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1 — HISTORICO

A cromatografia em papel de filtro trouxe para o analista
grandes possibilidades para estudar melhor néo s6 os compces-
tos organicos como também os inorgénicos permitindo a sepa-
racio espacial dos constituintes de uma mistura.

Atribue-se a origem da cromatografia a descricao de Pli-
nio, do uso do papiro impregnado com extrato de noz de ga-
lha para a retencdo do sulfato ferroso e aos posteriores estu-
dos de Runge, Schoenbein, Gopelsroeder e outros, no pericGo
de 1850 a 1910.

Nas décadas seguintes, até 1931, pode-se dizer que houve
um periodo latente para a cromatografia, embora tivesse sur-
gido um trabalho de Tswett (1910), muito compreensivel,
“Chromophylls in Plant and Animal World”, mostrando as
possibilidades de um novo método para o estudo dos pigmen-
tos verdes das plantas.

Em 1933 e 1934, Winterstein e Schon, e, também Karrer e
Schopp, recomendaram o emprégo da luz ultra-violeta para
distinguir as substincias pelas suas diferentes fluorescéncias.

Em 1937 ja se pode observar a introducdoc dos conceitos
cromatograficos na quimica inorganica, por intermédio de
Schwab e Jockers. Muito cresceu a literatura nos Gltimos anos,
o que so pode verificar pelas imensas bibliografias apresenta-
das, devendo-se isto aos trabalhos de Winterstein, Wiltaedt,
Armstrong, Celsi, Coffari, Cook, Dam, Hesse, Kcschara, Le-
derer, Schwab, Sorensen, Stix, Zechmeister, Block, Cramer,
ete.

Prosseguindo, temos em 1938 um grande nuimero de obser-
vacbes mais ou menos gerais acerca da cromatografia, publica-
das especialmente por Blockmann, Cassidy, Clark, Cook, Co-
pley, Fleser, Fisk, Griffits, Gull e Walley, Hesse, Lederer,
Meyer, Robinson, Bacharach, Tawana, Jejen, Wahrman, Wa-
ter e Wilstaedt, e por Strain uma detalhada monografia deno-
minada “Chromatocgrafic Adsortion Analysis”™.

Num resumo de Martin contido no recente manual de
T. 1. Willians, no “Papier Chromatografie” de Friedrich Cra-



Cromatografia em papel de filtro 181

mer (1953) e também no “Paper Chromatography” de J.
Block (1952), temos reproducdes coloridas de cromatogramas
em papel, e em colunas.

Em 1938 Neuberg estava interessado em separar os acidos
aminados neutros e observou que o coeficiente de particao
désses acidos, entre a agua e um solvente organico nao misci-
vel, diferia para cada um. Essa observagao foi confirmada por
Martin e Singe (1941), os quais construiram um complicado a-
parelho para a separacgdo continua daqueles compostos e, pos-
teriormente para simplificar o dispositivo e separar as subs-
tancias com coeficientes de particdo muito préximos, resolve-

ram usar um suporte inerte, o
gel de silica, para reter a fase
aquosa e passar através da

}\ mesma o solvente imiscivel.
Martin e outros (1944),

L{": r‘{ resolveram substituir o gel de
B silica pelo papel de filtro,

usando os dispositivos abaixo,
(Figs. 1, 2), e em viriude da
mcrosidade do processo. Ini-
cialmente pensava-se que o pa-
pel de filtro desempenhava so-
! mente a funcdo de suporte
¥ C inerte para a fase aquosa, con-

forme o nome ocriginal “croma-
tografia de particdo, mas reco-
nhece-se atualmente que éle
age por uma combinacdo de
particdo, adsorgido e troca de
\ ionics. '

O papel de filtro é empre-
gado atualmente .sem modifi-
cacdo das técnicas originais de
R. Consden, A. H. Gordon e
A. J. Martin (1944), descritas
numa publicagcdo original,

BFig.b 1 5 A-_x()jlaca cde vi?lr}c;; “Qualitative Analysis of Pro-
- cuba e VIAro, -man: a : ”»

de barro; D - papel de filtro; E - teins”. A e}es se deve a gran-
sclvente. de popularidade da cromato-

srafia em geral.
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Fig. 2 — A - suportes de vidro;
B-solvente; C-papel de filtro;
D -cuba de vidro.

