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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La cuantificacién de aminodcidos en alimentos por cromatografia de intercambio iGnico ha
sido utilizada como método de referencia: no obstante, requiere de mayor manipulacién en la
preparacién de las muestras, tiempos largos de andlisis y se ha reportado bajo repetibilidad en
el andlisis de aminodcidos en cereales y leguminosas. En general, las ventajas que proponen los
sisternas de andlisis por HPLC [mayor resolucidn. rapidez, facllidad y reproducibilidad en el
andlisis) han permitido el desarrolio de metodologlias alternas a la tradicional cromatografla de
intercambio iSnico. La polaridad de los aminodcidos y la ausencia de un croméforo en la
mayoria de ellos, ha obligado al desamollo de diversas reacciones quimicas selectivas que
permitan la tormacién de derivados capaces de ser resueltos en columnas no polares y el uso
de sistemas de deteccidn por fluorescencio o luz ultravioleta (UBV). El reactivo é~-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC]) permite la formaciédn selectiva de derivados de aminas
primarias y secundarias, los cuales pueden ser separados, detectados y cuantificados de modo
adecuado en un sistema de cromatografia de liquidos de fase reversa, utilizando un detector
de luz UV o un detector de fluorescencia. Generalmente, la principal fuente de error en el
andlisis es la hidrélisis de los enlaces amida que unen a los aminodacidos entre si. El método mas
comuUn considera el uso de HCI 6 N, a reflujo a 110° C durante 20 - 24 horas: el principal
inconveniente es la degradacion total de triptofano y la pérdida parcial de los aminodacidos
azufrados, sobre todo en muestras con porcentajes elevados de hidratos de carbono. Con la
finalidad de mejorar la precision y exactitud en el recobro de cada uno de los amino&cidos
después de la reaccidén de hidrdlisis. se han propuesto alternativas distintas. entre ellas: el uso de
tiempos mas cortos cuando se eleva la temperatura, hidrélisis empleaondo acidos orgdnicos o
hidrélisis con HCI en fase de vapor. En el presente frabajo se estudia la cuantificacién de
aminodcidos en cereales y leguminosas por HPLC de fase reversa después de hidrolizar el
material protelnico con HCI en fase de vapor y derivatizar los aminodcidos liberados con 6
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato, como una metodologia alterna al método

tradicional de cuantificacion.
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1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

v Validar un método para cuantificar aminodcidos en cereales y leguminosas por
HPLC de fase reversa, después de haber hidrolizado el material protelnico con HC!l en
fase de vapor y derivatizar los aminodcidos liberados con é-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato.

OBJETIVOS PARTICULARES
Establecer las condiciones apropiadas para la derivatizacién de aminodcidos, utilizando

é-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato (AQC).

Determinar las condiciones dptimas pora la separacién, Identificacién y cuantificaciéon
de los derivados de los aminodcidos, empleando HPLC de fase reversa.

Adaptar las condiciones de hidrélisis con HCl en fase de vapor para el andlisis de
amino&cidos en cereales y leguminosas.

Proponer una metodologia para la cuantificacidon de aminodcidos en cerecles y
leguminosas. empleando hidrélisis en fase de wvopor., derivatizacién con AQC y
cuantificacién por HPLC de fase reversa.

Evaluar la precisién, linealidad. sensibilidad. tolerancia y robustez del sistema de
cuantificacién de los derivados de los aminodcidos por HPLC.

Valorar la linealidad, exactitud. repetibilidad y especificidad del método de extraccién,
purificacién, derivatizacién y cuantificacién de aminodacidos por HPLC.

Estimar ta repetibilidad de la cuantificacién de aminodcidos con la metodologia
propuesta.

Cuantificar los aminodcidos del material proteinico de dos leguminosas y un cereal,
empleando un autoanalizador de aminodcidos para establecer la referencia de la

metodologia propuesta.

15




ANTECEDENTES

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

t &6



ANTECEDENTES

1. PROTEINAS Y AMINOACIDOS

1.1 Generalidades

Todos los tejidos vivos, tanto vegetales como animales, contienen proteinas, éstas difieren de las
grasas y los hidratos de carbono por el hecho de que contienen nitrégeno (16 % como
promedio). En el andlisis proximal, el calcule del contenido protefnico de un material dado, est&
fundamentado en la transformacion del nitrébgeno orgdanico de la muestra en amoniaco, el cual
después es destilado y cuantificado por titulacién; el contenido de proteina {proteina cruda) es
6.25 veces el contenido de nitrégeno.

Todas las proteinas estén constituidas por las mismas unidades bdsicas llamadas aminodacidos,
moléculas orgdanicas que cuentan con un grupo amino (-NHz) Y un grupo carboxilo {-COOH]). Se
reporta la existencia de al menos 300 aminodcidos en la naturaleza, de los cuaies sdlo 20
constituyen las unidades monoméricas de las protelnas (tabla 1}).

Los aminodacidos se unen entre sl, en protelnas o péptidos, por formacion de enlaces amida
entre el grupo amino de un aminodcido y e! grupo carboxilo del sigulente, con la consiguiente
eliminacién de una molécula de agua. Este enlace se conoce como enlace peptidico. Los
distintos aminod&cidos se van uniendo a partir del extrerno amino. en el sentido grupo amino >

grupo carboxilo.

La proporcibn de cada uno de los 20 aminodcidos, lo secuencia en que se encuentran
enlazados {estructura primaria). la formacién de puentes de hidrégeno dentro de una sola
cadena de ominodcidos (estructura secundaria). su acomodo tidimensional (estructura
terciaria) y la unién de dos o mds cadenas de aminodcidos {estructura cuaternaria) son los
factores determinantes que intervienen en el areglo. funciones y propiedades de ias proteinas;
estructurales (queratina. colageno, elastina, etc.), reguladoras (hormonas., enzimas,
neurotransmisores, etc.), transportadoras (albuomina, hemoglobina, mioglobina, etc.) y de
proteccién (inmunoglubulinas, factores de coagulacion, etc.) [1-4].
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Tabla 1. Nomenclatura trivial, simbolos de 1 y 3 letras y nombre sistemdatico de los 20
aminodcidos [5].

Nombre trivial 3iletras 1 lefra Nombre sisternéiico!-2

Alanina Ala A cido 2-aminopropancico
Arginina Arg R Acido 2-amino-5-guanidinopentancico
Asparagina Asn N Acido 2-amino-3-carbamilpropanocico
dacido Aspdrtico AsSp [»] . Acido 2-aminobutanodioico
Cisteina Cys C Acido 2-amino-3-mercaptopropanoico
Glutamina Gin Q Acido 2-amino-4-carbamiibutanoico
dacido Gilutédmico Glu E Acido 2-aminopentanocico
Glicina Gly G R Acido aminoetanocico
Histidina His H Acido 2-amino-3-( 1 H-imidazol-4-il} propanocico
Iscleucina ile 1 cido 2-amino-3-metilpentancico
Leucina teu L Acldq 2-amino-4-metilpentancico
Lisina Lys K R Acido 2.6-diaminchexanoico
Metionina Met M Acido 2-amino-4-{metiltio) butanoico
Fenilalanina Phe F Acido 2-amino-3-fenilpropancico
Prolina Pro P Acido pirrolidin-2-c arboxllico
Serina Ser S Agldo 2-amino-3-hidroxipropanoico
Treonina Thr T Acido 2-amino-3-hidroxibutanocico
Triptofano ™ w Acido 2-amino-3-(1H-indol-3-il) propanocico
Tirosina Tyr Y Acido 2-amino-3-(4-hidroxitenil} propanocico
valing val v Acido 2-amino-3-metil butanoico

! El nombre sistemdtico estd dado para los D, L o DL- aminodacidos
2 El nombre sistemdtico, referido a una situacién hipotética: grupos carboxilo no
disociados y grupos amino no protonados

1.2 Aminodcidos

Ademds de constituir proteinas. los aminodcidos, sus derivados y cadenas relativamente cortas
de aminodcidos llamadas péptidos, participan en funciones celulares de importancia: como
neurotransmisores, hormonas, antibiéticos sintetizados por algunos microorganismos, reguladores
de procesos biosintéticos y del desamrolio celular, etc.

Los aminodcidos que conforman a ias proteinas, cuentan con un grupo amino {-NHz2) y un
carboxilo (-COOH), como ambos se encuentran unidos al mismo aGtomo de carbono {carbono
adyacente al carbono del grupo carboxilo) se les llama alfa-aminodcidos.
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El carbono at que se encuenfran enlazados los grupos funcionales mencionados cuenta con
ofros dos sustituyentes distintos (figura 1): un Gtomo de hidrégeno y una cadena (grupo R)
acida, bdasica, aromdatica o alifatica. en funcidén del aminodcido de que se trate {con
excepcidn de glicina, en donde los dos sustituyentes son Gtomos de hidrégeno): esto les
confiere actividad éptica (rotar el plano de la luz polarizada a la zquierda Hevo- o a la derecha
~dextro rotatorios-). Aunque se reporta la presencia de aminoacidos levo o dextro rotatorios en
algunas proteinas, todos tienen la configuracién absoluta del L-gliceraldehido por lo que se les

conoce como L-alfa-aminodacidos {1,3.4].

g L E WE e

Alanina Valina Leucina soleucina Glicina
Tiresina Fenilalanina Triptofano Metionina  Cisteina
.’{g‘ Serina
Mpovcglno Glutamina Treonina E Prolina
Eé: "g Mg g‘fz' .-i\'ﬁ/m
Aspdartico Glutamico tsinao Arginina Histidina

Figura 1. Férmula estructural de los 20 aminodcidos proteinicos, establecida a pH<2 [3].
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1.3 Calidad de proteina
1.3.1 Proteinas y aminodcidos en la alimentaciéon.

Los protelnas ingeridas en la dieta, al ser degradadas por las enzimas de los jugos digestivos,
permiten Gque los aminodcidos liberados sean absorbidos por el organismo, donde seran
distribuidos por el sistema circulatorio en los distintos tejidos para reconstruir el patrén especifico
correspondiente a corazdédn, puimones. piel. musculo, etc. Es por eso que 1os organismos pueden
utilizar proteinas de fuentes muy distintas.

Como se menciond antes, la forma particular en que los 20 aminodcidos se combinan en las
proteinas determina sus caracteristicas bioquimicas: el valor nutritivo de las protelnas depende
del tipo y proporcién de aminodcidos que contenga, es mdas alto cuando hay una gama md4s
completa y mayor proximidad con los requerimientos especificos de una especie dada.

Los aminod&cidos no se aimacenan en forma comparable a los hidratos de carbono o la grasa.
por lo Que es necesario que se suministren todos los aminoacidos indispensables juntos en la
dieta para lograr la éptima utilizacién de los 20 aminodcidos en los procesos fisiolégicos, de no
ser asl, su répido catabolismo provocaria un desbalance en el contenido de nitrégeno del

organismo.

