
R. cap. Fifiiol. 14, n.° 2, págfi. 93 n 102, 1958.

Instituto Español de Fisiología y Bioquímica
Sección de Fisiología Aplicada de Pamplona

(Prof. l)r. J. Jiménez-Vargas)

Estudio cromatográfico de cuatro nuevos ami­
noácidos sintéticos de estructura

« - amino- /3-kidroxiíica
por

J. M.4 Macarulla

Ilecibido para publicar el 4 de marzo de 1958)

Hemos realizado un estudio cromatográfico comparativo de
cuatro nuevos aminoácidos sintéticos : Las formas Eritro y Treo
de la Propilserina y Butilscrina. Sus fórmulas y nombres quí­
micos completos son los siguientes :
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Ac. 1-Erltro-J-HTDROXT-

-^-AMIKOHEXAJIOJCO.

(E-Propllsorina)

Ac. 1-Troo-O-HlDnOXI-

-^-AMINOKEXAKOKO.

(7-Pro plise riña)

Ac. L-Erltro-^-HIDROXI-

-^MMIBOHEPZAKOICO.

(E-Butiljerlnx)

L-Tr«O-SHIT.~0XI-

-■%-AJS ISCHIPTA50IC0 .

(T-Zhitlíaerisa)

Hemos dibujado los compuestos de la serie L por analo­
gía con los aminoácidos naturales aunque las muestras de par­
tida — por ser sintéticas — contenían una mezcla racémica de
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cada pareja de antípodas ópticos. Esta mezcla se comporta, para
efectos cromatograncos, de la misma forma que cualquiera de
ios dos isómeros enantiomorfos.

Estos aminoácidos son cuerpos sólidos, cristalinos, solubles
en agua y en mezclas hidroalcohólicas, etc. análogamente a los
demás aminoácidos conocidos.

Material y métodos

Hemos preparado disoluciones 0,01 Molares en agua con
un 10 % de isopropanol como estabilizante y liemos realizado
el trabajo cromatográfico empleando papel de filtro Wliatman
número 1, utilizado en cada aplicación de 3 a 7 microlitos de
disolución.

La técnica seguida es la recomendada por CRAMER con al­
gunas modificaciones introducidas en nuestro laboratorio (9).

En esquema es la siguiente :
Para la Cromatografía descendente, saturamos de agua y

disolvente orgánico una cámara diseñada y construida según
el modelo de Dent (4). Preparamos un cromatogrania como el
de la fig. 1 y lo colocamos en la cubeta de la cámara. Pasada }/¿
hora (se ha saturado de disolvente) colocamos la mezcla acuo-
so-orgánica de desarrollo y dejamos que se deslice sobre el papel
durante 24-30 horas. Entonces se saca, se marca el frente a
lápiz y se coloca en estufa de desecación con corriente de aire
caliente (de 30 a 34°C.J. Una vez seco el papel, se pulveriza
con disolución de Ninhidrina en Butanol-Acético-Ag na (3), y
se pone durante 5 minutos en una estufa a 90-95 "C. Se contor­
nean las manchas a lápiz y se fijan con nitrato de cobre o co­
balto. Finalmente se miden los valores de Rf de cada amino­
ácido. Cuando se han obtenido 8 ó 10 cromatogramas concor­
dantes, se calculan los valores medios de Rf para aquel disol­
vente y se tabulan. Para la cromatografía ascendente se pro­
cede de un modo análogo.

Resultados

En principio podemos decir que el comportamiento de ios
aminoácidos estudiados es el que cabía esperar lógicamente de
su fórmula y propiedades físico-químicas (8).

Así, utilizando los disolventes de desarrollo corrientes en
Cromatografía, se obtienen sobre el papel manchas bien defi­
nidas, ovales o redondas que, al revelar con Ninhidrina, toman
un color rojo análogo al de los otros «-aminoácidos y son per­
fectamente fijables con la disolución alcohólica de nitrato de co­
bre (3).*
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La magnitud de los desplazamientos corresponde a la pre­
vista, de acuerdo con su estructura química (8), siempre mayor
para la Butilserina que para la Propilserina.

