:_)_f]

Universidad Nacional Autonoma de México

FACULTAD DE QUIMICA

DETERMINACION DE METIONINA Y CISTINA POR

MEDIO DE SUS DERIVADOS

0XIDADOS

DAHX:NE PROfL! luNALhi

BEEEE

Que para obtener el Titulo de

QUIMICO FARMACEUTICO

presenta

BIOLOGO

JUAN CARLOS ROMERO TORRES

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1988



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

I INTRODUCCION.....,.0o0enn. .
I OBJETIVO. ittt v r vt aensnasnasssnnnnassnnsossiny
III GENERALIDADES

1.0 AMINOACIDOS. .o 0o v v vn s
CLASIFICACION. .
REACTIVIDAD.
PROPIEDADES IONI CAS
PROTEINAS. . .........
AMINOACIDOS AZUFRADOS
CISTINA Y CISTEINA. . . .
METIONINA, ... ... .o ieiiinne
DETERMINACION DE AMINOACIDOS MEDIANTE UN
AUTOANALI ZADOR DE AMINOACIDOS............ ...
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO. R
ELEMENTOS ESENCIALES DE UN AUTOANALIZADOR
DE AMINOACIDOS................
ESTRUCTURA GENERAL DE LA RESI NA DE UN AOTO‘
ANALIZADOR DE AMINOACIDOS....... .
4 SISTEMA DE DETECCION .
iv PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1.0 DIAGRAMA DE TRABAJO

ONH OoOsWN+

Wow PW WRRREEee
w e

1.2 OXIDACION.....
1.3 HIDROLISIS. ...
1.4 CUANTIFICACION
V RESULTADOS Y DISCUSION
1.0 OXIDACION. ............0an
1.1 CUANTIFICACION
1.1.1. METIONINA.
1.1.2. CISTINA......
1.1.3. AMINOAACIDOS AZUF'RADOS TOTALES
VI CONCLUSIONES. . e
VIII BIBLIOGRAFIA...................‘..-........




I INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que se han detectado al
analizar el contenido de aminodcidos en alimentos, por medio de la
hidrdélisls protefica, es la baja concentracidn de los aminodcidos
azufrados,encontrados débide a su inestabilidad a las condicones
en que so desarrolla la hidrdlisis, lo que conduce a una
deficliente estimacicn de los requerimentos de metionina y cistina
en la nutricidn animal.

Si consideramos la importancia econdmica que tienen estos
aminoicidos en la formulacién alimentaria , es importante tener
una técnica que nos permita cuantificar adecuadamente la cantidad
de metienina y cistina presentes en alimentos.

Para evitar el problema de la inestabilidad de estos

aminodcidos se han utilizado di versas técnicas que nos
permiten proteger adecuadamente a los aminodcidos azufrades:
LLa oxidacidn de cistina a 4dcido cisteico, con 4cido perférmico,
antes de la hidrdlisis de la proteina es apropliada al momento de
cuantificar la cistina en alimentos. Dal mismo modo, para
tener una buena recuperacidn de metionina al momento de
cuantificarla en alimentos es necesaric oxidarla a sulfolfona de
metionina. Igualmente se ha utilizado una hidrdlisis a temperatura
elevada y tiempo corto (ATTC), para evitar la destruccidn de la
metionina.

Para el desarrolioc del presente trabajo se utilizd una
técnica conjunta de la metodnlogia propuesta por Mcoore en 1883 con
la de Kaiser et al. propuesta en 1974. Estas tdcnicas, ademds de
haber demostrado ser eficientes, son adecuadas., pues nos ofrecen
una aceptable confiabilidad con una buena ganancia de tiempo
CComparandola con la hidrélisis normal que necesita un tiempo de
24 horas para llevarse a cabod.

IT OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fué el desarrollo de una
técnica para cuantificar a los aminodcidos azufrados presentes en
cualquier tipo de alimentos, utilizando una oxidacidn con dcido
perférmico , seguida de una hirdlisis de mayor temperatura y
menor Liempo , para evitar al midximo la destruccidn de éstos
aminodcidos azufrados.



III GENERALIDADES

1.0 AMINOACIDON.

Extr{ctamente definido, un aminodcideo es un dcido
orginico el cual tiene uno © mis grupos amino sustituyentes . El
mis comin de los amincacidos tiene una estructura general con un
grupo amino primario y un grupo carboxilo, tales grupos se
encuentran unidos a un solo dtomo de carbono. Otro de los enlaces
de este carbono esta unido a un dtomo de hidrdgeno, y el grupo
que se encuentra unlido por la cwuarta valencia eas el llamado
radical orgidnico Cgrupe R). El grupoe R es el que confiere a cada
uno de los aminodcidos sus propiedades especificas, asi como la
distribucidn de la carga en el.

A diferencia de los aminodcides, los imincdeidos, prolina
@ hidroxiprolina, carecen de un grupo amine primario. El nitrdégeno
reacciona con el grupo R para formar un anille pirrolico de S
miembros. Esta diferencia con los amincdcidos es lo que permite
que los iminodcidos den una coloracidén diferente al reacclonar con
la ninhidrina.

Es evidente el gran numero de aminocdcidos que pueden
existir debido a las numerosas posibilidades de variacidén, ya sea
en la longitud de la cadena hidrocarbonada, a la posicidén y el
nimero del grupoe aminocarbox{lice., o al radical orgdnice en la
molécula.

Con excepcidn de la glicina que tiene un dtomo de
hidrdégene como radical R, todos los aminodclidos prdsentan un
carbono asimdétriceo, y por lo tanto existen en dos formas
épticamente activas: D y L isédmeros. De acuerde con la estructura
quimica del gliceraldehido, los aminocdcidos que se encuentran en
la naturaleza, ¥y que tienen actividad bloldgica son los de
configuracidn L. Los de la serie D se encuentran en mezclas
racémicas de aminocdcidos producidos a través de distintos procesos
quimicos y no son aprovechados por el organismo humano en la
sintesis de proteinas., sino que en la maymria de los casos sirven
unicamente como fuente de energia.

IR R
NHZ_ (l:——COOH COOH — C—NH,L
H R
L.—ami nodcidos D-amincdcidos

En la naturaleza se encuentran varios aminocdcidos; sin
embargo, la mayor{a de las proteinas wvar{an considerablemente
respecto al contenido de les 21 aminocdcidos aceptados Ccuadro ID.
El numero de posibles polimeros que se pueden formar con 21 aminco-—
dcidos llega a ser muy grande, ya que, por eiemplo, una proteina
que tenga 100 amincdcidos alcanza hasta 21 secuencias diferentes



de aminoicidos y, por lo tanto, de proteinas. Generalmente no hay
tantas combinaciones, sino que cada proteina tiene una secuencia
de amincdcidos muy establecida y bien definida, lo que repercute
en sus propiedades y funciones biocldgicas. Esto se puede ver
claramente en la anémia de cédlulas falsiformes, que Se presentan
normalmente en la raza negra y gque se debe al cambio de una
moldcula de dcido glutdmico en posicidn 6, de la cadena 2 de la
hemoglobina, por una valina o lisina. Esta diferencia tan pequeia
trae consigo problemas que pueden Ser muy graves , como la
hemdlisis o rompimiento de los gldbulos rojos. )
En clertas proteinas estos a-aminodcidos se encuentran tan sdlo en
trazas , en cambio en otras protefnas la proporcidn de
estos aminnicidos es relativamente alta. Los sigulentes ejemplos
Llustran esta variable distribucidn. La glicina estd ausente en
albuminas; y presente en pequefias cantidades en las globulinas,
caseina, y en proteinas vegetales solubles en alcohol; y es
relativamente abundante en gelatina. Las protef{nas solubles en
alcohol contienen relativamente altos porcentajes de prolina y
dcido glutdmico; en tanto que las queratinas, las proteinas del
cabello y tipos similares de tejido de epidermis son
caracterizados por su alto contenido de cistina. La gelatina es
deficiente en ciste{na y en aminocdcidos aromiticos.

Ademids de los 21 aminodcidos mencionados, existen mis de
100 que se encuentran en diferentes tejidos en forma libre o
combinada, pero nunca en las protefnas. Algunos de estos son no
proteicos, perc actuian como importantes precursores de otras
moléculas, © blen como intermediarios en el metabolismo humano.
Por ejemplo, la f3~alanina es el procurseor del dcide pantoténico;
la homocisteina y la homoserina intervienen en el metabolismo de
varios aminocdcidos; la citrulina y la ornitina son intetmediarios
en 1la sintesis de la arginina, entre otros!®

cuadro I Aminodcidos de configuracidn L comunmente encontrados
en las proteinas.

Grupo Nombre trivial Abreviatura Formula
A. Hg
Glicina Gly H-C-coon
S = o NH;
Alanina Ala cua-&-coou
[ Hy
Valina cuz-cu-a-ca-coou
W My
Leucina . ‘Leu cna-cfngu,_-c,:l-coou
i DA Hy NHy
Isoleucina i -Ile cu,cu;iu:-éu-coon
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© Ser
o Treonina Thr
c. R
Ac,‘ aspkrticb Asp
: 'Asparagyi na Asn
“Ac. "glutdmice - Glu
Glutamina Gln
D
Lisina Lys
Arginina Arg
E. )
: 'Cys
Setstinay “cyss
Metlonina .