La funcién primaria de las proteinas de la dieta es suministrar los aminoGcidos para que el
organismo lleve a cabo los procesos de mantenimiento, crecimiento, gestacién y lactancia. Si
no existe aporte suficiente de aminoacidos. de acverdo a lo que cada organismo requiere, no
se llevan a cabo los procesos mencionados pues no habria material para ello. Ademas, si los
aminod@cidos que estan presentes no se utilizan, son eliminados por no haber variedad y

cantidad suficiente de los 20 aminodcidos [1-2).

20
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1.3.2 Aminodcidos indispensables.

Los aminodcidos indispensables son aquellos que el organismo no sintetiza a la velocidad
suficiente o que no sintetiza en o absoluto (lisina, isoleucina, leucina. valina, metionina,
fenilalaning, treonina y triptofano: los infantes requleren, ademds. de arginina e histidina) para
satistacer las necesidades fisioldgicas. Se ha encontrado que en ratas y humanos, los
aminodacidos indispensables {con excepcidon de lisina y treonina) pueden ser sustituidos por sus
derivados alfa-hidrox o alfa-ceto. es decir, que lo que parece ser indispensable es el esqueleto
de carbono; en el caso de lisina y treonina, deben ser suministrados ya preformados puesto que
la mayoria de los mamiferos superiores han perdido las fransaminasas necesarias para la
conversién de los hidroxi © ceto derivados en sendos aminodacidos.

Las proteinas que confienen en abundancia aminodcidos indispensables. en general, son
consideradas como de alta calidad. Calidad es la utilidad de una proteina alimenticia para el

crecimiento y mantenimiento de los tejidos[1-2].

1.3.3 Aminodcidos dispensables.

Los aminodcidos dispensables son aquellos que son sintetizados por el organismo, a partir de un
esqueleto de carbono y grupes amino de ofros aminodcidos o compuestos simples de
nitrégeno, y que por lo tanto no necesitan estar presentes en lo dieta (no son necesarios como
componente en la dieta pero sf lo son para el organismo, pues también de elios depende el

funcionamiento fisiolégico) [1-2].

1.3.4 Evaluacién quimica de la calidad de la proteina.

En términos quimicos, la calidad de una proteina se evalia midiendo el contenido de
aminodacidos y compardndolo con una proteina de referencia. Et resultado de la comparacion.

expresado como un porcentaje, permite conocer la abundancia de cada uno de los
aminodcidos indispensables en la proteina.
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Generalmente la proteina de huevo es tomada como referencia, aunque la Organizacién de
las Naciones Unidas {ONU). a través del organismo responsable de la alimentacién y agricultura
{FAO}, v la Organizacién Mundial de la Salud (OMS/WHO), han estabiecido un patrén con la
cantidad de cada aminodcido indispensable, por cada 100 gramos de proteina (16 g de N),
necesaria para asegurar que los requerimientos de los seres humanos serdn cublertos {tabla 2)

{4].

En afios recientes, la OMS y la FAO han recomendado que para lactantes, se uliice como
patrén leche humanao (tabla 2), en la obtencidén de la calificacién quimica de los alimentos

destinados a este sector de la poblacién [6].

Tabla 2. Contenido de aminod4cidos! del patrén establecido por la FAO/OMS (7] y de leche
humana [6].

teche Pre-
Aminodcido humana? Lactantes ese os? Adulfos
Isoleucina 4.0 4.6 28 1.3
teucina 8.5 9.3 6.6 1.9
Lisina 6.7 6.6 5.8 1.6
Azufrados 2.9 42 2.5 1.7
Aromaticoss 6.6 72 6.3 1.9
Treonina 4.4 4.3 3.4 1.
Triptofano 1.7 1.7 1.1 0.9
valina 4.5 5.5 3.5 0.5
Histidina 2.5 2.6 1.9 —

) Expresado en g / 16 g de Nitrégeno
2 Comunidad Econémica Europea

3 Niflos de 2-5 aios

4 Cistelna + Metionina

5 Fenilalanina + Tirosina
— Histidina no se considera indispensable para los adulios

La calificacién quimica de una proteina. es el valor mas bajo de la comparacién que se lleva a
cabo entre el contenido de cada uno de los aminodcidos indispensables de la proteina en
cuestién, con el contenido de aminodcidos indispensables de la proteina de referencia o del
patrén de FAO/WHO. El aminodcido del que se obtenga la calificacién quimica de la proteina
es, también, el aminodcido limitante de la misma. Las proteinas de, presumiblemente, mejor
calidad son aquellas con calificaciones quimicas cercanas a 100 (la proteina de huevo tiene

una calificacién quimica de 100).
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Existen dos forrmas de calcular la calificacidn quimica de una proteina. La primera es la
obtencién del porcentaje del contenido de un aminod&cido dado, respecto al contenido de ese

mismo aminodcido en el patrén:
CQ = [gaminoacide/ 16 g de N)muestra / {Qaminoscide/16 g de N)patrén x 100

La segundo manera de obtener la calificacién quimica es la comparaciéon del contenido

relativo de un aminodcido en una protefna, respecto al contenido relativo del mismo

aminodcido en el patrén:

[ {Saminoacido/16 g de N) / (Giotai de & inctisp
[ {8aminoacido/16 g de N) / (gtotal de aminoacidos indispensables/ 16 g de N) ] patrén

s/16 g de N) ] muestrax 100

cQ=

La diferencia principal entre tas dos formas de cdlculo de la calificacidn quimica, es que la
primera compara la composicién de la proteina contra la composicién del patrén. en tanto que
{a segunda compara la proporcién que guarda un aminodcido indispensable en la protelina,
respecto a la proporcibn que guarda el mismo aminocdcido en el patrén. Dado que las
protefnas de mayor calidad son aquellas con mayor contenido y diversidad de aminoacidos
indispensables, esta forma de calcular la calificacién quimico pudiera considerarse como un

mejor indice de la calidad de una proteina.

En general, se considera que las proteinas de origen animal son de calidad superior a las de
origen vegetal. Las protelnas de los cereales son deficientes en lisina principalmente. en tanto
que las proteinas de las leguminosas lo son en los amino&cidos azufrados: cisteina y metionina

4).

Aunque el hecho de conocer la composicién de aminodcidos da cierta idea de la calidad de
la protelna de un alimento, deben considerarse ofros factores, puesto que bajo ciertas
circunstancias {presencia de factores antinutricionales y/o preparacién del alimento), los
aminodcidos no estan disponibles para su absorcién en el organismo. La evaluacién de ia
calidad de la proteina se complementa con andlisis en organismos a los que la proteina sera
dirigida y de la forma en que serd consumida. Los ensayos biolégicos empleados para
determinar la calidad de una proteina estdn basados en el porcentaje del nitrédgeno ingerido
con la dieto que permanece en el cuerpo pora sintesis de proteinas estructurales y funcionales
o en la ganancia en peso como resultado de la calidad de la proteina Ingerida [2.4].
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2. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LOS AMINOACIDOS

2.7 Generalidades

Los aminodcidos son compuestos quimicos cristalinos de puntos de fusidén elevodos, color
blanco. moderadamente solubles en agua (tabla 3) y, en la moyoria de los casos, son insolubles

en solventes organicos [4].

Los muttiples grupos con carga de los aminodcidos permiten que sean solvatados con facilidad
y por lo tanto sean solubles en solventes polares. Los elevados puntos de fusién {(>200° C) son
indicio de la elevada cantidad de energlo que hay que proporcionar para romper las fuerzas

iGnicas que estabilizan los cristales [3].

2.2 Equilibrios dicido-base de los S

El grupo amino de su estructura tiene caracteristicas bdsicas {pKa = 6.8-7.9). en tanto que el

grupo carboxilo es de cardcter Gcido {PKa= 3.5-4.3).

Equilibrio acido - base del grupo carboxilo de los aminodacidos:
R-COOH _*R-COO- +H*
Equilibrio dcido - base del grupo amino de los aminodcidos:
R- NH3 * _® R-NH2 + H*

Dado que ambos grupos estan en la misma molécula, ésta tiene la capacidad de actuar como
un dcido o una base, es decir, los aminod@cidos son de naturaleza anfotérica.

Algunos aminodcidos también cuentan con grupos capaces de ceder o aceptar un protén en
los grupos de la cadena lateral (Arginina. Aspdrtico. Cisteina. Glut@dmico, Histidina, Lsina y
Tirosina). éstos grupos también influyen en el estado en que se encuentran a un pH dado (Tabla

3) [3-4).
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Tabla 3. Algunas propiedadaes fisico-quimicas de los aminodcidos {8-9]).

Aminodcido  pKa!? Solubliidad2?  pi3

Alanina —_ 16.65 6.11
Arginina ~12 15 10.76
Aspdartico 4.5 0.78 2.98
Asparagina —_ 3.53 -—
Cisteina 9.1-9.5 Alta 3.02
Glutdmico 4.6 0.86 3.08
. Glutamina -— 2.5 —_
Glicina —_— 24.99 6.06
Histidina 6.2 419 7.64
Isoleucina —_ 4.12 6.04
Leucina — 2.43 6.04
Lsina 10.4 Alta 9.47
Metionina -— 338 5.74
Fenilalanina -— 296 5.21
Prolina -— 1.62 63
Serina -— 5.02 5.68
Treonina -— Alta —_
Trosing 9.7 wm 5.88
Triptofano — 0.45 5.63
Valina o 8.85 6.00

1 pKa de la cadena lateratl: pKe del grupo amino ~6-8-7.9. pKqg del
grupo carboxilo ~3.5-4.3

2 expresado en gramos/ 100 gramos de agua

3 valores determinados a 25° C

— no hay datos disponibles

Los aminodcidos son electrolitos débiles, por lo que la carga neta estd en funcién del pH del

sistema en el que se encuentren.

Los aminodcidos sin carga {con el grupo amino desprotonado y el grupo carboxilo protonado)
no pueden existir a ningin pH, pues en un pH suficientemente bajo para protonar el carboxilo
de la molécula, el grupo amino también seria protonado.

Cuando las cargas positivas son iguales a las cargas negativas. el aminodcido es neutro v se
dice que estd en e! punto isoceléctico (pH al cual lo carga neta es cero, tabla 3} vy se le

denomina ién dipolar o zwitterion.
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Dichos iones bipolares tienen capacidad para actuar como amortiguadores puesto Gue son
viables para combinarse con dcidos o bases, impidiendo cambios en el pH. ésta capacidad
amortiguadora es muy importante en el caso de las células puesto que solo se mantienen en

funcionamiento en intervalos de pH muy estrechos.

ta capacidad de alterar ia carga de los aminod&cidos o de sus derivados manipulando el pH
facilita la separacién fisica de aminodcidos. péptidos y proteinas.

E! punto isoceléctrico es importante puesto que algunas otfras propliedades alcanzan valores
madaximos © minimos:; la conductividad eléctrica, la solubilidad y la viscosidad estdn todas en su

vator minimo [3-4].

PYR ey

2.4 rolaridad de los

A parlir de las caracteristicas de los grupos funcionales (grupos R) unidos al carbono alfa, los
aminodcidos pueden ser clasificados segin su polaridad. Aunque existe discrepancia respecto
a cuales son los aminodcidos mdas o menos hidrofébicos, en general se acepta que Alanina,
Fenilalanina, Isoleucina, Leucina, Metionina, Prolina, Tirosina, Triptofano y Valina, son los
aminodcidos con mayor tendencia a asociarse en un ambiente no polar {hidrofébicos): en
tanto que Aspdartico, Glutdmico, Arginina, Asparagina, Cisteina, Glicina. Glutamina. Histidina,
Lisina, Serina y Treonina son los aminodcidos con mayor tendencia a asociarse con aguo.

