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23. ESTUDIO DEL ACIDO NUCLEINICO DEL BACILO DE LA DIFTERIA,
por R. D. COGHILL y DOROTEA BARNES.

SUMMARY:

The nucleic acid from bacteria diphtheriae has been prepared following the.
method indicated by Coghill for the extraction of nucleic acid from the timothy
bacillus.

Upon hydrolysis the nucleic acid of the bacteria diphtheriae yields guanine,
adenine, uracil, cytosine and thymine. It contains at leats 14 °/, of pentose and
gives positive test for the Feulgen reaction characteristic of the exose group.

The presence of thymine and the fact of giving positive test for the Feulgen
reaction lead to the conclusion that we are dealing with a different type of
nucleic acid or with a mixture of plant and animal types.

I. El estudio de los 4cidos nucleinicos, de mucha importancia en si
por ser uno de los dos grupos de combinaciones nitrogenadas mas impor-
tantes que intervienen en los cambios de la vida celular, adquiere un inte-
rés particular cuando se trata de dcidos procedentes de microorganismos,
porque entonces no sélo interesa desde el punto de vista quimico, tratando
de buscar diferencias en su constitucién segtin procedan de organismos pa-
tégenos o no patégenos y de si estas diferencias pueden evidenciarse apli-
cando métodos quimicos, sino también desde el punto de vista de su clasi-
ficacion cabe considerarlo filogenéticamente como una planta o como un
microorganismo animal.

El 4cido nucleinico del bacilo de la tuberculosis, al que su descubridor
Ruppel (1) denomind «4cido tuberculinico», fué el primero obtenido de un
organismo patégeno. Ruppel le atribuy6 un gran poder inmunizante, por lo
que su estudio atrajo desde un principio la atencion de los bioquimicos, y
aunque esta hipdtesis no se sostuvo mucho tiempo, sin embargo, el interés
por el estudio del 4cido tuberculinico ha ido aumentando progresivamente,
como puede comprobarse revisando la literatura de los tltimos afios.

En el estudio reciente del dcido nucleinico del bacilo de la alfalfa (2),
«Mycrobacterium phlei» (Moeller), se ha podido comprobar que su consti-
tucion molecular difiere marcadamente de la del dcido tuberculinico, y, no
obstante, ambos se incluyen por los bacteriélogos en el mismo grupo gene-
ral, atendiendo a la manera de comportarse con el tefiido de Gram (3). Si
de esta diferencia en la constitucién molecular de los dcidos nucleinicos de

(1) W.GQG Ruppel, Z physiol. Chem., 26, 218, 1808-99.
(2) R D. Coghill, /. of. Biol. Chem., 90, 57, 1930.
(3) Hiss y Zinsser, <A Text Book of Bacteriology». Appleton & Company.
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dichas bacterias puede deducirse la base fundamental para una clasificacion
mds racional que la usada por los bacteridlogos, fundada en el teflido de
Gram, y si esta diferencia estd de algiin modo relacionada con la patoge-
nidad del organismo de que proceden, son cuestiones cuya decision requie-
re el conocimiento previo de mas dcidos nucleinicos aislados de otros mu-
chos organismos, patdgenos y no patégenos.

Siguiendo este criterio, se ha llevado a cabo el estudio del 4dcido nu-
cleinico del bacilo de la difteria, de que se da cuenta en.este trabajo.

II. MATERIAL EMPLEADO.—Las bacterias empleadas en este trabajo
fueron suministradas por «The Parke Davis and Company», a cuya ama-
bilidad debemos la informacién que sigue.

Son bacterias correspondientes a la raza 8, de Davis & Co. de difte-
ria, cultivadas en un caldo nutritivo preparado con carne magra de vaca
picada, conteniendo 0,5 por 100 de sal y 2 por 100 de peptona bacterio-
l6gica (P. D. & Co.). La acidez del medio al hacer la siembra de las bac-
terias es de p H=8,2, y el periodo de incubacién de doce dias.

Las bacterias fueron sometidas a un tratamiento con fenol para matar-
las, separadas por filtracion, desecadas en el vacio a 35° y trituradas en un
molino de bolas.

De este modo se consigue un polvo finisimo de color amarillento, que
es el que hemos empleado como punto de partida en nuestro trabajo.

III. PREPARACION DEL ACIDO NUCLEINICO DEL BACILO DE LA DIFTE-
RIA.—El procedimiento seguido para la preparacion de este dcido ha sido
el indicado por Coghill (loc. cit.) para la obtencion del acido nucleinico
del bacilo de la alfalfa. A continuacion se explican los detalles de una
obt=ncién tipica.

