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;ri:era parte se exponenbrevemente los antecedentes del descubri
: y ;ri:eros estudios sobre el citocromo c, y se resume el estado ac­

los conocimientos acerca de su estructura.
3: la parte experimental se da cuenta de los trabajos realizados, cuyo

Size: es el siguiente:
l)Se obtuvo citocromo c a partir de músculo de corazón de caballo por L

:3;o clásico. La preparación obtenida se liofilizó y se purificó por cro­
atografía sobre columna de Amberlite IRC-50, resina de intercambio catióni
o; se obtuvieron varias fracciones, empleandosepara los estudios realiza­
ss la primera de ellas según el orden de elución. ­

2)Se llevó a cabo la hidrólisis con tripsina, en razón de los datos co­
nocidos acerca de su especificidad con respecto a los carboxilos de lisina

arginina. Los productos de la hidrólisis fueron separados por electrofore
sis sobre papel de filtro a pH 6,5. Sobre los electroforetogramas se ejecu­
taran reacciones de péptidos en general y reacciones específicas de argini­
:3, histidina, tirosina y triptofano. Los péptidos obtenidos fueron separa­

U

35 nuevamente por cromatografía bidimensional sobre papel; una vez eluido
e los sometió a la hidrólisis en medio ácido. Los productos de la hidroli­
is total fueron cromatografiados bidimensionalmente sobre papel e identif:
aias los aminoácidos componentes. Una fracción electroforética denominada
egtra fué dejada para un trabajo posterior.

3)31 número total de péptidos obtenido sobrepasa al que hubiera podido
rarse de la especificidad de la tripsina, teniendo en cuenta análisis
.­‘­___ número total de aminoácidos en el citocromo c. Lo mismo ocurre para

a: ;arte de los aminoácidos, Se sometió luego la mezcla de péptidos que
e :tziene de la hidrólisis tripsinica a la separación por cromatografía s

en gradiente continuo del pH. Se obtuvo de este modo una curva en
hay 17 picos. En el mismolaboratorio se hallan en progreso actual

:e::e análisis de estructura de estos péptidos (Feitelson, Margoliash y
tirth, comunicaciónpersonal).
4):e los resultados obtenidos por la separación electroforética y crom

:ográfica sobre papel puede extraerse la conclusión de que en el citocromo
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ie caballo existen por lo menosdos residuos de cis­
ics que se hallan presentes en el "core" de la molécula

_,...­,­__-. tener la cadena peptidica unida al grupo porfirinico. El nú
i;:as, por otra parte, es de cuatro: una de ellas se halla en
te íirectamente relacionada con la formación del hemocromógeno.

r-ï
A.

'i nas de la molécula es de cuatro por lo menos.
¿La de citocromo c fupe sometida a la degradación escalonada

-_.'..
" .A.oácido nitrógeno terminal por la acción del fenilisotiociá­
r:ó que el primer término de la cadena está constituido por la

comose hallara empleando el método del fluordinitrobenceno
5) y en contradicción con otro trabajo (Matsubara, Hagihara,

Z;.;¿¿i, 1957) que señala la presencia de un residuo de arginina en
molécula.

ira de la cadena que se atribuye al ataque del fenilisotiociá­
s grupos -amino de las numerosas lisinas que contiene la molé­

corazón de caballo puede ser descripta por el siguiente esque­

-——------ --Val-Ñfiu-Lis-gi-Ala-filu-Qi-His-Tre-Val-Glu-Lis------- —­2 ‘2
\ . . /

Inorflrlho.

-atcratorio donde se realizó este trabajo se ejecutan actualmen­
¿ïigaciones para cpmpletar el conocimiento de la secuencia de

_---_ romo c de músculo de corazón de caballo, determinar la
e la molécula, estableCer las causas de la formación

_--_-_- .‘._ e interpretar, a la luz de estos resultaios, el mecanismo
nzimática de la molécula.
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En lo. años 1886 y 1887, noo Huan deacr1b16.un grupo do

pigmontoo_oolulorea a los que llamó hietohnmotinoa; pero ro­

ción on 1925, Kama rotunó el tom- ol oboomr. por mediode

un mioroospeotroaoopio, lo presencia de bandos de absorción

comunaso células de animales y planta: euperiorea. Keilin

demostró que efectivamento exiaten piguantoa celulares euroc­

terizndoo por dichos bandos a los etnlea denominócitocromono

Uno do ellos proecnto máximosde absorción en 550 gp. (hondo

oz) y en 520 y. (bondofi ), además de un mñzimoen [300gl.
(bandode Sogat)oorocterintico del anillo tetropirrólicozeato

pigmanto en el llamado citooromo o.

Se demostro nos tarde (Kailin, 1930) qua el citocrono e.

puede ser extraido de células da lavadora, obfenióndure una no­

lución limpian de color rojo oscuro, y fuí comprobadaau presea

cin en gran nñwero de organismos aeróbicos. Sc observó, odomfia.

lo pronuncia de uno pnrfirinn en lo molécula (Hill y Keilin,

1950). En 1955 Tbeoroll publicó un método ao pmepnrución, mo­

dionte el cual obtuvo uno proteina de reacción altamente bási­

co unido o uno porfirino, y demostró 10 presencia de hierro en

lo molécula)

A partir de eee entonces, el estudio de lo estructura qui­
mico de este importante pigmentorespiratorio puede dividirse

en los aiguienteo capitulos!
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o) Purificación dolo itocrouo c.

h Determinacióndo lo estructura de 1a paririno y del
nodo ds unión do Goto o 1o porción ¡rotacion de lo mo­

Maule.

H

vo Análisis cuantitativo de lo. aminoácidoomount"
en 1o moldeo]: mtoioo.

d) Dotomimcibn do los uniones hierro-proteina quo don

origen al homoaromógono.

o) Estudio de lo estructura ootorooquimioo.

i’) Determinación de 1o oeomncio de 1o. aminoácidos m­
anto. on lo molécula.

URIFICACIOH BEL NC}? DO C

1:1matado de pmpnrucibn a. Tahoron (1936) pormito lo

obtención de un mimo rojo cuyo cmtcnido on hierro eo de ­

0.31131.Un ¡reparado oon’lo miiul proporción de hierro tu! lo­

grado mediante lo ostroooibn. o partir do un homoganoizado

do músculocardiaco, con acido triclorooodtioo 0.115 fl. ¡roci­

pitocitm da iman-omo om sulfato de amonio o pfl neutro y pro­

oipitocibn fino]. del citooromo o con acido triclorooodtioo o
ol mi; (Kama y Iinrtroo, 1957).

lo eloctroferoaia ¿lonoto preparado on o]. aparato do 'ri­

salina puto en evidencia ('I'hoomn y Moon, 1939) que c1 mia­

mono oro homogéneo. Eaploonao un aparato opto para ol trom­

Jo on mayorescala, Goto: minos outmo log-¡Iron obtener ­
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(Theron y Alzola), 19141)surtir de oitocromo o con 0.314%

do hierro un preparado que contiene 0.15%del not-1, troba.

¡ando con "lución Buffer do fosfato de sodio o pH7.82.3313

producto o. homogéneoo lo electrofomoio, paro. 1 métodoro­

Iulta sumamentelargo para lo obtención de oantidnden adecua­

da. ¡nro 01 estudio de lo estructura quimica.

Se peroiatió en lo busqueda a un ¡rocoso de ¡unificación

más sencillo y ¿lo M30! rendimientomoi oo logró preparar ci­

tocromo o con 0.15%do hierro pm audio de precipitación o

pu 10 con sulfato de amonio saturado (Kenia y Hartroo, 19hs)

o bien ¡recipitondo con clor'ofa'no hirviento (Toon, 1951). ­

Tambiénme empleado lo electroforesis sobre popo1(Po1euo,1952)

“visualmente ao mataron los métodosde absorción en re­

sina. de intercmbiodcrca cotiónicoo. En 1950 ao introdujo 01

noo de lo ¡manito IRCBO.Esta e. una resina policarboxni­

en, quo magenta lo alguien“ estructura:

(Caman y work. 195104!
("3 CH)

l

—c- ¿Hz-C. -cH¡_—cH—-cH,_­
|
cooH cooH

Poloua y Ihilondfl195o) obaor‘bioronel citocrono C on uno eo­

lumn do la mnoio‘nodo resina trabajando II PH93 on ¡minor

lugar notaron quo una trucción amado quo no contiene cito­
croao o ora unido rapidamente, y que ol amater el pl!de

la Iolucibn alimento ¡e obtenían gradualmnto unnfracción
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de dtoorom e reducido, y luego otra de 1.a¡nun oxidado.

¡{cuando (1952) trabajó o pH 7 ompleando como¡layouts colu­

oión ¡curado de acetato de amonio. ¡Garganth (1952) enamo­

bó cmlitatimonte quo cualquier nation puede ¡er nando 1n­

dfi'emntemnte para la ducción, habana corroboradoun tom
cuantitativa por ¡100an y Furnitng (1953). Unmétodoa ­
absorcie'nen una sola operación m6 publicado margen“):

(1951;)quién analizó también“ fmccíoml qm aparecon cn ­

01 practico orountogrúfico (Marconouh, 1951;).

El empleo de ln resinas de intercambio ootiónico IG ha

generalizado en los últimos nfíoe, y ranura muyútil en 01 oa­

eo de proteinas de bajo poco molecular, cano la ribonucloan

(Hiro, Moon y han. 1955). En 01 coco del oitocromo C. cuyo

peso molecular osc1h entre 12.000 y 15.000 (Bailando, 1952).

y cuyopunto ¿”eléctrico el marcadamntealto, 10,65 (Tint
y “diu. 1950), al intercambiocatiónioo ¡e hallo fociíitodo
por el elevado númro de lisina. ¡regantes on 1a ¡molécula ­

proteico ( manhrg y “karen, 1955). - Ho0mm lo mimo
con ln innumao quo aguantan lu preparaciones con 0,51; 5

de bierno, quo oonaiato en 310mm derivada da mioglobinl

(Ivïorgonaab, 195} ), lo que no u ¡avenida por la columna.

Debt haceros notar, sin embargo, que el citocromo o no

oc comparto en lo colmo de igual nodo que lo resina (Board­

mn y Porn-idea, 1955), pueáto que al disminuir el pH, union­

traa que el volúmende oluoión porn el anunciado tierno o coro
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meso de paeor por un montan, para el dtberono e dicho volu­

mende «¡lución tiende e infinito, ne ptfliGMO eer eluldo por

debajo de pl! 6, Cualquier. eee le eolueibn eluyente, le pri­
llore trucción que ee obtiene consiste en citocrono e reduci­

do: ee interesante hacer notar el reepecto que zelle y Heu­

eer (1955) ebeemron que el citocromo e reducido ee ¡bear­
be en coolin, mientras que el citoeromo e oxidado no lo hace.

En el eureo de ente trabajo ee embleó para le prepa-ación
de citocrom e de músculo de corazón de cabello el metodo & ­

Keilin y rmrtree (1957) y ee 10 purifieó, pere obtener un pne­

pnredo con 0.15 7'4de hierro, por el método cromtogrñflco de

Margolineh (19m). Loe detalles ee don más abajo.

BSTI!U(‘:"‘URA DE LA yomr

Loe primroe estudios sobre le porfirim del citocromo

c moron nevados a cabo pcc' ¡1111y Kenia (1950). Por mean
de undidee peluca-Mic“, Theomn (1939) demostróque en

01 citacromo e no eneten unique. -8-S- ni. grupoe /-SH, lo
que lo nevb e eugerir queel enlace mteimcperririne een­
eiete en anime. del tipo tioGter, poetulenao pero le mol‘e­

enla le alguiente eetructprez
SS

—--_-.—'

' . éu.
¡CICÑ’ “c l °H3

I

I

I“- cn 3 .