La mayor o menor tendencia de los aminodacidos para formar asociaciones en ambientes
acuosos, permitirla. en principio, su manipulacién para lograr separor y purificar fisicaomente,
aminodcidos, péptidos. proteinas o sus derivados.

También se menciona que la intensidad de las caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas de los
aminodécidos estd mas intimamente relacionada con las fuerzas infermoleculares que tienen
lugar en sistemas mucho mas complejos a sisternas de un solo aminodcido en agua, como la
presencia de proteinas., ofros aminodacidos. compuestos idnicos. compuestos hidrofflicos o
hidrofébicos de naturaleza distinta a los aminodacidos, etc. [3.10-11].
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Tabla 4. Dos diferentes escalas de hidrofobicidad. segun las caracteristicas fisico-quimicas y de
estructura de sus cadenas latercles [12-13].

Segun Wolfenden, 1981 Segun Kyte, 1982
Mads hidréfobo Glicina Leucina, Isoleucina Isoleucina
Valina. Alanina valina
Leucina
Fenilalanina
Cisteina Fenilalanina
Metionina Cisteina
Metionina, Alanina
Treonina, Serina Glicina
Triptofano, Tirosina Treonina, Serina
Triptofano, Tirosina
Prolina
Asparagina, Lisina, Glutamina Histidina
Glutamico, Histidina Asparagina, Glutamina
Aspdartico Aspdartico, Glutamico
Lisina
MdéGs hidrSfilo Argining Argining

alitaticos muy pequefios

pequefos

aromaticos

no polares

cargados polares
Figura 2. Diagrama de Venn que muestra la relacion de las propiedades fisico-quimicas de los
aminodcidos [10].

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN
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3. CUANTIFICACION DE AMINOACIDOS

3.1 HidrSlisis

El andlisis cuantitativo de los aminodcidos de proteinas puras o de la fraccién proteinica de los
alimentos sigue a una etapa de hidrdlisis, en la cual son rotos los enlaces peptidicos que unen

los aminodcidos entre sl en una protefina o péptido.

La hidrélisis se lleva a cabo cuando el material proteinico se somete a reflujo (110° C) con acido
clorhidrico 6 N durante 24 horas, éstas condiciones, establecidas por Moore y Stein en 1958,
deben ser rigurosamente confroladas para dar lugar a lo ruptura de todos los enlaces amida.
produciendo una mezcla de aminodcidos {14-15).

La reaccién de hidrélisis en medio dcido destruye por completo el fiptofano: ademdas, se
reporta que los aminodcidos azufrados son parcial o totalmente degradados cuando en las
condiciones de - hidrélisis se presentan variaciones a lo reportado por Moore y Stein; el grado de
destrucéién depende de las caracteristicas de la matriz en donde se encuentran [16-19]-

3.1.1 Hidrdilisis en el analisis de triptofano, aminodacidos azufrados y lisina disponible.

En el caso del andiisis de triptofano. se ha encontrado que la mejor solucién es la hidrélisis
alcalina a 145° C con LIOH 4 N, con variaciones en el tiempo en funcién del contenido de

profefna de la muestra [16).

Los aminodcidos azufrados, generalmente son llevados a su forma oxidada mas estable {Gcido
cistefco en el caso de cistina-cisteina y metionin suifona para metionina} con acido perférmico,
antes de llevar a cabo el proceso de hidrélisis en muestras alimenticias, aunque se recomienda
el mismo tratamiento para evitar su oxidacién en péptidos y proteinas durante su andlisis,

purificacién y/o almacenamiento [17-19).

El tratamiento de Ia muestra con borohidruro de sodio, antes de someterie a hidrélisis acida,
permite hacer determinaciones de lisina disponible {(lisina cuyo grupo eamino aun esta
disponible para funciones biolégicas) en alimentos cuyo proceso ha favorecido la formacién de
reacciones de Maillard [20].
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Todas estas varantes en los protocolos de hidrdlisis, tienen como objetive realizar andlisis de
aminodacidos completos en matrices alimenticias, para obtener indicios de la posible calidad de

una proteina.
3.1.2 Calidad de la hidrdlisis.

El comrecto proceso de hidrélisis repercute directamente en la calidad de la cuantificacion,
puesto que éste puede ser incompleto o podrian degradarse algunos aminodcidos.

Se reporta que adn bajo condiciones controladas y estandarizadas, el rendimiento obtenido de
los aminodcidos, en alimento para cerdos y en derivados de soya rara vez es maximo; algunos
aminodcidos requieren de mdés o menos tiempo de hidrdiisis para obtener las mayores

concentraciones [21].

Se sabe que bagjo ciertas circunstancias, algunos aminodcidos son mas dificiles de liberar de!
enlace pepfidico cuando se presentan ciertas secuencias, como aquellas que involucran
isoleucina y valina, siendo las mdas dificiles lle-lle y Val-vVal; también se conoce que en algunos
casos, hay una mayor posibilidad de interferencias en el andilisis de muestras con porcentajes

elevados de hidratos de carbono.

Cuando se requiere de cuanfificar aminodcidos durante la secuenciacién de péptidos y
proteinas, o mds adecuado es que sean realizadas cinéticas de hidrélisis para cada uno de los
aminodcidos, con el fin de hacer eficlente y preciso el andlisis de aminodcidos del material
protelnico de los alimentos: generatmente, estos estudios solo permitifian obtener factores de
correccioén para mejorar la exactitud en la cuantificacion [16,21].

3.1.3 Protocolos altemos de hidrélisis Gcida.
Dado que generalmente la etapa de hidrélisis es Ia mayor fuente de variacion en el andglisis de

aminodcidos, se& ha intentado desamrrollar métodos ollernos al de Moore y Stein para lograr
rendimientos mayores con procedimientos que impliquen menores fuentes de eror.
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Se reporta el uso de distintos tipos de Gcidos: dGcideo p-toluensulfdnico, Acido metasulfénico y
dcido mercaptoetanosulfénico; con los cuales se producen pérdidas de algunos aminoacidos
por lo que la FAO y la OMS desaconsejan su uso.

Otros han propuesto modificaciones al meétodo original de Moore y Stein, como el uso de
ampolletas de vidrio selladas a vacio, tubos de vidrio con tapén de rosca, hidrélisis en fase
vapor, temperaturas mds aitas con tiempos mds cortos, calentamiento por radiaciones de
microondas y distintas combinaciones entre éstos métodos [14,22-23].

Gehrke y colaboradores propusieron un método rapido de hidrdlisis de proteinas purificadas,
utilizando una temperotura de reflujo de 145° C y 4 horas de hidréiisis se obtuvieron rendimientos
maximos para todos los aminodacidos. Al comparar &sta hidrélisis rapida con el método original,
Lucas y Sotelo, en 1982, comprobaron que la proteina de matrices distintas con contenidos
elevados de material no proteinico (como en los alimentos) puede ser hidrolizado con
resultados equivalentes al proceso de Moore y Stein, utilizando el proceso descrito en principio
por Gehrke, el cual permite un ahorro considerable de tiempo en el andlisis rutinario de
aminodcidos de matrices complejas comeo lo son los alimentos [14].

3.1.4 Hidrdlisis con HCI é N en fase de vapor.

La hidrélisis con dcido clorhidrico 6 N en fase de vapor es considerada como la mdas efectiva en
el andlisis de péptidos y proteinas puros. El uso de fenol {~0.1% p/v) en el dcide clorhidrico que
se emplea en la hidrdlisls, permite mayor limpleza en el sistema de reaccién y, por lo tanto,
menor degradacién de aminodcidos (como serina, tirosina y treonina) provocada por la

presencia de impurezas.

El proceso previo a la hidrélisis requiere de ciclos de evacuacién con alto vacio y purga con
nitrégeno para eliminar el oxigeno presente y, de este modo, reducir las pérdidas por oxidacién
(especiaimente de tirosina y. presumiblermente, de ofros amincacidos IGbiles como cistina y
metionina). Puesto que tUnicamente los vapores y el liquido condensado de HC! entran en
contacto con el material proteinico. idealmente, la hidrélisis es mas efectiva y et tratamiento, en

general, es menos drastico que el reflujo [23-24).
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Normalmente el proceso se Heva a cabo a 110° C y dura 20-24 horas. aunque existe la
posibifidad de reducir el tiempo de hidrélisis bajo el mismo fundamento con el que se redujo el
método original de Moore y Stein: en este caso se tiene el reporte del usc de 150° C durante
una hora, aunque se presenta una degradacion de alrededor de 10% en serina. treonina y

tirosina, respecto ala metodologia original de 24 horas [24].

Dada la evidencia de la eficiencia en la reduccién del tiempo de hidrdlisis que presentaron
Lucas y Sotelo, seria posible, con ésta metodologia, reducir el tiempo de hidrdlisis a 4 horas, con
una temperatura de 145° C, tal y como fue reportado por ellos en 1982.

3.2 AndGlisis por atografia de Inh bio

3.2.1 Fundamento.

Alrededor de 1960, se crearon los primeros analizadores automdticos de aminodcidos, los cuales
permmiten cuantificar los aminodcidos procedentes del material proteinico hidrolizado por los

métodos mencionados.

Spackman, Stein y Moore utilizaron dos columnas de poliestireno sulfonatado pora resolver
mezclas de aminodcidos; se inyecta una solucién dacida con el hidrolizado en las resinas de
poliestireno sulfonatado, las cuales funcionan como un intercambiador catiénico, quedando
retenidos los aminodcidos dada la fuerza de atraccién entre ias cargas positivas de éstos en un

pH bgjo y las cargas negativas de los grupos sulfonato.

La fuerza de adsorcién variard con la basicidad de los aminocdcidos. quedando retenidos con
mayor fuerza los aminodacidos mas bdsicos. Lavando la columna con soluciones de distintos
valores de pH. los aminodcidos migraran a distinta velocidad a través de la columna. hasta ser

separados.

En general, los hidrolizados de proteinas puras y material proteinico de los alimentos requieren
de 3 soluciones amortiguadores con sales de sodio (PH de 3.90, 4.15 vy 550) en tanto que la
separacion de aminodcidos provenientes de fluidos bioldgicos requieren de al menos S

soluciones amortiguadoras con sales de litio.
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El grado de separacién entre los aminodcidos depende directamente de las interacciones
iGnicas e hidrofébicas que tienen lugar entre 1os grupos expuestos, grupos con carga, la matriz

de la resina de intercambio,

amortiguadores a través de la columna [25].

3.2.2 Orden de elucién.

las cadenas loterales de los aminodcidos y el flujo de

Comunmente, primero salen los aminodcidos con caracteristicas dcidas. seguidos de los neutros
y finalmente los aminodcidos basicos, los cuales a veces requieren de aumentos en la fuerza
iGnica para vencer las fuerzas que los mantienen retenidos en la columna.