500 gr. del bacilo de la difteria se mezclaron con dos litros de una
solucién de NaOH al 2 por 100 hasta formar una pasta homogénea. Esta
operacion se realizé poniendo el bacilo en un gran mortero de porcelana y
aiadiendo la solucion de NaOH poco a poco, sin dejar de agitar la mezcla.
Es conveniente realizar esta operacion en la vitrina. Después de una hora
fué afiadido un litro de agua, y la suspensién resultante, muy espesa, fué
neutralizada con écido acético y centrifugada. Al cabo de quince minutos
se obtuvo un liquido muy turbio imposible de aclarar aunque se prolongue
la centrifugacion. El residuo, después de extraido de las botellas de la
centrifugadora con la menor cantidad posible de agua, se dejd en suspen-
sion y se centrifugd de nuevo. El extracto resultante, unido al que resulté
de la primera centrifugacion, fueron tratados por acido acético para preci-
pitar la materia proteica. Entonces se afiadi6 una solucién coloidal de
hidréxido férrico y la suspension filtrada varias veces por filtro de papel
plegado hasta que el liquido que pasa es perfectamente claro, aunque lige-
ramente amarillento. El dcido nucleinico fué precipitado de esta solucion
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afiadiendo HCI concentrado hasta reaccién dcida con el rojo congo, y en
seguida, dos volimenes de alcohol etilico de 90°. Se forma un abundante
precipitado blanco que tiene que ser separado lo mas pronto posible, por
centrifugacion, del liquido que sobrenada, para evitar que pueda ser des-
compuesto por hidrélisis. El precipitado fué lavado en las mismas botellas
de la centrifugadora, dos veces con alcohol y otras dos con éter. El éter se
separa dejando el precipitado durante unos dias en un desecador de vacio.’

El 4cido nucleinico asi obtenido, es un polvo blanco que se disuelve en
una solucién 0,1 normal de NaOH, dando una solucion perfectamente
clara, pero ligeramente amarillenta.

El rendimiento obtenido en cada determinacion sacando la media de
varias determinaciones, fué de 3,6 gr.

La reaccién del biuret, realizada de la manera usual, resulté ser negati-
va, pero repetida segtin la técnica especial de Osborne, citada por Coghill
en su trabajo ya mencionado, result6 ligeramente positiva.

Después de hecha la reaccion de la manera ordinaria, se afiaden de
10 a 20 gotas de alcohol etilico y un trozo de potasa sélida. El élcali for-
ma la correspondiente sal con el alcohol y arrastra consigo la mas minima
cantidad de color debida a la reaccion del biuret. Con esta modificacion se
observa reaccion de biuret positiva en soluciones que por el método ordi-
nario dan reaccién negativa.

De varias determinaciones fueron elegidas dos, £ y F, que dieron el
mismo rendimiento, y con ellas se ha llevado a cabo el andlisis del dcido
nucleinico de que se da cuenta a continuacion.

El andlisis se ha hecho siguiendo el conocido criterio de los mds moder-
nos investigadores. Se ha hecho determinacion de humedad, nitrogeno
total, fosforo total, bases piiricas, bases pirimidicas, contenido en pentosa
y reaccién Feulgen, poniendo especial cuidado en las tres tiltimas, que son
la clave, como ya hemos dicho anteriormente, para poder clasificar cual-
quier dcido nucleinico.

Determinacion de la humedad.—La determinacién de la humedad se
hizo en un desecador Abderhalden a 100° C hasta peso constante. Fueron
hechas varias determinaciones tanto en el acido nucleinico como en el
bacilo de la difteria empleado para su preparacion, habiendo obtenido los
resultados siguientes:

Muestra E:
0,6546 gr. de acido nucleinico.
0,0962 gr. pérdida de peso.
14,6 por 100 de humedad.
Muestra F:

0,1750 gr. de acido nucleinico.
0,0227 gr. pérdida de peso.
12,97 por 100 de humedad.
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Bacilo de la difteria:
) 12,12 por 100 de humedad.

Rendimiento en dcido nucleinico
hecha la correccion de humedad:

0,81 por 100.
Determinacion del contenido en nitrégeno.—El contenido en nitré-
geno ha sido determinado por el conocido método de Kjeldahl. Los resul-
tados siguientes estdn ya calculados después de hecha la correccién de hu-

medad. E
Muestra E:
‘ 0,1579 gr. de acido nucleinico.
0,0281 gr. de nitrogeno.
14,39 por 100 de nitrégeno.
0,1946 gr. de acido nucleinico.
0,0281 gr. de nitrogeno.
14,43 por 100 de nitrogeno.
Muestra F:

0,1098 gr. de acido nucleinico.
0,0161 gr. de nitrogeno.
14,70 por 100 de nitrogeno.