‘\\ “icí jj} '/'.‘iiïg. TQ"! CH
\\ N/ ¡"'N/

HJCQ‘=cH- /C“3
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flamante al uso de nl“ ds plata, Paul (1950) logró ae­

pnrar el grupo ¡patético de lo proteina: “11:11amoe compro­

bó que lu cadenaslaterales 2 y h de la marina del cito­
crom c con grupom-hldrozutilo, y que loa dos residuos de
cinteinn en lo enzima un hallan unidos a loa ¡tonos de carbo­

no on posiciónocdsdichos cadenas laterales 2 y h, (Paul, ­

1951. 19511)),lo Quecoan lo formula momento por ho­

vell y 63913.00asimismo la conocido natohllidod de ln molde:­
lo de citoorouo o.

A ALIBIS CUMÍTITATIVO D3 I

NÏINOM.‘¿mg

Los dato. uh completos cobre loc omposición do la par­

ta proteica del citocromo o han tido publicado. pa.-¡banners

y 'l’haorcll (1955), quienes analizaron con el métodode Bom

y Stein (19’49)um preparación obtanida aa cúmulo de «amaba
do bovino. Se dan o continuación:



AI?!I HOME¿D0

QIE‘É‘ROIÏQ Q: c

A.M!’t10°ooooooooooooo9ph
Sarinn y/o
ireoninn o.o..oooooo..8,5
Glutóaicooo.oco.oooooo11.9
enema.............16.6
A1an1no o o o o o o o o o o o o g 6,6

Vallas.o...........3.3
Prolina.............5.9
Innohmim...oo..oo...5,2
Leucinn.............6,2
Tiroolna.............3,8
Llamo.o.......o...18,3
H1st1d1n0 o o o . o o o o o o o . o 5,1

Arglnim...ooo'oooo...3.h
Fonil olnmínn o o o . o o o o o . o 3,5

Motioninaooooo.ooooo..2
Cimmcooo......o..2
'Priptofnnogoooo.oooo.o.1

Esto han un total de agroalimdomnte 108 ¡anotado- cn

la molécula, para un peto molecular quo oscila alrededor de o

15.000.
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El ¡Ihre de metioninue y cieteinae que aparece en le to­
ble anterior rue determinadopara ele itecrom e de «razón

de bovino por Pnlene (1955) quien determinó ¡e mtionine por

.1 metodode Bnematein (1956) y empleó pm .1 nutre total

tree métodoscuantitativos diferentes (Joeepheon, 1959: Zimer­

unn, 1950y Kireten, 1953) en razón de lne diecrpenecion cm

trabajos enterionee que deben comoresultado nie ¡tono- de

amm por nolecula (¡hu-en :7Akeeon,19h10).
Deba hacerse notar que ee han ceraprobodo diferencian de

compoeieifindel dtocromo e en diversos especias. Poldue (

1951;) oomwobó que elnümro de aminoácidos envie en el pollo,

el nlnón y el buey. Por un métodomicrobiológico halle que

mientras que en el pollo y el bueyhay tree histidinee presu­

tee por molécula, en el ¡salmóntng solamente dos. En el cano

del caballo, Mongolia-h(1955), encontró cuatro hietldinu por

molécula por un netoóo eolerimatrico (Hecphereon, 19142).

9935} LA NACION Dï-ïL HEYOCRGNOGE’TQ

Comoconsecuencia de experiencias de titulación espectro­

fotonfltrioe, ee aurigiró (‘meorell y ARecon, 191.112)que doc ­

g'upoe imidazólieoe de hietidino ee encuentren ligodcm el hie­
rro en el citocrome o pot-ei‘m el hemocromógeno.(Paul «­

(19510)mamando lee resultados de titular eitocromoe por

m lncb y ln peu-c161proteico de lo molécula por el otro, e6­

lo pudoconstatar que una hietidine interviene en le formación
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del hemocromógono,mie tras que el segundo grupo puede ser ten­

to unimidnzol comoun ceboxilo.

Peleas, Ehrengerg y Tuppy (1955) efectuaron medidas de

titulación, espectrofotometrie y susceptibilidad magnético
sobre un péptido unido e le porfirins que se obtienen cuando

se trata el citocromo e een pepsine (Tsou. 19hs), llegando

e le conclusión de que el hemocromógenode dicho producto

ee belle {orando por un grupo imidnzólioo de histidins y un
grupo(¡Aminode vslins oi-emino de lieim, argelineh-W ­

1955) sugiere asimismo que en el oisooromo o uno de las gru­

pos ïormsdores del hemocromógenono es imidszol de histidi­

ns, basándose en le reacción del citooromo o con l-Fluoro­

¿oh-dinitrobenceno.

Recientemente (Ehrenberg y Theoroll, 1955) ee hn vuel­

to e fo mulsr ls hiüótesis de que el hierro ee hello ligado
e dos imidnzoles, miewtrns que por otro porte se sostiene

(Msrgolissh, Frohvirt y Heiner, comunicación personal) que

los grupos responsebles de le formación del hemocromógeno

son un imidezol do histidine y uníbemino de lisina.

EJT’JDIO DE _-.AEJÉRUC‘TURA 3:3?'S‘iT-Tf);.’JI..ïICA

Conocida le secuencia de los aminoácidos más cercanos

e ls porfirins (ver más abajo) Ehrenberg y Theorell (1955)

construyeron un modelo atómico de dicho péptido, bailando

que ers compatible con los resulzedos experimentales unn ee­
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truct'urll on form do hélice do tipoodl’ouling, 1955), ¡num
quo se supongo quo en dicho psptido una de ¡no valencia: del

hierro ao bollo ocupado por un grupo imidazóiico y lo otro eo­

tú libre. En razón del bajo valor hallado experimntolmnto o

paro ol volúmn especifico molar (Theron, 1936) los autores
citado. sugieren quo el mp0 han oo hflJn ubicado on el into­

rior ae la molécula,‘ de tol modoquo no contribuya practicamen­
to .1 volfimn do Goto.

En manto se refioro o lo estructura total de la moldea­

Ln, “what y “1131 (1955) observaron que existen en ello bili­

ooo del tipo oc por audio de dinfrncción da rayos ¿o

Otro modelo atómico de]. péptido on cuestión ho oido cono­

truido por Horgolioah, Fronrth, y minor (comunieociónporno­

n01); on ol mimo ung'upo imidazol y un grupoE-ominode lisi­

na, se hallan ligados .1 átomo do hiorro. roquiriénflooo po­

m ello, una cadena poptidico totalmente oztondido.

__D,J_3_!¡QS_lfi.IDOS 1mnz.cnocr-tomg
2;

Cuando¡e trato o]. eitocromo o con enzimas protooliticol,

comopopainn o tripaino, on cualquiera do dichos com oo ob­

tigno.m poptidooi cual peruano ligado la partirino, o tro­
vdo do lo: union" tiodtor (Toon, 1951).

la anuencia de aminoácidos ha sido establecida on nabo.

péptidos, siguiendo lo: ufitodcu gomroleo do Sangu- (Songor, ­
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191x911).Im 01 ¿pudo resultante da him-011.2060eag tripeino c
partir dal dtocrom e de corazónde cabalmw'y y cerdo, ¡e
observah ¡miento acuarel- (ïww y nodo. 1951;a, b).

Z1wnmmcs Mibïfl-Vuwlu-Lin5 6 7 8 9 1o n 12

El penado qm co obtiene comoconvocantes: dal hurones­

do con panama. con notarial ¡raul-¡Mute de ¡muyy nm,mu­
tm la secuencia alguien“: (happyy Fauna. 1955).

<4)

Vu]..-Gln(IIEQ-Ido-C'ïïdan-Gm(mg-cmmñhmvomu.1 2 5 IT 5 6 7 9 10 n

Io: mima 302m: cmrrcmm queen el eno del pollo 1.
alumno en lo mación 5 so ¡una sustituida por set-inc. Monda,
los dos residuos de cansino on posiciones h y 7 se nation uni­
dos a la warm. de la mol {andenner comandospor ln oo­
cïó‘n ch 3.o. mina de plata (Paúl, 19503o mas.an la acción ­

del demo perfómúco Q 308861“, 191290).

Tantolos [Hablemosde actnsc'nn'nestemme comoh
dilucidoción tino! dos 19 3.177.511€?“del masacres-ocean y 1a ro­

tación Que10a mandan" setmsctmlee puedantener cm 1|
actividadenzimáticadel a:th e. uqummn el conocimien­
to dc ln oecmncia de ha aminoácidoc o lo largo de todo la oo­

dene pánico. Can tal objeto, a»:ha iniciado m1estudio ac n
niega.

Eneste tu!» Jo en tu Intentado aplicar el gitano de ao.

Esta secuencia fué también hallada en el citocromo c de caballo

(Margoliash, Frowirth y Weiner, comunicación personal)
Q
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¿reacción sucesivo , aplicando o prote inca. o por-tir dal onino‘ci­

do nitrógeno-terminal (Imanol-Comt,195lp).hdomdo oc ha 1n­

tontado obtener una división do lo molécula on peptldoo eu-yoo

aminoácidoscubano-terminales sean lisina o ¡minimo por no­

Mo de lo hidrólisis con tripoimnobro 1- 122-0de lo “pacm­
cododde acción potoonuco de esta 61t1m(flergmnn y Frut­
ton, 1914-1).

no. paptidoa, 9.1 obtenidos han sido ouJetoI o dflomtol
métodosdo aparición y ¡otro - ¡nos M han utilizado octu­

.dioa de ¡structura­

ART'ÏEEXPÉRI

gsaïspnn...01gt_z_1¿m1_vg DELc-ISDCROE!

E1 citocromo o conteniendo 0,51;}?de hierrorul mundo

de acmrao con las indicaciones de “0111;; y Hortreo (1937 y 19hs)
El [rocoso oa o]. aLguiento: Se elimine todo 1.o ¡org-e y los reo­

too de tejido graso y tejido cmotivodul corazón do caballo.
Lo melón m‘ueeulm'oo deoznenuznhasta phtemr una pam, o lo

quo ao agrega ácido tfiqlmaeetico 0,1!¿5u on lo proporcinm
do un litro m kilogramode musculo. Luegodo mosz ¡o deJo

reposar dmnto cuatro hoz-n y so tronco 01 unter-191. 31 Maui­

do obtenido u llevo o ps; 7,3 con Bom 01 10%. 30 agrego Inlro­

to de amonioen 10 proporción de 500 gramos por uma uno voz

disuelto Gato te dejo filtrar dummbo1a noche o trova. de po­
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pelea de filtro granjas plsrgados.Al filtrado, que cmtiene el
citocromo o acompañadade divvarsas im mms,” lo vuelve a tra­

tar durante 2h horas con aulfato de amonio,egregendoesta ves
50 gramos cer litro. Todoel precipitado que se forma se elimi­

no y sobre el filtrado ee precipita el citocrono e medianteel
agregado ds acido tricoloroecético el 20%a razon de 25 nl. por

litro de solución. Despuésde centrífugnr. se suspendael cito­

eromo c en la cantidad minimanecesaria de agua dcstilada, sa

lo coloca ea un tubo de colofón y ss dializa contra una solución

de Cllïa al 0.5%hasta eliminar el sulfato de amonio. 5. agre­

gan una e gotas de clorofomo,ee agita y ee filtra obteniendo­

ss asi una salud bn de citocromo c al 1%aprcaimadomente. Beta

última ee liofilizada, obteniéndoes un polvo rojo, sumamente

soluble en agua. que contiene 0.513Z de hierro.