:Fenilalanina

Tirosina

.. Phe

Tyr

C“z—-C.J:-I-GODN

H2
cuain-cu-coon
H

'OOH NH,
Ha H-COOH

CONHg NH,
My H~COOH

ooH NHg
u&cul—éu-coou

coNu;
na cHy —Iu-coou

2 "
éuz(cul)zcul H-COOH

NH nt

'ﬁNchchzcnt H-COOH
H

ZHz u-coou
NHq
1 é""coou
| Nug
8-C] d"-coo"
e A

-CH
qucut-z!u-coou

. :" 2
\ / “'_- H~COOH

N"t.
Ko N‘—t!n-coou



pHe

Triptofano Try Hy ~CH-COOH
o . - : V He
Histidina ~ -His . Nju_:tll-tru—coou
Prolina S Pre H

' N COoOH
Hidrosd prolina . o

i N CoOoH

)
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1.1  CLASIFICACION.

Existen diferentes formas de clasificacidn de los amino-
dcidos pero todas se refieren a la naturaleza del grupec R. Algunos

aminodcidos como 1la glicina , alanina ., valina ., eucina e
isoleucina son del tipo moncaminocarbox{lice ; la lisina Y
arginina son del tipo diaminccarboxilico y a su vez la alanina,
valina ,. leucina , isoleucina , feniflalanina ., triptdfanoc
y la metionina , tienen wun caracter hidrdéfobo débido a
la estructura quimica de su radical, mientras que otros son
polares come la glicina . serina , treonina , cisteina ,
tirosina , asparagina , lisina , glutamina y los acidos
aspdrtice y glutimico. Los aminoiclides también se pueden

clasificar desde el punto de vista nutricional como indispensables
¥ no indispensables dependiendo de la capacidad que tiene el cuer-
po humane para sintetizarlos.los indispensables son aquellos que
forzosamente se deben de obtener de la dieta, ya que
bioquimicamete no se sintetizan en las cantidades requeridas por
el hombre , mientras qQue los no indispenzables son normalmente
producidos en concentraciocnes suficientes para el organismo humano
de tal manera que no es tan necesaria su presencia en las
proteinas de los alimentos.

De las anteriores y otras formas mas son clasifficados
generalmente los aminodcides , éstos presentan propiedades
que dependende la naturaleza de su grupe R. A continuacidn se
presenta en el cuadro II una forma muy comuin de clasificacidn de
aminodcidos.



: CUADRO II Clasificacidn de aminocdclidos

ON DE A

2 ‘Aminodcides deidon ABREVIATURA
- déido aepdriieo asp
~ deido’ glutdmice

1. = Aminodcidos neutros
- alanina
|~ asparagina

- glutamina

. - gticina .. - :
~{scleucina
~ teuecina
- metianina
- famtatanina
- merina ¢ i i - .
- treonina - -E 2 v
= iriptefane :
- tirosina .
- valina

T15, ~  Aminodeidos : brsicos
- arginina : : ;
- hstidina S o E : “
- lina "7 - :
- ‘ornitina ©

IV, - Tminedcidow
- prolina ;
= emhidroxiprolina : d S el

C14d

4.2 REACTIVIDAD QUIMIGA.

Como se ha comentado con anterioridad el radical orginico
de los aminocdcidos es 8l que confiere a dste sus propiedadas
espaecificas, de tal forma que la reactividad quimica que presente
va a estar en funcidn de que tan activo sea el grupo R. Los
aminodcidos der { vados de hidrocarburos alifaticos son
prdcticamente inertes, mientras que la cisteina con su qgrupe
suifhidrile ©os altamente reactiva, pudiendo intervenir en upa
gran variedad de reanciones. El imidaznl de la histidina, ademis
de que favorece muchas reacciones, se puede romper por la accidn
de varios agentes quimicos con el consecuente desprendimiento de
subproductos que a su vez tienen un alto grado de reactividad.



Los grupes amino de la asparagina, la glutamina y la
lisina son tambidn muy reactivos. El tioster de la metionina es

propense a transformaciones de oxido-reduccidén, y el grupo
guanidino de la arginina, al igual que el hidroxile fendlico de la
tirosina, _tiene la capacidad de favorecer muchas otras

reacciones.

4.8 PROPIEDADES IONICAS.

Debidn a sus grupos ionizables, =arboxilo y amno, los
aminocdcidos tienen la capacidad de desarrollar una carga posttiva
© negativa de acuerdo con el pH al que se encuentren; es decir, su
cardcter anfotérico les confiere la capacidad de recibir y donar
electrdnes. Esta situacidn hace que exista un estada quimico
conocido como punto isceléctrico o de doble idn, en el gque el
aminodcido tiene el mismo numero de cargas negativas y posttivas,
y por tanto su carga neta es de cero. Los aminoidcidos pueden tener
tres estados de carga electrica, que dependen del pH al cual se
encuentren: a pH mencres de su punto isceléctrico se encuentran en
forma protonada o caticdnica; en el pH correspondiente al punto
isceléctrico su carga neta es cero, y por encima del punto
soeléctrico adquieren una carga negativa C(forma anidnicad, A
continuacidn se presenta un sistema completo en equilibrio que
snvuelve una solucidén de un aminodcido, pasando de una acidez
media a una alcalinidad media.

catode™ A

(pH: bajoy . {pH altey

Representacidn’ e;quemit.h:a del equilibrio de disociacidn
de un:aminoicido . .

SRS EE s dos: formas: que se presentan en el centro del diagrama
de-la:figurai jicorresponden al punto isoeléctrice en ‘el cual la
carga neta:es cero o' carece de carga. Al aumentar el pH existe ina
desprotonizacidn:del: grupo carboxilico y por tanto la formacidn de .

La




un anidén, en este caso la carga neta del aminodcido es negativa.
Al disminuir el pH el grupo aminc sufre una protonacicn y el
aminodcido adquiere una carga neta positiva al formar un cation.

Un procesc de representacidén de los estados idnicos de un
aminodeido en funcicdn del pH es ilustrado en seguida, tomando al
dcido aspidrtico para el caso:

HyN-GH-COOH ==~ H N~CH-CO0™ === W Ti-cH-co0™ = ==%H, N-CH-CO0™
e, -CooH Hy COOH Ha ~COOH 'cH, —coch

pPH 1 ’ pH 2.8 pH B.B pH 11

punto isceléctrico
De la misma forma tenemos los estados de ionizacidn ‘de la lisinal

3 N=GH=COOH ==+ H N=CH-COT —-—-t Hy N-CH=COGT == bHy N=GH-COG™
37 by -t by >y —NH] cbgdy-nu E By N,

pH 1 PH 5.6 pH @.7 pH 11
punto isocelsctrico

Esta propiedad que tienen los aminodcidos de lenizarse en
funcidn del pH al cual se encuentren, sirve para explicar la
teoria del intercambio idnico, que se analizara
posteriormente.

La ionizacidn de los amincdcidos es similar a la de
cualiquier otra molécula ioenizable y por tanto sigue la ecuacidén de
Henderson-Hasselbalch.

forma no protonada Cbase)

forma protonada Cacido? ; pK = - log K

pH = pK + log

Donde el pK . por definicdn , es el logaritmo negative de
la constante de disociacidn de los grupos ionizables. A su vez, la
constante de disociacion se puede definir como sigue:

+

Aminodcido > Base * H

<
g = [Based tu")
TAmincacida]

Los ' valores de las constantes de disociacidn de los
distintos grupos. fonizables de los aminodcidos se muestran en el




cuadro III. Ademds de los carboxilos y aminos que contienen todos
los aminocdcidos, los siguientes grupos son los que tienen una
mayor influencia en ol comportamiento dcido-base de los
aminodcidos: el imidazol de la histidina, el amino ¢ de la lisina,
el carboxilo 3 del dcido aspartico, el sulfhidrilo dé la cisteina,
el carboxilo del dcido glutamico, el guanidino de la arginina y el
hidroxilo fendlico de la tirosina.

El punto isoléctrico de un aminodcido que contiene un
sélo grupo carboxilo y uno amino Se puede calcular a partir de sus
respect{vos valores de pK

pr = PK amino + pK dcido

El cdlculo puede hacerse con relativa facilidad para los
dcidos monocaminocarboxilicos y en muchos casos para el mds
complejo de los aminodcidos. En el caso de los péptides el calculo
se torna .un poco mas complicado, y en el caso de las proteinas
mucho mds.