0,0882 gr. de acido nucleinico.
0,0130 gr. de nitrogeno.
14,73 por 100 de nitrogeno.

Determinacion del contenido en fosforo.—El f6sforo ha sido deter-
minado siguiendo el método gravimétrico indicado en «Official and Tenta-
tive Method of Analysis of the Asociation of Official Agricultural Che-
mists». Descomponiendo la muestra de dcido nucleinico en un matraz
Kjeldahl con H,SO, y NaNO;, precipitando después el fosforo al estado
de fosfomolibdato y convirtiendo finalmente el fosfomolibdato en pirofos-
fato magnésico.

Muestra E:
0,1453 gr. de acido nucleinico.
0,0432 gr. de Mg,0,P,.
0,0120 gr. de fosforo.
8,28 por 100 de fosforo.

0,1455 gr. de acido nucleinico.
0,0431 gr. de Mg,0,P,.

0,0120 gr. de fosforo.

8,25 por 100 de fosforo.

Muestra F:

0,1539 gr. de acido nucleinico.
0,0439 gr. de Mg,0,P,.

0,0122 gr. de fosforo.

7,95 por 100 de fosforo.
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0,1530 gr. de acido nucleinico.
0,0429 gr. de Mg,0;P;.

0,0119 gr. de fosforo.

7,82 por 100 de fésforo.

Identificacion de las sales piiricas.—El conocimiento actual de la
quimica de las bases piiricas en los dcidos nucleinicos ha demostrado de
una manera concluyente que sélo dos combinaciones de éstas se encuentran
formando parte constituyente de la molécula del dcido nucleinico: guanina
y adenina. Se caracterizan estas aminopurinas por su comportamiento
hidrolitico, siendo facilm2nte desaminadas con formacién de las correspon-
dientes oxipurinas, xantina e hipoxantina, transformacin que no sélo se
lleva a cabo facilmente por medio de hidrolisis, sino normalmente durante
el proceso de autolisis celular bajo la influencia de enzymas especificos:

NH — (|30 N‘H - CO
NH,—(lf‘I (ﬁ—NH — C‘O (LI_NH
CH CH
N~—C—N> N‘H—C—N>
(guanina) (xantina.
I\‘I = C — NH, NH — CO
CIH TI —NH — (‘JH T|3 — NH
I CH i "> CH
N — c| - N> N—C- N)
(adenina) (hipoxantina)

Esto fué lo que condujo a Kossel (4) en sus primeros trabajos a consi-
derar xantina e hipoxantina como productos primarios de hidrolisis.

Determinacién de la guanina.—Se han seguido las indicaciones da-
das por Jones (5) en su monografia sobre écidos nucleinicos, citada ante-
riormente.

Dos muestras de dcido nucleinico de un gramo cada una, fueron some-
tidas a hidrolisis durante dos horas y media con 40 c. c. de HySOy4 al 10
por 100 (en peso) en un bafio maria a 100°. El producto de hidrolisis fué
filtrado y antes de frio fué tratado con amoniaco concentrado, anadiendo
el reactivo lentamente, hasta reaccién neutra con papel tornasol. La gua-
nina se precipita en forma pesada granular, mientras que la adenina per-
manece en solucion. El precipitado fué filtrado y lavado con amoniaco
diluido, en un crisol de Gooch, después disuelto en NaOH, filtrado y

4) A Kossel, Zeits. f. Physiol. Chem., 3, 284, 1879; 4, 290, 1830.
(5) W. Jones, Nucleic Acids., Monographs on Biochemistry.
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recristalizado nuevamente afiadiendo 4cido acético hasta neutralidad y
enfriando la solucion a 0°.

El precipitado fué pesado finalmente en un crisol de Gooch después de
haber sido desecado en la estufa a 120°.

El resultado de las determinaciones, si bien estos niimeros no se pueden
dar con garantia absoluta dadas las dificultades hasta ahora no bien resuel-
tas, para la separacion cuantitativa de las bases piricas, es el siguiente:

Muestra E: -
1,0681 gr. de acido nucleinico.
0,1293 gr. de guanina.
12,11 por 100 de guanina.
Muestra F:

0,9730 gr. de acido nucleinico.
0,1201 gr. de guanina.
12,35 por 100 de guanina.

Determinacion del nitrogeno en la guanina obtenida mezclando la
obtenida en la muestra E con la obtenida en la muestra F:

0,0742 gr. de guanina.