2 — ELETROCROMATOGRAFIA

Gordon (1952), modificando a técnica cromatografica, usou
um dispositivo extremamente simples, uma tira de papel de
filtro, suspensa por dois suportes de vidro e cujas extremida-
des se achavam mergulhadas em solugdo “buffer” de veronal,
0,5M, pH 8,5. Por meio désse dispositivo, (Fig. 3), trabalhando
com uma corrente de 5 volts/cm2, durante 18 horas, péde pro-
ceder a separagao de certos compostos. Nésse mesmo ano

Fhis el
Fig. 3 — A-papel de filtro
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Strain usou sua célula eletrografica, confeccionada com tiras
de papel adsortivo, presas entre laminas de vidro; trabalhan-
do essa célula com a corrente elétrica, permitia-lhe separar os
elementos minerais, gracas ao fendmeno da eletromigragao,
(Fig. 3a.).
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Strain, 1851

Fig. 3a — Eletrocromatogramas dos compostos inorganicos

Outro dispositivo para a eletromigracdo é o de Burstall
(1950) (Fig. 4) para operacao continua, constituido de uma fo-
lha de papel de filtro, com dois bordos paralelos, presos a duas
hastes e contendo na parte central do bordo superior um com-
partimento parafinado onde se deve introduzir a substancia a
ser analisada; o papel se encontra entre eletrodos de platina e
se mantem na posicao vertical.

Assim, com uma corrente de 160 a 400 volts, aplicada a
célula e, sob a acéo do solvente, o composto ou mistura de com-
postos se desloca pelo papel tomando cada um uma dire¢do di-
ferente, atingindo finalmente o bordo inferior do mesmo, onde
serdo coletados em suas diferentes fracdes, para serem poste-
riormente identificados.
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Fig. 4 Fig. 4a

Fig.4 — A - papel de filtro; B-regifio de papel impregnada com
parafina; C-compartimento para se introduzir a mistura de
compostos; D - compartimento para o solvente; E-placa de vi-
dro; F-tiras de papel de filtro para uniformizar a distribuicgo
do solvente.

Fig. 4a — (Al e Bl) &acidos aminados.

3 — RADIOCROMATOGRAFIA

Outro processo na cromatografia é o emprégo da radio-au-
tografia para se revelarem os cromatogramas, quando se tra-
balha com substancias suscetiveis de serem radioativadas, como
os acidos orginicos, acidos aminados, aclcares, ou com aque-
las cuja radioatividade pode ser adquirida no proprio organis-
mo vegetal ou animal, uma vez que um désses organismos entre
em contato com o elemento radiativo, seja através de uma so-
lucdo, conforme trabalho realizado por Malavolta (1953), em
orquideas e tomateiros ou pela permanéncia de seu sistema
foliar numa atmosfera de C1402. A atmosfera désse anidrido
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carbonico radioativo, pode ser obtida pela agdo do acido latico
sobre o BaC1403, (Fig. 5) conforme descrevem Leo P. Vernon
e S. Aronoff (1952).

Fig. 5 — A-hemisférios de vidro; B -primeiro ramo
trifolhado; C-seccio do apice; D-folha priméria; E-
seccfio do caule; F-cotilédone; G - C3H603; H - BaCl1408:
I - compressor.

A formagéo dos compostos radioativos na planta revela-se
nos cromatogramas, por meio do Eastman Kodak Rontgenfilm,
como apresenta A. A. Benson no “Papier Chromatografie” de
Friedrich Cramer (1953).

Assim se torna possivel verificar também a translocagio
do material radioativo na planta, fazendo-se radioautégrafos
de radio cromatogramas obtidos com o tecido em anélise ou en-
tdo com o contador Geiger.

O radioautégrafo se obtem pela justaposicio do cromato-
grama bidimensional ao “film” citado, observando-se as regras
necessarias para isso.
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Feito o radioautdgrafo, observam-se manchas escuras dos
compostos que serdo identificados pelas suas posigdes.

Importante aplicagio da cromatografia estd no estudo dos
antibidticos feitos em papel de filtro, sendo necessaria certa
umidade relativa na cimara cromatografica, um periodo longo
de deslocamento e um contréle da temperatura.

4 — TECNICA CROMATOGRAFICA
4.1.. Papel de filtro

A cromatografia em papel de filtro se faz com diversos ti-
pos de papel, dependendo da substancia a analisar.