CUADRO III. Constantes de disociacion logaritmicas de algunes
aminodcidos

AMINOACIDOS SIMPLES

Aminodaido ~coom mu;'u r
alicina 2. 8¢ ®. 60
Alanira 2. Be °. o0
Valina 2. 82 P. o2
Leucina 2. %0 ©. 0o
Tsoleucina 2. %0 ©. o8
SBerina 2.21 . t8
rrolina 1. 00 10. oo
Fenilalanina 1, #8 .1
Triptofano 2. 98 o. 80
Metionina 2. 28 e, 21

AMINOACIDOS QUK CONTIZNEN ALOUN OAUPO FENOLICO © SULFHIDRILO

K, Py - piy 33
(CooH) :
Tiresina 2. 20 e, n(NuQ’» 10, PHOMW:. LR

Cisteina 1.08 .. 19 : 10. 20 . 3. 07



AMINOACIDOS . CONTENIENDO . DOS ORUPOS: CARBOXILO

bida ] . P"; PK3
: X 10=-COOH coon mu:'- (33
Acido aspdriica:’ S ee - 8. o 9. 60 5. o6

Acldo "glutdmico 2,19 o e.28 ' o, o7 8. 22

AMINOACIDOS CONTINIENDO ‘DOS. QRUPOS BASICOS

icoomw’ j,xz g . piy e
o { idina h;l!r e o S 0DitM ') N . l7lNH3 l’ 7. 70
“Arginina § TP O4INHY Y 12. 4Bi0ua ) 10, 726
L'I‘lihﬂ‘, . e, SD(H-N“‘I R 1 - 1) HI(NRS\ o, 74

€7

1. 4 PROTEINAS,

Por definieidn las proteipas sop polimeros de alto peso
moldcular € de aproximadamente 10 a 10 daltones ). Cuando se

solubllizan son de dimensiocnes coloidales, tienen propiedades
anfotéricas, Yy su hidrdolisis completa produce una mezcla de
aminocdcidos. Las proteinas estan compuestas de residucs de

aminodecidos que se encuentran unidos en una unidn quimica firme
por enlaces covalentes, Una cadena individual de esta haturaleza
es conocida como peéptide. La formarcidén de péptidos consiste en la
eliminacidn de agua de los grupos amino y carboxilico de los
aminodcidos al condensarse.

Ry Ra 0 P2
NH-S—COOH-O- NH—&—COOH ------ NHzG-CO-NH-4-COOH  + H,0
i f

La c¢ondensacidn de un numero mayoer de aminodcidos a

traves de enlaces peptidicos produce los polipeptidos, de tal
forma que cuando tienen un pesc molécular de mias de S00C daltones,
se les denomina protefnas.
Los péptidos y las proteinas tienen un grupeo amino y uno carboxilo
terminal correspondiente a los dos aminocacidos que se localizan en
los extremos de la cadena. La figura 2 muestra la estructura de
una cadena polipeptidica y ademids se puede cbservar que sdlo los
atomos del carbono o donde se encuentra el grupe R, Liene la
capacidad de rotacidn.

10
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. . . : N
i o
C/ \Ng/“& — ﬁ\_};‘ \)1/9’ blé/ ~ —/
; hel) /' K
amino Lormtnal enlace peptidicn planar carboxile terminal

FIGURA 2. Enlace peptidico que muestra que solo el carbono o tiene
. posibilidades de rotacicn?

Existen muchas evidencias sobre la ewistencia de  los
enlaces peptidiceos, como es el hecho de nue las proteinas tienen
muy Ppocos grupes amino ¥ carboxtlo titulables, que aumentan
considerablemente despueés de una hidrdlisis acida o alcalina de la
proteina. Existen ademas diferentes estudios espectroscépicas y
anzimiticos que han demostrade que Llos aminnacides de  las
proteinas estan unidos a traves de enlaces c¢arbono-nitrdgenc
provenientes de la condensacidn entre grupos carboxile y amino!

2.0 AMINCACIDOS AZUFRADOR

Dentro del grupos de los 22 amincacidos normalmente
aceptados, son tres los cuales tienen incluidos en su estructura
idtomos de azufre, Estos aminocacides son cistina, ecistelna y
metionina. Este dtomo de azufre Se encuentra en diferenles formas
quimicas que dependen de su estado de oxidacion; pasicamente
existe como sulfhidrile (SH)., © forma parte de un anlaca disulfuro
€S~5)., Estos grupos azufrados sop altamente reactives y pueden
intervenir en muchas reacciones. Dichos grupos se oxidan o se
reducen fdcilmente produciendo varios compuesios aromaticos de
bajo peso moldcular, estan sujetos a reacciones de intercambio con
ellos mismos, a una hidrdlisis alcalina. su destruceidn por
irradiaci{én y a la ruptura por fuerzas mecanicas.
€n las proteinas la accidn conjunta de sustancias reductoras y
disolventes sobre los grupes disulfure produce el rompimineto de
la estructura ‘tridimensional de eila, haciendo que adquiera una
configuracidn al azar.

Los grupos sulfhidrile activos C(R-SH) se producen como resultade
de la hidrdélisis térmica de los enlaces S-S5 de las proteinas,
despuds de un tratamiente con ciertos agentes desnaturalizantes.
En caso de que el calentamiento fuese mis intenso, los sulfhidrile
ser{an subsecuentemente degradades a acido sulfhidrico por la
hidrdlisis de 1a Gnion S~C, o bien formarian sulfonas en presencia
de ox{igano.

Los enlaces disulfuro de las proteinas provienen de la oxidacidn
de dos moldeulas de cistina y desempedan un papel muy importante
oen la estabilidad y funcionalidad de las moleculas de los
polipéptidos. De todas lasx uniones covalentes que se sncuentran en
en las proteinas, el enlace disulfuro S~S es el mas sensible a los
diferentes agentes fisicos y quimicos que las arectan’

11



2.1 CISTINA Y CISTEINA

CISTINA
Nombres quimicos
3,34DitiocbisC2-dcido aminopropandico)
£, 3*Di amino-3, B2 dicarboxildietildisulfuro
BisCA-amina-fi~carboxietild~disulfuro
a-Dlamino-f-ditilictico adecida
Nombres triviales
Dicisteina
.03 -Ditiodialanina

Formula empirica

CLH/LOQNZSZ; C 29.99%, H 6.03%,-0 28.683%. N 11";’86'/.. SiZfS.GQ% i

Peso molecular
240, 31

Estructura y designacicn de esterceisdmercs’

COZH ) C\O-,_H
NH z-tl:-u NH,_;E-H B
CHy; Hy

L-Cistina

Nombres quimicos -

2-ami no-3-dcide mer ciptopﬁopﬁnéi co
a-amino-fi~dcido tiolpropandico

12



Férmula empirica
C HONS; C 20.74%, H 5.82%, O 28.41%, N 11.56%, S 28,474
Estructura y designacidn de esterecisdmeros : nE
COH
NHa~C-H

L
SH

L-Cistef{na D-Cisteina

Historia y aislamiento de fuentes naturales

- En ‘1810 Wollaston describld un compuesto organico, el
cudl logra aislar de dos cdlculos biliares; eéste mostro ser
soluble tanto en 4cidos como en alcalls y lo separd a partir de
una solucidén alcalina en acidificacidn con acido acetico, bajo la
forma de placas hexagonales. A este compuesto le llamo odxido por
que era aparentemente de hnaturaleza anfoterica Cpropiadad
presentada por muchos dxidos metdlicosd, y puesto que este
provenia de materia acumulada en la vejiga decidid llamarlo “oxido
cistico®”. Esta substancia cuando arde produce una fiama® azul ada Yy
desprende un olor desagradable, no obstante este fendmenoc, que fud
cuidadosamente registrado por Wollaston, no hiso mencion a una
posible presencia de sulfuro. El compueste fud analizado por
Thaulow en el laboratorio de Liebig obteniendo resultados a partir
de los cuales fué decucida la siguiente fdrmula CoH,q NaOyS,. EL
nombre de cistina en vez de déxido cistico, ya habia sido
introducido por Berzelius en 1833,

Asimismo, por otro lado Kulz en 1890 reportd el
alslamiento de un precipitado blanco a partir de fibra cruda y
pincreas desmenuzado, el cual parecia ser cistina. El material de
Kuiz, probablemente no estaba completamente puro. pues reportd una
rotacién de valores de menos de 142°. Mauthner, quien fusd el
primero en medir la rotacidén dptica de la L-cistina, reportd en
1882 a una rotacidn especifica valuada a 20° de -205.88%n
solucidn de dcido clorhidrico.

En 1895 Suter empled una reaccidn, la cual fué de mucha utilidad
en la deteccidn de la cistina en las prote{nas hidrolizadas. En
esta reaccidn todo el nitrdgenc se transforma a amoniaco, por la
accidén de un dlcali caliente sobre la cistina, mentras que el
azufre aparece como un Pprecipitade negro de sulfuro, cuando el
tratamiento alcalino es conducide en presencia de <salaes de
acetato, Fué Morner quien finalmente aisld en 1899 la L-cistina de
hojas de cuerno hidrdlizadas en HClL por una técnica combinada de
la metodolegia de Millon para la separacidén de la tirosina bajo
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enfriamiento, seguida por una precipitacidén de cistina pura en
acidificacidn del l{quido nativo con dcido acdtico. La cistina asi
obtenida estaba libre de tirosina y ésto proporciond valores
analiticos correctos.
Morner fue quien didé por asentada la existencia de modificaciones
estereocisémericas de la cistina, al observar diferentes valores de
rotacidén dptica en sendas muestras de cistina obtenidas con
diferentes condiciones hidroliticas Baumann algunos afies antes, en
1884, obtiene compuestos facilmente oxidables al tratar la cistina
con estaio Yy acido clorhidrico, éstos cempuest os tenian
aproximadamente la misma composicidn elemental, pero propiedades
muy diferentes. Baumann formuld la reaccidn oxidacion-reduccion,
con la excepcidn de que designd errdéneamente e€sta reaccidn entre
clistina y lo que él nombré “cisteina™.