0,0265 gr. de nitrégeno.
Encontrado: 35,68 por 100 de nitrégeno.
Calculado: 46,35 por 100 de nitrogeno.

El andlisis del contenido en nitrégeno nos indica que el precipitado de
la guanina contiene otras impurezas, por lo cual es necesario corregir los
porcentajes anteriores usando el factor siguiente: 35,68 : 46,35 = 0,77

Muestra E:
12,11 XX 0,77 = 9,32 por 100 de guanina.

Muestra F: .
12,35 %< 0,77 = 9,50 por 100 de guanina.

La guanina restante fué convertida en cloruro de guanina y recrista-
lizada varias veces, disolviéndola en la menor cantidad posible de HCI al
5 por 100 en caliente y afiadiendo un poco de carbén animal.

Dejando enfriar la solucion en la nevera se obtuvieron unos preciosos
cristales blancos en forma de agujas de cloruro de guanina.

Determinacion de la adenina.—El liquido procedente de la separa-
cién de la guanina fué concentrado y tratado en caliente por una solucién
saturada de acido picrico en alcohol etilico. Después de enfriado en la
nevera se formo un precipitado de picrato de adenina, que se purificé por
recristalizacion en dcido acético al 25 por 100.

En todas las determinaciones se obtuvo un rendimiento muy bajo.
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La tabla adjunta resume los resultados anteriores.

Cantidad | Rendimiento | ) .
de en acido | Humedad. N':;?ff"o F:’:&lm
bacteria. nucleinico. 5

Guanina,

14,69/, | 14399/, | 8289, | 9,32,
14,439/, | 8,359,

Muestra E.| 500 gr. 36 gr.
0,81 9/,

Muestra F.| 500 gr. 38 gr. | 1297°%, | 1470°/, | 7,82°, | 9,50°/,
|
0181 o/0 ‘ 14173 0/0 7195 0/0

[dentificacion de las bases pirimidicas.—La identificacién de las
bases pirimidicas se ha llevado a cabo de la siguiente forma:

9 gramos de 4cido nucleinico fueron anadidos al filtrado procedente de
la separacion de las bases piiricas y previa adicion de 23 gr. de H, SO, con-
centrado fueron sometidos a hidrolisis en un autoclave a 150-160° de tem-
peratura durante cinco horas. El producto de hidrolisis, después de frio,
fué diluido hasta un volumen aproximadamente de 300 c. c. y seguida-
mente tratados con Ba(OH), para separar el exceso de HySOy.

El precipitado de Ba(SO,) y Bag(POy), fué separado en un filtro
Buchner, lavado con agua caliente, puesto en suspension en agua hirviendo
y vuelto a filtrar repitiendo este lavado una vez mds. El filtrado, unido a
las aguas de locion, fué ligeramente acidificado con H; SO, y concentrado
en el vacio hasta un volumen de unos 500 c. c. La concentracion se facili-
ta mucho afiadiendo un poco de alcohol amilico para evitar la formacion de
espuma abundante que de otra manera hace imposible la concentraci6n. Al
liquido concentrado se le afiade una solucion concentrada de AgNOj hasta
que la adicion de nueva cantidad sobre el liquido que sobrenada, no produ-
ce mas precipitado. Este precipitado, formado por las sales de plata de las
bases piiricas, fué separado por centrifugacion y lavado varias veces. El
liquido procedente de la separacién de las bases piricas, combinado con las
aguas de locion, fué tratado con Ba (OH), hasta reaccién alcalina y des-
pués fué repetido el mismo tratamiento anterior con AgNO; hasta que no
se forma mds precipitado de las sales de plata de las bases pirimidicas.

El método de separacién de las bases piricas y pirimidicas est4 basado
en la propiedad de que las sales argénticas de las primeras precipitan en
solucién 4cida, mientras que las de las sales pirimidicas lo hacen en solu-
cién alcalina.

El precipitado resultante de las sales argénticas de las bases pirimidicas,
después de separado por centrifugacién, fué traspasado a un Erlenmeyer
por el cual se hizo pasar una corriente de HyS. Se formé un precipitado de
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Ag,S que, después de filtrado y suspendido en agua caliente, fué tratado
nuevamente con corriente de H, S, para cerciorarse de la descomposicion
completa de las sales de plata de las bases pirimidicas. EI Ag,S formado
en este segundo tratamiento, fué separado por filtracién y lavado con
agua caliente y el liquido filtrado, unido al obtenido en el primer trata-
miento y a las aguas de locién, fué concentrado en el vacio.