Kowkabany, 1950, estudando os diferentes tipos de papel,
que podiam ser usados na separacdo de acidos aminados, clas-
sificou-os, levando em consideragiao os seguintes fatores :

1) Grau de nitidez na separacéo;

2) Difusdo de manchas;

3) Grau de formacdo de faixas, produzidas provavelmen-
te pelas impurezas neles contidas;

4) Extensdo da formagado das caudas, dando ongem a co-
loragoes diferentes com o reativo;

5) Desvio do deslocamento vertical;

6) Velocidade do solvente.

Vemos portanto que qualquer papel nao se presta para a
cromatografia, sendo necessario, na opinido de Rockland 1951,
fazer-se um ensaio preliminar com os diferentes papéis em re-
lacdo a textura, uniformidade e velocidade do solvente.

Mesmo nao podendo predizer o tipo de papel para a anali-
se déste ou daquele composto, Rockland (1951) classificou-os
nos seguintes tipos:

-a) Papel liso;

b) Papel meio aspero;
c) Papel aspero;

d) Papel muito aspero.

Rockland (1951) observou a velocidade de deslocamento, a
nitidez das manchas, pulverizando o papel com o reativo espe-
cial da substincia, como recomenda Kowkabany (1950).

Os tipos de papéis mais usados, de acordo com o solvente,
temperatura e saturagédo, sdo na ordem decrescente de sua im-
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portancia, em relagdo a determinado solvente, da esquerda pa-
ra a direita, os seguintes:

Whatman 3, Schleicher & Schuell 595, W4 ¢ W1, para a
colidina.

Whatman 3, S & S 595, 598, W1 e W4, para o fenol.
Schleicher & Schuell 589-faixa preta, 595, 598 e W 3 para
o butanol.

Whatman 3, W1, W2, e S & S 602, para butanol-acido
férmico. .

Shleicher & Schuell 589-fita vermelha, fita azul, fita bran-
ca e W1, para o butanol e amonia.

4.2. Solventes

Sao muitos os pares de solventes empregados na cromato-
grafia em papel de filtro. No estudo dos acidos aminados sdo
usadas combinacoes de solventes tais como : fenol-colidina, lu-
tidina-colidina, butanol normal-acido acético, butanol normal-
alcool benzilico, butanol terciario-acido férmico, 6xido de me-
sitilo-acido férmico, etc.

Além désses pares de solventes, outras misturas sdo usadas
tais como: butanol terciario-etilmetil cetona-acido férmico,
butanol normal-butanol terciario-acido cloridrico, butanol nor-
mal-monocloridrina de glicol-amoniaco, assim como misturas
de alcodis tais como : metanol, etanol, isopropanol, butanol se-
cundario, alcool amilico, com quantidades variaveis de &agua,
acidos diluidos, amoniaco, etc.

4.3. Operacdo

A cromatografia em papel de filtro se faz da seguinte ma-
neira : Introduz-se o solvente na cuba colocada no interior da
manilha; saturada a cimara, pelcs vapores do solvente, satura-
do com &gua, colocado no fundo da manilha, corta-se ima ftira
de papel de filtro de 2,5cm de largura e 6¢cm de comprimento,
descreve-se um circulo de 0,5cm de didmetro a 5em de uma
das extremidades. Nesse circulo coloca-se o material a ser ana-
lisado, com o auxilio de uma micropipeta graduada, cuja capa-
cidade deve ser de 2,5 yl a 5 4l .

Quando se trabalha com acidos amidos, a gota pode ser de
uma solucdo contendo uma mistura dos mesmos, puros, ou de
um hidrolizado de proteina, devendo conter aproximadamen-
te 40mcg da mistura. Se houver necessidade de uma concentra-
¢8o maior, deixa-se secar a primeira gota e se coloca uma nova
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quantidade da substancia. Se se trata de hidrolizado acido de
proteina, submete-se a tira aos vapores de amoniaco, para neu-
tralizar a acidez e em seguida ao vapor ddgua para uma neces-
saria hidratacdo; introduz-se a extremidade mais préxima a
substancia no solvente organico, parcialmente miscivel com a
agua, contido no cuba, apoiada em suportes, no interior da ma-
nilha de barro ou proveta de vidro, cuja parte superior é her-
meéticamente fechada. O papel ndo deve tocar nos bordos do
recipiente que contém o solvente ou em qualquer parte da ma-
nilha, mantendo-se 0 mesmo suspenso por um bastonete hori-
zontal, de vidro, para se ter um deslocamento uniforme.