CHZCCNHR) CCODHY SSCCOORICNH > CeH, F22¥ S5 2 cHyce NHd Ccoomd cSHD

OXIDA
Cistina Cisteina
Cde acuerde a Baumann) Cde acuerdo a Baumann)

Resultaba claro que para cuando Morner ailsid la cistina,
sS4 estructura no era aun del todo comprendida.
La certeza de que tanto el nitrdgeno como sl azufre se encontraban
en el carbono « fudé cambiado por primera vez por Neuberg en 1902 y
no fueé sino un afio mis tarde que Friedmann establecid en forma mas
definida és(.a posibilidad por medic de la siguientes series de
reacciones*®:
Clstlna + HCl concen(,rado + NaNO ke X -1 d!.clorcdltiopropenoico———-
------ ® dc.tioldctico~~22--4 dc. *ditioclietico

Reacciones analf{ticas especificas

Un gran numerco de procedimientos gravimetricos,
colorimétricos Y titulometricos son utilizades durante la
determinacidén de cistina a cisteina. Tales procedimientos dependen
en parte de :

a).- la capacidad de los grupos disulfuro de la cistina para
exparimentar un desproporcionade desdoblaminete con metales
pesados y con ciertos agentes quimicos.

b).~ la marcada labilidad del azufre de la cistina y la
cisteina hacia dlcalis e hidrazina.

€).- las reacciones de oxido-reduccidn en que el grupo
sulfhidrilo de la cistefna puede participar,

dd).~ la propiedad que tiene el grupo sulfhidrilo para formar
colores conjugados con varios reactives y que pueden ser estimados
por métodos colorimétricos o espectrofotométricos ; la titulacidn
del grupo sulfhidrilo puede llevarse a cabo a traves de la
aplicacidn de métodos yodométricos, acidimetricos y
electrométricos?
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2.2 METIONINA

METIONINA

Nombres quimicos
o=ami no~y~dcido metiltiolbutirice
a-amino-y-4cido metflmercaptobutirico
2-amino-4-~dcido metiltlobutandico:

Nombres triviales

Metiona
Meanina

Férmula empirica

CgHy ONS ; € 40.25%, H o'zl 45%, N e 0K, s atldex.

Peso molécular

149. 22

Estructura y dostgnaéién de este

e CO.H
GOaH g%
NHy~C-H A4 F H=-C=NHg
CCHydy : ‘ ST TeCHp Y,
SCHy SCHy
L-Metionina D-Metionina

Historia y aislamiento de fuentes naturales

Aunque la metionina fue descubierta por Mueller en 1922,
podria decirse que la historia de éste amincdcido comenzd a la par
del descubrimiento de la «cistina, en 1847. En 1848 cuando
Fleitmann., trabajando en el laboratorio de Liebig descubricé la
labilidad alcalina de la cistina; encontrd que ademas del dcido
sulfhidrico y el amoniaco, se producia un precipitado negre debido
a la presencta de un grupo sulfuro., Este mismo precipitado se
encuentra en la hidrdlisis alcalina de las proteinas, perc en la
época de Morner (1899), fue atribuida definitivamente a la
presencia de cistina. No fue, sin embargo hasta 1902, cuando T.B.
Osborne utilizd una tdcnica basada en aspectos cuantitatives, del
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cual emergid un cuadro de 1la distribucidén de sulfure en las
proteinas. Osborne determind dos cantlidades para sus proteinas
altamente purificadas : El azufre total , y lo que el llamd
“azufre libre™ . Para la determinacidn de este ultimo utilizd el
método de Schulz . Los resultadeos a los que llegd Osborne lo
tenfan confundide , pues la cantidad total de azufre en 13
proteina no era labil ante un medioc alcalino, -medio sigle antes
Fleitmann habf{a observado el mismo fendmeno-. Osborne hiso la
suposicidn natural de que la aceidn de un medie alcalino en el
componente cistina de las preteinas no era cuantitative . De los
resultados de Osborne se encontré una forma de azufre
organicamente libre, aparte del derivadeo do la cistina. en las

proteinas, pero durante mucho tiempe esta interferencia fue
ignorada o subestimada.
En 1921 , Mueller noté que en las hidrdlisis acidas de proteinas

se encontraba una substancia la cual parecia ser esencial en el
crecimiente de distintas bacterias ; penso en primera instancia en
los amincacidos conocidos hasta entonces :  citina, tirosina,
triptofano e histidina, pero  dascartd esta posibilidad al
experimentar con ellas. Sin embargo, Mueller al utilizar sulfato
de mercurio como precipitante, obtuve un precipitade de azufre .
el cual definitivamente no era cistina o cisteina (una reaccidn

nitroprusida negativad, por lo que decidia estudiar ést a
observacion. Al afio siguiente anuncicd el descubrimiento de un
nuevo sulfuro—aminodcido, utilizando la férmul a empirica

C) HaySNp Oy .+ considerdndolo como un nueve aminoicide. El azufre
mostr ser completamente inerte a un medio alcalino callente.
Trabajos posteriores definieron que los cristales erdn una mezcla
de ) ¥-3 que finalmente fue llamado “Met fonina, Junto con
fenilalanina . Posteriormente el nuevo compueste fue purificade
por Mueller obteniendo asi{ una nueva f{érmula empirica definitiva
CSHH SNOZ , con rotarcidn dptica a 20° de -7.27 en agua.‘u

Reacciones analiticas especificas

Diversos metodos titulometrices y colorimétrices
posibles para la determinacidén y deteccidn de metionina . cuando
se encuentra en una mezcla con otros aminodcidos. De los métodos
de determinacidn se pueden citar los skguientes:

a). -~ la determinacion cuantitativa de los productos obtenidos
de la degradacidn de metionina por demetilacidn reductiva con
dcido hidroyddico., por la accidn oxidativa de la ninhidrina.

b). - la estimacidn directa del aminocacido por titulacidn con
yodo © después de la oxidacidn con peroxide de hidrdégeno.

c).- la identificacidn de metionina sobre F‘apel después de su
separacién cromatografica de otros amincacidos. '’

son
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s 0 DETERMINAGION DE AMINOACIDOS MEDIANTE UN AUTOANALIZADOR DE
AMINOACIDOS

La determinacién cuantitativa de los aminoidcidos de una
proteina a menudo es de primordial importancia, ya que el anadlisis
de amincdcldos nos puede prover de evidencias de la pureza de una
proteina al ser preparada o aislada ; y ayuda a conocer la
cantidad y la variedad de los aminoidcidos presentes en ella. El
andlisis de aminodcidos es uno de los primeros pasos en la
elucidacidn de la estructura quimica de la moleécula de una
protefna. Conocer la composicidn de la proteina es necesariamente
una guia antes de comenzar el analisis estructural. En particular,
la presencia o ausencia de ciertos aminoacides C(como cistipa,
clsteina y triptofann 3, influye decisivamente en la
aproximacidén del estudio estructural., El andlisis cuantitativo de
los aminocadcidos es usualmente esencial cuande los result ados
al ser obtenidos en la elucidacian da la secuencia de
residucs de aminnacidos en péle;ﬂsos aislados por fragmentacion de
la proteina madre , son ambiguos.

Estudios en 1a naturaleza de las alteracicnes conducldas
por tratamientos quimicos de una proteina pueden ser seguidos en
todo momento por un analisis de amincacidos. (Un ejemplo de 1o
descrito anteriormente son los intentos fque se llevan a cabo para

modificar los llamades “sitios actives™" de una enzima mediante el
uso de reactivos selectivos,
Los ejemplos anter{ormente descritos dan una idea de la

importancia y conveniencia de llevar a cabo un anadlisis dw
aminoacidos con rapidez y una confiable exactitud. La factlidad
del andlisis incrementa en forma significativa »l estudic de
pequefios peéptides cuando se trata de definir en forma precisa la
composicldn de una preLe(naf

En la actualidad el usoe  de i1a cromatografia de
intercambio idnico con resinas especificas (resinas de
poliestireno ‘sulfonadas), en columnas acopladas a bombas
especiales que mantienen el flujo constante, asi como dispositivos
electromecinicos automiticos, han permitido el desarrollo de los
llamados autoanalizadores de aminoacidos que realizan el andlisis
de los aminocdcidos preseptes en una proteina con increible rapidez
y una adecuada exactitud!

-

5.1 CROMATOORAFIA DE INTERCAMBIO IONICO.

Cromatograf{a es un término general aplicade a una gran
variedad de técnicas de separacidn que se basan en la particidn de
la muestra por medio de una fase mévil, que puede ser un gas © un
liquido, ¥y una fase eostacionaria, que puede ser un liquido © un
sélido. El descubrimiente de la eromatografia generalmente se le
acredita a Tswett, que en 1903 describid en sus trabajos el uso
de una columna para separar los pigmentos verdes en hojas. El
término “cromatograf{a* fue denotado por Tswett para describir las
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2Zohas coloreadas médviles bajas de la comlumna. Por este tiempa el
D.T. Day uso la cromatografia para la separacidn de
fraccimnes de petréleo, pero fue Tswett quien primeramente
reconncid e interpretd el proceso de cromatografia.