En unos cc. de este filtrado, la reaccién de Johnson y Wheeler (6)
para caracterizar la presencia de la citosina y el uracilo, di6 un resultado
francamente positivo. Esta reaccion se hace muy rdapidamente de la siguien-
te manera: se toman unos 5 cc. de la solucién y se afiade agua de bromo
hasta un color rojo permanente. El exceso de Br es expulsado hirviendo la
solucién, después de lo cual se afiade Ba(OH),. La aparicién inmediata de
una coloracién rosa violada debida a la sal de bario del 4cido dialdrico, in-
dica la presencia del uracilo o citosina o de ambas bases, puesto que esta
reaccién es comin. Una condicion absolutamente necesaria para la buena
marcha de esta reaccion, es estar bien seguro de expulsar por ebullicion el
el exceso de Bry. Llevada a cabo en esta forma la prueba, es sensible para
1 mg. de citosina o uracilo. Como la reaccién es comiin a ambas bases,
hay que proceder a su separacion para identificarlas separadamente.

Después de concentrar el liquido procedente de la separacién del Ag,S,
fué tratado con el Hy SO, necesario para precipitar el exceso de Ba (OH,).
Una vez separado por filtracion el BaSO, formado, se precipita la citosina
al estado de fosfowolframato por adicion de una solucién de acido fosfo-
wolframico concentrada hasta asegurarse de que la precipitacion ha sido
total y se deja en la nevera hasta el dia siguiente. El precipitado fué sepa-
rado en un filtro Buchner y el exceso de dcido fosfowolfrdmico de la solu-
cién precipitado por Ba(OH),, siendo necesario después precipitar cui- -
dadosamente el exceso de Ba(OH), con HySOy4. La solucién libre ya de
acido fosfowolframico de HySO,; y de Ba(OH),, fué concentrada en el
vacio hasta un volumen aproximado de 20 cc., en el que se procedid a
identificar la presencia del uracilo repitiendo la reaccion de Johnson y
Weeler. Se obtuvo un resultado fuertemente positivo, debido sin duda a la
presencia del uracilo, ya que la citosina ha sido previamente aislada.

La solucion restante se concentrd cuidadosamente en un Erlenmeyer
hasta que el uracilo cristaliz6 en su forma usual, y previamente sepa-
rado el precipitado por filtracion, se procedié a la identificacion de la
timina aplicando la reaccion descrita por Harkins y Jhonson. Esta reaccion
estd basada en lo siguiente: 1.°, que la timina se transforma cuantitativa-
mente en 4-hidroxi-5-bromohidrotimina por la accion del agua de bromo (7),

(6) H L.Wheeler and T. B Johnson, /. Biol. Chem., 3, 183, 1007,
(1) W. Jones, Zeits. f, Physical. Chem , 29, 20, 1900.
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y 2.% que la timina se hidroliza ficilmente con formacion de oxido de car-
bono, acetol y urea. Baudisch (8) se preocup6 de estudiar el mecanismo de
esta reaccion y de interpretar el curso de este proceso hidrolitico, pero no
penso en la posibilidad de aplicarlo a la identificacion de la timina en pre-
sencia de otros compuestos. Fueron Harkins y Johnson (9) los que de las
dos observaciones citadas dedujeron una reaccion muy sensible para identi-
ficar la timina y formularon el proceso del modo siguiente .

NH — CO NH — CO NH - CO
c;o (%CH, ~:F‘> c:o (:J(Br) OH, —oms, c:o (:3(0H) O, =
NH - CH NH — CHOH NH — CHOH
CHO
Urea+ CH,— COH ——> C0,--H,CCHOH “™5 CH,— COCH, OH

| CHO acetol
COOH

El acetol s2 identifica, finalmente, alcalinizando su solucién y tratandola
en caliente con aminobenzaldehido de acuerdo con las indicaciones de
Baudisch. La aparicién de una fluorescencia azul verdosa, debida a la for-
macién del compuesto 3-oxiquinaldina, nos indica que la reacciéon es posi-
tiva. Se ha comprobado que esta reaccién es sensible para un miligramo de
timina en presencia de 10 miligramos de citosina.