fiR. 1.- Resolución de mezclas de aminoácidos ¿J-liidroxilados utilizando como di­
solvente Butanol-Dietilamina-Agua (9:l:sat.l. Las formas Trco tienen Rf más altos

que las Eritro correspondientes.
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El primer resultado llamativo es una ligera diferencia de
comportamiento entre las formas Eritro y Treo del mismo ami­
noácido. En la literatura aparecen referencias cromatográficas
comparativas de la Aleotreonina (forma Eritro) con respecto
a la Treonina (forma Treo). Dent dice que son imposibles de
separar con Fenol, Colidiua-Lutidina o Butanol y les asigna
valores del Rf análogos (4). Bi.OCK recoge en unas Tablas (1) va­
lores idénticos para los dos. Sólo Hardy y Col. consiguen se­
pararlos utilizando Butanol-Dietilamina (la Treonina avanza
más que la Alotreonina) (5, 6).

disolventes usuales en presencia de NH, o ácido Fórmico. Como regla general en medio
básico iN'H . NHEt.. Col-Lutidina. etc.). Las formas Treo se desplazan más, y en medio

ácido íAcH, HCOOH.Jo alcohólico corren más las Eritro.

Nosotros hemos utilizado la mezcla ternaria : Colidina-Lu-
tidina-Agua (1 : 1 : 1) en cromatografía ascendente (en campa­
na) y hemos obtenido muy buenos resultados. Es de destacar
que las formas Treo avanzan invariablemente algo más que las
Eritro correspondientes. Sin embargo, la diferencia de despla­
zamientos no ha sido suficiente para desdoblar una mezcla de
ambas, apareciendo en este caso una mancha mayor, algo alar­
gada y difusa. Junto a estos aminoácidos hemos cromatogra-
fiado algunos de la serie «t-amino-« carboxílica simple (Xorva-
lina y Ñorleucina) que utilizamos como referencia.

Es interesante que, a diferencia de los otros disolventes cro-
matográficos, en Colidiua-Lutidina los grupos hidróxilos de
los aminoácidos no retrasan su desplazamiento sobre el papel.
Esto fue constatado por Dent (4) en su mapa bidimensional
para las parejas siguientes de aminoácidos : Serina-Treonina, 
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Tirosina-Eenilalanina, Hidroxiprolina-Prolina, que difieren
únicamente en la posesión o no de un grupo hidróxilo en la
molécula. Los aminoácidos E. y T. Propilserina con la Nor-
leucina caen dentro de este grupo de substancias y responden a
la ley general. Según Martín (2,10) el Rf es análogo en los
elementos de cada pareja porque el grupo hidroxílico de la
molécula no modifica el coeficiente de reparto del aminoácido
entre el agua y el disolvente orgánico.

Fig. 3. — Calores de Rf de los aminoácidos sintéticos T.-Propilserina y T.-Butilserina
en los cinco primeros alcoholes alifáticos.

McOH 7O^:EtOH 70£ PrOH 70^ BuOH Sat. AmOH Sa'

Rf

80-

60,

40

20

Con la mezcla citada de Colidina-Lutidina-Agua consegui­
mos una separación neta de todos los términos hidrox ilados de
esta serie (Serina, Treonina, T-Propilserina y T. Butilserina).
Los valores de Rf obtenidos con el método ascendente figuran
en la Tabla 1-1.

Utilizando el fenol 80 % también se obtienen resultados
dignos de mención. En primer lugar las formas E. y T. de un
aminoácido sufren desplazamientos análogos y por lo tanto sus
mezclas no se pueden desdoblar con este disolvente. Los ami­
noácidos de cadena larga viajan notablemente en fenol, apare­
ciendo sus manchas en las proximidades del frente y siendo
por tanto algo difusas y alargadas longitudinalmente. En la
mayoría de los cromatogramas la T. Propilserina se desplaza
algo más que la E. Propilserina y la T. Butilserina algo me­
nos que su homólogo E. Este fenómeno curioso observado en
los cromatogramas se refleja ligeramente en la medida de Rf 
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obtenida como promedio de 10 determinaciones. Los resultados
figuran también en la Tabla 1-2.

En este caso la posesión de un grupo hidroxílico en la mo­
lécula supone, para el aminoácido, un descenso del Rf equiva­
lente a tener dos átomos de carbono menos en ella. Así la Bu-
tilserina se desplaza como la Xorvalina y la Propilserina como
el ácido «-Aminobutírico.

Modificado el del líquido fenólico de desarrollo hemos
obtenido variaciones interesantes en la conducta relativa de las
formas Eritro y Treo. Así, operando con fenol en presencia
de amoníaco o bien con la mezcla Fenol-Acido Fórmico-Agua,
se obtienen los resultados que figuran en la Tabla 1-3 y 1-4,
que siguen una ley general que luego destacaremos.