La cromatografia de intercambio 1dnico es un proceso
mediante el cual se lleva a cabo un intercambio entre idnes en
solucidn y una base sdlida insoluble que se carga al contacto con

esta solucidn . La fase solida que interviens en el intercambic
idénico la constituyen generalmente resinas que  pusden ser
naturales o artificiales , y poseen carga que al {(nteracciopar con
las lénes de la fase liquida son retenidas por estas. Por

consiguiente se puedes decir que existen dos tipos de intercambio
iénico : El intercambio catidnico y el intercambio anidnieo.

Un procesn de (ntercambio cationico es’ilustrado para el sigulente
equilibrio.

X RSOHT « MY T crsogy, MY+ ¥ H
s6lido solueidn sclido solucion

Donde M** representa un cation. y R. una parte::de::la
-molécula de la resina. : :

Un proceso andlogo. que envuelve ‘un lntsrcamblc ansén
tipico puede representarse de la stguxenLe manera

XRNCCHgdy OH™ + A o——— cnuccuaua ’x AT e X oHT
sélido solucidn © Usélide i soludtdn -
Donde A™” es un anidn .

La cantidad de {iones atrapados por. la . resina. ésta
determinada por =l contenido del slectrolito de la solucidn que
Se encuentra en contacto con la resina. Por ejemplo, si una resina
sulfdénica es tratada con una seolucidn de cléruro de sodio, 1la
reaccidn de intercambio serdi la siguiente :

+

RSO})* + MNa® Pso}a‘ 4+ H

Donde R de nuevo representa una unidad de la molécula de
la resina. Si la concentracidn de sal es alta, toda' la resina es
convertida a su forma sdédica. T
Similarmente, si en un intercambio anidnico 1la resina es ‘tratada
con cloruro de sodio concentrado, la reaccidn. . L

PNCCH 3 TpH™ + €17 V=== pNcCeH 2T,

Es gradualmente faverecida, y la forma. de clcruro d
predomina. e
Cuando una unidad funcional de J.a resina es B
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una reaccién de intercambioc con ldnes polivalentes, como cuando
una resina sulfdénica dcida es tratada con idnes calcio, el
equilibrio puede ser expresado de la sigulente forma.

CRSOzH"Y, + Catt T crso3rc3t + 2 W'

En el caso especifico de andlisis de amincdcidos por
medio de un preocesce de cromatografia de intercambio catidnico, la
resina tiene carga negativa y el aminodcido es adicionado con un
pH bajo, por lo que se encontrarin cargadeos positivamente. Las
condiciones en la columna seran preparadas de tal manera que se
formen un gradiente de pH, temperatura y fuerza idnica contrario a
los idnes.

Estas modificaclones inducen a que los aminodcidos alcancen su
punto isceléctrico y es en este momento en que los aminodcidos
no interaccionan con la resina de la columna y eluyen fuera de
eésta.

El punto ilsceléctrico es definido como el pH al cual todas las
molédculas en solucidn carecen de carga neta, © su carga neta es
igual a cero. El punto iscelédctrico de un aminodcido es funcidn de
los valores de pH de todos sus grupos ionizables. CEn el incisoc
1.3 de la unidad I . se han dado referencias ya con respecto al
punto isceldctricod.

El proceso de intercambio iénico puede representarse de la
siguiente formal®

MATRIX=SO Na® + H'JN-CH-COOHT—= MATRIX-SO Jl'Ji-CH-COOH + Na*

3,2 ELEMENTOR ISENCIALES DE UN AUTOANALIZADOR DK AMINCACIDOR.

Los elementos esenciales de un analizador de aminoacidos
se pueden observar en la figura III. La muestra conteniendo una
mezcla de aminocidcidos es colocada en un autolinyector, el cual lo
carga sobre una columna que contiene una resina de intercambio
catidnico. Los buffers, de diferente pH y fuerza iénica, son
impulzados por bombas especiales a través de la columna para
separar los diversos aminodcidos. La temperatura de la columna es
controlada con precisidn, este requisito es necesario para tener
una separacidn eficiente.

El eluyente de la columna es mezclado con el reactivo ninhidrina,
esta mezcla pasa a través de un bafio de aceite a alta temperatura.
En el baflo de reaccidn, 1la ninhidrina se combina con los
aminodcidos presentes en la solucién eluyente para formar
compuestos coloridos. La cantidad de estos compuesto colorido

es directamente proporcional a la cantidad de amincdcidos
del eluyente.
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Después de salir del bafio de reaccidn la mezcla
eluyyente-ninhidrina es alimentada a un fotdcolerimetro , donde
la cantidad de cada compuesto colorido es determinado por la
medida de la absorcidn de luz a dos longitudes de onda, 570 y
440nm.

El fotdémetro tiene una terminal, la cual estd conectada a dos
canales de un registrador, un canal para una longitud de onda de
870nm y el otro canal para 440nm. La concentr-~ci4n de aminodcidos
os registrada en una serie de picos. El tiempo do retencidn de los
plcos en la carta identifica a cada aminodcido; el 4drea bajo 1la
curva indica la cantidad de aminodcido presente. Mientras el
andlisis de aminodcidos es wun Linstrumente comparative, una
calibracidén del mismo debe ser desempefada antes de comenzar
una serie de andlisis introduciendo un estandar interno junto con
la muestra para propdsitos de comparacidn.

Despuds del andlisis de cada muestra, la columna es regenerada por
la adicidn a esta de una base fuerte por medic de bombas, seguida
por un buffer de regeneracidn , que permiten que la columna osteé
lista para el proximo andlisis.

| SELECTOR DE nurn;‘—————l BUFFERS ‘l

LTIA“I‘A OE AMONIACO l AEACTIVOS FARA DESA
AROLLO DK __COLOR,

[ wouna | mous

l AUTOINVECTOR l

Lcol.uum\ ANALITICA Iv-————l PIKZA VT utchAnonAl

CAMARA DE NEACCION l

t
FIGURA 3. Elementos esenciales.de un autoanalizador de amincdcidoes

a3 ESTRUCTURA JENERAL  DE LA RESINA DE UN AUTOANALIZADOR o
AMINOACIDOS

Las resinas utilizadas en los modernos analizadores de
aminodclidos consisten en microesferas de poliestirenc: .  Las

a0



cadenas de poliestirenc son entrelazadas por la adicién de grupos
de diviniibenceno CDVBY y son sulfonatadas para darle una carga
negativa.

Las bases de poliestireno en las resinas de intercambio
idénico estdn hechas por copolimerizacidn de estireno Y

divinilbencenc <DvBd ., La estructura de la resina puede
representarse como se muestra en la figura < 4 . 51 el
di{vinilbenceno no  estuviera presente, las cadenas de

poliestireno se liberarfan y disolverian.

Estos materiales entrelazados son demasiade blandos para
resistiir las fuerzas de viscosidad generadas por la fuerza del
buffer a traves de la columna. Cuando el DVB es adicionado al
estirena, los dos grupos funcionales reacclionan para entrelazar
simultineamente las dos cadenas de poliestireno. Esto hace mas
rigida a la cadena. Usualmente la rigidez o fuerza mecanica de la
resina se da en terminos de cantidad de DVB presente en ella.

La experiencia indica que el DVB contenido en las
resinas de poliestireno deberfa de ser del 4% y preferentemente
del 8%. Algunas manufacturas incluyen el porcentaje de DVB en las

especificaciones de la resina. Por ejemplo , con *Durum AD-X4F",
la X4 se refiere a un 4% DVR. En general, a medida que el
porcentaje de DVB se incrementa, la porosidad de la resina
decrece.

La selectividad de la base de poliestireno de la resina
de intercambio idnico, semejante a Durum DA-XBF., es: HSO3
> €Clog > NOg > Br > CNT > HSOZ > NOZ > C1T > HCOZ > HCoo™ > OAc
oH” > F~ . Otras resinas de intercambio anidnico pueden taner
diferente selectividad.

Qtros pardmetros variables importantes utilizados en las
resinas para andlisis de aminoacidos son el tamafio de particula y
grado de sulfonacidén de la resina , los cuales nos dan la
capacidad que t{ene la resina para intercambiar muestral?

3 (3 2 1 [ 2
— so: \so:
2 2 2 e
- go” ~so_
L} s
! |
2

' t 2 )
L TA @“* ©\s°;

FIGURA 4. Estructura general de la resina de un autoanalizador de
aminoicides
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8.4 SISTEMA DE DETECCION.

Los dos tipos mids comunes de sistemas de deteccidn
utilizados en el anilisis de aminoicidos son:
a) deteccidn mediante ninhidrina
b) deteccidén mediante fluocrescencia

Los dos sistemas difieren en la sensibilidad de 1la
detecclidn,pues la deteccidn por fluorescencia es mas sensitiva que
la deteccidn mediante ninhidrina, perc su inconveniente radica en
no ser sensible a los iminocadcides. El reactivo de deteccidn es
mezclado con el eluyente de la columna , y la mezcla pasa a traves
de un fluorémetro o un fotdmetro , el cual analiza la cantidad de
aminodcidos presentes en la muestra.