O solvente se desloca lentamente, por capilaridade, ao lon-
go do papel, passando pelo local onde esta o composto ou a
mistura de compostos, iniciando-se assim o desdobramento.

A velocidade de deslocamento deverad ser de mais ou me-
nos 2cm por hora, dependendo entretanto da temperatura,
textura do papel, do solvenie usado e da saturacdo da cidmara
cromatografica, pelos vapores do solvente.

Se os compostos sdo coloridos, como os pigmentos das plan-
tas, pode-se observar o deslocamento; o solvente caminha a
frente e os compostos caminham atraz, com velocidades dife-

rentes, distribuindo-se ao longo da tira de papel.

No desenvolvimento cromatografico, a agua dissolve quan-
tidades diminutas dos componentes da mistura tendendo a re-
té-los e o solvente orginico se desloca tendendo a arrastar as
substancias, resultando dai um fator de separagao, isto é, um
coeficiente de particdo da substiancia em relacdo a agua e o
solvente orgénico que caminha.

A velocidade de deslocamento de cada substéncia é uma
funcdo désse coeficiente de particio o qual é expresso pelo
quociente da relacio entre a concentracdao do soluto na fase
nao movel representada pela agua e a concentragdo na fase
moével que é o solvente orgénico. Assim, para haver uma se-
paragdo entre os componentes de uma mistura, cada um deve
ter uma afinidade diferente para com a celulose ou entdo so-
lubilidades relativas diferentes no solvente organico e na agua.

Se um dos componentes for extremamente solivel no sol-
vente orgénico, possuindo uma afinidade de adsorcao relativa-
mente pequena para a celulose, éle tende a caminhar rapida-
damente, com uma velocidade quase igual a do solvente.
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Fig. 6 — A-papel de filtro;
B-solvente; C-placa de vidro.

A —

Os compostos com grande
atinidade de adsorcdo para
com a celulose e muito soluveis
em Aagua tendem-a se deslo-
car muito lentamente. Quando
as substadncias possuem os mes-
mos coeficientes de partigao,
haverda uma superposi¢do das
mesmas, 0 que se pode verifi-
car depois de revelado o cro-
matograma.

Torna-se necessario fazer
correr um solvente, deixar se-
car o papel ao ar ou na estu-
fa, a uma temperatura conve-
niente, fazendo correr outro
solvente, perpendicularmente.
Se houver necessidade faz-se
correr um terceiro solvente.

Os dispositivos usados na
cromatografia, em papel, sdo
os mais diversos, desde as ma-
nilhas de barro até as moder-
nas camaras para deslocamen-
to ascendente, descendente, as-
sim como discos e tiras de vi-
dro, entre os quais se prende
o papel, para o deslocamento
horizontal. (Figuras 6, 7 e 8).

= DL
i
L

Fi. 7 — A -pipeta; B-papel de filtro; C-placa de vidro
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Fig. 8 — A -placa de vidro; B-
papel de filtro.

4.4. Identificacdo

A identificagdo da substancia torna-se mais facil quando
a mesma é colorida como os pigmentos vegetais e animais, etc.

Quando se trata de substancias incolores, langa-se mao dos
diversos meios para torna-las visiveis tais como :

a) Tratamento do papel com o reativo da substancia:

b) Obéervagéo da fluorescéncia produzida pela irradiacio
ultravioleta;

c) Observacao do efeito das varias partes do papel, na pro-
liferacdo de microorganismos.

4.4.a. Decorridas 10, 15, 20 horas ou mais de deslocamento
do solvente, conforme a necessidade, retira-se o papel da ca-
mara e se assinala o ponto final do deslocamento do mesmao.

Seca-se o papel, ao ar ou na estufa a tempeartura de 35, 50
ou 100°C., dependendo isto do composto formado e em seguida
pulveriza-se 0 mesmo com o reativo da substidncia, em solucio
aquosa, alcodlica, acida ou alcalina. Um novo aquecimento da-
ra origem as manchas correspondentes aos compostos distri-
buidos pelo papel.