Empleando como líquidos de desarrollo las mezclas : Buta-
nol-Acido Fórmico-Agua y Butanol-Acido-Acético-Agua, la for­
ma Eritro de un aminoácido se desplaza invariablemente más
que la Treo del mismo, sin llegar a desdoblarse las mezclas
de ambas. Esta diferencia de comportamiento se refleja clara­
mente en las medidas de Rf que constan en la Tabla 1-5 y 1-6,
recogidas como promedio de 9 determinaciones concordantes,
realizadas por el método descendente (en cámara). En este
caso, el grupo hidroxílico produce también un notable descenso
en el Rf del aminoácido con respecto a su homólogo de la serie
no hidroxilada.

En cambio, con las mezclas Butanol-Amoníaco-Agua y Bu-
tanol-Dietilamina-Agua las formas Treo viajan algo más que
las Eritro correspondientes (Tabla 1-7) renitiéndose el fenó­
meno de alterarse la posición relativa de las formas coime­
ras con la modificación del fiH. Concretamente, la mezcla Buta-
nol-Dictilamina-Agua recomendada por Hardv y colaborado­
res (5. 6) para separar las formas E. y T. de' la Treonina, ha
dado con nuestros aminoácidos unos resultados similares (aun­
que algo mejores) a los de la Colidina-Lutidina. Corriendo los
cromatogramas durante 40-50 horas según el método descenden­
te en cámara se consigue' un desdoblamiento narcial de la mez­
cla de las dos formas epímeras de cada uno. Xo obstante la se­
paración no es perfecta. El revelado debe reunir unos cuidados
especiales por la tendencia de Dietilamina a empapar el papel
v dar una coloración azulada uniforme con la Xinhidrina. co­
loración oue enmascara las marchas de los aminoácidos. Por
dio. anarte de realizar uiv> buena evaporación del papel con
aire caliente, hav que localizar v filar »’s<as manchas apenas
anarczcan al calentar en estufa. T a Dietilamina favorece nota­
blemente el desplazamiento de los aminoácidos.

Por último, con Pronanol 80 °<í como disolvente, se obtu­
vieron resultados análogos. Las formas Eritro de cada amino­
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ácido se desplazan escasamente más que las Treo, siendo im­
posible desdoblar sus mezclas. Con este alcohol las manchas
aparecen ovales y bien delimitadas, pero los valores de Rf os­
cilan algo más por crecer la evaporación frontal en este disol­
vente (p. eb. 97,2U C.) (7). Se han evitado errores relativos al
deducir los valores medios que figuran en la 'Pabla 1-8 toman­
do siempre igual número de medidas de Rf de la forma E. y T.
sobre cada cromatograma particular. En conjunto la mezcla
Propanol-Agua (80-70 %), por su simplicidad, estabilidad, fá­
cil eliminación y claridad de resultados constituye un exce­
lente disolvente cromatográfico.

Hemos estudiado además el poder separador de los cinco
primeros alcoholes alifáticos aplicado a los aminoácidos a-hidro-
xilados resultando ser máximo en el propanol, capaz de desdo­
blar con claridad una mezcla de los cuatro términos, quedando
un espacio vacío a nivel de la Etilscrina cuyo comportamiento
hemos podido prever en todos los casos. El Mctanol 70 % d'íl
valores de Rf muy altos y manchas difusas por exceso de solu­
bilidad de los aminoácidos en él. El Etanol 70 % tiene los
mismos defectos más atenuados. El Butanol saturado (no ad­
mite más. que un 15 % de agua) da resultados bajos y no des­
dobla bien las mezclas. Finalmente el alcohol Amílico saturado
tiene los mismos defectos que el Butanol pero más acentuados,
quedando algunos aminoácidos en la mancha de origen.

En la lig. 3 se detallan los Rf, en Cromatografía ascenden­
te, para las formas Treo de los dos aminoácidos nuevos en la
serie de alcoholes alifáticos primarios. Se observa que decre­
cen con el peso molecular del disolvente (11).

Discusión

En conjunto el comportamiento cromatográfico de los ácidos
/j-Hidroxi-a-Amiuohexanoico y /^-Hidroxi-'oAminohcptanoico
es normal y perfectamente ajustado a las leyes generales de
Cromatografía.