NINHIDRINA:

La reaccidn de ninhidrina Chidrato de hidrantinad con un

aminodcido y con iminodcidos se muestra en la figura S . La
ninhidrina es un fuerte agente oxidante y produce la determinacidn
oxidativa del grupo a-amine , liberando amoniaco, monoxido de
carbone y aldeh{do con cadenas pequeifas de Atomos de carbono,
ademas de una forma reducida de ninhidrina~hidridantina.
El amonlaco, a la sazdén reaceciona con la hidridantina y una
molécula de ninhidrina para producir una substancia color purpura
conccida como ptrpura de Ruhemann., Esta substancia purpura tiene
una absorbancia miaxima alrededor de los 570 nm , y es proporcional
2 la cantidad de grupos a-amino presentes en la muestra.

Es importante que la hidridantina esteé presente en la
deteccidén para prevenir la reaccidn de la ninhidrina con los
iminodcidos . Esta hidridantina reduce la cantidad de purpura de
Ruhemann formada en la reaccidn con los iminodcldes , que no
poseen grupos o-amino libres. El producto es un compuesto amarillo
brillante que es monitoreado a 440 nm. La medicidn a cualquier
longitud de onda por debajo de 440 nm puede dar una alta
respuesta , pero una parte significativa de esta respuesta puede
ser debida a la absorbancia de un compuesto ninhidrina positivo
falso y por tanto la cuantificacidn de la cantidad de iminocicidos
presentes en la muestra no resulta la correctal

3 -]
M1 4 NHz CHR-cood l
on| T NHZCHR-COOH — +REHO+ €Oy
1l i
o °

2
NINHIDRINA  AMINCACIDO  PURPURA DE RUHEMANNS
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FIGURA 5. Reaccidn de la ninhidrina con los amincacidos e
iminodcidos®*

Para poder ser analizada la cantidad de color purpura de
Ruhemann formada al reaccionar la ninhidrina con los
aminocdcidos.la muestra es pasada a traves de un sspectrofotdmetro,
el cual tiene como principio tedrico de su funcionamiente la ley
de Lambert-Beer . que define la relacidn entre la absorvancia o
transmitancia Yy la concentracidn molar, estas realaciones se
encuentran dadas por las sigulientes funciones

Io. 100 .
A= Logio(z—) = lcglOC—T—.‘l u Ecb

Donde :

A = absorbancia

T = transmitancia

Io = {ntensidad de la luz incidente

I = intensidad de la luz transmitida

E = absorvancia meclar (dm /mol ¢cmd

e = concentracidn molar Cmol-dm™

b = trayectoria Cemd

La ley de Lambert-Beer es una relacidn lineal entre la

concentracidn y la absorbancia . En el andlisis de iminocdcides la
relacidén es valida solamente para 1.8 unidades de absorbancia
aprosximadamente . Dicha aproximacion de 1.8 unidades _de

absorbancia se ve mermada al utilizar fotdmetros que tienen por
principio la dosviacién-en el rayo de luz incidente, ya que causan
errores significativos?®
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IV PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La técnica utilizada druante el procedimiento
experimental se muestra en el diagrama de trabajo. Las muestras,
seleccionadas de acuerdo a sSu contenido proteina fuerdn
analizadas por dos técnicas diferentes. Una muestra de los
alimentos fueé oxidada con dcldo perfdérmico seguida de una
hidrélisis corta CATTC) con dcido clorhidrico 6N, y posteriormente
se determind el producto de ia hidrdlisis mediante un
autmanalizador de aminodcidos. A otra muestira del mismo alimento
se le aplicd una hidrdlisis costa (ATTC) directa sin oxidacion, y
posteriormente se procedioc a determinar amincdcidos azufrados en
la muestra por el mismo método antes descrito.

1.0 DIAGRAMA DK TRABAJO

MUESTRA
uIDROLISIS OXIDACION
tATTCH (deido  perférmico)
wes®cre b, HOL o
CUANTIFICACION DE PROTEINA OXIDADA
METIONINA Y CISTINA
HIDROLISIS
taTTC)
aes®creh 4 HCGL o™
TOTAL DE AZUFRADOS CUANTIF*CAC!ON DE

SULFONA DE METIONI-
NA Y AC. CISTEICO

EQUIVALENTES DE ME-

TIONINA Y CISTINA

TOTAL DE AZUFRADOS
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{1,141 MUESTRAS

Las muestras de experimentacidn fueron seleccionadas al
azar, tomando en cuenta el contenido de protefna presente en
ellas, osto se hizo para tener variedad en las muestras.

Con dstas muestras se formardn tres grupos que se clasificardn de
la siguiente manera:

Grupe I: muestras con alto contenido de proteina (>85%.

Grupo II: muestras con contenido intermedio de proteina
C25~65%) .

Grupo IIl: muestras con bajo contenido de protefina C<185%
y alto contenido de carbohidratos.

De acuerdo a cada grupo las muestras son las siguientes:
Grupe I: Alslados Proteinicos

MUESTRA % PROTEINA
Caseina 91.10
Lisozima 8, 00
Gelatina o8. 33

Grupo II: Concentrados Proteinicos

Huevo desengrasado 681.30
Proteina de ajonjoli 59.87
Harina de soya desengrasada 48. 45

Grupe III: Harinas de cereales procesados

Harina de trigo 11.44
Harina de arroz Q.01
Harina de maf{z nixtamalizado .80

Las muestras se molieron finamente., de tal manera que
pasardn por una malla de 0.8 mm y se z:olocaron on envases
herméticos para su subSecuente andlisis. -

1.2 OXIDACION

Esta metodologia propuesta ‘, inici alni.n‘t.p, ‘por. Moore ' en
1863, tiene por objetivo la ox_tdacién minocdcidos azufrados
presentes en la muestra. Hn

Material :

Tubos de cultive e tapd o baquelita |y cublerta de




tefldn.

Balanza analitica Mettler
Agltador magnético

Bafio de hielo
Refrigerador

Rotavapor Buchi modelo R

Reactivos

Acido fdérmico al 88%
Fenol Cdcido fénicod
Perdxido de hidrdégeno al 30%

Preparacidn del dcido Perfdérmico :

A un total de 0.5 ml de perdxido de hidrdgens al 30% se
le adicicona 4.4 ml de dcido fdrmico al B8% y 25 mg de fenol . La
mezcla es homogenizada por medic de un agitador magneético, dentro
de un bafic de hielo durante 30 minutos e inmediatamente utilizada
en la oxidacidn de la muestra.

Técnica :

Dentro del tubo de cultive se pesan las muestras
correspondiente al peso de S0 mg de proteina cruda y se adicionan
8 mi de dcido perfdrmice recien preparado, se coloca ésta mezcla
en el recipiente con el hielo y se procede a homogenizar con ayuda
de un aglitador magnético a 200 rpm., por espacio de 15 minutos.

La muestra se coloca dentro del refrigerador a una temperatura de
o°¢c durante 168 horas, pasado este tiempo se neutraliza el 4deido
perférmico remanente adicionando aproximadamente 0.85 g de
bisulfito de sodio y se coloca la mezcla en agitacidn durante 1S
minutos. Finalmente a la muestra oxidada se le elimina el exceso
de dcido perférmico que pudo haber quedado sin neu’.rallzar. por
medio de un rotavapor a una temperatura constante de 60- 65°¢.

Después del procedimiento anterjormente descrito, se somete a la
muestra a una hidrdlisis similar a la de las muestras no oxidadas,

1.8 HIDROLISIS

En ésta parte del procedimiento se llevd a cabo una
hidrélisis 4dcida corta Caumento de temperatura , tiempo corteo)
CATTC). Esta hidrdélisis corta fue propuesta inicialmente por
Kaiser y colaboradores en 1974, y tiene por objetive la proteccidn
de metionina presente en la muestra.

Material

Tubos de cultivo c-tapdn de baquelita teflonada
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Digestor Tecator modelo 20-/40
Rotavapor Buchi modelo R

Reactivos : 5,

HCL &N
HCL O.1N
Nitrégeno de alta pureza

Técnica

Dentro del tubo de cultivo se pesa.la muestra equivalente
a2 S50 mg de prote{na cruda y se mezcla con la ‘cantidad -de HCL 6N
necesaria para su hidrdélisis completa. Lo anterior se determina de
acuerdo a las siguientes relaciones: .

~ 50 % 100 .= 4 % {00
2 ————20 S .
C13 “p

A = Cantidad de muestra en mg
B = Cantidad de HCl 6N
%P = Porcentaje de proteina en la muestra

Una vez colocada la mezecla de muestira y dcido en el tubo
de hidrdlisis, se le insufla nitrdégenc y se coloca dentro del
digestor a reflgjo por un lapse de 4 hs. a una temperatura
constante de 145 C.

1. 4 CUANTIFICACION

Material :

Papel filtro Watman del numero i

Membrana Milipore 1PG HVLP 047 00

Potenciometro Corning con electrodo de c¢ombinacidén
Autoanal i zador de aminodcidos LKB 4151 ALPHA PLUS
Agltador magnélico

Micropipeta Gilmson de 100 microlitros de capacidad

Reactivos

Norleucina 2.5 micromoles/ml

HCl O.1N

NaOH BN

Agua desionizada M :
Buffer de citrato de sodio @M, pH 2.2 Cbiffer de carga)
Buffer de fosfatos de pH 4
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Estandar de aminodcidos de 2.8 micromoles de c~ u de los
aminodcidos por mililitro de solucidn (Sigmad

Aclido cistefco (Sigmad

Mstionina sulfonada (Sigmad

Preparacidn del estandar de Norleucina
8 Un total de 32.8 mg de norleucina se pesan dentro de wun
matraz aforado de 100 ml. La norleucina se disuelve adiciondndole

"HC10.1N 'y se lleva al aforo con ol mismo acido. Cada mililitro de
esta ‘solucidn contiene 2.5 micromoles de norleucina.