Para os &cidos aminados pulverizamos com uma solucio
0,2% de ninhidrina em butanol normal.

A ninhidrina é um corpo de constitui¢do tricetdnica e foi
indicada por Ruhemann (1910), como composto doador de oxi-
génio e que reagindo com os acidos aminados da origem, pelo
aquecimento, a compostos de coloragio intensa variavel, ama-
rela, vermelha, violeta, azul, etc., ap6s a transformacgio a se-
guir :
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4.4.b. A localizacdo dos compostos pode ser conseguida, pe-
la fluorescéncia que os mesmos apresentam, quando submeti-
dos a acdo da irradiacdo ultra violeta.

4.4.c. Neste ultimo caso o papel é colocado em laminas de
agar, inoculadas com os varios microorganismos a serem exa-
minados. Depois da incubagao, pode-se notar que, na zona on-
de existem antibidticos, ha uma inibicdo da proliferacio dos
microorganismos, na camada interna do agar.

4.5. Determinacdo do RF e coeficiente de partigdo

Quando se obtem as manchas, contornam-se as mesmas
para se determinar seus respectivos centros. :

Conhecidas as distadncias do ponto de partida dos compos-
tos até a frente das manchas e a distdncia percorrida pelo
solvente, facil se torna calcular o Rf para cada componente de
uma mistura. (Fig. 9).

Portanto temos :

distdncia percorrida pelo composto a
Rf = =
distancia percorrida pelo solvente b

O Rf pode ser igual ou muito préoximo entre dois compos-
tos, havendo em consequéncia disso, uma superposicdo dos
mesmos, como ja foi dito, o que se nota depois de revelado o
cromatograma. No caso de superposicao, ao invés de fazer cro-
matograma bi-dimensional pode-se fazer também uni-dimen-
sional empregando-se diferentes alcodis em diferentes concen-
tracées, como apresenta Robert R. Redfield e E. S. Guzman
Barron (1952), em sua analise de acidos aminados. Isto tem a
vantagem de evitar o efeito de solventes muito toxicos, um
quais € a colidina, e o aparecimento de manchas extranhas no
cromatograma.
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Fig. 9 — A-distancia percor-
rida pelo composto; B - distancia
percorrida pelo solvente; C-
mancha.

O Rf depende da quantida-
de de agua contida no solvente,
temperatura, textura do papel
etc. Se a substancia a anali-
sar é solavel em 4gua o Rf
cresce com o acréscimo da
mesma. Esse tempo também
varia com a mudanca da tem-
peratura quando os solventes
sdo completamente misciveis
com a agua.

O termo Rf foi introduzi-
do por Consden e outros, os
quais demonstraram que a teo-
ria desenvolvida para as co-
lunas podia ser aplicada & cro-
matografia em papel de fil-
tro calculando-o em funcao
do R usado por le Rosen, e o
qual expressa a relagao entre
o movimento do maximo de
concentracdo do soluto e o mo-
vimento simultineo do solven-
te orgédnico. Baseando-se em
dados experimentais deduzi-
ram o coeficiente de particdo
a para os acidos aminados em
relagdo a agua e o solvente, a
partir da seguinte relaco :

R Al Al
Rf = onde :
A Al + a As
A = area da sec¢do transversal do papel 4 agua -+ solvente.

Al = area da secglo transversal do solvente.

As — area da seccdo transversal da fase aquosa.

a = coeficiente de particio — concentracdo do soluto na fa-
se aquosa/concentracio no solvente.

Al

Rf =

Al + a As
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Al

Rf =
Al + a As

Rf (Al + g As) = Al
RfA1 + Rf ¢ As = Al

. Rf & As = Al — RfAl

Al — Rf Al Al Al
a == == —_—
Rf As RfAs As
Al (1 1)
« = — — — (a)
As Rf
Al
—— é a relacdo entre os valores do solvente orgénico e o
As

da fase aquosa, no cromatograma.

A quantidade de dgua foi determinada pela diferenca entre
0 péso do papel séco e o péso do papel depois de correr o cro-
matograma.

Considerando-se que a celulose retem 22% de agua em re-
lacdo ao papel séco, pode-se calcular o péso do solvente. Dai
temos a relacgdo acima (a), em funcdo do péso da 4gua e do sol-
vente.