El material asi obtenido fué purificada por cromatografía

sobre la resina de intercambio oatibnico Anbsrlite IRC-50, ra­

bricada por la caen Rom analiaee Co... Filadelfia. Ia reainn

tus preparada ae acuerdo con las siguientes indicaciones (nar­

golinsh, 195141.):el material proporcionado comercialmente a

calienta hasta 8073con un exceso de II Cl 2B, se lava con agua

y se vuelve a calentar con un exceso de 110th za. y vuelve a
lavarse timlmnte conagua. Unos50 granos de la resina html­

decida son trabajados en nmortero o tratados sn una licuado­

ra hasta obtener una poeta: ¡3.109 agita luego con 300 nl de
agua y ee deJa reposar durante 15 segundos. decantanúoee de
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inmediato. la i'racoiáa remnente en el ronda del vaeo vuelve e

aer molida, repitidndoee el moceaoaa saliendo y decentacifia

hasta que [rdcticamente ha ¡ido decantade todo le meim. 3g

vuelve a calentar el polvo d cantado con exceso a nor-mba.
Se agita, ee suspende el polvo en un lisro de agua y ee decanta

e los 15 segunda” 1a tracción decantada ee deja reposar duran­

te 5 minuto. y ee vuelve e decantar, enpleóndose para 1a crm­

tograria el residuo que quem en eltondodal vaso. Bate ee co­

loca an un filtrado placa de vi-‘do y ee eucoiane hasta qm no

pasa más asma: luego ¡e extienden las partícula. sobre an raci­

piente cubierto con papel de filtro y ee dejan secar a1 aire bae­

ta que ao ae percibe ola' de anonimo.
Las particulas obtenidas de 1a resina en eu form eatión

mn; tienen un tamano que oscila entre 100 y 150 me!) (unidad in­
gleaa referida a1 númerode hilos por unidad de mperricie del
endoso).

Debehacerse amar que a lo largo de todo el traer o ee

emplae únicamenteagua bideetilada en recipientee de vidrio. e
fin de evitar contaminacion“ que afecten e ¡ne ¡ropiedadce enzi­
tatiana.

Las particulae obtenidos ¡e suspenden nuevamente en agua y

ee las vuelva en ¡ma column de vidrio de 30 en. a. larga y 2,5

en. de diamtra, tratando de realim esta operaciónen una aan

vas y previa agitación de la reeina en el ¡gm en que está ono­

pendida, e fin de obtener una column cromatogrónca ¡mirarla ­
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en 1o que ¡e refiere el diametro de los particulas. 31 fondo o

del tubo cromtegrófico ho oido cubierto mvionente conan tro­

zode algodón, suficiente pero impdirel meo de los particu­

lne o travé- del urgentemente inferior. 5in dejor en ningún mo­
mento que lo parte superior de lo column quedo en contacto con

el aire, ya eee agregandoliquido e ayer velocidad o eemndo

convenientemente 1o solido inferior, ee hace posar por 1o colum­

no agua bideetilnde meto que el liquido de solido reduce ou pH

hente eprozimdomnte 7 según In indicaciónde papeles de reac­
ción adecuados.

Se agrega o 1o column alrededor de 1 grano de citoeromo

c preparado según ee imicó más arribo, disuelto en lo mena

cantidad de agul posible.

se prosigue een el agregado de que durante una medio hero;

o]. eitocromo e quedo absorbido en io porción Iuperior de lo eo­

11m0, fernando un anillo de color rojo muyobama-o. Le eluoión

oe comienzo con oeeteto de amonio 0.25 l. que ¡e agrega o una

velocidad de flujo de 1,3 e 1,5 n1.por minutogeeoide inudieto

comienzae moogeree lo impurem,ouya nana-nica ¡roteico en fó­

eil de evidenciar pino presento un Marino de absorción en ¿30 cy:­
y, adeudo, eu solución form una ebmrdnnte espuma o]. ser agitado.

Debidoel objeto ¡remrntivo de este aumento, lo velo­
cidad de flujo se graduó de modode obtener nnmeoenoo lento y
mifernñ del anillo coloreado que ee desprende de 1a pta-ción Iu­

poriur en le cual ee h- obeerbido el dtooromo e. D. este modo
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se puedereoom todo 1o fracción me oe fluye con ene oncen­

tracción de canon amonio,enunos pocos militares. Si un ves
eliminado esta fraccion, se aumentolo concentración del ­

CII;000mme 0,50 reí,ee obtiene m tracción: una tercera oe
eluye con In m1 en eoludón. 0,75?!y una carta con acetato de

amoniom. Beto. cuatro fracciones han sido llamados respectiva­
menteI, nn, IIb y no. y representan aparentemente“todos de

deenntumlizooión progresivo del citocromo o, qm involucren un

'denarollamiento" creciente de ln molécula. 8e ha comprobado

una perdida prcgreniva de las propiadodca enzimática. en el mio­

moorden de lo elueión (Mor-gonna), Fmirth y “einer. comunico­

eiñn personal). Para e). análisis ae ln estructura quimica ee ¡re­

firió usar en este trabajo únicamente 1a trocd. (mi, que oe eluyo

con acetato de amonio 0.25 m.

In solución obtenida ae dinllzó (¡antro agua bidontflodo en

¡m tubo de colofón, cambiandoel liquido varian veces hasta oh­

tener mocdbn negativo de ion amonio. luego ce virtió In colu­

oión en un metonmdw, en comen en un 'deep-Freeaer" o ­

268 y se liofmab en 1a cami-u de evapomción de uno paraiso

de liofilicifm oentrifigo de le onceEduard-fiCo" Londrea.
30 obtuvo de eat-e ¡nodoun polvo rojo oeou‘o que contiene

0.163%de hierro.

.OLIS‘IS DEI. C ¿OCROHO C CON 'IRIPSIHA

Um mestre de dtocrom o con 0,1;655de burro tu! comet;
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do o lo hidrólisis con tripeinn, con ol objeto do obtener pépti­

doo cuyos aminoácidos corhoxíloterminnlea fueron lisina o orgi­
nina.

Lohidrólisis oo ofectuó en lo. siguiente: condiciones:

Citocromoo....o.......¿.0.3953.
Tripoinn (recriotolizodo) . . . . . . . 0,012 g.

Folfimn final. o o o o o o o o o o o o 58°

Todas los determinaciones del ¡fl fueron realizadas con elec­

trodo de vidrio. El citocromo o tu! disuelto en agua y llevado

o ¡117.8. En esoo condiciones se agregó 1o tripeino. (10!ch de

lo emi no tituló la solución confiar-mn0,0811!varios voce- du­

rante ol cum de lo reacción llevando 319m0 o ¡187,8, con el

objeto de mantener los condiciones optimo poro lo ecibn enzi­

ndtico y seguir el curso de esto último.
Uno"nz finalizado lo digo'atibn 1o solución rue alentado

o ehunición y filtrado. Anunció un precipitado rojo, quo oo oa­
be está constituido por o]. p'OQtido mido o lo porfirino ('l‘uppy

y nodo, 195hn). Eliminndoeste último por filtración, ¡a proce­
dió o notilizor 1o unch ch poptidoo obtenida en ln mimo ao­

nero on quo se hizo 1o propio con ol oitooromo o.

EU‘IC'IHOFQEEESISSQB‘AZEPAPEL D12LA IE PFPI'I.

ms:

Cm el objeto de capaz-oro identificar lol pfiptidoo obteni­
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doo por mediode ln hidrolioie, S ng. de lo metro obtenido rue­

ron nomtidoe e le electroforesis sobre papel Ehutmn 3 Mi. (Du­

rrum, 1950). se cortó una tiro de este de 58 en. de lar-go pa- 15

om. de ancho. El papel fue eumcrgido en una cubeta que contenía

buffer e pH6,5 de le siguiente composición:

Piriline.....oo....100n1.
¿Mdeetilfldflooeooooom'
MidonoétidOooeeoooeh '

El exceso de solución buffer tu! eliminado sacando e medio.

el papel en corriente de eine frente e me campana. 8. colocó
luego le tiro de papel sobre une place de viario de dimneionee

apropiadas. sobre une linea, trazado sobre el papel, entes de

ser hnmedeciúocon el matter, emozimndomonteen en centro y

paralelamente el eje menorde le tire. ee eplicñ por mediode

un mpiin? de viario 5 ug. de la muestra disuelto. en dos goteo

de agua, dejando libres 1.5 omo ambosmárgenes. Dejando 0,5 om.

del mrgon superior oe aplicó uno gota conteniendo lisina y oci­

do glutñnico. El papel fue cubierto cuidadoaouente con una ple­

oe de vidrio einuar, trntrendo de evitar lo formaciónde bur­

bujas de aire. Los extremos del papel que eobreeelen e ambos

lodos de lo place de vidrio fueron sumergidos en sendos cubeta.

que contenían 1a mimo solución buffer. Por medio de euctrodoe

con contacto de mmm-io, el eietem fui conectado a uno twen­

te de potencial cmeietente en un notificada- Quetransforme
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lo corriente de 1o linea gener-ol, olternode ¿lean volta. en oo­
rriente continúo de 520 volta. Unovez comodo el e ircuito ee

obtuvo una intensidad de corriente de 16 minomperea, la que el
támino dale xpcrimnto de tree home de duración habia encendi­

do I 52 milinmpereedebido al calentamiento del aistem. Sin el­

bnrgo, trabajando en eetue condicimee 01 calentamiento “muy
pequeño,moon por lo cual no fué ¡acuario emplear sistema re­

frigerantes pero evitar que ¡e quem el pepe].(¡-erth y Smith
1952).

9-í Ffinalizada 1a ehotrd‘maie, 10 hoja me ¡ocean con cul­

dado de no tocar el sector ocupado por los peptldoe y ee colgó

frente o me campana, donde oa lo dejó eecnr en corriente del oi.­
re durante lo nochehasta eliminar de ello el olor caracteristi­

oo dc loa aolvcnten' empleados.

Se cortaron cinco time de dos cm. de ancho paralelmento

ol eje myor del papel y ee los sometióo reer'eionee caracteris­

ticas de! aminoocídoe,orgininn, hiacldmn, triptotano y tiron­
no. según ee detallo o continuación:

e} Reacción genero]. para grupal ¿me y .000}! libran (Too­

nnie y Kolb, 1951); oe empleó 1o reacción de 1a nínhidrina!

o R
\ x‘H ' A cía/H RcHo +vu +co

LJ-C/CN’H + NH1CHC°°Hp) kïcic\on + o 3 lQ0 °

r -c_"'° ou 40 0° (a
Ü >°ïo + ‘ ‘C>c:" “M3 —>©“>c=u—2/C‘©-ch H l, (¿o oq x {to \c_I/

O
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In tira a. peña].toman per sus extremos fue surgida su
um Iolucibn dc nifiidrim ul 0,25%en ucetom y luego de ser

secado al aire se la count!) hasta ¡[05°Cen un humo cm'mntográ­

tico. 3n todos Inc soma ocupados pm péptidos ¡o observó 1a u­

purición de muchos do colar púrpura violado (fic. lp).

b) Hgoccibnde sanguchi para In identificación de arigio

nino (Actor y Crocker, 1952); lo tiro de papal colgada a. un ex­

tremo rue pulverimda con solución deJ-noftol a1 0.01%en eta­

no]. que contiene urea al 5%,:1lo que ¡o ogmgó cinco lentejas

de 110Kmutantes onto: de lu empleoJeapuéo de dejar secar .1 ui­

re la tira,” volvió o pulverizur con una solución de 0.7 ¡1.63
bromaen 100 ¡11.66HOKul 5%hasta mascar totalmente c1 po.

¡131.0110coloración anaranjada apareció en los zum que contie­
nen paptidoo de urginina o el aminoácidos libre. (F13. ha).

o) Reacciónde Pouly para la tietiflim (Bauting y Istria.