Condiciones controladas en el autocanalizador de
aminodcidog
. Las condiciones de funcionhamiento del autoanalizador de,
_aminodcidos, -asi como los programas utilizados durante el andlisis
de las muestras se dan a continuacidn:
Muestras sin oxidacidn :

Caracter{sticas de los biiffers

Buffer pH Mol aridad

Programa utilizado para el andlisis de muestras sin o)d_dar}f

paso temp ¢ tiempo LBaffers
de columna <min.D a: ‘4
1 58 4.0
2 58 0.0
3 55 1.0
[ is8 13.0
] 85 18.0
8. 88 4.0
7 85 6.0
8 55 18.0
se 55 8.0
10 58 1.0

Nin.= Ninhidrina




Condiciones de trabajo del autcanallzador

Buffer Nin
Flujo Cmlshd 35 25
Presion Cbard| 45 15

temperatura del bafio de rearcidn 135°C

Muestras con oxidacidn :

Caracteristicas de los Buffers

Buffer pH

Molaridad

Programa utlilizado parael andlisis

de muestras oxidadas:.

Paso temp C e tiempo
de columna <min.)

Buffers
e 3 4

]

8

OO0DNOAL WM

L i Btiffer * Nin
Flujo cmi hy | 28 25
Presidn Cbard| 45 15

Temperatura del bafio de reaccldn 135°C
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Técnica :

Una vez que la muestra ha sideo hidrdlizada, el contenide
hidrélizado del tubo se transvasa cuantitativamente a un matraz de
bola y ahi mismo se agrega S ml del estandar de norleucina.

Por medio del rotavapor se lleva a sequedad 2 veces, lavando el
residuo cada vez con agua caliente entre secada y secada, y a la
tercera lavada se concentra a un velumen menor de 25 mi Caprox. 10
ml), para despuds filtrarleo a traveés de papel filtro doble de poro
cerrado con ayuda de vacio, posteriormente se ajusta el pH a un
valor de 2.2 y finalmente se afora a &5 ml.

Del aforo anterior se toma wuna alicuota y se diluye al doble con
buffer de carga. Se filtra a traveés de una membrana millipore y se
inyecta una alicuota de 30 microlitros al autoanalizador.
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YV RESULTADOS Y DISCUSLION
1.0 OXIDACION

La metodologfa utilizada para la oxidacidon de las
muestras no presentd problemas para muestras con un contenido alto
- intermedic de proteina , en cambio para muestras con un
contenido bajo de protefna mostrd algunes jinconvenientes, débido
al alto nivel de carbohidrateos, éstos tendlerdn a gelificarse
impidiendo asi el contacto de la mezcla oxidante con la totalidad
de la muestra por oxidar. En estos casos se procedio a agregar
lentamente el Lcido perférmico a la muestra, de tal forma que la
humectase en su mayorfa, evitandose asi el apelmazamiente de la
muestra, en segulida se agregd la totalidad del acido, procediendo
a agitarse druante 20 minutos para lograr una mejor homogenizacion
La wutilizacidn de una mayor cantidad de dcideo performico para
corregir dste inconveniente no era aconsejable, ya que
posteriormente podrian existir problemas para eliminar el exceso
del 4dcide, ademds de que una cantidad mayor de dcido no
nocesariav;?nte implica una mayor recuperacién de aminoacidos
azufrados” , por lo cual ésto no se llevd a cabo,

1.4 CUANTIFICACION

Los cromatogramas tipicos obtenidos de un andlisis de
aminodcidos se muestran en las figuras Sy8, presentan los
resultados de la evaluacidn de metionina y cistina despues de una
hidrélisis directa, asi comoc déspues de una hidrolisis previa
oxidacidn.

El cuadro v muestra los resultados de las
determinaciones de metionina y cistina en los tres grupos de
muestras trabajadas , con ¥y sin previa oxidacidn a la hidrdlists.

Wi

— Syse
G W’

Figura 8. _ Aminograma de una muestra sin axidar.
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— Wal. Gulgoneda

> e de. JnTatn

———
Figura 8. Aminograma de una muestra previa oxidacion.

Como se puede observar, en los resultados tanto de metionina como
cistina con oxidacion , sdlo dos de sus valores son ligeramente
inferiores a los resultados de muestras sin oxidaclidn
Ccasef{na,lisozima y Huevo deseng. y H. de arroz respactivamente)
la lisozima en el analistis de la cistina, dio un valer muy

superior para la muestra sin oxidar que para la oxidada . Los
demds resultados muestran una mejoria en la cuantificacidn de los
aminodcidos azufrados, al ser oxidada ta muestra. Aunque en

principio los valores de recuperacidn de metionina y cistina en
muestras oxidadas fud satisfactorio, esto no implicaba la
exactitud y confiabilidad de la técnica empleada, por lo que
posteriormente se llevéd a cabo un andlisis estad(stico con éstos
resultados . Mostrande que aunque los valores para muestras
oxidadas eran mayores a los valores de muestras no oxddadas, no
existia diferencia significativa alguna en los valores de 1la
determinacidén de cistina, perc no as{ en los resultados de la
cuanti{ficacién de metionina , los cuales si presentabin diferencia
significativa entre las tecnicas sin y con oxidacidn,

CUADRD IV Contenido de metionina y cistina en muestras con y sin

oxidacidn
MUESTRAS METIONINA (mg-gN} CISTINA (mg- gNy
Bsoxidacidn |croxidaerdn Ssoxidacidn Croxidacidn
lcaseina 136. 4 134.¢ 226 2.4
Lisozima 84.8 0.9 B¢0.2 as3q.0
Oetating 26.5 44.8 o o
Huevo deseng. 1122 182.8 ug. ¥ 1947.2:
Harina de soya Ys.5 go.4 11204 atr?.a
prot de ajonjoli 119.8 4994 80.2 ti1l.5
Marina de trigo 3.3 8s.0 435.5 173.2
Marina de arroz srio ti0.0 119.8 lr0.0:-
Maiz nixtamali. £3.3 v78.0 10%7.9 1553
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El cuadro V muestra los valores obtenidos durante el
desarrollo experimental de muestras sin oxidacidn, comparados
contra valores registrades en la bibliogratia. Como  puede
observarse se encuentran valores experimentales como los de harina
de soya, proteina de ajonjoli y harina de trigo, que difieren poco
del rango establecido en los valores bibliogrificos reportados
hasta la fecha, sin embargo en éste mismo cuadro se encuentra un
valor de huevo desengrasado experimental ligeramente superior en
comparacidn con su valor bibliografico, pero debido a que los
alimentos son materiales bWldgicos complejos, se piensa que un
rango puede ser aconsejable y nque el material ocupado es una
variedad con un alto contenido en iste aminoacido.

CUADRO V Contenido de aminodcidos azufrzdos

experimentales
comparados cen datos bibliogrdficos

MUESTRA “ET!O?‘INA“ CIATINA a MET!ONINAb dlﬂ‘l’iNA"
mgsgH mgrgN mgogN mg sgH

caneina 1326 73 Y1-156 85
i owmimm 84 840 /09 356"
aslatina 26 0 q41-¢0 R-12
Huevo deseng. Ha 28 181-249 1t 3-189
Horina de msoya 48 Ha 53-114 51-114
prot. de ajonjoli ns 80 119-249 £8-144
Harina de trigo 4y a6 S4-1)3 F09 =136
itarina de arrox EY s £8-247 48-119
Maiz nixtamali. 63 108 53-115 38-300

promedio de las delerminaciones por duplicado

FAO contenido de aminodeidos y datos sobre las proteinas(19?7o}
datos sin oxidacidn previo

reasiduce

wece
nwu

1.4. 4 METIONINA

El contenido de metionina de los tres grupos de muestras
fué analizado despuds de una hidrdélisis corta CATTC) con HCl 8N y
una oxldacidén con dcido perfdérmico, comno tambidn despuds de una
hidrdélisis corta directa bajo una atmdsfera de nirtdégeno. Cada
ejemplo fué analizade por el mismo meétodo y en las mismas
condicones de trabajo y el porcentaje de recuperacidn C(%UP) fué
calculado por la siguiente relacidn.