Por lo general, el orden es el siguiente:

v
v

v

aspdriico. glutamico, treonina y serina {Geidos e hidroxilados):

prolina, cistina, glicina, alanina. valina, metionina, isoleucina, leucina,
fenilalanina {alitGticos y aromdticos);

lisina, histidina y arginina (basicos).

tirosina y

Si se analizan los datos de las tablas 3 y 4, y se observan las estructuras de la figura 1, se puede

explicar el porqué de este comportamiento:

v Los aminedcidos dcidos son retenidos con muy poca fuerza en la resina debido al
relativamente bajo valor de pKa de sus cadenas laterales (sus grupos carboxilo estarén

desprotonados y se repeleran con la carga negativa de la resina):

Los valores mdas altos de pKa comesponden a los aminodcidos bdsicos, siendo éstos
retenidos con mucho mayor fuerza en la resina, pues al pH con el que es lavada la
columna aun pemmanece profonado el grupo amino de sus cadenas iaterales. Con
estos aminodcidos el orden de salida es funcidn del pKo: del mas bajo al mas alto.

En el caso de alifGticos y aromdticos, el orden de salida es ligeramente influenciado por el
punto isoeléctrico. pero tiene Mas peso el tamano y polaridad de la cadena:

AR WY

Eluyen primero los aminodcidos de cadena corta:

Para tamaiios de cadena iguales, son eluidos primero las cadenas mas ramificadas;

Los grupos hidroxilados también salen primero;
Finalmente salen los aromdaticos y de éstos, primero el que est@ hidroxilado.
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Baojo condiciones de énélisis constantes, cada aminod&cido serd retenido el mismo tiempo en la

columna en cada andlisis que se realice [25).
3.2.3 Deteccioén Q‘éuanﬁﬁc‘:‘oclén'dé los amino&cidos eluidos.

Una vez separados I'ovs,crbn!ﬁ’oécid'os, al salir de la columna, se hacen reaccionar con ninhidrina
a 9empercturc"; ele\?i:dd - para’ formar un cromdforo que pueda ser detectado
colorlmé'rlcament_ei (dedvéﬁzccién post-coilumna), pues la mayorda de los aminodcidos no
cuentan con UNo. - ' -

Dos moléculas de','hlnhldrinc reaccionan con una molécula de un aminodcido primario, Que se
descarboxila’y ‘'desamina, para formar un compuesto puUrpura intenso con un méaxmo de
absorcién ‘en_"570 nm :(todos los aminodacidos. con excepcién de prolina, forman el mismo
aducto}: las: aminas secundarias (prolina y su derivado hidroxilado) forman un croméforo

amarillo, con un maximo de absorcién en 440 nm.

Aun cuando es una reaccién muy sensible, la intensidad del color no siempre es reproducible,
ya que la presencia de oxigeno, luz, variaciones en ia preparacién de la solucién y cambios en
el pH y la temperatura, provocan variaciones en la intensidad del color.

La intensidad ‘del color es directamente proporcional al contenido del aminoacido en un
volumen dado. E! color es detectado en un espectrofotdmetro © en un colorimetro. la sefal que
se produce en funcién del tiempo, es graficada en pape! en movimiento. o cual genera picos.

Bajo las mismas condiciones, cada pico serd generado a un tiempo caracteristico a partir del
momento en que son infroducidos en la columna. lo que permite su identificacién: el Grea bajo
cada pico es directamente proporcional a la concentracién de! aminodcido que dio origen al

pico [14-15.25].
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3.3 Otros medios para ideniificar y cuaniificar aminodgcidos

3.3.1 Cromatografia en papeil.

Aun cuando en la actualidad es faciimente sustituida por metodologias mas sofisticadas, la
cromatogratia en papel encuentra aplicacién en el andilisis de aminodcidos. principalmente en
la identificacién. Los solventes mds utilizados son mezclas de agua, alcoholes y Acidos o bases.
€&l componente mds polar del solvente se une al papel y forma la fase estacionaria. en tanto
que los solventes menos polares constituyen la fase moévil. Una variacién de mayor interés es ia
cromatografia bidimensional en papel. en donde la muestra se aplica en un vértice de una
hoja cuadrada, se core ia cromatografla con una mezcla de solventes, después se retira la
hoja, se seca, se gira 90° y se coloca en una segunda mezcla de solventes para un nuevo
commiento. Los aminod&cidos son revelados con ninhidrina y se identifican por medio del Rt
{movilidad relativa al solvente]}, el cual es constante bajo las mismas condiciones de andlisis [3).

3.3.2 Electroforesis.

Lo electroforesis de alto voltaje es una de las técnicas con mayor utiidad en el drea de la
biloquimica. Se basa en la separacién de los aminodcidos, cuya carga neta depende del pH,
en un campo eléctrico de comente directa. En el andlisis de aminodcidos se usan hojas de
papel o capoaos finas de celulosa en polvo como soportes inertes. Las separaciones se llevan a
cabo en un campo de 2000 a 5000 V durante 0.5-2 horas ¥ dependen de la carga neta del
anfolito asf como de su peso molecular. Para revelar e identificar en el electroferograma se

utiliza ninhidrina [3).
3.3.3 Cuaontificacién de tirosina por espectrofotometria de UV.

Existen intentos por cuantificar de un modo mds exacto y selectivo los aminodacidos susceptibles
de degradacién durante la reaccién de hidrdlisis; en el caso de tirosina, se toma ventaja de la
relativamente alta absorbancia en {a regién UV de estos restos en proteinas de alimentos, lo
cual permite evitar el proceso de hidrdlisis y, bajo ciertas condiciones del espectrofotémaetro de
UV (cuarta derivada de los espectros obtenidos por diferenciacion electrénica a una velocidad
de barido de 480 nm/min). evitar la interferencia de los otros aminodcidos que generan

respuesta en esta zona del espectro [26].
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3.3.4 Cuantificacién de aminodcidos, como hidantoinas, por HPLC de fase reversa.

Ofra adaptacién es la formacién de hidantoinas de los aminodcidos. haciéndolos reaccionar
con clanato de potasio (KCNO). Estos derivados pueden ser separados en cromatografia de
liquidos de fase reversa. En la actudalidad, esta metodologia es ulil en la secuenciacién de
proteinas y péptidos, pues permite la identificacién del resto amino terminal de una cadena:
esto permitiia especular acerca de su posible traslado al andlisis de aminodcidos en alimentos.
pues el proceso es muy parecido a fa secuenciacién con ayuda del reactivo de Edman, PITC, el
cual, después fue utilizado con éxito en la cuantificacién de aminodcidos en matrices tan

complejas como los alimentos [27].
3.3.5 Cromatografia de gases.

La cromatografia de gases es la mayor altemativa para el andlisis de aminodacidos después de
HPLC: la desventagja principal es la formacién de un derivado voldtil de los aminodcidos
(alquilacién), siendo el punto con mayor probabilidad de ermor, pues la derivatizacion difiere de

aminodcido en aminodcido y es poco reproducible [25]).
3.3.6 Cromatogratia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

A pesar de que se ha conseguido adaptar con éxito el fundamento propuesto por Moore y
Stein en la cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC. por sus siglas en inglés). por lo

general no ha sido muy comun su uso.

Uno de los principales inconvenientes es el costo de las columnas de intercambio idnico para

HPLC,

La cuantiificacién por HPLC de fase reversa ha sido una de Ias mds importantes adaptaciones at
andlisis de aminodcidos del material proteinico en muestras de naturaleza diversa [25].



ANTECEDENTES

4. ANALISIS DE AMINOACIDOS POR HPLC DE FASE REVERSA

La cromatografia de fase reversa uliliza las propiedades de solubilidad de la muestra, de
manera muy similar a los mecanismos de extraccién por solvente: la particién de una muestra
entre un solvente hidrofilico y uno hidrofébico. El grado de particién depende directamente del
grado de solubilidad de la muestra en los distintos solventes.

La unica manera de separar aminodcidos empleando columnas de . particidn, en
cromatografia de liquides de fase reversa. es formando un derlvado que reduzca la pclcﬁdcd

de estas especies.

Aun cuando se forman derivados., ciertos grupos {-COO- y —NHa*, principalmente) pueden
conservarse ionizados, lo cual no permitiia que fueran retenidos de modo adecuado en la fase
estacionara, modificdndose el grado de parlicién entre las dos fases. El uso de soluciones de pH
amortiguado, permite controlar el grado de ionizacidn y, por lo tanto, manipular eficientemente

el grado de particién que rige la separacion.

Las fases estacionarias mds populares en el andlisis de aminodcidos son Cis: cadenas de 18
dtomos de carbono ligados a la silice {octadecilsilano). en tanto que la fase mévil tiene mayor
diversidad en sus caractetisticas, pues se emplean solventes orgdanicos (tetrahidrofurano.
metanol o acetonitrilo) mezclados con soluciones acuosas de pH amortiguado [25,28-29].

4.1 Derivatizacién

En algunos casos es’: conventeme frcnsformcr los componentes de una muesira en otros
compuestos, antes o después [} proceder a 'su separacion cromutogréﬂcu.

Este tratamiento puéd necesario para:
1} Reducir Ic: polon ad de las especies y de este modo utilizar columnas de repartio y no de

m'erccmbio lénico.
2) Aumenfcr ia respues'o del detector para todos los componentes de la muestra y
3) Aumentar selectivamente la respuesta del detector para deteminados componentes

de la muestra.
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Debidoe a la polaridad de los grupos carboxiio, amino y los grupos funcionales de algunas de las
cadenas latercles de los amlnoécidos. y a la ausencia de un croméforo que permita su
: 'lc moyoﬂ‘o de ellos (solo tirosina. triptofano y fenilalanina
ente necesano formar un derivado antes de llevar a cabo la

deteccién especirofo'omémc

seporocién en:‘ olumnas de silice ligcdo con grupos alquilo.

La formacid derivados:se ; dlvlde principalmente en post y pre columna. después de
haberies separado Y prévio‘ a su separacién en una columna cromatogrdfica, respectivamente.
La primera. como ya se menciond, se utlliza en la deteccién de los aminodcidos separados en

una columna de intercambio iGnico.

Generaimente., los aminodcidos se hacen reaccionar con ninhidrina para su deteccién
colorimétrica {derivatizacién post columna), © con ortoftalaldehido (OPA) para su deteccién en
la regidn UV del espectro o por fluorescencia (derivatizacion pre o post columna).

La formacién de derivados pre columna. ademdés de permitir la separacion de los aminodcidos
en columnas no polares, facilita su deteccién (en la region UV del espectro o por medio de
fluorescencia) y permite hacer selectivo el andlisis, reaccionando primordialmente aminodcidos
y no ofros compuestos que podran interferir, sobre todo en matrices complejas como los

alimentos.

La sensibilidad aumenta en el andlisis con lo derivatizacién pre columna, pues el analilo no se
diluye a la salida del sistema, a diferencia de lo que ocure en el andlisis con derivatizacion post

columna [30].

4.2 Ag erl
4.2.1 Ortoftalaldehido {OPA).

El ortoftalaldehido (OPA) fue introducido en 1970 y es uno de los reactivos mds comunes en el
andlisis de aminodacidos por HPLC de fase reversa. Derivatiza aminas primarias y suele emplearse

en procesos pre o post columna de manera indistinta.