1955). Lu tiro tu! pulverizodo con una solución Bunp’ueflzada 1a

siguiente mera: 15 de acido sun‘unilico y 1 n]. de nc]. concen­

trado en 100 ¡11de solución al 6,7%de nitrito de ¡0610.0 la qm

se canes!)un trozo de hielo en al aparato pulwrimda' instant“
antes de lu empleo. Despuésde dejar pecar al aire, In tiro tu!

pulverizadu con solución de co 14'02o]. 10%, ommciendo mucha.

de color rojo aerea omcurieticaa del inidazol de lo hietidi­
nn,udemóo de una manchade color pardo atribuido a un residuo

do tir-cama (Ver 1'15. ha.)

d) Reacciónde “hrlioh ¡nm c1 triptufuno (3mm, 1953);



Se pulverizb la tira de papel con solución de lg de para-dimeti­

lamino-bensaldehido en 90 al de acetone y lo m1de H Cl concen­

trado. Apareció una manchaperda (ver fig. hd).

e) Reacción para la tiroaina (ther y crocker, 1952): La

tira de pulveriaó oon¿nitroeopnaftol al 0,1%en etanol 95%;
luego de secar con corriente de aire caliente ee pulverizó con

NOSHal 10%, se seco y calentó a lOO°Cdurante tree minutos en
un horno cromatogrflfico, apareciendo una mancha azulado (Ver ­

1'15. h e)

Luegode efectuadas eetae reacciones pmeliminareu, ee repi­

tio el experimentode electroforesis anterior sobre bandasde.­

papel diferentes, obteniéndose idénticos resultados para la po­
sición de loa peptidoe en el papel. En este paco del proceso la

única reacción que ee efectuó fue la de la ninhidrina, ejecutada

sobre una tira tomadade la parte superior de la banda. La. frac­

ciones ácidac Al y A2fueron cortadas en el resto del papel ee­

gún ee indica en la fig. 5: el extremo que eontenia péptido fuó

ligeramente recortado para darle forma de punto de flecha y el

otro extremo fue doblado apropiadamente y colgado de una varilla

de vidrio de modoque el extremo quedara sumergido en el agua de

una cubeta (trough) en el fondo de la cual el papel era manteni­

do por ma varilla.
La cubeta ee colocó en un soporte adecuado de material plác­

tico y la punta de flecha ee ubicó exactamente en el centro de

la boca de un pequeño balón de Kolba de 10 o.c. de cuello largo



con extremo eemerilado, apoyado sobre un aro de plastilina. To­

do ee cubrió con una caja de plástico, cuidando de colocar en

el pieo un criotalizador con agua para mantener un ambiente hú­

medoen el interior y favorecer 1a elución. Esta ee efectúa de­

Jando que el papel abeorba agua de la cubeta y la deje atrave­

ear toda au superficie hasta caer, acumuladaen forma de gota,

por 1a punta de flecha.. Para loa peptidoe estudiados, la elu­

oión a temperatura ambiente dura de dieciocho e veinticuatro

horas. Por lx>genera1 dentro de un mismoaparato ae colocan va­

rioe papeleo con eue respectivos baloncitoe, y cuando ee conei­

dera que el proceso ha terminado se verifica, antes de ouapendgp

lo para todoe loe papeles, efectuando la reacción de la ninhi-­

drina sobre uno de ellos: en caeo de reacción positiva, ae pro­

sigue la elución en loa demósdurante un tiempo prudencial.

De la elución de cada uno de loa papeles se recogieron 5 a

5 ml de solución de péptido. Loa eluatoe procedentes de corten

análogos del papel ee Juntan y ae evaporan en uno de loa balon­

oitoe calentando exteriormante a unos cincuenta grados y aplican­

do a través de una trampa una bomba de agua común que permite

obtener un vacio de 100 mmHg.Loa trampas son de vidrio y el ­

extremo de lao mismasee halla camerilado y adaptado a1 cuello del
baloncito. Durante la eVaporación ee conveniente cometer al oie­

tema baloncito-trampe a una suave traelación y cuidar de no exa­

gerar en el calentamiento, de modoque no ae formen espumas muy

aueceptiblea de aparecer en aolucionee de péptidos algo elevados.
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Enel caso de las traccion ñcidmo aniónica Al sobre ln cual

se halla ¡rasante también el póptido que contiene 1a porfirina,

es muynotable el fenómeno de 1a formación de espumas, las que

tienden a subir por el cuello del balon originando p6rdides,ade­

mós de los fenómenos de superficie que pueden producirse en di­

chas emanan y que pueden afectar a la estructura de los pspti­

dos en consideración. Por esa razón, en el caso de la fracción

Al la evaporación se he efectuado genera‘unente sin exceder una

temperatura exterior de 30°C.

Mientras que los productos de elución de todas las demós

fracciones son soluciones incoloras que al ser evaporada: dan

lugar a un solido a veces perduch o a depósitos incoloroe, en
el caso de le fracción Al tanto la solución comoel ¡reducto

secta, tienen color de rosado a rojo ladrillo.
Con el objeto de obtener una mejor separación de las frec­

cionee básicas o catiónicas se hizo una nueva electroforesis en

las mismascondiciones que en el exoerimento anterior, pero en

- lugar de ubicar el material inicialmente en el centrod el papel

se colocó en el extremo del mismo Junto al cOmpartim'Lento anó­

dico. De este modo, le experiencia pudo prolongarse hasta 7 ho­

ras sin que las fracciones masbásicas salieran del sector del

papel comprendidaentre las placas de vidrio y logrando una me­

Jor separación de las mismas (Ver fig. 3).

Despuesde revelar los electroforetograms por el metodode

la ninhidrina sobre la porción superior de la banda de papel, el
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resto del mismorue cortado según las lineas indicadas en la ­

fig. 3 y los papeles meron sometidos e alucibn y evaporación tal
comose describió anteriormente. Deacuatro a seis fracciones s­

nalogas de otros tantos electroforetogramas fueron reunidas y

evaporadae en conjunto parapreparar el material necesario para

la cromatografia de partición. Este proceso de aplicó a las grec­

eiones El. BEEáBhÏSBóy B7. La fracción denominada H, situada

entre las fracciones básicas y las acidos, fue analizada por

un procedimiento análogo en otro trabajo (Margoliash y ScheJ­

ter, en preparación).

CROMATOGRAFIADE PARTICION m IIS PEP'I‘IDOS

las frecci ones A1, A2, Bl, se, Bs, Bu, Bs, 36 y B7 fueron

sometidas a cromatografia sobre papel en dos dimensiones (Cons­

den, cordon y Martin 19h7). 8e empleó en todos los casos papel

WhntmannN° l. Para la primera di ension se utilizó comosolven­

te el sistema fenol - agua o amoniaco 0.3% (Sanger y ïuppy 1951)

preparado del siguiente modo:a1.rraseo conteniendo cristales

de fenol (procedencia lil!) se agrega agua destilada hasta que

esta llene el recipiente. Se deja reposar todo un dia; luego

se emplea siempre la capa inferior que se extrae con una pi­

peta large, cuidado de no agitar demasiado para evitar que se
vuelvan a mezclar las fases. Una cantidad de este solvente se

coloca en el piso del recipiente dentro del cual se desarrollan
los cromatogramns, agregandosele luego una pequeña cucharadita
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de cianuro de potasio; además ee coloco un vneo de precipitación

mande conteniendo un litro de agua y 5 oe. de normh concentran­
ao. B1 agregado aa Cm:tiene por objeto evite:- n remoción e.

productos de oxidación del fenol, que suele tomar ¡me colocación

rojizo y no de: resultados satisfactorios comoeolvente cmoto­
gráfico.

Pure 1.o segunda dimensión ee empleó el solvente butano].

Acido acético-agua ¡reparado comosigue: 50 volúmen“ de alcohol

untinco. 10 volúmeneede ócido seduce y ho volúmenes de agua

ee egitnn brevementey ee deje reposar elrroeeo que los contie­

m dmnte dies dice eaten de usarse le cepa euperia' comoeol­

vente (automático. Unepa'dbn de dicho eepe ee coloco en un

erietoliaoda' en el pino de].recipiente cromtogrdfico pero en­
turor el ambiente.

La cromatografía ee llevó e cebo en un marte temoatdtieo

mtenido e una temperatura de 23°C. El devez-rollo de 1o primera

dimensión ee dió por temimdo poco entee de que el frente m1

¡ciente elconmrn el extremo inferior "del papel. Luegode unn­

eer dicho n'ente con un lápiz ee eliminó el ezeeeo de tene]. eol­

gendo Ice papeleo en un horno cromtogrófico y haciendo pecar

une cmiente de aire e temperature ambiente heete que el olm­
del fenol deeeporeciere. Luegoee hicieron cortee en el extremo

interior del papel en el sentido de le ¡agotadodimension. de no­
do de que el ba'de quedare dentodo pere permitir 1o eelide de

lolvente de]. pepelgee dee-mom ln segundodimensión, dejando
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descender al solvente durante 36 haras. Se mcó según se descri­

bió en el caso del fenol y se revelaron los cromtogroms por ­
pulverización con ninhidrina. 3a hicieron duplicados de los cro­

matogramaspara cada fracción; uno de ellos se reveló conninhi­

drina 0,25%en acetona o en alcohol isopropilica: el otro se re­

veló oonninhidrina 0.025%sin calentamiento. En este último se

cortaron y eluyaron los peptidos según se indica en las figuras

la.a ll (Consden, C'orclcmy Martin, l9h7).

Los peptidos obtenidas, una vez eluidos yevaporados tal como

ee describh'a para las fracciones resultantes de la electrofo­

resis, rmron sometidos a la determinación de loa aminoácidos

componentes.

DWJIIÉACIOE DE Im IEEOACIDOÉ CO‘!P0_I_1T«.‘NTES

Los peptidos una ves secos, fueron disueltos eondoa gotas

de HCl5,6Ndestilada en recipientes de vidrio, y transportados

por mediode pipetas capilares a tubos capilares de vidrio gane­

so que se cerraron e la llana y fixeron colocados en estufa a

105°Cdurante 18 horas. No hubo necesidad de recurrir a la hi­

drólisis alcalina, pues 61 o los paptidos conteniendo triptofa­
no se encuentran en lairacción N que no se investigó en ele uru­

so de este trabajo.
Unavez finalizada la hidrólisis cada capilar fue abierto;

ee transvaeó eu contenido a balancitoa comoloeempleados ante­

riormente, siempre mediante el empleode pipetas capilares, y
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se sometió a evaporación tol comoee detalló para los peptidoa.

Sin embargo, 1a necesidad de obtener mezclas aptas para la cro­

matografía obligó e repetir lo evooración heete eliminar el HCl,
lo que se hizo agregando gotas de agua o de alcohol etílico al

final de cada evaporación y repitiendo esta última, hasta deca­
pericióndel olor ácido.

Code una de los mezclas de aminoácidos resultante, fusron

cromatograficdas sobre papel en dos dimensionestla primers de e­

llos con fenolpogue-Nflalfi CNE(difiere del solvente para pepti­
dos en que el vaso mlocado en el piso del gabinete contiene ­

10 00°. de BONIL,por litro de gue): la segundo, els isteme bu­
tsnclp ácido sodtico- agua tal comose describió másarriba.