La reaccion fué llevada a cabo del siguiente modo: la solucién proce-
dente de la separacién de la citosina y el uracilo, fué tratada con agua de
bromo, hasta la aparicién de una coloracion rojiza permanente y el exceso
de Br expulsado hirviendo la solucién. Después se aiiadio Ba (OH), hasta
reaccion alcalina, y la sal de bario del 4cido dialtirico que se formd, debido
a la presencia del uracilo, fué separada por filtracion. El liquido filtrado
se traté con un poco de KOH al 25 por 100 y un poco de o-aminobenzal-
dehido y se hirvi6 durante diez minutos, afladiendo una o dos veces mds
o-aminobenzaldehido. Se deja enfriar la solucién, se acidifica ligeramente
con HCI, se afiade HNaCOyj en ligeroexceso y el precipitado de BaCOy que
se forma se separa por filtracién. El liquido filtrado, si la reaccién es
positiva, debe presentar una fluorescencia verde. A veces es necesario
concentrar la solucién previamente para poder observar la fluorescencia.
En este caso, la reaccion dié un resultado francamente positivo y la fluo-
rescencia pudo observarse facilmente. Sin embargo, fracasaron todas las
tentativas para obtener la timina cristalizada de esta solucion, hecho

(8) O. Baudisch, Biochem. Z., 89, 219, 1918; /. Am. Chem Soc , 44,1585, 1924,
O. Baudisch, and Bass, J. 4m. Chem. Soc., 46, 181, 1924.
O. Baudisch, ] and Davidson, J. Biol. Chem., 64, 238, 1925

(9) H.H. Harkins, T B. Johnson, /. Am. Chem. Soc., 51, 1237, 1929.
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explicable en parte, por trabajar con minimas cantidades que dificultaban
mucho mds el problema.

La timina para dar la reaccién del acetol necesita una oxidacion previa
con agua de bromo, mientras que pudiera existir ya en la solucién acetol
procedente de la oxidacion de los carbohidratos contenidos en la molécula
del 4cido nucleinico que, dando también reaccién positiva, pudiese condu-
cirnos.a error. Teniendo esto en cuenta, repetimos varias veces la reaccion
sin el tratamiento con agua de bromo; para asegurarnos de que la reaccion
era debida a la presencia de la timina. En efecto, la reaccién di6 resultado
negativo sin oxidacién previa.

Determinacion del contenido en pentosa.—El micrométodo de
Hoffman ha sido llevado a cabo siguiendo las indicaciones dadas en su tra-
bajo acerca de la microdeterminacion de la pentosa en el dcido nucleinico
de la levadura (10).

Este método, como todos los métodos modernos para la valoracion de
la pentosa, estd basado en la conversién de la pentosa en furfurol cuando
se le destila con HCI de 12-20 por 100 y la valoracién cuantitativa del
furfurol formado por la reaccién colorimétrica con anilina y dcido acético.

En los trabajos de Perrier y Gortner se encuentra que la destilacién en
corriente de vapor de una mezcla reaccionante conteniendo HCI del
12-20 por 100, no sélo produce una hidrolisis completa de la sustan-
cia que contiene pentosa, con la consiguiente formacién de furfurol, sino
también el transporte cuantitativo del furfurol formado. Pucher y Young-
burg (11), hacen aplicacién de este método que mds tarde amplia y modi-
fica Hoffman en el trabajo anteriormente citado. Para conseguir resultados
cuantitativos, es necesario tener en cuenta las siguientes precauciones:
primera, que el agua usada para producir la corriente de vapor contenga
un poco de MnO.K y NaOH para evitar impurezas de cloro u otras
sustancias voldtiles, y segunda, que el furfurol formado no entre en con-
tacto con tapones de goma. Es muy importante también mantener la tem-
peratura constante en el matraz de destilacion. Si la temperatura no es
superior a 100°, el vapor de agua se condensa, la mezcla reaccionante se
diluye y, por tanto, se dificulta la hidrolisis y se interrumpe el transporte
del furfurol formado. Si por el contrario, la temperatura se eleva por
encima de 130°, el furfurol se descompone y se obscurece al poco tiempo
de formarse.

Hoffman, en su trabajo, dice que tomando estas precauciones la pen-
tosa se descompone cuantitativamente, por lo cual, teniéndolas en cuenta,
hemos empleado un aparato adecuado.

(10) W.S Hoffman, J. Biol. Chem., 78, 15, 1927.
(11)  Pucher and Younburg, /. Biol. Chem , 61, T41,1924.
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Se ha usado bafio de glicerina como medio mds seguro para mantener
la temperatura constante a 112°-114° en el matraz de destilacién. El
aparato era un simple matraz de destilacion. Claissen, que forma una
sola pieza con el condensador y el tubo de llegada del vapor y en el que
la abertura del cuello por donde ha de afiadirse la mezcla reaccionante
estd cerrada con tapon esmerilado, evitando de este modo que el furfurol
entre en contacto con tapones o empalmes de goma.

El producto de destilacion se recoge en un matraz aforado de capaci-
dad algo mayor que la del liquido que se espera—500 c. c.—, se neutra-
liza en el mismo matraz afiadiendo con una bureta una solucion de NaOH
al 10 por 100 hasta reaccion neutra con rojo congo y la solucién se diluye
finalmente hasta la marca del matraz aforado.