A diferencia de la ninhidrina. los aminodacidos que reaccionaron con OPA, forman aductos
diferentes, lo que permite sean separados en cromatografia de fase reversa.
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La reaccién ocure en presencia de un tiol, generalmente 2-mercaptoetanol o etanotiol, lo cual
permite la formacién de derivados altamente fluorescentes.

Los derivados de los aminodacidos con OPA pueden ser cetectados a 330 nm en UV: para
aumentar la sensibilidad del andlisis. se emplean detectores de fluorescencia a longitudes de

onda de emisidn mayores a 430 nm.

No existe la necesidad de remover el exceso de reactivo puesto que no interfiere en la
separacién o en la deteccidén; aun asi, se requieren de sistemas de derivatizacién
outomatizados para obtener reproducibilidad en o reoccidén, ya que los derivados de los
aminodcidos son relativamente inestables. Otras desventajas son la bgja respuesta de cistina y
lisina y la falta de reaccidén con aminas secundarias [30].

4.2.2 Fenilisotiocianato (PITC).

El fenilisotiocianato, PITC, comUnmente conocido como recctiveo de Edman. ha sido empleado
en lo secuenciacién rutinaria de péptidos y protelnas.

En 1984, Heinrikson, Meredith, Cohen, Tarvin y Bidlingmeyer. demostraron su utilidad como
agente derivatizante en el andlisis de hidrolizados de cminodcidos por cromatografia de

liquidos de fase reversa.

A diferencia de la reaccion de los aminodacidos con ninhidrina u OPA, el PITC reacciona con
aminas primarias y secundarias. formdndose el mismo cromdforo para todos los aminodceidos.
Ademds de ser bastante selectivo, con ésta reaccidén no se forman derivados disustituidos con
tirosina o histidina, Unicamente lisina y cistina requieren de dos moléculas de PITC para formar el

derivado.

Dada la aita volatilidad del PITC. se requieren de grandes excesos para garantizar la completa
derivatizaciéon, aun asl, sélo una pequeia proporcién de los reactivos permanece en el sistema
y pueden ser facilmente separables de los derivados de interés.

Lo sensibiidad de este método no es tan alla como con la formacién de derivados
fluorescentes, pero se pueden detectar picomoles de algunos de los derivados.
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El desarrolio tecnoldgico de este sistema de derivatizacién, permite el uso de presién reducida,
nitrégeno y vacio para eliminar el exceso de reactivos y sub productos y evitar, en o posible, la
degradacion por oxidacion, de los aminodcidos durante ia preparacién de los derivados.

Una de las principales desventajas es que se requiere de una alta manipulacién durante la
preparacién de los derivados (eliminacién del exceso de HCl de la reaccién de hidrdlisis,
evaporacién a sequedad, redisoluciédn, secado, derivatizacion, eliminaciédn de exceso de PITC y
redisolucién), o cual ha generado sistemas seml autormatizados que disminuyen en gran

medida la manipulacién.

Algunos autores han encontrado que la reproducibilldad no es muy buena para algunos
aminodcidos., en olros, el intervalo de linealidad es muy reducido y que la vida dtil de las
columnas se ve disminuida por la presencia de PITC que no fue eliminado por completo durante

ol proceso de derivatizacién.

Aun asl. es uno de los medios mdés utilizados en el andlisis de aminoacidos por cromatografia de
fiquidos en fase reversa: férmulas para lactantes; andlisis de tejidos, fiuidos bioldgicos o
alimentos; determinacién de lisina disponible en productos alimenticios: Identificaciéon y
cuantificacidn de los productos de ciertas enzimas de importancia en alimentos como las

transglutaminasas; etc. [22.30.32).
4.2.3 Oftros agentes derivatizantes.

Algunos ofros reactivos se han adoptado para utilizores como agentes derivatizantes pre
columna; el 9-fluorenilmetil cloroformiato fue presentado como agente protector del grupo
amino en reacciones de sintesis de péptidos, Moye y Boning demostraron que era posible
formar derivados fluorescentes susceptibles de ser separados por cromatografia de liquidos de
fase reversa, la desventaja principal estd en la eliminacién de la interferencia que provoca el
reactivo, pues éste es tan fluorescente como los derivados de los amino&cidos bajo las mismas

condiciones.
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Tanto el cloruro de dansilo como el cloruro de dabsilo han sido bien caracterizados como
agentes dérivaﬁzcntes. pues forman derivados fluorescentes de las aminas prmarias y
secundarias, ‘las- principales desventajas por las que su uso no ha sido muy popular son
deficiencias en reaccién de derivatizacién, formacién de picos secundarios para el mismo
amlnoécido.‘bobre estabilidad de los derivados, alta sensibilidad a la luz y solventes, respuesta
distinta en un mismo detector con cantidades equivalentes de un derivado y contaminacion
por formacién ‘de derivados hidroxilados y aminados de los reactivos de derivatizacion durante

la formacién de los derivados de los aminodcidos.

Existen muchos ofros reactivos que pueden llegar a ser utilizados como agentes derivatizantes,
su uso, en la mayoria de los casos, no ha sido completamente desarrollado en ta cuantificaciédn

de amino&cidos en alimentos.

Algunos de ellos son:

v dcido 2.4.6 trinitrobencen sulténico,
1-fluoro-2,4-dinitrobenceno,
N-succinimidil-p-nitrofenilacetato,
4-nitrofenilisotiocianato,
1-naftilisocianato,

AT AR

fluorescamina, etc.

Los cuales permiten la formacién de aminodcidos derivatizados, fluorescentes o con un

cromédforo para la regién UV del espectro [30].

4.3 AQC: é-omir Inolll-N-hid: Wdil carbamato.

En 1992, Steven Cohen y Dennis Michaud, lograron sintetizar un reactivo derivatizante nuevo,
éste reacciona rapidamente con las aminas primarias y secundarias en un solo paso en el
proceso de derivatizacién, lo cual implica. necesariamente. una menor manipulacién de a

muestra durante su preparacion.

El éaminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato pemite la formacién de derivados
fluorescentes de los aminodcidos {los derivados también generan respuesta en la regién UV del

espectro).
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amina
derivatizada * CO, NHS

AQC= é-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato
NHS$= N-hidroxisuccinamida
AMG= aminoquinolina

Figura 3. Reaccién de derivatizacién entre aminas primarias o secundarias y AQC [33).

Se requieren excesos de 3 moles a | para generar los maximos rendimientos de la reaccién: la
cual,. es poco susceptible a la presencia de sales o detergentes, el méaximo rendimiento se
alcanza con valores de pH de entre 8.2 y 10.

El exceso de AQC, en presencia de agua se hidroliza répidamente [aproximadamente 15 s) en
AMQ, NHS y CO2 mientras que la reaccién de AQC con aminas primarias o secundarias, da
origen a la amina derivatizado correspondiente y NHS como subproducto (figura 3).

Cuando el reactivo de derivatizacién es insuficiente, la reproducibilidad de los aminoacidos
aspdrico, glutdmico vy lisina, es la mas afectada. Graficamente. se producen uno o dos picos,
eluidos cerca de glicina e histidina, que podrian corresponder a los dos posibles monoderivados
de lisina {aminodcido que reacciona con dos moléculas de AQC, una por grupo amino).

Con un hidrolizado de aminodcidos recién derivatizado, se produce un pico mas. éste eluye
después de fenilalanina y podria tratarse de un derivado poco estable de tirosina (grupos aminoc
y fenol derivatizados). el cual se degrada, en aproxmadamente 4-6 horas, al derivado mdas
estable: tirosina monoderivatizada. La reaccién de conversién se acelera calentando a 55° C
durante 10 minutos.
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Los factores de respuesto {constante de proporcionalidad que relaciona la concentracién con
la respuesta) oblenidos por tlucrescencia son muy distintos entre si. en parte. por el efecto de
bloqueo (quenchlng) o reduccién de la fluorescencia que el agua provoca en los derivados.
Los mas afecfaqos son los derivados polares, pues ol ser eluidos cuando la composicién de la
fase es mdyofita;ﬁc}hehfe acuosa, generan una respuesta menor que los derivados eluidos
cuando la fase‘fdcdbsa es mayoritariomente orgd@nica. El caso mdas preocupante es de cistina,
pues., en coric_‘erifraclones iguales, genera solo el 5 % de la respuesta que genera la fenilalanina
{derivado con el mayor factor de respuesta), seguramente por efecto de bloqueo interno de la

molécula derivatizada.

En general. los factores de respuesta que se obtienen cuando los derivados son detectados en
Ia regién UV son similares entre si, solo difieren cistina y lisina, pues son derivatizados en dos sitios.

En un detector de fluorescencia (excitacién 250 nm. emisidn 395 nm), el mMaximo de emisién de
la amina dervatizada no coresponde con el maximo de emision de AMQ, difieren en alrededor
de 60-100 nm. Las condiciones cromatograficas permiten lograr una resolucién adecuada entre
AMQ vy el primer aminodcido derivatizado en ser eluido: acido Aspartico (figura 4). lo que
garantiza que la cuantificacién no se verd influenciada por la presencia de este subproducto.
Los otfros dos subproductos de ia derivatizacién. no registran respuesta en el detector a las

condiciones de andlisis.

Los aminodcidos derivatizados también pueden ser detectados en la regién UV del espectro, a
una longitud de onda de 254 nm; en estas condiciones, el sub producto de la reaccién, AMQ,
genera una respuesta muy intensa, por lo que, para evitar interferencias, debe haber resoluciéon
suficlente entre el pico de éste y el del Acido aspartico (figura 5} [33-34]).

Aun cuando se trata de un reactivo relativamente nuevo. se han desamollado un numero
importante de aplicaciones en el andlisis de aminodcidos en muy distintas matrices: péptidos
sintéticos. glicoproteinas, alimentos, granos. amino azicares. aminodcidos libres en plasma,
identificacidn y cuantificacién de aminodacidos no proteinicos que son neurotdxicos. etc. [35

40].
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Figura 4."Cr'orr'mt’ogromo de la separacién de un hidrolizado de protelna de cacahuate
Derivatizacién con AQC:. 1 AMQ, 2 Asp. 3 Ser, 4 Glu, 5 Gly, 6 His, 7 NHa, 8 Arg. 9 Thr, 10 Ala, 11 Pro,
12 &cido a aminobuﬂrico (esténdar intemo). 13 Cys, 14 Tyr, 15 val, 16 Met. 17 Lys, 18 lle, 19 Leu,

20 Phe. .
Columna Novc Pak Cm 3 9 % 150 mm. Detector de flucrescencia excitacién 250 nm. emisién 395

nm [41]

Los derivados de AQC, han probado ser mds estables que los derivados de PITC, ademdas, el
exceso del reactivo no genera impurezas que interfieren en el andlisis © en la vida dtit de la
columna, se requiere de mucho menos tiempo en la preparacién de los derivados con AQC vy,
por lo tanto, de menor manipulaciéon.

Ademds, también se reporta que la precisién del sistema se ve menos influenciada por la
composicion de los solventes cuando se forman derivados con AQC., lo cual es una ventaja muy

importante [34).