Los cromatogramosfueron revelados pulverizando con ninhi­

drina al 0.25%en acetona y calentando a 105°c (Teennies y Kolb,

1951). un cromatogramatipico, mostrando la ubicacion de los a­

minoácidos «qmresulta de los solventes empleados se ven an la

fis. 120

HEBRADACION ESCALOIÏAIM DEL CITOGROMO C,

La formación de hidantoinea o partir de aminoácidos por

acción del renilisociánico sobre el grupo amino terminal rue

aplicada primitivamenta a péptidos simples (Abdorhelden y Brock­

mann, 1950: Bergmann, Kann y Miekoley 1927). El empleo de feni­

lisotiOciánico fue introducido por Edmon,quien sintotizb una

serie de fenil tiohidantoinas (Edman,1950a) y sugirió el uso

do dicho reactivo para ln degradación escalonada de pdptidoe su­
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porioma, aprovechando1a ruptura del fcniliaotiopdptido cn fe­

niltichidantoina del aminoácidonitrógeno torminal y el recto

paptidico intacto, que ca produce en mdic ñcido (Edman, 19501:):

' ‘f

C‘Hr-NHLSNH. CHQ.c.o.MH.ca Q'. CDJIHoQ.L» C'an

cuando oc intenta aplicar 01 mirado Il proteinas. cc tropie­
m con la dificultad de cmocatan cc vuelvan incolublca al aer

tratadas por ci roce "1vo. Para obviar dicha dificultad, cctmi­

mntc ac ejecuta la reacción notre trozos dc papal de filtro ­

(Fmemwmt. 1951;),¡rendimiento lugarido por Igonia (1952)
En nuestro intento de demorar ecoalcnadamntc la molécula

dc citocromo c. ac procedió de acuerdo con cl métoaode Fracnkol

cmt, Barrio y Levy(1955).
El feniliaotiociónico fuí sintetizado a partir de anilina

y aulfuto de carbono de acuerdo con Dnriua, Bravntcr y OlandGr

(19116).

Se preparó eter absoluto libro da pcrózidoa por agitación
con cristales de ¡alfato ferrosos c1 diozano ac mtuvo libre de

peróxido: refluydndolo durante dies horas cn presencia de noc-ic

metálico, deetilanaolo luego Qaeda el mimo balón y ¡manteniéndo­
lo permanentementecongelado cn un “deco-freezer". Ia piridino

fué rafluida en pmaencia de óxido dc bario y destilada.

s. cortaron ocho trozos de papal dc filtro mataron n° 1 de
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1 z 5 omloa que fueron suspendidos do uno mino do viario

mediante broches cromtogz-áficoo. La voz-1110¡e colocó on um

contento ao aire fmnte o uno campana. Por medio do ¡mo micro­

p1th oo agregó o codo uno do los papeleo 0,05 al. do ono solo­

oibn ol 5%de citocromo c. fracción I, cubriendo de modouni­

fomn lo ¡operado do]. papel excepto ol extremo poro 1 cua]. oo

hallaba sujeto. Esto operación fui fácil de ejecutor debido o
lo coloración toortomnto rojo de lo colación emploodo. Durante

ol resto del trabajo los papeleo rusron transportado. únicamen­

te por mediodo pinzas de oooro inoxidable con o]. extrano oli­

oodo do modotol que no pudieron dañar ol papel.

Los papeleo oo viajaron aocor on comionto do om y onco­

guido oo ¡no agregó 0,05 nl de solución recién tapando de fortín.
ootiocmnico o]. 20%on diomno. ï'odnvlo húmedos oo los coloco on

poqmfioovosoo de precipitación. los coole- fueron o ¡o voz ubi­

cados on ol fondo de un frasco, donde oo hablan puesto previsua­

h 5 m1 de 912161110, 5 m1. do diozono y S m1 do agua. 31 franco

1'04 cerrado con top de rosca, debqfio do lo cual no colocó uno

hoja co olminio y oo introdujo en una estufa mtmido o MTC,
dan o oo lomntuvo durante 5 horno. Din-onto‘dicho periodo ¡o .­

produdo lo ronccióm

* q,

C‘Hs/qcs ,, Higmnïwm. que". CoJJHcttL>Qu;.NH.c5.NH.caQ'. CMI-Luna .couu «t:



-w­

Conel obggto de eliminar eï exceeo de reactivo, loa tro­

soe de papal fueron colocadoe en tuboe de ensayo e loe cual“ ee
¡og-egobenceno hasta enhrlr loe papeleo (aproximadamente 5 m1).

Los tubos ee colocaron en lee pinm de un agitador cm “acción

de muñeco“donde ee lee egitó chrente tree heroe, cmhiendo dos

veoee el benceno en lo operación. Loe papeleo ee eecurrleron y

ee volvieron e introducir en tubos, cubriendoloe esta vez con me

uesz de volume lguolee de alcohol absoluto y dter. 3.1 ee
lee dejó durante ¡me noche. Luegoee renovó le ¡nch y n con­

tinuó el lavado con agitacan por periodos de tree horno. Al fi­

nal de onda uno de estos, los liquidoe de laVnde ee reunieron

y ee determinó le densidad optico de me climate de lo oluciñn

obtenido para una lmgitud de onde de 270 up en un eepectrofotó­
metro de bea'clbn a. Hilger. cuerdo le densidad r-ptlce medida

M aunar de 0.025 ee 616 por temlnodo el lavado) en lee tree

etapas de «¿radiación ejecutedne sobre el citocromo o, ello o­
currió despuesde tercer perlódo de tree heroe.

Le ecgundo tene de la reaccion!

Il # 4 h

gúgflfl-CSNfl-CRQI.axwmtwuu‘tï» (Quad-¡CS + N93.um .wu .12.
“¡og/vu

hr

ee llevó o oobo de lo siguiente manero: lee trozos de papel haz-on

eztendidoe eobre edpeuloe de Petri, donde ee lee dejó sacar. ­

3. ubico luego los cápsulas con loe ¡angelesen el piso de un ae­



-31­

secador, en el cool ¡e colocaron ademásun noo cmteniendo acl­

do acético glnclnl y otro con ácido clorhídrico 63, de 50 nl. eo­

do uno. El deucador rue oonvenientemnte cublex'to y evacuado

por medio de una tranpo de agua canon hasta 100 un Hg; ui oe

lo cerró y le lo mutuvo o cooperoturo ambiente antro 20 y 25'0

durante ln noche.- Se procuró realizar este operación o um hora

avanzado de nodo'do poder euspendrlo o primero hem ae lo m­

flnnasiguiente sin dejar transcurrir másde lo humo. El desco­

dem-ee llevó e lo preelbnnomol y gradualmnte. oe lo ebrio y

loa tfozoe de paul ae colgoron de unovarilla de vidrio tol

comoen ln primero operación del proceso, oomtidndooeloe e una

"corrientede aire hasta un oediolpóel olor característico de
loa ácidos.

Lo extracción de los 3-!‘en11-2-t10hldentolne formado oe

llevó o cubo colocando los trozos nuevomnte en tubo. de enm­

yo, donde se los cubrió con lo anule de volúmenes iguales de

¡ter y alcohol absoluto; 10o tubos fueron agitado. dmnte cn­

tro heroe, ol cebo de loa euolu oe reunieron los liquidos de
lavado y ee midió ln densidad óptico de la solución obtenido

entre los longitudes de onde de 255 e 280 con, poniendo espe­
clnl cuidado en lo determinación del animo. El lavado ¡e ¡ro­

olguió durante cuatro home año con solvente fresco, el que oe

agregó o lo solución anteriormente obtenido, volviendo a leer­
oe lo amo de absorción en lo sono citado de ultravioleta.
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Por ultimo, los papeles se dejaron dmnto la noch en mundi.
de solvente mamada. A la mañanasiguiente el oolvonto no vol­

cb y lo. nipona no dejaron ¡ocur cuapendidoo do lo varilla de

vidrio. Unowz nooo. se dió comienzonuevmmo ol grace“. on­
panndo por el amando del mailinotiociñnico. La solución de

la B-fonil-z-tiohidantolne, una ve: determinadosu volümn, ruñ
¡"parada o sequedad bajo molan reducido empleandoboloncitos

ds Kolbaodcmdoa. El residuo tu diomlto en uno o don gotas
de ncetonay u mtografió para identificar elproductoobte­
nido.

Ia cromatografía no llevó o cono sobra papel "human n’ l,

previmonto impregnadoen colación de almidón ol 0,5% ¡reparado

por ebullición y secado (¡m-anto uno bora o [40°Con un homo cro­

mtog‘ófico (Sjoquiat, 1955). Carrosolvente oo emraloóuna muela

de no m1do haptnno rodeetllndo, no m1aa n-butnnol mvinmnto

refluído con óxido de bario y dontil-do y 20 nl de ácido “mai.

eo ol 9024.la metro ¡a colocó en el papal por odio de ¡m copi­

lur de vidrio, tratando do obtener un circulo de no mi. de h n.
de aiñmtro. 31 papal eo colgó m uno cubeta, dentro do un roci­

pionte de vidrio on cuyo fondo habia un criatulizador mntonlon­
do una porción de oolvmto. y se dejó oquilibrar durante lo no­

che. Dentro del mimo recipiente no colgó un papel similar on

otro cubeta pro sin contener mteriol pero ser omtogroriodo.
Donbaron anto: ds ogrognr el ¡solvente o la cubeta de la cual
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perdia el papel con la substancias identificar, se comenzóel
descensodel solvente en el papel sin substancia, para equilibrar

el ambientesuporicr del recinto oromtog‘ófico con respecto a

los "DWG. del solvente. Se inició entonces le cromatografía,
llegando el frente del solvente hasta una escasa distancia del

margeninferior del papal al cabo de unos sois horas, todo el
meo es llevó e caboen un cuarto tornostdtico mantenidoe

23°­

Unnvo: rlinliuedo el desarrollo, el papel M colgadoel
aire y oo lo dejó secar, moi-¿endoso mrcado ¡revionente con un

ldpiz lo altura alcanzada por elrronte del solvente. Cuandoel

papel estuvo acoo, se lo pulveriañ con una muscle fresca de vo­

lúmenes iguales de ioao 0.015 en m 0,524y azioa cocido 0,51!

Da inmediato se observó lo formación de manchas blancos sobre

el fondo'pordo violfloao caracteristica de ln reacción?!el iodo
con el almidón. Los valores de B; eo midieron con aspecto el

frente del solvente y 3’01?comparación con las mncms obtenidos

por mediode j-fonil-e-tiohidantoims cromtogmfiodae conjun­
tamente, sintetimdas comolo indie-1mFmemnl-Comtfierris y

11073(1955)­
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una baja con respecto a lo esperado, puesto que del núnorode

nun“ y nrgininoa oro dobla suponer alrededor de 22 péptidos.
Posteriormente no realizó una nuevo men-611.31!cn audiciones 01.
mihreo‘

Cltbcromoo(chc16nI)oooo...o...1.1003.
mmm. (merietonzodo) . o o o o . o o . . .0.05h s.
Volúmnnfinal . . . . . . . . . . . . . . . . .hoo.1
'l‘omperotm.......o...o..o ...58°c
[Hooooooaoooooo 000......7'63'7’6’4

Ia titulación se llevó o cubo con nomzh0,095“ nando el
Volúmentotal empleado¡1 finalizar h hidrólisis de 12,25 al.
por lo que el númerode grupos -Coofl móricmnta liberado. ao­

ciende I 15,5 lo que practicamente coincido con 01 asaltado

de lo print-n aportación citado. “figura 1 ¡mostra 1a curva dc
está titulación.

In figura 2 maestracinco tiras mpeth de mismo ¡loo­
troforetognm de lo unsz de los p'eptidon. De¡cardo con lo
tira superior.“ representa la reacción de 10 n1nh..dr1no,ooob­

éu'vnn 13 muchos manipulan, Manda de una war-radode fiar-ente

farm y que está detorminada por el "core" o póptido unido a 1­

porfirinad’or razones de comodidadpara el trabajo materiale­
mancha.fueron divididas en S grupos principal-¡Moa “iónicos
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(A1 y A2) dun catifinlcoe (31 y 32) y uno neutro (H).

Dulos grupos miónicoo. aún el da extrano no lo "un

tuu-tamente comoal mango Ácido glutdnicos en cambio existo

¡no mucha en .1 grupo ontióïúco 32 qua avanza una aún que 01

testigo 1131119.El guapo ¿1 lleva conmigo01 'ea'c'.