Usamos el papel rojo congo en lugar de la fenolftaleina, porque al
rojo congo vira cuando la solucion estd todavia en el lado 4cido pH =17,
mientras que la fenolftaleina vira cuando ya estd en el lado alcalino, siendo
esto desfavorable para la estabilidad del furfurol.

Se prepara una solucién conocida de furfurol equivalente a la cantidad
esperada, y para esto se emplea furfurol repetidamente destilado a presion
reducida. Se coloca en un matraz aforado del mismo tamafio y se afiade
HCI y NaOH hasta reaccioén neutra con el rojo congo, de tal modo, que la
cantidad de NaOH afiadida sea igual a la que se afladié al producto dé
destilacion. Asi tenemos las dos soluciones conteniendo la misma concen-
tracion de NaCl y ambas neutras con el rojo congo.

5 c. c. de cada solucién se transportan a dos Erlenmeyer pequeiiitos y
a cada uno de ellos se le afiade una mezcla de 1 c. c. de anilina recién
destilada y 10 c. c. de dcido acético glacial, se les deja reaccionar durante
10-15 minutos en la oscuridad, y después se les compara en un colori-
metro. ’

Primero fueron hechas varias determinaciones de furfurol en xilosa
pura, cristalizada, para comprobar la exactitud del método. Después de
una larga serie de determinaciones, nunca fué posible obtener mds de 85
por 100 de la cantidad tedrica, siendo el valor medio alcanzado el de 83
por 100. Estos resultados difieren de los dados de Hoffman, pero estdn de .
acuerdo con Levene_y Jorpes, los cuales dicen en uno de sus trabajos (12)
que el andlisis del contenido en pentosa en 4cido guanilico cristalizado
obtuvieron un valor medio de furfurol correspondiente al 79,57 por 100 de
la cantidad tedrica siguiendo el método descrito por Hoffman.

Los resultados obtenidos en el dcido nucleinico del bacilo de la difteria,
hecha la correccion de humedad, son los siguientes, después de tomar el
valor medio do varias lecturas para cada determinacion.

(12) P. A. Levene, E. and Jorpes, J. Biol. Chem., 86, 389, 1930.
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Muestra E :

62,6 mg. de acido nucleinico.
5,528 mg. de furfurol.

8,638 mg. de pentosa.

13,8 por 100 de pentosa.

97,1 mg. de acido nucleinico.
8,564 mg. de furfurol.
13,381 mg. de pentosa.
13,78 por 100 de pentosa.
Muestra F:

45,1 mg. de acido nucleinico.
3,529 mg. de turfurol.
5,514 mg. de pentosa.

12,20 por 100 de pentosa.

54,0 mg. de acido nucleinico.
4,301 mg. de furfurol.
6,720 mg. de pentosa.

12,4 por 100 de pentosa.

Reaccion de Feulgen.—Esta reaccion de la fuchsina y del 4cido sul-
furoso, introducida primeramente por Feulgen (13) como especifica del
acido nucleinico del timo cuyos carbohidratos, después de someterlos a
hidrolisis se portan como verdaderos aldehidos, puede ser usada con
resultado positivo por su andlisis cuantitativo, como ha sido demostra-
do por Winsdtrom (14) con una aproximacion de un 2,5 por 100. El 4cido
guanilico, ni atin en cantidades de 20-30 mg., produce coloracion con
dicho reactivo que pudiera conducir a error, mientras que 0,2 mg. de
dcido nucleinico bastan para que se forme una coloracion fdcil de apreciar.
El trabajo de Widstrom anteriormente citado muestra, lo que tuve ocasién
de comprobar mds tarde, los muchos factores que intervienen en la nueva
marcha y exactitud del método. La intensidad del color que produce una
cantidad dada de dcido nucleinico, depende de lo intensa que haya sido la
hidrolisis, de la cantidad de reactivo Schiff afiadido y de la acidez del me-
dio en que la reaccion se desenvuelve. La reaccion Feulgen fué llevada a
cabo en el bacilo de la difteria, encontrdndose un resultado francamente
positivo. En vista del resultado se traté de comparar cuantitativamente
dicho dcido nucleinico con el del timo, para lo cual se prepararon varias
soluciones de concentranciones diferentes hasta encontrar aquellas concen-
traciones apropiadas que dieran con el reactivo de Schiff coloraciones
comparables dentro de la amplitud de observacion del colorimetro.