Considerando en detalle todas las investigaciones realizadas
sobre las formas Eritro y Treo con diversos disolventes saca­
mos otra importante conclusión general digna de estudio : en
medio básico, las /orinas Treo se desplazan más que las F.ritro
correspondientes y en medio neutro o ácido ocurre lo contrario
(Tabla I y fig. 2).

En efecto, empleando Fenol-Amoníaco, Butanol-Amoníaco,
Butanol-Dietilaniina, Colidina-Lutidina, etc., se observa sobre
los cromatogramas y se refleja en los Rf de las Tablas que las
formas Treo avanzan más que las Eritro. Todos estos disol- 
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ventos tienen el común denominador de ser buenos aceptores
de protones (bases en sentido amplio).

En cambio, empleando Fenol-Acido Fórmico, Butanol-Aci-
do Fórmico, Butanol-Acido Acético, etc., y también Fenol-
Agua, Butanol-Agua, Propanol-Agua, etc., se observa cuali­
tativa y cuantitativamente que, contrariamente al caso anterior,
las formas Eritro se desplazan más que las Treo correspon­
dientes.

Las escasas referencias cuidadosas de la literatura compa­
rando la Alotreonina (Eritro) con la Treonina (Treo) (5), vie­
nen a confirmar este resultado. Los primeros disolventes anota­
dos, conteniendo un ácido orgánico, son buenos dadores de pro­
tones y el fenol solo o los alcoholes alifáticos primarios son
dadores débiles. Por ello el efecto diferenciante es menor en
estos últimos.

La explicación lógica será que la diferente disposición en
el espacio de los grupos hidrófilos de la molécula favorecerá
distintamente la disociación ácida o básica de las formas epíme-
ras (E. y T.) y por tanto la capacidad de ser retenidos los
aminoácidos sobre el papel (adsorción superpuesta a la parti­
ción) (10).

La regularidad de comportamiento dentro de la serie de
los ácidos ft-amino-/?-hidroxilados es perfecta y permite pre­
decir claramente la posición y propiedades del tercer término
de la serie (el Acido /?-Hidroxi-«-Aminovaleriánico o Etilscri-
na). En efecto, quedará bien separado en la mezcla de los 5 ami­
noácidos utilizando, entre otros, cualquier disolvente de la
Tabla y los Kf aproximados — deducidos por interpolación
oráfica oue no detallamos más oue en 4 casos (fin. 2) — serán
los síniiientes ; C'ob'dina-Lutidina-Agua (1:1:1) [0.531. Fe­
nol SO [0.611. Fenol SO °/. y Amoníaco [0.631, Fenol-Fór-
mico-Agua (10:1:1.5) [0,661, Butanol-Fórm ico-Agua (5:1:1)
[0.251, Bulanol-Acético-Agua (4:1:1) [0.311, Butanol-Amonía-
co-Agua (9:l:Sat.) [0.111, Propanol 80 °[, [0,401.

Resamen

Se estudia con detalle
aminoácidos sintéticos, en
en casi todos los aspectos.
aminoácido no se separan

la conducta cromatográfica de cuatro nuevos
los disolventes usuales, resultando ser normal
En general las formas Entro y Treo del mismo
bien de sus mezclas, aunque se deduce y com­

bos nuevos aminoácidos nos han sido facilitados por el Profesor Doc­
tor J. Pascual Vidal y el Dr. A. Pares, del Laboratorio de Química Orgánica
de la Facultad de Ciencias de Barcelona. Se lo agradecemos sinceramente,
así como su información sobre los mismos aminoácidos.
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prueba cpie en medio básico las formas Treo tienen Rf mayores y en
medio ácido o alcohólico neutro se desplazan más las Eritro.

Finalmente, se estudia la capacidad de diversos alcoholes alifáticos para
desdoblar mezclas de los aminoácidos de esta serie y se predice la conducta
de la Etilserina y su Rf en los disolventes usuales.

Chromatographic study of four new sinthetic amino-acids of
a-amino-/f-hydroxyl structure

A detailed study of the chromatographic conduct of four
new sinthetic amino acids, in the usual solvents, turning out
to be normal on almost all aspeets. In general the Erythro and
Threo forms of the same amino-acid do not sepárate too wcll
from their mixtures although it is deduced and verified that
in a basic médium the Thereo forms have a greater Rf and
in acid or neutral alcoholic médium the Erythro forms displace
themselves more.

Finally a study is made of the capacity that various ali-
phatic alcohols have of separating mixtures of the amino- acids
of this series and the conduct and Rf of the ethyl-serine in the
usual solvents are predicted.
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