Consden e seus colaboradores (1944) puderam assim de-
terminar os coeficientes de partigdo dos compostos, como os a-
cidos aminados, comparando com aqueles obtidos diretamen-
te por England e Cohn (1935) e cuja concordancia indicava
que o papel ndo interferia na determinacado désse coeficiente.
A seguir temos uma relacdo dos valores Rf para os acidos ami-
nados em relacdo ao fenol e butanol-dcido acético-agua.

Butanol-Ac. Acético-Agua

Acidos aminados Rf
Glutationa 0,05
Cisteina 0,07
Cistina 0,08

Acido g 7 diamino butirico 0,12
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Lisina 0,14
Ornitina 0,15
Asparagina, taurina 0,19
Histidina, arginina 0,20
Histamina, glicil-glicina 0,22
Acido aspartico, dioxifenilalanina 0,24
Citrulina 0,25
Glicina 0,26
Serina 0,27
Homoserina, oxiprolina, ac. glutamico 0,30
Treonina 0,35
Balanina 0,37
Alanina 0,38
Prolina 0,43
Tirosina, ac. o+ amino butirico 0,45
Ac. @ amino isobutirico 0,48
Triptofano, ac. ¢ amino butirico 0,50
Metionina 0,55
Valina 0,60
Norvalina 0,65
Trimetilalanina (neo-leucina) 0,66
Fenilalanina 0,68
Diiodotirosina 0,70
Isoleucina 0,72
Triptamina, leucina 0,73
Norleucina 0,74
Kinurenina 0,76
Ac. @ amino caprilico 0,85
Ac. hiptrico 0,93
Fenol
Acido aspartico 0,07
Cistina 0,08
Acido glutamico 0,16
Cisteina 0,19
Serina 0,24
Acido @ y diamino butirico, glutationa 0,25
Ornitina 0,27
Asparagina, taurina 0,29
Glicina, dioxifenilalanina 0,30
Treonina, glicil-glicina, lisina 0,39
Arginina 0,41
Kinurenina 0,43
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Homoserina 0,47
Histamina, tirosina 0,52
Alanina, Balanina, histidina 0,55
Citrulina 0,56
Oxiprolina 0,59
Valina 0,64
Acido ¢ amino butirico 0,65
Triptofano 0,66
Acido ¢ amino isobutirico 0,68
Metionina, norvalina 0,73
Acido ¢ amino caprilico * 0,74
Acido hipurico 0,75
Acido y amino butirico, fenilalanina 0,78
Leucina, iso-leucina 0,79
Diiodotirosina 0,80
Trimetilalanina (neoleucina) 0,81
Norleucina 0,84
Triptamina, prolina 0,85

4.6. Determinacdo Quantitativa

Obterido-se as manchas correspondentes aos compostos, po-
de-se determinar quantitativamente os mesmos, uma vez que
se acham completamente separados.

Como se trata de um método que nos permite a purifica-
¢ao, determinagdo da pureza e caracterizacdo imediata das
substancias, contribuindo para a pesquisa dos fatores de cresci-
mento, das vitaminas, assim como muitos antibiéticos atual-
mente usados, logo se pensou nas determinac¢des quantitativas,
para as quais foram propostos diversos métodos ja aplicados
por varios autores a determinacdo de acidos aminados, segun-
do os seguintes principios :

1) Comparacgao direta do cromatograma, obtido com ma-
terial desconhecido, com outro com quantidades conhecidas das
substancias puras, medindo-se as areas das manchas obtidas
pela reacao com a ninhidrina.

2) Dissolugdo dos acidos aminados apés prévia localizagao
pela reacdo com a ninhidrina, reagente de Pauly, isatina etc.,
e subsequente determinagao pelo micro Kjeldahl, titulacao pe-
lo acido acético glacial, determinac¢ao dos complexos de cobre,
pela colorimetria, titulagdo iodométrica ou determinacdo po-
larografica, popirografia de alta tensao, etc.
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3) Método da diluicdo isotdpica, usando-se acidos aminados
marcados.