Metionina oxidada
%R = X 100
Metionina no oxidada

33



Los resultados individuales y %R de cada muestra se
presentan en 10s cuadros VI y VII, dende se observa que si existe
una mejor recuperacicn cuande se lleva a cabo una previa oxidacién
para proteceidn de la muestra. Sin embargo para confirmar lo
anterior se procedio a realizar un anallsis estadistico entre los
dos métodos Csin y con oxidacidnd, aplicando una prueba de "t*

apareada. Esta prneba nos indica que si existe diferencia
significativa (D) entre los metndos.Para el caso del andlisis
estadistico por grupos, tenemos el cuadro VII , que muestra

diferencia significativa entre muestras oxidadas y no oxidadas ,
en los grupes II y II1, pero no asi en el grupo I. El grupo I
Calto contenido de proteinad, es el que presenta el mas bajo vy
variante porcentaje promedin de recuperacicn (%R) de metionina
C118%), por ejemple caseina y lisozima dierdn un valor mayor en
muestras no oxidadas , de tal manpera que la variacion que presenta
dste grupe es lo que provecd dque no  hiubiese diferencia
significativa en ¢l. En muestras con un contenido intermedio de
proteina sSe presenta una recuperacidén buena Yy uniforme
metionina, pues tiene un %R de 167%, ésta  tendencia
recuperacidn se observa por igual en muestras con un
contenido de proteina Calto contenido de carbohidratos) con un
de 172,

Las muestras de caseina y lisozima que contienen un alte
porcentaje de proteina (91% y 88% respectivamented, no muestran
diferencia en la recuperacidén de metionina, cuando comparamos la
recuperacidn despudés de una hidrdlisis directa, contra la
recuperacidn despues de una hidrdlisis con oxidacidn previa (8% y
84% respectivamente)., Este resultado puede deverse a lo sigulente:
1) que la hidrélisis directa tanto de caseina como de lisozima, de
hecho da la mayor recuperacidn posible, 2) la metionina no se
separd completamente de la proteina madre, o 3> el procedimiento
de oxidacidn no se llevéd a cabo correctamente y quedd incompleta
la oxidacidn de meticnina. Una separacion incompleta de la
metionina de la proteina madre es posible., ya que por ser
muestras que necesitan poca cantidad de HCl para su hidrélisis, es
posible que al neutralizar el dcido perfdrmico de la oxidacidn, la
cantidad de bisulfito de scodio agregada fuese mayor de los
necesario y queddse bisulfito residual que influyera en la
hidrélisis de éstas muestras, al neutralizar parte del HCl que las
hidrolizaria. Esto solo puede suponerse pues la otra muestra del
misme grupe (gelatinad no sigue la tendencia de la caseina y la
lisozima.

Las muestras con un contenido intermedic y bajo de
proteina., muestran una recuperacion uniforme de metionina, sin
embarge el grupo 11 fusd el grupo de muestras dque presentardn menvs
problema al trabajar, ya que no mostraron gelificacidn como las
muestras del grupo III, ni requieren de poca cantidad de HCl para
su hidrdélisis como las del grupe L.

Se ha reportado que, una de las razones de pédrdida de
metionina durante la hidrélisis puede deberse a la presencia de
carbohidratos en la muestra como lo seffiala Spindler en su andlisis
de los trabajos de Smith et al., 1865 ; Hoppe , 1871 ; Robel
1973 , sin embargo existen trabajos grie concluyen que para obtener
una buena recuperacicn de metionina en muestras ricas an
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carbohidratos, es necesaria upa oxidacidn con adcido perfarmico
antes de hidrélizar la protefina®. .

Los resultados presentados en los cuadros V y VI, confirmaron que
para la mixima recuperacidén de metionina es necesario oxidarla a
sulfena y posteriormente utilizar una hidrdlisis corta CATTC) para
su liberacidn de la proteina madre.

CUADRO VI Resultados del porcentaje de recuperacidn (%R) de
metionina, cistina y aminoacidos azufrados totales

aruro MUESTRA METIONINA CISTINA AZUFRADOS TOT
(MRY ANRY {NR)
Caseina o8 127 100
I Lisozima [T 27 L1
Gelatina 108 100 1690
Huevo deseng. 137 a7 104
194 Harina de soya 103 125 188
Prot. de ajonjoif 100 e 57
Harina de trigo 104 137 < 198
III Harina de arroz 184 [ ] 112
Maflz nisxtamali. 180 147 162
[Valor de "t calculada 9. 20 o, 80 o.18
Ko = 0,05 y gl = & wa INDY INDY
Promedic de recuperacidn 152 . 13 182
+ ESM s B 7.4 PN

@) = diferencia mignifieativa
(ND} = no diferencia
KSM = error estandar de la media

1.4.2 CIRTINA

Los resultados individuales y %R de cistina se muestran
en los cuadros IV y VI, Despuds de un tratamliento oxidativo e
hidrélisis se observa que las muestras tratadas de ésta forma no
presentan diferencla significativa alguna, comparindolas con
muestras sin oxidar. De la misma forma que para la metionina .se
utilizd una prueba de "t apareada para analizar las muestras.
Al no encontrarse diferencia significativa en los meétodos en forma

global, se procedid a analizar los metodos. pero ahora
desglosdndolos por grupos Ccuadro VID. Se encontrd que ninguno de
los tres grupos presenta diferencia significativa entre sus
resultados.
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Aunque la evaluacidn de la cistina no puede realizarse en
forma general C(por los wvalores variantes que presenta), si se
puede observar que en cada grupo existe una tendencia a
una mejor recuperacidn con una previa oxtdacidn.

En muestras co n un alto contenido de proteina . la
caseina presenta un %R de cistina de 127, de la misma forma en el
grupo de intermedio contenido de proteina la harina de soya y la
proteina de ajonjoli presentan un %R de 125 y 130 respectivamente.
El grupo de bajo contenido de proteina Ca excepcidn de la harina
de arroz) es el que presenta la mejor y mas uniforme tendencia
de recuperacidn Ccon un %R de 137 y 147 respectivamente).

La evaluacidn cromatogrifica de la cistina Ccomo dec.
cistefico), se dificulté débldo a que el 3dc. cistefco tiene un
tiempo de retencidn corte y salfa ridpidamente de la columna
anali{tica, de tal manera que en algunos cromatogramas salfa a la
par con respuestas ajenas a la deeste decido (Moore S. en 1062
encontré que residucs de agente reductor como el bisulfito de
sodlo pueden afectar la hidrélisis y también la determinacidn
cromatogrifica del dc. cistelco al neutralizar HCl de hidralisis y
formar compuestmos que tienen un tiempo de retencidn semejante al
del &c. cisteicod.

CUADRO VII Prueba de “t" apareada por grupos (a = 0.05 y gl = 8)

[oauro MUESTRA METIONINA CISTINA AZUFRADOS TOT.
e oy nyn . e «R
© < e
Casefina 0.10 us o.88 5 0.9 106
F Lisozima INDY M NDy  ESM <NDY oM
Gelatina +31.8 365 4oL
Hueve desengra. 4.090 107 1.72  tay 2. 00 149
.94 Harina de soya ®8) EsM (ND)  TEM (ND) £su
Prot.de ajonjol{ st 1 +269 Fag
Harina de trigo 3. 83 472 a. 48 124 2. 09 148
XII Harina de arroz DB ESM (ND)  ESM (ND) E8M
Maiz nixtamali. +23.0 $18.5 *i88

ESM = error estandar de la madia
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1. 2.9 AMINOACIDOS AZUFRADGS TOTALES

Un andlisis de aminnmdcidos azufrados totales, se lleve a
cabo opcionalmente y los valores de recuperacidn se pueden
observar en ol cuadro V . Los resultados observados para muestras
oxidadas no muestran diferencia significativa alguna, comparados
con los valores de los resultados de muestras que no fuerdn
oxidadas antes de la hidrdlisis. Un andlisis estadistico por
grupos, lampmeco muestra diferencia significativa alguna en estos
Ccuadro VII>.

Si nos remontamos a la discueldn de los resultadoes en la
cuantificacidn de cistina , encontraremes facilmente una respuesta
al por qué de los resultados del andlisis de azufrados totales,
pues como se pudo constatar anteriormente, los resultados de
recuperacidn de cistina no se pueden analizar en forma general,
debido a la gran varliacidén que presentan algunos de sus
valerss y como dstos no presentaron diferencia significativa
ni en forma global, ni por grupos. es posible suponer que sestos
resultados influyeron al momento de analizar estadisticamente el
total de aminoidcidos azufrados de la muestra.
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VI CONCLUSIONES

Los resultados demuestran que es posible la recuperacion
de metionina y cistina Cprincipalmente metioninad, mediante el uso
de una técnica que integre la hidrélisis corta (ATTC) con la
oxidacidn de la muestra con dcido perférmico.

Debido a que la recuperacidn de cistina solamente se pudc
observar- en forma individual en cada grupo, es hecesario que la
concentracién de bisulfi{to de sodie agregada, se encuentre en
cantidades adecuadas para que no tenga repercucion durante la
hidroélisis de la proteina Cprincipalmente en muestras que
necesitan poca cantidad de HCl para su hidrélisis).

Para lograr 1a maxima cuantificacion posible de metionina
en muestras con un alto contenido de protefna, no es necesario
oxidarla antes de la hidrélisis.

La bhidrdlisis corta CATTCY resultd de gran utilidad,
sobre todo en casos de andlisis de proteinas en los cuales se
requiera de una aceptable confiabilidad y una buena ganancia de
tiempo,

Este método para la determinacidn de aminodcidos
azufrados resulta adecuado para llevar a cabo la maxima
cuantificacién de metionina en muestras con un contenide
intermedio y bajo de protef{na, como soh concentrados
protéicos y harinas de cereales.
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