Se observan en 10 segunda tira cuatro muchos correspon­

diente. a argininamientroa que al analisis de ¡manchada (Enron­
berg f'l'hcomn, 1955) aa comoresultado 3,1; residuos cn ll mo­

chula. Unode ellos ¡parace cn ¿1 grupo neutro mientras quo le.

dani! catan distribuidos cn alternate: guaposcotiónica. como
om de capaz-aro

I La tercero tira ¡maestro tran manchascaracteristicas do hilo­
twins, o 1n- que deba sutura un residuo masde dicho ¡ninodcldo

presenta en e]. “om” cuyo color aumentarael de la naccibn.

Asimismohay una mancha, cuyo color corresponda el de lo tiron­

unen lo fracción II.
L-a urna Instante: muestranque 1o. maidme de triptah­

no y tiroeino no encuentran en la fracción neutra. 31 hecho de quo

aparezca una solo amena de tiroeino no implica contradicción con

el resultado do 3,8 residuos dudo 'po of: ¡21611319mencionado, puen­
to qm ln fracción neutro está compuesta pu- varios péptidos (Margo­

nnsh. oomnnicnciónparannol). '
¡a figura 5 ¡muestrael ¡lectrofmtogroaa destinado o recol­

vor en form una conveniente los fraccione- catibnicoo. Apot-ocn!on­

ce muchas. las me por tenacidad fueron dividida. en nieto guapos



-37.

(IBI,82. BS, Eh, BS, 86 y ¡7): los mt.- 601 pps]. pm lo clu­
ción a llevaron a cabo algún lo. limon de puntos.

5a ¡Munt-ron, sin Carito, lu “¡coloma de coloración on­
plludanIllo].¡Retratoth anterior: ¡no quitó-ocurrao ­
raiz de 1a baja concentración,debida panama!» o 1. diapos­
aiónde las m. con! 01 papel.

In figura h nuestrael cmtogrnml corre-¡pdeth o la
tracción A1. 1. mucha mupondiante .1 “ont-c"u de colar ro­

nda, en cmtroeto con 01 com rojo ladrillo que presenta sobre
el electrotmtogmm, pero o]. cambiooo deb. o 1a dim-niña .
del pubtido en una ¡uparficio machomayorde paul. La. cruces

quo¡moon dentro do cado puptido indican lo intensidad co h
mucha observada de ocuardo con una ncan arbitrario.- Los resul­

todos de 10 hidrólisis de cado unode 108m“ aparecencn 1­
tnbla 2.

Las figuras 'Ba 11 rosz cantan los cmmtogrma dc la;
traccion“ 12 del ¡rima- ciactrotoretogrm y 132o 97 del usando
ohctmroraxogrom. Dah fracción 31 de esta último no un obtu­
mron manchassignificativas. En la tabla 2 “tin registrados

los resultado. do La 1116961131de cada ¡3:10.66los pepth di­
bujada en la figura citados: ln identificación a hace por d
natura escrito antro dal pagando, mee-dido por 01 simbolo dl

trucción dc origen. o Los cruces, quo figura I contmnocib‘n­
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"del nombrade cado cninoleido dan nm 1do- do la intensidad de

II mancha,¡sgh unaescala arbitrario. la ¡urna-turn un coa­
pundc01gmuoautom-¡rico del“ laminas, Wo par ¡au­
cinn, ¡coloracany unix-unn, que ng puedenn1- recuoltu con
¡1 per de solvente renal-amoniaco y Doñana-oceano. I. abs-ovin­

turo Boal incluye o los candado. Msioo ¿“una o “3111111..­
qul u supone son los residuos car-bozno -tcrminn1n dc loa pop­

tidon obtenidos, en razónde lo eepaeificidnd de la tripaim.
In emanan Basasignifica qm en .1 popudo ha oido musico
m ¡agrandaminofiddo básica! aa trato de M917161110,cuanto que

do acuerdocon lo que ee echocoerc- a. la acción Molino.
do lo trilme los om. dos andamos básicos posibles no pue­
dan hallarse Juntos cn un solo pfiptidoz idem“ no confirmó 1­

maencia de ultima. con la reaccióndc Pauly. '
Ia tab].- 5 contiene el total de each unode lo. mudado.

meant" en los afluentes pdptidooa cpu" da los separacio­
nu Iloctrotoflticnt y mtoafifico mmm anal sobrepapal.
Bu nñmro es evidentamntc muyarmada, y dando un pinar moun­

to ou lógico suponer quo los parando. qm no contienen por lo

manosun candado básico compact!th de ruptura do lo. obta­
nidoo «igualmente por lo hidrólisi- tz'lpuco. Eliminandotodos
tuto: paptifion y tanando eolnmenteen cuento ¡gallos (lll. contin­
uan aminoácidosbásicos. ¡a ohtiaufin los montado: quo regu­
tro le Tabla h pm el atun-o dc aninoécidootetona.
Si una negand- olinimdón de pflptidon n ha hecho entre n
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base de lo hipótesis de que los grupos da péptidos (Ba-1,1324);

(Ba-7,1218) y Ely-1.Elp-2gmk5)repesentan cada uno m único pap­
tido.

Enrealidad dichoa grupos dl peptifloa, manso fueron raw­

Indoa los cromtogmmn de inn fracciones 32 y 3h, ¡o los dibujó
y marcó«Moment. por una nero presunción de que pudieron ser

diferentes, aún cuandoexistia una continuidad visible en 1*{0
manchastal comoa. indico en lea figuras 6 y 8. La ¡milita!
en inn intensidades de los timon" de los difomntu oninoficidoa

después a: «fe. tuor separadamente ia bim‘ólisia y 1a cromatogra­

fía, abona in nupoaición de que ec trato de pnptidoo único:­

Ti‘.BLA ¿g­

Ileaultoúoe de 1:: hidrólisis total a annoácidoo do los pap­

tidoe Generacionpor dcctrofmvsi y cromatografía.

24.1% Wa
Ahí “ap l l i ¡I G1119+"! ¿lo me Sor "a 011"a

Th! n
¡1-2 Asp mi Gin o": Ala "q t 011 o t Vol «n Ian qu

A1.) ¿ep m: 01a m: ¿la “(Gor-011) +1 V014:143g
A24; 01!)91H 011 nn Val 1-": Bu m

ama-5 Gin m Asp ,3 Gli o: A11:1»: V01 9: Lou «y: 3M 4»

A2.6 Blu mi Louff”! 'lí'o mi ña. "un "¡11't
¿3-8 Alp nn: 01a "z V91"a lau n
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bm­W
“pm: Glam: ¿loMi Thu)t 101mm“
muchoo caravanas)

¿gp m Gln «ha ¿lo "user 011) "n Vol.9o Ian y
01a 1-1: Asp y: An w Va].9: un {a (011-50) 9

01a q z ¡un q: 011m Va]. «¡a un 1-1 Boa 9: Alp 9

AspN 01a q: en un ¿lo y: Val o: ¡su q: En. y

¡asp qa Grlu «n en o! A11:Q! m ql Leg o: Ban 9
Ginnt ¿la p: 311"a T169+: Val"a un "t
m": Baul"! Bnazt
eln "z B12ng 011n Tn "a 'u ga ¡au "a
ha]. "H: Ruz su: Pro «u
Blu «H: 311 un ¿la 4

Glu “¡A10 “a aer «v; Agp. o: En u Tre ¿a V91¿a

u Banu
¡tonoth m M3211“1 na significativas.
01a 4-“ Ala «a Ian v»: una ’

ola ma 011¿H3 “Ip “a ¿lo 4+: VII»! Bu. un
un a
Glu ¿un 01.1.un Asp un A1. un Va].u Bano: un «b

Bu un Aspun am u: A],-+6! Vol 4.: Bo. M un t
en 4+4: ana 4.4-»Aspu: Gin “I An ó

¡lonchasmuydébiles y no siguieran“:
011 «un AIP tu 61a «ha Ala un Bn- ¿
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Aminoácidos

++lA11 ++t Gli ++

+3 Gli t

lanchas muydébiles y no significativns

Pégtldo

Bh-T Glu

Bh-S Blu

ssh-9

Bh-IO Glu

35-1 Asp

35-2 Ala

35-3 011

Lou

Bs-h Gli

35-6 511

35-7 A»

35-8 Asp

35-9 Asp

36-1 Asp

36-2 Asp

36-5 Ban

Val

B6-h Asp

Lou

37-1 Asp

ML:

o: Gli o

+s Glu #z A1. +z 311 ¿z Bac +

++s Gli +¿t Sor ++t Cya +«c Asp +z Glu +

¿+3 Sor ++t Cya #63 Asp +3 Glu +s Ala +8 Val 1

’ .

+4: Ser 4+: Asp 4‘: Glu +0: A1. +1 Val +2 Lou

«+2 Sor ¿+z Asp +1 Ala ¿a Val ot Lau o ‘

o: Glu +3 Ala o: 011 4: Ser y: Val 4: Ion +23;

+4: Ala un: Gli +4»: Lau +4: Bas H

0+: Ala ++tGli +0183: 40: Gin +I Lou #sza 6

44»: Ala 4+: Gli +08 Ser- H: Bas «z Glu ‘

o: G11 +3 Ala o!

1 ó¿+: Gli ¿+2 Ala o‘: Ban 2 ¿4: Asp ¿z Glu 4

¿I Lou +1 Met 6

00*! Glu +o+3311 +o+:Sor ++otCya 44‘: Tre +¿q

b+l Val +3 Ban 1 +2 Bas 2 o

++t Glu +4: G11 ¿+2 Ala ¿

Las abreviaturas empleadas son 1.a mismas que unan corriente

mento en trabajos sobre secuencia ds aminofioidoa, pero las
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hemosadoptado s ls ortografia castellano. En h Tabla 5 pueden
varas los abreviaturas oonospondiontss o onda aminoácido­

A37

Incluya todos los mino‘oidos presuntos on los péptidos ob­

tenidos por hidrólisis con tripaim y separación por electrofo­
resis sobre pspsl y posteriormente cromtograris bidimensionnl

sobre papel, excluyendo s1 "cono" y los péptidos presentes en
la fracción l do ls electroforesis.

, Número Abrovuaturas

Alaninn. . . . . . . . . 55 A1.

Aspfirtico. . o . . . . . 51 Asp

Ciatsinnn . . . . . . . h c1.
Glioinl. . . . . . . . . 37 511
amtámioo. . . .. . . . . 38 Glu
Iaucinss........26 Ion
nationixm. . . . . . o . 1 ¡Het
Prolinn.........2 Pro
Sorins...o......11 Sor

Ï'Iiroainn..¡.oooo2 ‘21?
Traoninn.....o..8 Tre
Valimooooooooozi Val
Maiooa1 o2h a“ 1
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Número Abrovintuma

3681002 oooo h a3 2
Toul.............2h6

TABÏA h

Incluya loa nninoáoidoa do las fracciones A1, A2. 82. 33,

Bu, 35 y 36 oorraapondionSoa a los peptidoo quo hontionen por

lo monos un aminoácido básico.

¿bum-.ooooooooooa 20
Aspártico. o o o o o o o o o o o 17

Cistoínloooooooooooo 2
Glicinno o o o o 0.. o o o o o o 21

Glutámiom........oo. 22
Loucinns.......oo.oo 18
Motioninn...o....o... 1
Prollna......ooo..oo 2
Serim...........o.. h
Tirosinnoooo......oo 1
Inoninn.....oooooo. 6
Valinn. o o o o o o o o o o o o 15

Básicos 1(ï-131na-Argin1nn). . . 23
36510032(fiiat1d1nn)...... h,

Toulosoooocooooooo
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o Incluya los sminoñdidos correspondientes s los péptidos ds

las fracciones A1, A2, 32. 33, ah, 35. y 36, pero considerando

que los Papua“ (BZ-1,32-2h(32-7.32-8) y 314-1,¡su-2. asu-5)
son idénticos.