El andlisis de aminodcidos puede llevarse a cabo en 35 minutos {contra las casi 4 horas del
andlisis por cromatografia de intercambio idnico). El método presenta intervalos muy amplios de
linealidad para todos los aminodcidos y limites de deteccién desde 40 fmol pora fenilalanina, a

800 tmol para cistina [33].
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Figura 5. Cromatograma de la separacién de un hidrolizado de proteina de cebada
Derivatizacién con AQC. 1 AMQ, 2 Asp, 3 Ser, 4 Giu, 5 Gly, é His, 7 NH3, 8 Arg. 9 Thr, 10 Ala. 11 Pro.
12 &cido a aminobutirico (estdndar interno). 13 Cys. 14 Tyr, 15 Val, 16 Met, 17 Lys. 18 lle, 19 Leu,

20 Phe.
Columna Nova Pak Cis 3.9 x 150 mm. Detector de UV, longitud de onda 254 nm (42)
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5. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

5.1 Ffundamentos

La IUPAC define la cromatografia como un “método usado primariamente para la separacién
de los componentes de una muestra, en la cual estos se distribuyen en dos fases, una de Ias
cuales es estacionaria, mientras la otfra se mueve. La fase estacionaria puede ser un sélido, un
liquido retenido sobre un sélido o un gel y puede estar extendida como una capa o distribuida
como una pellcula. La fase mdvil puede ser liquida o gaseosa”. La separacién se efectua
mediante una gran variedad de técnicas y las diferencias moleculares en ilas que se
fundamenta son muy diversas: carga, peso molecular, polaridad del enlace, potencial redox,
pKa y estructura de los isémeros o quiralidad [43-44].

En general. la separacién de los componentes de una mezcia ocure por migracién diferencial
durante su paso a fravés de una columna empacada con la fase estacionaria, la cual forma
distintas interacciones con las moléculas de la mezcla, en funcién de sus propiedades fisico-
quimicas. La fuerza de las interacciones se debe a los campos eléctricos, inducidos o
permanentes, o a fuerzas de Van der Waals.

La separacién cromatografica se considera como el resultado de un nimero elevado de
extracciones individuales, una tras ofra. las cuales pueden describirse con constantes de

particién (Kp):

[analito]tase estacionaria

[analito]tase meévil

En la cromatografia de fase reversa, los aminoacidos derivatizados se “disueiven” en la columna
de sllice enlazado con cadenas de 18 4tomos de carbono, provocando su retencién; la mayor
© menor proporcién de acetonitrilo en la fase mévil permite “extraer” los solutos, permitiendo
que el sistema semeje un proceso cromatografico de particién o reporto. Los solutos se reparten
en el recubrimiento superficial, el cual semeja una capa sumamente delgada de disolvente
orgdnico, con lo que el proceso de una extraccién simulada liquido-iiquido puede ser descrito

por una constante de particién, Kop.
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ta velocidad promedio de migracién. de una fase a ofra, de una molécula depende del
tiempo promedio que se asocia a la fase estacionaria en comparacién con el tiempo que se

desplaza con la fase mévil,

Cualquier mecanismo que modifique el balance de las inferacciones soluto - fase estacionaria
(pH. fuerza idnica, polardad, temperatura) es utllizado con la finalidad de retener
selectivamente los componentes de la mezcla en la columna, provocando la migracién
selectiva de los componentes a la fase mévil, haciendo que sean eluidos por ésta.

En la practica se requiere de un sistema de deteccidn capaz de monitorear los cambios que
ocumren en la salida de! sistema, evaluando alguna de las propiedades fisico-quimicas de los
analitos {absorbancia en la regfon UV o fluocrescencia , en el caso del andiisis de aminoacidos

derivatizados con AQC).

Un cromatograma es la expresién grafica del desamollo de la separacién, se grafica la
respuesta generada en el detector en funcién del tiempo transcurido o partir de la
introduccién de la muestra en et sistema, dando origen a picos que semejan una curva de
distribucién norma!l o Gaussiana (figuras 4-6} [28.45-50]).

La distribucién de todas las concentraciones de un soluto al equilibrio es constante, por lo que
todas las concentraciones de la banda cromatogrdfica saldran de la columna con la misma
velocidad. dando origen a una curva de elucion simétrica. Ademds, la columna actéa como
un instrumento de dilucion. por lo que la muestra siempre serd eluida en un volumen mayor al
volumen original, por lo tanto, la dispersion de la banda es inevitable y la elucién se aproxima a

uno curva Gaussiana [28.45).
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Figura 6. Pardmetros cromatogrdficos
Fragmento de un cromatograma de la separacién de un hidrolzado de proteina de
cacahuate. Derivatizacién con AQC. 1| AMQ, 2 Asp. 3 Ser, 4 Glu, 5 Gly, 6 His, 7 NHa, 8 Arg, 9 Thr,
Columna Nova Pak Cig 3.9 x 150 mm. Detector de fluocrescencia excitacién 250 nm. emisién 395

nm [41]

5.2 Paré togréficos [28,45-46]

En el campo de la quimica, el término pardmetro se emplea para referirse a una cantidad que
toma diferentes valores y caracteriza un proceso. Los par@émetros cromatograficos permiten

tabutar y comunicor los datos con mayor facilidad.
5.2.1 Tiempo y Volumen de retencién.

El tiempo o volumen de retencidén permiten identificar @ un componente dado, pues son
caracteristicos bajo condiciones de frabajo constantes, El grado de retencién de un compuesto

particular en una mezcla es expresado, generaimente, en términos de tiempo (t) o volumen de

retencién (vr).
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El tiempo muerto (to) es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se retiene en la fase
estacionaria, et volumen muerto (vo) es el volumen mlnlmo dé tase movil que transporta a un
analito dado y comesponde al volumen que ocupa fa fcse mévil en los resquicios de las
particulas de {a tase estacionaria en la colurnna. S

El tiempo de retencién comregido (') es el‘ tiempo 'qué duro la interaccién tose estacionaria-

analito, se calcuia restando el tiempo muerio d”ewlytle‘m’bo de retencién. El volumen de retencién

comegido {v') es el volumen de la fase mévil necesario para lograr eluir un compuesto retenido

en la columna. Se obtiene restando el volumen muerto del volumen de retencién (figura é).

5.2.2 Ancho de pico.

€l ancho del pico a ia base (Wb), ayuda a calcular ia eficiencia deil sistema y es ia porcién de la

ifinea base intersecada por las tangentes al pico. Wi/2 es el ancho del pico a la mitad de la
altura (h}: slendo ésta, una medida mds reproducible y adecuada para evaluar manualmente
la eficiencia del sisterna, pues permite describir picos cuya linea base no esté claramente
delimitada o no semejen una curva Gaussiaona. Un sistema eficiente produce picos delgados

{figura 6).
5.2.3 Platos tedricos.

El niomero de platos tedricos (N) representa el poder de separacién de una columna, una
columna eficiente tiene un nimero elevado de platos tedricos, pues cada plato tedrico
representa un equilibrio tedrico de distibucién del soluto entre las fases. El valor de N es una

medida de la eficiencia.
5.2.4 Altura equivalente de un plato tedrico.

La altura equivalente de un plato tedrico (H) es el segmento de una columna a la que
comesponde un plato tedrico. Es la medida inversa de la eficiencia: entre menor sea la altura
equivalente de un plato tedrico. el sistema es mas eficiente, ya que, tedricamente, el sistema
requiere de menor cantidad <e fase estacionara para obtener un equilibrdo de separacién,
dando la posibilidad de que a lo largo de la columna ocuran muchos equilibrios mas.
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5.2.5 Factor de capacidad.

El factor de capacidad {K') se define como la razén de ta conﬂdad de soluto en la fase maoévil al
equilibrio. Es igual a’la retacién del tiempo que el soluto permanece en la fase estacionaria
respecto al tiempo que permanece en la fase maovil.

Se recomiendan valores mayores a 2, para que el tiempo muerto no interfilera con los picos, y
menores a 15, pues a mayor retencion, se produce un mayor ensanchamiento de los picos

debido a la inevitable dilucidn (figura 6).

5.2.6 Selectividad.

La selectividad (a) mide las diferencios relativas entre la interaccién de dos solutos con la fase
estacionaria. Un valor mayor de a significa una columna mds selectiva e implica una mejor

separacion entre solutos.

5.2.7 Resolucién.

La resolucién (Rs) es la medida cuantitativa del grado de separacién entre dos solutos. Es una
expresiGn que relaciona e! ancho de dos picos eluidos. con la distancia entre sus maximos. A
mayor valor de resolucién, mayor grado de separacidén entre picos. La resolucién es funcidn de
la selectividad {a). eficiencia (N) y retencién (K') de un sisterma. La resolucién se ve afectada
por: eficiencia de la columna, tamafio de particula, velocidad de fiujo, presién en la columna,
longitud de la columna, interacciones soluto-solvente y solvente-solvente. A medida que
aumenta la resolucion, el contenido relativo de impurezas disminuye.

$.3 Elerr tos b de tog

Los elementos bdasicos de un sisterma de andlisis cromatografico son: fase movil, sistema de
bombeo. inyector, columna, sistema de deteccién y sistema de registro y andlisis de datos. El
resuitado del andlisis depende de las interacciones que se forman en el sistema instrumento—

operario~-método [28].
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5.3.) Fase movil.

La cromatogratfia de liquidos en fase reversa requiere del uso de mezclas de solventes organicos
{acetonitilo al 60 ®) y acuosos {buffer acetato de sodio/acido fostdrico, pH = 5.02) para lograr
ia elucidn de los aminod&cidos derivatizados retenidos en Ia columna no polar. El control del pH
permite lograr la separacién de las moléculas con dtomos de hidrégenco ionizables (Gcidos
aspdrtico, dcido glutdmico, histidina, arginina y los grupos carboxilo del resto de los
aminod&cidos), pues mantiene bajo control el grado de disociaciéon [47].

La proporciéon de las dos fases cambia en funcién del tiempo: mayor proporcién de agua con
pH regulado al inicio. para lograr la elucion de los amino&cidos mas polares. y mds fuerte
{mayor proporcién de modificador orgdnico) hacia el final de cada comrida, lo qQue permite ia
elucién de los derivados menos polares (isoleucina, leucina, norleucina y fenilalanina).

La preparacién de la fase moévil garantiza reproducibilidad en los resultados y tlempos de
retencién. La diferencia en la preparacién de una mezcla, produce modificaciones en la
selectividad del sistema. reproducibilidad de los tiempos de retenciédn y respuesta del analito en
el detector (por ejemplo, el agua bloquea la flucrescencia de los aminodacidos derivatizados
con AQC, quenching). Aun asl, siempre que ia preparacién de Ia fase maévil se lleve a cabo del
mismo modo y bajo condiciones controladas. se obtendran resultados reproducibles.

Ademds de la preparaciédn de las fases méviles, se debe destacar la importancia de la fitracién,
para la eliminacidn de particulas que potenciaimente podrian dafiar las bombas o tapar la
columna; y la degasificacién, que permite evitar la formacién de burbujas en las bombas o en
los detectores, la pérdida de respuesta en ciertos detectores por efecto de bloqueo y la

oxidacién de onalitos por la presencia de oxigeno.