4) Medida das areas das manchas provenientes da reacdo
com a ninhidrina, relacionando-se com as areas obtidas de
quantidades conhecidas das substiancias puras, em cromatogra-
ma corrido paralelamente, empregando se a férmula :

ul (U1 + U2) — (S1 4 82
log = log K
sl (Ul — U2) 4+ (S1 — S2)

»
L

PA . (CamiL § R R TTT aa

Fig. 10 — 1-metionina; 2-cistina; 3-acido glutamico; 4-as-
paragina; 5-glicina; 6-tirosina; 7-alanina; 8- histidina 9 - trip-
tofano.

onde sl e s2 sdo quantidades conhecidas e ul e u2 sdo desco-
nhecidas. As areas S sdo conhecidas e as areas U desconhecidas.
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S1 U1
As relagoes. — e
S2 U2
em que a area da mancha é proporcional ao logaritmo da con-
centracdo da substidncia empregada.

nas dao a constante K. Insto se baseia

Fig. 11 — Acidos aminados puros

-

5) Fotometrica direta dos acidos aminados préviamente colo-
ridos com ninhidrina, método empregado para cromatogramas
uni e bi-dimensionais, usando-se o densitémetro, com diafrag-
ma ajustavel para atender a variagdo das areas das manchas.
O densitémetro nos da a porcentagem de transmissio da luz
através da mancha, isto é, a densidade Otica que, relacionada
com a area, nos fornece o teor da substéncia. Para o uso do den-

7

sitbmetro é incoveniente o emprégo de solventes tais como
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fenol, colidina, lutidina, Obtem-se melhor resultado nos cro-
matogramas uni-dimensionais feitos com os alcodis de baixo
péso molecular, anteriormente citados.

Para a cromatografia bi-dimensional de &acidos aminados
podemos usar o fenol e butanol-adcido acético-agua.

Fig. 12 — Acidos aminados puros
-

O primeiro se prepara pela dissolugdo de 100 g de fenol,
em cristais, em 20 m! de uma solu¢do contendo 6,3% de citrato
de sédio, 3,7% de fosfato monopotéassico e 0,5% de acido ascér-
bico. Agita-se em funil de decantagio, separando-se a camada
superior para a cromatografia. Para a conservacido désse sol-
vente pode-se manter na camara, um recipiente com uma so-
lucdo de NaCN, 100 mg para 9ml de 4gua; o acido cianidrico
que se desprende retarda a decomposicioc do fenol.
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Fig. 13 * - Acidos aminados livres da batata, em papel triangular

* Comunicacdo pessoal & VI Reunido Anual da S. B. P.C., Ribeirdo
Preto, 1954
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Como se trata de substdncia perigosa, ao invés de NaCN
usa-se 0,04% de hidroxiquinolina (Block, 1950) ou cupron,
0,1% (Fromageot, 1950) no solvente. No fundo da cimara de-
ve-se colocar amoniaco 0,3%. As manchas serdo menores, mais
nitidas tornando-se mais interessante para a andlise quantita-
tiva.

Fig. 14 — Acidos aminados livres da batata

O segundo solvente se prepara da maneira seguinte: In-
troduzem-se 40 ml de butanol normal, assim como 10ml de a-
cido acetico glacial e 50 ml de 4gua num funil de decantacao,
agita-se fortemente e se deixa em repouso até que se separem
duas camadas. A camada superior, constituida pelo solvente
organico saturado de agua, é usada na barquinha e o inferior
no fundo da cdmara cromatografica, destinada a manter sua
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saturacdo. Esses dois tipos de solventes foram empregados em
nosso laboratério para a cromatografia ascendente, descenden-
te e horizontal, mono e bi-dimensional de uma mistura de &ci-
dos aminados puros, contendo cistina, asparagina, histidina,
glicina, metionina, tirosina, alanina, triptofano, (Figuras 10 e
11), ornitina, acido aspartico, serina, treonina, fenilalanina, hi-
droxiprolina, arginina, glutamina, isoleucina, norleucina, (Fi-
gura 12) assim como os de hidrolizado de albumina do ovo, de
tecido muscular de peixe, produtos farmaceuticos, empregan-
do-se, para caracteriza-los, uma solugao 0,2% de ninhidrina em
butanol normal. As figuras 13* e 14 sdo cromatogramas de a-
cidos aminados livres da batata.

Os valores de Rf para cada acido aminado, puro, nos cro-
matogramas, uni e bi dimensionais foram comparados com os
da tabela na pagina anterior, transcritos do Papier Cromato-
graphie de Friedrich Cramer, os quais foram colocados na or-
dem crescente.
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