercera: contra HC1 0,1172 N
HC1 Rsf Normalidad
a) 10 ml 110 ml 0,1065 N-
b) 10 ml 110 ml 0,1065 N
Cuarta:-contra HCI. 0,1243 N
HCI1 Rst Normalidad
a) 10’ ml 12,20° mit 01018 N
b) 10 ml 12,20 ml 0,1018'N-
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ENSAYOS

Titulacién de Acido glumético con Rsf 0,1001 N
usando fenolftalefna como indicador.

ml
Ensayos mg ml 0,00lN m! 01N mmol 9% encontrado
a) 150 180 18,0 17,64 88.2
b) 150 185 18,5 18,13 90,7

‘Titulacién de Acido glumdtico utilizando NaOH 0.1219 N y
formalina neutralizada.
Técnica seguida.
1) 10 ml. de formalina se neutralizaron con hidréxido de sodio.
2) Se pesS una cantidad exacta de Acido glutémico.
3) A la pesada se le agregé la formalina neutralizada.

4) Se procedié a titular con NaOH 0,1219 N y fenolftaleina como
indicador.

ml
Ensayos mg ml 0,12I19N m! 01N mmol 9 encontrado
Q) 1553 16,1 19,6 18,32 91,5
b) 1980 204 248 18,35 91,5
c) 1550 16,0 19,5 18,09 90,5
d) 1631 16,5 20,1 18,1 90,5

Titulacién de Acido sulfanilico con Rsf 0,1208 N y fenolftalei-
na como indicador.

ml
Ensayos mg ml 0,1208N ml 0N mmol 9 encontrado
a) 2014 985 116 9,86 98,6
b) 2516 12,05 14,5 9,86 98,6

Titulacién de Acido aminoacético con Rsf 0.1065 N y fenolfta-
leina como indicador.
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ml
Ensayos mg ml 0,1065N m! 0,IN mmol 9 encontrado

a) 1684 20,20 21,5 9,46 94,6
b) 2082 250 26,6 9,57 95,7

Titulacién de Acido aminoacético con Rsf 0,1018 N y timolfta-
leina como indicador.

ml
Ensayos mg ml 0,I018N ml 0N mmol 9% encontrado
Q) 124,2 16,15 16,4 9,84 98,4
b) 171,1 22,20 22,6 9,71 97,1

Titulacién de Acido aminoacético con NaOH 0,1238 N y forma-
lina neutralizada; usando timolftaleina como indicador.

ml
Ensayos mg ml 0,1236N ml 01N mmol 9 encontrado
a) 2042 22,20 274 9,86 98,6
b) 139,5 152 18,7 991 99,1

Titulacién de Acido aminoacético con NaOH 0.1236 N y forma-
lina neutralizada: se usé fenolftaleina.

ml
Ensayos mg m! 0,1236N ml 01N mmol S encontrado
a) 1435 14,70 18,2 9,46 94,6
b) 1744 17,75 219 9,41 94,1

Tomando en cuenta que 1 mmol de 4cido puro debe gastar
10 ml de 4leali 0,1 N traténdose de &cidos monobdsicos se calcula
el porcentaje encontrado en cada ensayo mediante:

v v
100; y para 4cidos dibdsicos
10 20

100.




CAPITULO V

RESUMEN

Se han estudiado, en este trabajo las bases teéricas de la
determinacién de aminodcidos, que se practica transformando es-
tos 4cidos en los dcidos metileniminicos correspondientes que
acto seguido se titulon con hdréxido de sodio.

Se ha podido demostrar que las constantes de disociacién
“aparentes” tienen valores determinables definidos y que se tra-
ta de écidos sumamente débiles con constantes en la dimensién
de 10-* a 10-° ("pK" cerca de 8,3 en el caso de la glicina).

Por esta razén la titulacién de estos dcidos no puede prac-
ticarse usado como indicador la fenolftaleina, sino que deben usar-
se indicadores que viran a valores de pH mds elevados como la
timolftaleina o el amarillo de dlizarina.

—45—



BIBLIOGRAFIA

1) BLOCK R.
The Amino Acids Composition of Proteins and Foods.
299, 300 (1954).

2) BINKLEY Y DU VIGNEAUD.
J. Biol. Chem. 144, 507 (1942).

3) SCHMIDT.
The Chemistry of the Amino Acids and Proteins.
130, 67 (1944).

4) HAWK P. OSER B. SUMMERSON W.
Quimica Fisiolégica Préctica 863-880 (1949).

5) VAN SLYKE Y HAMILTON.
]J. Biol. Chem. 150, 231 (1940).

6) SOERENSEN.
Biochem. Ztschr, 7, 43, (1907) 25, 1, (1910).

7) HAHNF. L
Andlytica Chimica. Acta. 11, 396 (1954).

8) HALL W. T.
Quimica Andlitica 546, 574, 578 (1949).

9) SCOTT W. W.
Standard Methods of Chemical Analysis 230, 236 (1939).

10) VILLAVECCHIA V.
Quimica Andlitica Aplicada, Tomo 2, 502, 504 (1944).

- 4] onn



	Portada
	Sumario
	Capítulo I. Motivos del Estudio y Generalidades
	Capítulo II. Cuanteo de Aminoácidos y Sales de Amonio
	Capítulo III. Cálculo de Constantes de Disociación de Ácidos y Bases Débiles a Base de Titulaciones Potenciométricas
	Capítulo IV. Ensayos Practicados
	Capítulo V. Resumen
	Capítulo VI. Bibliografía