En general, se usan membranas elaboradas con polimerocs insolubles a la fase que se filtray de
tamaio de poro que oscila entre los 0.22 y 0.45 um en combinacidn con vaclo con el objetivo
de filtrar y degasificar ias fases en un solo paso (figura 7). El vacio, a diferencia de otros medios
de degasificacién, provoca una disminucion en la solubilidad de los gases al disminuir la presién

[47].
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Figura 7, Sistema de filtracién y degasificacién de fase moévil

5.3.2 sistema de bombeo.

Las bombas deben ser aptas para proporcionar el flujo adecuado para el método {1 mL/min).
entregar con exactitud el fiujo establecido (volumen entregado por unidad de tiempo) y
mantener en un minimo grado la inestabilidad de la linea base por diferencias en la entrega de
solvente o sincronia de los pistones [47]. El mal funcionamiento de los sistemas de bombeo
puede ocasionar baja precisién en la obtencién de los tiempos de retencién y dreas de cada
pilco. ademds de deficlencias en el grado de separacién de los derivados de aminodcidos.
sobre todo si se considera que se deben separar 20 analitos en un sistema de gradiente:
entrega de distintas proporciones de las dos fases en funcién del tiempo.

5.3.3 Inyector.

Los inyectores son vélvulas que orientan la fase moévil hacia ia columna, pasando o no. segun su
posicién, por un loop de 20 ul (comunmente). Es a través de este Ultimo por donde la muestra
sera introducida (inyectada) al sistema. Si e! loop es maonual, puede ser llenado total o
parcialmente. En el primer caso, se requiere de al menos 5 veces el volumen nominal del loop.
lo que permite obtener una precision de hasta 0.05 %. Si se llena parciaimente, la precisién de Ia
inyeccién est@ casi completamente influenciada por la precisién de la jeringa con la que se ha
de introducir la muestra. Con ésta técnica se pueden lograr precisiones hasta del 0.3 % [47].
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5.3.4 Fase estacionario.

La cromatografia de fase normal basa su funcionamiento en las interacciones que se forman
entre los grupos libres de la silice y las moléculas, siendo necesario un soivente no polar para
eluirles. La cromatografia de fase reversa emplea una columna no polar para interactuar con
los analitos, siendo empleada una fase mdvil poiar para lograr la elucién. La tabla § muestra un
resumen de las diferencias principales entre los tipos de cromatografia. .

Tabla 5. Algunas de las principales diferencias entre la cromatogratia de liquidos de fase normal
y de fase reversa.

Fase Normal Fase Reversa
Polaridad de 1a columna Alta a Media Baja a Media
Polaridad del solvente Baja a Media Media a Alta
Orden de elucién de Menor a Mayor Polaridad de Mayor a Menor Polaridad
Efecto del incremento en la
Reduccién en t Aumento de tr

polaridad det solvente

En el andlisis de aminodcidos derivatizados con AQC, la cromatografia de fase reversa emplea

-C)sHaz como grupo funcional enlazado a la silice. se le conoce como octadecil siano (ODS) o

simplemente Cis.

La principal desventaja de ios soportes de silice estd en su susceptibilidad al pH: por debajo de
2, se hidrolizan los grupos funcionales enlazados, en tanto que valores superiores a 8, la silice se

disuelve, perdiéndose la integridad de la columna.

El tipo de sflice del soporte, el didmetro de las particulas que forman el soporte, el tamaio de los
poros en las partlculas, la concentracién del grupo funcional ligado a la silice y la cantidad de
grupos funcionales de la sllice sin enlazar, son los factores que se deben tener en cuenta para
alcanzar reproducibilidad entre los andlisis reglizados entre distintos laboratorios o distintos

operadores [28,47-50].
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5.3.5 Sistemas de deteccion.

Los sistemos de deteccidn deben contar con: amplio intervalo de respuesta lineal, evitar el
ensanchamiento de banda extracolumnar, generar una respuesta para todos los solutos, ser
altamente sensibles, evitar que la sefal sea modificada por cambios en la temperatura, poseer
una alta relacién sefal/rvido, evitar la degradacién de la muestro y responder con alta
velocidad a los cambios instantadneos.

Los detectores de absorbancia son los mds usados en HPLC. Su funcionamiento consiste en
medir la fraccién de luz que atraviesa una solucién con la muestra, a una determinada longitud
de onda. La respuesta generada. absorbancia, es directamente proporcional a la cantidad de

muestra que absorbe la luz incidente

La espectroscopla de fluorescencia es el fundamento de otro tipo de detector. mucho mas
selectivo y de alta sensibilidad. Se fundamenta en la capacidad de algunas moléculas para
absorber energla radiante a una longitud de onda., lo cual excita un electrén. Este, al volver a su
estado basal. emite energia radiante a una longitud de onda mayor. fendmeno conocido
como fluorescencia y que es directamente proporcional a la concentracién[28.47,51]).

El andlisis de los derivados de los aminoacidos requiere, idealmente. de un sistema de
deteccién por fluorescencia. El uso de un sistema de luz UV, ademds de volver menos selective
y sensible el andlisis, propicia deficiencias en la obtencién de la linea base, pues se utiliza una
sal que genera respuesta en ia misma longitud de onda que los derivados [33].

5.4 Ensanchamiento de las bandas

Existen distintos factores que provocan el ensanchamiento de los picos. el cual no es deseable
pues con picos mds anchos, la resolucién es menor, vy, por lo tanto, la pureza de cada banda

cromatografica no es adecuada.
Los factores de ensanchamiente intfra columna mdas estudiados son:

v Difusién de Eddy. Es funcién de la sinuosidad del “camino”, las particulas se moveran
mas rapido por los caminos mdas amplios.
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v Difusién longitudinal (difusién molecular). Resulta de la difusidn de los solutos en direccidn
del flujo de la fase movil.

v Transferencia de masa en la fase movil. Se subdivide en dos términos: transferencia de
masa a la fase mévil en movimiento y transferencia de masa a la fase mévil estancada.
En la transferenclo de masa a la fase movil en movimiento, los solutos se moveran mas
rapido por el centro de la ruta que si estdn cerca de la superficie de las particulas.
Mientras que en la transferencia de masa a la fase movil estancada, los solutos tardaran
mds en salir si se encuentran en la fase mévil estancada pues deben abandonar el
volumen estancado para entonces salir con el volumen en movimiento.

v  Transferencia de masa de la fase estacionaria. Aqul, las moléculas que difunden mas
profundo en la fase estaocionaria tardardn mdas en alcanzar la fase moévil, por lo que
ser@n dejadas atrés por la mayoria de las moléculas.

Existe un valor de velocidad de flujo en el cual la altura equivalente de un plato tedrico es
minima, dando como resultado picos delgados. Con flujos bajos. el ensanchamiento se debe
principalmente a ia difusion longitudinal. en tanto que a velocidades altas, el ensanchamiento
es resultado de deficiencias en la transferencia de masa.

Existe otfro tipo de ensanchamiento de bandos, se le conoce como ensanchamiento extra
columna y generaimente estd asociado a problemas con la tuberia que permite la circulacion
de fluido en el sistema y con deficiencias en el sistema de deteccién [28,45-46).

5.5 Cvantifs I15n en cromatografia

Para cuantificar un componente dado es necesario que la recuperacién sea cercana at 100%
(que sea eluida y detectada la totalidad del analito que ingresé en la columna), ademdas. los
componentes no deben sufrir modificaciones quimicas durante el curso de la separacién.

La cuantificacién precisa se lleva a cabo con facilidad cuando la sefal del detector se
encuenira en una escala que es exactamente lineal con respecto a la concentracion de cada
componente, Cuando la senial de respuesta es lineal, la concentracion de la especie es
proporcional al Grea bajo la curva de la funcién respuesta = f{tiempo). El drea es la integral de
la curva graficada.
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En la actualidad, los integradores y computadoras calculan numércamente el area tras ubicar
la linea base: si los picos no se resuelven en su totalidad, la ubicacién automdtica de la linea
base puede ser erdnea. En el caso de un registrador, la velocidad con la que el papel se
desplaza también influye en la precisién del andlisis.

Para cuantificar los componentes identificados. se inyecton soluciones de concentracién
conocida, para después comparar el area del anatito en la muestra contra el drea del estGndar
{estGndar externo). También es muy comun y altamente recomendable., obtener curvas de
calibracién, es decir. modelos matematicos que describen el comportamiento de la respuesta
{area bajo la curva} que produce un analito dado a distintos niveles de concentracién.

El método de cuantificacidn con ayuda de un estdndar intemo. permite determinar la
concenfracién del analito en ia muestra calculando la relacién de las dreas analito a estandar
interno. Un estdndar interno es un analito que produce una respuesta de caracteristicas similares
y tiene propledades fisico quimicas comunes con el analito en cuestién; el estdndar infemo no
debe encontrarse en la muestra y no debe interferir en Ia respuesta que genera el analito. Este
método permite compensar erores en la inyeccién y, a veces. deficiencias en la preparacidn

de las muestras.

En ambos casos. se pueden obtener factores de respuesta y curvas de calibracién. En el
presente trabajo se utilizd norleucina (aminodcido sintético) como esténdar interno [28}.
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6. VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

6.1 Definicién

Un método analitico se define como la secuencia de actividades que se deben cumplir para
Nevar acabo el andilisis de un componente especifico {analito) en una muestra. La validaciéon es
proporcionar la informacién necesaria para comprobar que un método cumple con el objetivo
para el que fue diseniado. es decir, es la evidencia documentada, de los estudios de
laboratorio, de que un método satisface con seguridad los requisitos para su aplicacién
anaglitica, permitiendo la obtencién de resultados confiables y cercanos al valor real.

La evidencia documentada de la validez de un método se expresa por medio de la evaluacién
de distintos paradmetros: linealidad, exactitud, precisidn, repetibilidd, reproducibilidad, Iimites de
deteccién y cuantificacién, especificidad. tolerancia, robustez y estabilidad. en funcién de las
caracteristicas del andlisis. Cada parametro debe cumplir con ciertos criterios de aceptacién

para considerar que la metodologia es valida.

Los métodos que aparecen en la literatura oficial reconocida {(Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos, métodos oficiales de andlisis de la AQAC, elc.) se consideran validos y solo
deben cumplirse una etapa de adecuacién, verificando que los resultados obtenidos cumplan

con los criterios de aceptacidn [47,52-56].

6.2 Unealidad

Lo linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentracién de un andlito y la
respuesta (directa u obtenida por medio de transformaciones matemdticas definidas) que
genera. Se utiliza el modelo de la ecuacién de la linea recta (Y = mx + b) para su evaluacién.
También se evalda el intervalo dentro del cual se cumple dicha proporcionalidad.