(13)  R. Feulgen, Zeist. f. physiol. Chen., 92, 1585, 1924,
(14) G. Windstrdm, Biochen. Zeis.. 199, 208, 1928.
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La técnica 2.* indicada por Windstrom se ha seguido en el siguiente
experimento:

Dos soluciones del dcido nucleinico del timo y del dcido nucleinico del
bacilo de la difteria, ambas de concentraciones conocidas, fueron prepa-
radas en NaOH muy diluida, puesto que dichos 4cidos son insolubles en
agua. 1 c. c. de cada solucion fueron llevados a dos matraces erlenmeyer
y después de tratar cada muestra con HCI hasta reaccién dcida con papel
rojo congo, fueron afiadadidos 10 c. c. de una solucion buffer y sometidos
a hidrolisis en el mismo bafio de maria durante 2'45”. Windstrom, después
de numerosisimas experiencias, ha comprobado, como ya dijimos antes, que
pequeflas variaciones en la temperatura y el tiempo en que se realiza la
hidrolisis pueden producir pequefias variaciones en la intensidad del color
en soluciones de la misma concentracion, por lo que aconseja el empleo
del mismo bafio de maria para eliminar esta causa de error. ’

Los productos de hidrolisis, después de frios, son tratados con 3 c. c. de
una mezcla compuesta de un volumen de reactivo de Schiff y dos voltime-
‘nes de solucion buffer. Este reactivo debe ser mezclado con las dos mues-
tras tan rdpidamente como sea posible, pues de otro modo el desenvolvi-
miento del color no seria uniforme, se dejan reaccionar durante 12-20
horas y después se observan en el colorimetro.

El reactivo Schiff fué preparado de la siguiente forma: por una solu-
cién acuosa de fuchsina al 135 por 100 aproximadamente (1,75 gr. de
fuchsina en 500 de agua) se hace pasar una corriente de SO, hasta que
la solucion se pone de color amarillo pajizo y no varia prolongando la
adicién de SO,. El exceso de SO, se extrae en el vacio.

La solucién buffer fué preparada con una mezcla de 30,5 c. c. de una
solucién de citrato soédico y 69,5 de HCI N/10 (pH 2,0). La solucién de
citrato fué preparada a su vez con una mezcla de 21,008 gr. de dcido
citrico cristalizado y 200 c. c. de NaOH,N por litro.

Los resultados obtenidos, hecha la correccion de humedad, son ios que
a continuacién se exponen:

Muestra E: ‘
28,83 por 100 de acido nucleinico del timo.
26,18 por 100 » » *
Muestra F:
23,97 por 100 de acido nucleinico del timo.
27,68 por 100 » » »
RESUMEN

1. Ha sido preparado el dcido nucleinico contenido en el bacilo de la
difteria siguiendo el método indicado para la preparacion del dcido nuclei-
nico del bacilo de la alfalfa,



Mar 1932 R. D. COGHILL Y D. BARNES.—ESTUDIO DEL ACIDO NUCLEINICO 221

2. El écido nucleinico ha sido sometido a una serie de andlisis para
determinar el contenido en nitrégeno total, fésforo total, bases piiricas,
bases pirimidicas, pentosa y reaccién de Feulgen. '

3. Por hidrolisis el acido nucleinico del bacilo de la difteria produce
guanina, adenina, citosina, uracilo y timina. Contiene por lo menos un
13 por 100 de pentosa y la reaccién de Feulgen, llevada a cabo segiin la
técnica de Widstrom, indica que un 25 por 100 del 4cido nucleinico res-
ponde al tipo animal.

(

DiscusiON

Comparando los resultados obtenidos en el andlisis de este acido con
los obtenidos en el andlisis del dcido nucleinico de la levadura, del bacilo
de la alfalta, del bacilo de la tuberculosis y de la gldndula del timo, se ve
que estd mucho mds intimamente relacionado con los dcidos nucleinicos del
tipo vegetal en contra de lo que deberia esperarse, ya que ambos bacilos,
el de la difteria y el de la tuberculosis se hallan en el mismo grupo de la
clasificacién bacteriologica. Sin embargo, a diferencia de los 4cidos nuclei-
nicos del tipo vegetal, el dcido nucleinico del bacilo de la difteria da un
resultado francamente positivo para la reaccién de la timina y para la
reaccion de Feulgen caracteristica del grupo exosa en la molécula.

***

Uno de nosotros (D. B.) debe manifestar aqui su gratitud al Sr. W. A.
Neilson, Presidente de Smith College por haberle concedido una beca
«Marion Le Roy Burton», que unida a otra beca obtenida de Yale Univer-
sity, le permitieron llevar a término este trabajo.
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