A1m1nn.......ooooo 15
Aapártico. o . o . o o o a o o 1h.
Cistoina . . o o o o o o . o . 2

Glioinn. o o o o o o o . o o o 16

Glutámioo. . . . . o o . . . . 17

Lsucinss . . o o . . o o o o . 13

Hotioninl. . o . o . . o o o . 1

Prolins .. . . o o o o o o . o 1

Ssrinn. o o o o o o o o o o o ü

Tlrosinn...oooooooo 1
monm........... h
Vsllnn. o o o o o o o o o o o 10

Básicos 1(L1sinn-Argln1ns). . 18

Básicos 2 (Histidinn). o g o o 5

Totsl.............
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TRI’SICLY STSPA'EACI’W 13-: me. "Ïx’ODU-ÏTTÜSRE­

S ULTA ¿31"?S

De le obsev-vsciónde les tables 3.h.7 5 results evidente m

primers instancia que le cantidad de póptidos obtenidos en ls se­

paración es excesivamente grande y no eorrespcnch exactamente e

lo una se deseaba conseguir, vale decir. no son todos los pépti­

dos segundos eelsbones independientes de le cadena del citocro­

mo c. Muchosde ellos son productos de ruptura de los péptidos

que resultan de le nocit'n de le tripsins.

Algunos de los péptidos pueden ser los que original-incauta

se hellcn presentes en le cadena, entre dos aminoácidos básicos

lisina o erginineo, y estos debenencontrarse entre los que sir­

vieron para construir le Table h. es decir que puedenser los 1­

identificados comosa-u. A2-5, 112-6.32-1, 32-2. 32-5. 32-7. 32-9

3544» 33-8. 31191. 3h-2o 3a.}. Bit-1toEly-5. 35-1. 35.7» 35-3. 35-9
36-1, 36-3 136-1... Estos sumn en total 22 y si se considere, co­

no se ne hecho paz-econstruir le Table 5 y en razón de le s'mi­

litud de composiciónt de localización cromtOgrúfica que los
pense &-1 y 82-2: 32-7 y 32-8: y el tercero Bh-l; Bh-Zy Eli-3

correspondens péptidos únicos, remite el númerototal reduci­

do e 18. Noobstante, hey que tener- en cuente que deben agregar­

'se otros ¡póptidoeteles comoel 'core": los presentes en le tres,
ción B «ue nen sido objeto de un estudio aparte (¡Orgoliaah y
Schejter, en preparación) y el péptido cnrboxilo terminal, de le

mlóculs del citocr-om c, que no tiene forzosamente que contener
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aminoácidobásico -lisina o crginina. En vista ds ollo, am sl o

númeroresulta clavado cn comparación con sl do 21 a 22 que srs

lógico esperar de acusrdo con ls ospocirioidad ds la tripsina

(Bergmany Frntton, l9h1).
Dssds los primeros trabajos sobre especificidad sn ls ac­

ción protcolitioa ds la tripsina (Hofmanny Bsrgmnnn,1939, ­

19’41)sn los cuslas so ostabbció quo cats solo actuaba sobre

cl csrboxilo do la lisina dc la srginina, sólo se han obtenido

conrimaciones do este resultado y aún ha sido posible preparar
un substrato sintético para la acción ds la tripsim transfor­

mandoun residuo ds cistoina sn um cadena psntsatómics d o ong

tiguración especial similar s la ds la Iislm (Lindloy, 1956).
Por ollo, no os posible atribuir ls cantidad slendn ds pspti­
dos s la acción ds dicha snzina protcolitica y si bos pensar­

so en cambio que los procesos dc separación, quc incluyen varia.

dos cslontamicntos. ovapornoionos sl vacio y fenómenosdo su­

perficie royotidnmnts aplicados, son los causantes do ssta ano­
nalia observada on los resultados. Unaconfirmación sn primera

aproximación d. ost; hipótesis so tuvo cuandool mismohidroli­

sado tripsico fué sometido a un único proceso dc separacion por
oromtogrnfla sobre columnado resina do intercambio i6nico.­

Esto sxporimonto ss ojooutó sobre una columna ds Donar-50

con M do 'crosslinking", de ls casa Roomand m, U.S.A.,
cuya estructura os ls siguiente! (Campbell y "York.195M.
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Pere ls clución ec empleó un por de soluciones buffer mes­

cledns en un recipiente por medio de un sgitndor magnético en

prcporciones teles que diera por resultado un gradiente conti­

nuo de pH, que varió asi de 5,1 el comienzo de le operación

hasta 10,0 cuandose ls dió término. Se obtuvieron diecisiete

picos. comopuede observarse en la figure 13. Algunos ds ellos

pueden constituir une mezcle de péptidos, pero de cualquier ¡ng
do el númerototal se mntiens dentro de los predicciones 16­

gicss.
Nopudiendo constntcrss cuales de los péptidos obtenidos

en ls separación electroforáticc-cromutográfics son reales ss­
lcbones en ls cadena del citocromo c. se dejó el trabajo sn es­

te estado y ss prefirió user pare los estudios de estructura ­
los productos de ls sepsmción por cvcmtograrie en column: no
obstante. puedenextraeres de los resultados señalsdos en le Tu­

bls 2 s 5 algunas indicaciones que consideremos de interés.

ligero de cisteines gn ls molécula: En el citccromo e de corazón
de bovino se hsllon 2 rasiduoe de cistelns (Peleus, 1955), los

que están presentes en el 'cors" de ls moleculs (Tuppyy Bodo,

l95hs, 195M: Tuppyy Polsus, 1955). En s1 citccromo c de corazón



-ua­

de caballo también carecen dos cisteinss en el 'core" (Tuppy

y Boda, 195M, 195m): Hargolinsh, Frcwirth y '.‘.'einer, omnunice­

ción pe comi), pero de acuerdo con los result odos obtenidos en

este trabajo existen más residuos (b cieteinn en le molóctñn

cmsiderando solamente los péptidos que contienen aminoácido bé

sico, ello ocurre en los identificados como35-9 y 864;.

El péptido 35-9 no puede ser considerado como unxderivado de
ruptura del "core", puesto que contiene leucim y espártico, s­
difermcis de este último en el cual dichos aminoáciíos no se

hallan presentes. Por idénticas razones el páptido 364;, que

presente en su composiciónespártico, glicina, serine y leuci­
ns, todos ellos ausentes en el "core", tampocopuede ser un

producto ds hidrólisis del póptido del "core', denms'lss ccmpg
sición de ambospéptidos presents diferencias suficientes como
pero afirmar que uno no es producto de ruptura del otro. Estes

razones permiten deducir que en el citocromo c de corazón de

caballo hay, fuere del 'core", por lo menosdos residuos ds

cisteine, lo que race un total de h, e diferencia de las 2 que

halló Poleus en el bovino. Por otro porte, yu han sido señala­
das otras diferencias ds composición para el oitocromo c de

diferentes especies (Peleus, 19514.).

Númerode histidinas en le molécula¡ Iientrss que en el ceso del
corazón de bovino se demostró le presencia de tres residuos de

histidim por molécula de citocromo c y en le mism substancia
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obtenido del salmón eo verificó le :roaencie de dos solamente

(Peleas, 195h). pero .1 corazón a. caballo Inrgo11ash0955)
halló cuatro hictidinea por mol‘ouln de citocromo c. En nues­

tro trabajo este resultado apetece confirmadotanto por el

electroforetogramn (313. Ze) que muestre tree manchas rojas de

hiatidinn caracteristicas de le reacción de Pnuly (1o cuarto
hiatidinn ee hello en el 'core' de 1o molóoull), comopor lao

posteriores separaciones cromatográficee de lee cuales resultan
tree péptidoe diferentes que contienen hietidinn! el por 32-7,

32-8, y los identiticedoe ocne 36-5 y B6-h. Se concluye. en o

viste de lee diferencias de composiciónde eetoo tree páptidoe,

que el oitocromo c de corezón de cabello contiene efectivamente
cuatro reaiduoe de hietidine.

Debehacerse notar que de Ice tres p‘ptidos eeñaledoe uno

ee de importancia rundnmdntel, pues debe ser el correspondiente

¡1 extremomino-termine]. de le mlecuh, ,a acuerde con los :1
eultndoa obtenidoo en este trabajo por el métodode degradación

contenilieotiocinnete según loe cunleo le hietidine eo el emi­

noácido nitrógeno-terminal de le cadena.

Númerode argininnec De acuerdo con los resultados del electro­
torntogrnme de le rigunn 2, hey por lo menos cuatro ergininne en

le molecule. Betas no perdieron ene ubicadas, empero, en leo una

mctcgramns, debido quizás e le baje concentración en le mancha.
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El primer ciclo de 1a degradación del oitooromo c a partir

del aminoácidonitrógeno terminal mediante el empleo del fenili­

aotiociánato dió, comoresultado de 1a extracción en alcohol-eter

una eoluclón ineolora y transparente que observada en el altre­

violeta por medio de un espectrorotbmetro de Hillger presentaba

un máximode abeorción en 267 nfl_parn lecturas booheeentre 260

y 275 afl(31gura AH).

El cromatograne de una tracción de 1a solución dió comore-i

enltado dos manchas: una con R: de 0,20 y 1a otra con Rr a. 0,60.
¿a primera, do acuerdo con le Tabla 6 corresponde a feniltiohi­

dantoilhistidina: 1a segundo no corresponde a1 PTEde ningún eni­

noácido de loe incluidos en 1a Tabla 6, que son los identifica­

doe comopresentes en el oitocromo o y su presencia que de ser e:­

plicada en cambio por 1a interpetnoión del mecanismode 1a de­

gradación (Edmnn,1956) comoee verá en 1a discusión posterior.

Loa producto: del eegundo ciclo de 1a degradación dieron

una curva de absorción en el ultravioleta que proa nte una amplia

meeeta entre aun y 270 ny: que ee nantuso prácticamente idintioa
después de haber sido tratada en clorhidrioo 3Kdurante 1a noche

a hp’c y repitiendo el proceso a 56°C durante 80 horse (Figuralr)

El cromatong dió conoresultado una manchablanca y 1er­

ga dead. 01 punto do R: 0,20 baeta el extremo alcanzado por el
solvente. En esta: condiciones el procoeo ee detuvo y no ee rea­
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lizaron más dogrndnoionaa.

TABA 6

Características da las reniltlohidnntoinna de varios aui- k

noíoidoa (Toman: do Fraonïml-Connt, 1L, Ham-1., JJ. y lovy,

L. 1955. 7 d! Sioquilto Jo. 1955)

Aninoécido

Alnnina

Argininn

Aspártioo
Ciatoinn

Fonilalnninn
allein.
Glntámioo

Histidinn
Iaoleueinn

Loucin.

Llaina (e.910)

Nationinn

Prolina
Tirosinn

Trooninl

Triptofnno
Valina

Ihximo do Aboorolón

268.5

265

268.5

271.5

270.5

267.5

269

265-5

269.5

.269

27o

270.5

271.5

271

269.5

269.5

270

Br en o! solvente usado

0;80

0.21;

0.6!.

0,81

0.87

0.66

0,66

0,20

- 0.90

0,91

0,76

0,85

0.85

0.77

0,70

0,73

0,88
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Discusión de ln degradación oon renilieotiocinato'

Loereauïtedoe del primer oiolo permiten orinar que el o;
todrono e ¡b mfiaouh de cor-ean de oebello purifioado por crom­

togmtie en columna de Amberlite IRC-50 tiene un eólo eminoáoido

nitrógeno ter-mimi, y que este ee h hietidine. Enerecto, loe
datos de le cromatografía coinciden exactamente oon el corres­

pondiente e ln hietidine de eouercon con Sjoquiet (1955) en lo

qu. respect! l ll mobil do R: 0,20: le otra mnohn no tiene
paralelo en ninguno de loe datos de le Table 6. Iueetroreeul­

tado coincide con el del otro autor Personnel), 1955), quien
llegó e idéntica conclusión mediante el empleo del rue-nño del

l-rluor-E-h-dinitrobenoeno (Sensor, 19145:Porte/r y Sensor, 19M)

Recientementeee ha informado(Inteubere. lisina, Korio

y ommuki, 1957) que aplicando el métododel fluordinitrobenee­

no el citooromo o de corazón de eno-no oriotelizado según «­

ügihere, Horio, ïnmehitn, Hoznkiy Oktmuki (1956) oe obtubo

mo único eninoioido nitrógenOyteminnl un residuo de orgi­

nine. llo podemoeexplicar este contradicción con nuestro rosal
todo salvo enponiondo que el proceso de crietelizecibn conduzca

e le perdida a la nolóonle nitrógeno-terminal de hietidinn. 'l'e­
nemoenl reepeoto noticias de que en ett-e porción de le molecu­

le, el Dando 'oore', del oitoormnoo. le unión peptidion hieO
tidil-treoninn ee sumamentelibil (Ergolineh. Frewirth y '.':einor,
comunicaciónpereoml.)
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In presencia de dos manches en el eromntogreme de lee pro­

ductoe del primer cielo de le degrudeolún esti de acuerdo een

le intergeteelún del mecanismode la reeeclñn debian e Edmnn
(1956). Sean eete autor, le renlltiocerbnnll-peptllpeptlna
obtenida por le noción del renlllsotloclánlco sobre el grupo

nitrógeno-terminal del póptldo atacado ee olollze. e fevor

de una incorporación de protonee, donde lugar e le,formec16n

de una z-enlllno-h-enmoeoidil-sotlazellnone. Esta puedetran;
tormnree luego directamente en le saeninoecldll-aorenllczo ­
tlohldnntolna que sirve pere identificar el aminofioldo,en une

reacción favorecida por el calor: o bien la molécula puede vol­

ver e ebrlee en medioecuneo pere elellzeree definitivamente

en le tom duende. El proceso puede eequemetizeree de le e1­

gulente manera:

1) c6q5 ucs+nncnn’co.nn.cna” --c635NH.cs.ln.cna’co.NH.cnn"póptldo
a,

2) C63 NH.cs.NB.CHR'co.NH.CHR" -—- c H .nu.c.s f H n.cnm"5 5

renlltlooerbemllpeptilpepttne HI co

..n
,:»‘I

z-nnlllno-h-R'-5-t1azolinone
calor
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5) 063 umcsmmcan'coon -—- c H a - cs
5 6 51 l

ocV un
cn
R.

S-R’.3-Fen11-2-Tiohidcntoinn

Ñ: tanto quo Inc rcniltiohidentoinna del tipo cuyo fórmula

oatnudtunl general no observo arribo tienen máximode absorción

entre 260 1 275 milimicronos, las nnilinno-tiazolónonea :meaanton

máximosentre 250 y 255 milinicronca. Por lo demás ambas sustan­

cias reaccionan con lc azidc sódico y el icdo, dando lugar o las

manchas blancas cue ce producen ol POVOIEI!‘01 cromtogmm: ono

explica 1o aparición do manchas dobles c indica a ln voz quo oa

conveniente esperar un tiempo prudencial antes do la ejecución del

cromtogmmn, cometiendo o. la solución problem n ln noción do

ácidos y dal color moderado, de modo dc Hawai-lc o 1o for-mnde

tiehidnntcina que ca la más cómorh parc la cromatografía. Esto

proceso, por otra parto, puede ser puesto en evidencia por ln og
aemción repetida dc las curvas de absorción en la zona ¡doom­
dn del ultravioleta.

El result cdo dc la cromtogrnfin de 1o solución obtenida n

partir del ecguncbciclo de ln degradación indico ln presenci­

dc una cantidad dc manchas indefinidos que se extienden o ic lar­

go dc todos los “loros posibloa doi RP. So pando concluir en vig
to o. ollo que en esas circunctancics a. ll producido una ruptura
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de toch le molóoula en tiohidsntoinss de aminoácidos y péptidos

diversos y por ello el experimentose detuvo alli.

Creemos que el fenómeno puede sor eXpliosdo teniendo en

cuanta ls gran santidad a residuos de lisim prasentes en ls mo­
lécula: el :‘snilieotiooiániso stsos tambiéns los grupos mino
ds las lisinas y se ados. s ellos dando lugar s uns osdens su­

mmsnta inestable, en osizasoinlpor elereoto estárico de los ra­

dicnlos sdossdoe. El tratamiento s baja presión y en medio sume­

mente ¿oido oomolo es el que se emplea para le oiclizsción de

asi por resultado una motors de la cadena en eslabones inicien­

tifiosbles. Otros autores señalen, con el mismométodo, ls idea
tiriceción de hasta diez residuos consecutivos sn un sets ds oe­

péptido, Juro esta contiene sólo dos lisinss muyseparadas una

de la otn (Harris y Roos, 1956).

RWSUM’ÉH Y CDÉICLL'SI 73133

1) Se llevó o osbo la hidrólisis dal oitocromo e de múscu­

lo de corazón de caballo purificada por cromatografía sobre oo­

lmnns ds resina do intercambio catiónioo, emplssndo s ts]. erecto

1rdtriosim sn razón de los datos conocidos aceros su especifi'
nidad. Los productos de ls hidrólisis fueron separadas por oleo­

troforesis sobre capo].de filtro y los fracciones obtenidas me;
tas s separar por cromatografía bidimensional sobre papel. Los

péptidos obtenidos rusron sometidos n la hidrólisis total en me­
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dio ácido, con excepción do una fracción oloctrofcróticn dencni­

nada neutra, lo qm\os objeto dc un trabajo por separado. Loc

productosdo lo hidrólisis total fueron cromtcgrcfiados bidi­
mcncionalmcntc cobro papal o identificados los aminoácidos comB

ponentes.

2) El número tozol dc péptidos obtenidas dc esa forma co­

bmpcu el que hubiera podido capot-arco dc acuerdo con lo copo­

cii'icidad de lo tripainn; lo 'nimo ocurre para gran parta cb

los aminoácidos, cuyo númeroos por lo general myor que cl que

resulta do análisis previos dal citocrono c. "o hallan cn pro­

greso actualmnte cn el m'omolaboratorio análisis dc catrac­
turo de los péptidos separados por cremtograria cobz'l columna

do resinas da intercambio iónico (Fcitclson, ¡nrgoluch y ­
Fro'inttk. comunicaciónpersonal).

5) Dc los resultados obtenidos puodcextramo ll conclu­
ción dc que en cl citocromo c do músculo do corazón dc caballo

existen por lo menosdos residuos de oiatoinn mrtc de loa dos

que co hallan presentes en al "coro" do lo molécula y siomn pg
rn mantenoro 1a cadena peptidicc unido cl grupo a rfirinico. El

númro do histidinna, por otra pax-to, oa de cuatro: uno do ollas

ac hallo on el 'coro" y está directamente relacionada con lo ro;
melón del homocromógcno.El afincro de crgininno es de cuatro

por lo monos.

h) La molécula dc citocromo c fué somtidn o lo degradación
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escalonada e partir del aminoácidonitrógeno-terminal por le eo­

ción del fonilieotiocifinico. So cm1‘imó que el privar término

de le cadena esti constituido por le bietidina, tel comoee he­

llere empleandoel método del fluordinitrobenceno (Hergolieeh,

1955) y en oontrndicción con otro trabajo (Meteubarn, Hegihnre,

Hbrio y Okunuki, 1957) que señale le presencia de un residuo

de erginine en el extremo nitróge o terminal de le molécula.

5) Le degradación debo detenerse el llegar el segundo ci­

clo pues ee produce une ruptura de le cadena que se atribuye el

etnque del renilisotiociñnico eobro los grupos C-enino de lee qu
meroeee lisinae nue contiene le molécula.

6! ¿1 estado presente de las investigaciones. le molécula

de citocromo c de músculo de corazón de cabello puede aer dee­

cripto por el siguiente esquema.

Hie Vel-Glu-Lia-CinA1e-G1u-Ci-His-Tre-Ve1-GlupLis--o---­

HH I IG! I2 2
S S

por-Firlno­
7) En el laboratorio dondeee reelizó este trabajo ee eje­

cuten ectunlmentc nroae investigacionoe pere completar el cono­
cimiento de le eecuenoie de aminoácidos del oitoeromo c de mús­

culo de corazón de cabello, determiner le estructura especial de

le molécula, confirmar lee causes de le formación del hemoorombo

gene e interpretar, e le luz de wetoe resultados, el meceniemo

w /%de le actividad enzimática de le sustancia.
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Figura 2
Eleotroforesis del hidrolizado tripsínñco de citocromo c

'Papelz3MM. pH:6,5. Voltaje2520 volt. Intensidad:16632 miliampere. Tiempo:3 horas
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Figura3

Electroforesisdelhidrolizadotripsínicodecitocromoc

Papel:3MM.pH:6,5.Voltaje:520volt.Intensidad:16-32miliampere.Tiempo:7horas.
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Figura 4
Cromatogramade la fracción Al (ver fig.2)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Fenol
NH3 _

Frente



Fenol
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Figura 5
Cromatogramade la fracción A2 (Ver fig.2)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Frente



Figura 6
Cromatograma de la fracción B2 (Ver f1g.3)
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Figura 7

Cromatograma de 1a fracción B} (Ve; fig. 3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)
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Figura 8

Cromatogramade la fracción B4 (Ver fig.3)

Butanol-acético (36 horas, 23°c)

Fenol
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Figura 9
CromatOgramade la fracción B5 (Ver fig.3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)
/‘\.
35-3
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Figúra 10

Cromatogramade la fracción 36 (Ver fig.3)

Butanol-acético (36 horas, 23°C)

Frente



Figura 11
Cromatogramade la fracción B7 (ver fig.3)

Butanol-acético (35 horas, 23°C)

Fenol
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Figura 12

Cromatogramatipo de los aminoácidos presentes en el
oitocromo c.

Butanol-acético (36 horas, 23°C)
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4 Detalles de la cromatografía del hidrolizado
tpñpsínico en columna de Dowex-SO

Composicióndel buffer ácido: PO4H2NaO,2M.................500ml
p BOzNa0,1N..................1000ml

CHBCOOHglacial............. 12ml
Aguadestilada hasta 2 litros

Composicióndel buffer a1calino:HONalN................... 200m1
Bo 0,1N...............A.2

0’2Moooooooooooooo
glaCialooooooooooo

Aguadestilada hasta l litro

k La columna tiene 100 cm de largo por 2,5 cm de diámetro; el Dowex-SOtiene

¿un "cross-linking" de 4%. 50 miligramos de péptidos disueltos en 2-3 ml de bu­
r ffer ácido se colocan en la columna; durante 1a emperiencia el pH se cambia

, de modode obtener un gradiente continuo, mezclando en un frasco intermediario
las dos soluciones por medio de un agitador magnético. Las ordenadas de la cur­
va cromatográfica representan la densidad 6ptica para la reacción de la ninhi­
drina ejecutada según Moorey Stein (1949). Las abscisas representan fracciones
sucesivas; cada fracción equiVale a cinco gotas de eluato.



Figura 13

Cromatografía sobre columna de Dowex50 de un hidrolizado tripsí­
nico de citocromo o de corazón de caballo
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Figura 14

2'ooï Degrndnoióndel oitocromo c con fenililotiooiíniooCurva del espectro de ¡b-oroión del producto del primer oiolo
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Figura 15
Curva del onpootro de ¡bnorción del producto del segundo ciclo
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