Existe la posibilidad de que la proporcionalidad buscada no sea descrita por un modelo lineal.
Pueden utilizarse otros modelos matemadaticos que permitan obtener la proporcionalidad entre |a
respuesta generada y la concentracién de un anailito dado, siempre que sean cubiertos los

requisitos especificos para el modelo encontrado.
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La linealidad del sistema es la proporcionalidad del andlisis de estdndares de referencia en el
sistema de cuantificacién. Permite obtener curvas de calibracién que relacionan la respuesta
que genera el analito {Y) en una metodologia dada. con la concentracién de soluciones
estdndar de! analito (x). Las curvas de calibracién se preparan con al menos 5 niveles de
concentracién del estadndar, cada nivel, al menos, por triplicado.

La ecuacién que describe la tendencia se obtiene por el método de cuadrados minimos,
donde se obftienen coeficlente de determinacién (r2), pendiente (m} y ordenada al origen (P):
ademds se estima el intervalo de confianza de la pendiente. El coeficiente de determinacién
debe ser mayor a 0.98 para considerar adecuado el modelo lineal: el intervalo de confianza de
la pendiente no debe incluir el cero, pues esto implicarfa que no existe proporcionalidad alguna
entre la respuesta y la concentracién. También se recomienda encontrar e! intervalo de
confianza para la ordenada al origen, si éste incluye el cero, se considera que es adecuado
anaglizar muestras comparando su respuesta contra la respuesta generada por un estdndar en
un solo nivel de concentracién, es decir, sin necesidad de una curva de calibracién para cada

andglisis,

La linealidad del método es el comportarmiento entre la concentracién del compuesto de
interés, en la muestra, y la respuesta obtenida, descrito mediante la ecuacién de la linea recta.
En este punto debe abarcar la metodologia involucrada en la preparacién de la muestra
{extraccién, purificacién, formacién de derivados, etc.). Permite asegurar que los resultados que
se obtengan seran directamente proporcionales a la concentracién del analito en ia muestra,
dentro de un intervalo dindmico de trabajo y después de haber preparado la muestra de modo
conveniente para su andlisis. Se utilizan ol menos tres niveles de concentraciéon.

Existen dos formas de evaluar la linealidad del método:

v Cuando se conoce la totalidad de los componentes de la matriz donde se encuentra el
analito. se prepara un placebo y se adiciona, en tres niveles de concentraciéon, el
analito a cuantificar, el andiisis se hace por triplicado.

v  Cuando no se conocen los componentes de Ia matriz, se utilza la muestra misma como
matriz; sin odicionar y adicionando tres niveles mds de concentracién, cada uno por
triplicado, el analito a cuantificar. En cada nivel, se mantiene constante la cantidad de
muestra utilizada, con la finalidad de restar este resultado de las muesiras adicionadas.
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Cuando no es posible adicionar de manera directao el analito a la muestra, la adicién se
hace en alguna de las primeras etapaoas del método, para lograr asegurar que las etapas
posteriores no dan lugar a resultados incorrectos.

Los niveles de adicién se realizan considerando que los resultados obtenidos estarén dentro del
intervalo de linealidad del sistema. Se utiliza como referencia la misma sustancia adicionada. La
metodologia de la cuantificacién debe ser realizada por el mismo analista y bajo las mismas

condiciones.

En ambos casos, se reporta la cantidad recuperada {Y) en funcién de la cantidad adicionada
{x). También se uliliza el método de cuadraodos minimos para calcular la pendiente {m).
ordenada al crigen (b} y coeficiente de determinacién (r2). Se estiman también. los intervalos
de confianza para la pendiente y la ordenada al origen, ademds del coeficiente de variacion
de la regresién. El coeficiente de determinacién debe ser mayor a 0.98 para considerar que el
modelo lineal es adecuado: el intervalo de confianza de la pendiente debe incluir el uno,
mientras que el intervalo de confianza de ia ordenada al origen debe incluir el cero. Si no
ocurre asl. es posible utilizar los modelos obtenidos para encontrar factores de qjuste que
permitan llevar los valores encontrados en el andlisis de muestras al volor real [52-54,56).

6.3 Exactitud

Se define como la concordancia entre un valor obtenido, empleando el método. y el valor de
referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro del andlisis de muestras o placebos
adicionados {cantidad cuantificada / cantidad adicionada x 100). El intervalo de confianza del
promedio de recobro debe incluir e 100% ©. el promedio aritmético. de al menos 6
determinaciones, de la recuperacién debe estar incivido dentro de un intervalo dado en

funcién del tipo de andlisis que se realiza.

Si el método lo permite y se cuenta con justificacion para ello, se pueden utilizar factores de
comeccidn cuando no se alcance el 100 % de recobro utiizando el método que se estd

validando.
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Cuando se hace la evaluacién de o linedlidad del método. puede determinarse
simultneamente la exaclitud del método, pues en la evaluacidn de cada nivel de
concentracidn adicionado, se determina lo cantidad de muestra recuperada [52.54,56).

6.4 Precisién

Es el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplica
repetidamente a moiltiples alicuotas de una muestra o referencia homogéneos. Se expresa
matemdticamente como la desviacidén estdndar relativa (RSD) o coeficiente de variaciéon
(%BC.V): desviacién estandar muesiral / media aritmética x 100.

Este punto incluye la precision y adecuabilidad del sistema vy la precisién del método.

Lta evaluacién de adecuabilidad permite encontrar el error en el andlisis debido Gnicamente ai
equipo. Se examino seis veces una sola muestra. empleando las mismas condiciones en el

andlisis.

Lo precisién del sistema se determina a partir de! andlisis de una solucién a un solo nivel de

concentracién, por sextuplicado.

La precisién del método {o precision intermedia) se obtiene del andilisis por triplicado de una
muestra homogénea o sustancia de referencia en dos dias diferentes y por dos analistas

diferentes [52.54.56].
6.5 Repetibilidad / Reproducibllidad

Lo repetibilidad es la precision expresada como la concordancia entre las determinaciones
independientes, aplicando el método desamollado, realizadas bajo las mismas condiciones

{muestra, analista, tiempo, aparato, condiciones, etc.).

La reproducibiidad también se refiere a precision, pero expresada en términos de
determinaciones independientes, realizadas en condiciones diferentes (analista, laboratorio,
equipo, etc.). analizando una misma muestra. La desviacién estdndar relativa es la forma de

evaluar la reproducibilidad y/o repetibilidad [52.541.
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6.6 Senlbilidad

Cuanto mayor es la sensibiidad de un método, serd mdas probable medir cambios mas
pequeiios en la respuesta del sistema de deteccidn. Los pardmetros que la definen son: el limite
de deteccidn. que es la minima cantidad del analito que se puede detectiar pero no
necesariamente cuantificar, y el iimite de cuantificacién, que es la minima concentracién del
analito que se puede determinar con exactitud y precision razonables.

Tanto el Iimite de deteccién., como el de cuantificacién, pueden ser estimados a partir de Ia
relacion sefial / ruido o de los paradmetros de la curva de calibracion [52,56,57).

6.7 Especil d / Selectvidad

La especificidad es la capacidad de un método analitico para obtener respuesta debida
Unicamente a! andiito de interés y no a ofros componentes de la muestra. es decir, evaluar
inequivocamente al analito en presencia de compuestos endégenos. La selectividad es la
posibilidad del método de separar el anglito de ofros productos. La prueba mas simple para la
evaluacién de especificidad es el andlisis de un blanco de la matriz biolégica. La evaluacién de
selectividad, en los métodos cromatogrdaficos, requiere del andlisis de pureza de cada uno de
fos picos, para asegurar que el método es capaz de separar un analito de otros productos [56).

6.8 Tolerancia / Robustex

La tolerancia es la reproducibilidad de los resultados analiticos de una misma muestra bajo
diferentes condiciones normales de operacion (temperatura, reactivos, diluciones, columna,
equipo, etc.). La robustez es la capacidad del método de mantener su desempeiio al
presentarse variaciones deliberadas en los pardmetros normales de operacién {gradiente,
compaosicién de la fase mévil, sisterma de deteccién, etc) [52.54).

6.9 Establildad

Es la propiedad de una muestra. preparada para su cuantificacion, de conservar la integridad
fisico quimica y concentracién de la sustancia de interés, después de mantenerie bagjo

condiciones especificas [54].
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1.1 Valid én de un método para cuantificar aminodcidos por HPLC de fase reversa
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1.2 Cuantifi i6n de aminodcidos por HPLC de fase reversa
n N Preparacién de las muestras
Determinacion | {molienda. secado y
de Nitrégeno desengrasado)

Hidrélisis (HCl en fase de vapor,
145° C, 4 horas)

Adicién de Estandar Interno V.
Reconstitucidn-Extraccion y
Purificacién del Hidrolizado.

[ Detivatizacién con AQC

Andlisis cromatogréfico.
Columna AccQ-Tag Nova Pak Cis.
tamaino de particula 4 um,
dimensiones: 3.2 mm x 150 mm.
Fase moévil: buffer acuoso de acetatos
y fosfatos, pH =5.02; CHaCN 60% en
agua

1 se utilizé norleucina 0.1 MM como estandar interno
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2. METODOLOGIA

FAN, 16n de las ity

En la validacién de la metodologia para cuantificar aminodcidos por HPLC de fase reversa, se
emplearon muestras de frijol Negro Jomapa (Phaseolus vuigaris), frijol Escumite (Phaseolus
acutifolius) y maiz (Zea mays). las cuales se hidrolizaron con HCI 6 N en reflujo a 145° C por
cuatro horas y se analizaron por cromatografia de intercambio idnico. La muestra de frijol
Escumite, fue también analizada por HPLC de fase reversa, después de haber sido hidrolizada
como ya se menciond. El objetivo de éstos andlisis fue obtener un referente para evaluar los
resultados que se obtuvieron con la metodologia propuesta.

Una vez obtenido y validado el protocolo de cuantificacién de aminodcidos por HPLC, se
realizé la cuantificacion de aminoacidos en las siguientes muestras:
v Aoz pulido (Orniza sativa):
v 3 variedades de lupinos (Lupinus exaltatus, Lupinus angustifolius y Lupinus aschenbomii):
v  Semilla, germinado. ejote y semilla del ejote de colorin {Erythrina americana). crudos y
cocidos:
v Residuo de vid (Vitis vinifera) procedente de la elaboracién de vino; y
v Semilas y germinados de trigo, sorgo, frjol Tepari (Phaseolus acutifolius), frijol
Escumite(Phaseolus acutifolius) y frijol Comba (Phaseolus lunatus).

Cada una de las muestras se hizo pasar a través de una malla de 0.5 mm, en un molino Thomas
wiley Laboratory Hill modelo 4 o en un molino Weber-Bros & White modelo 553853.

En el caso de muestras con contenido elevado de humedad {mayor a 10 %), se elimind el agua.
previo a la etapa de molienda, por liofilizacién (LABCONCO freeze dryer modelo 4.5) o secado
a 60-65° C (estufa de comiente forzada LAB-LINE modelo Imperial lil). Todas las harinas de las
muestras, cuando el contenido de humedad ya era menor a 10 %, fueron secadas {AQAC
14.004, 1984 [58]) en una Estufa de Vacio LAB-LINE modelo 3620, después de haber sido molidas.

Todas las harinas secas, fueron desengrasadas {AOAC 7.063, 1984 [58]) en un aparato de
extraccién Goldfisch de LABCONCO, hasta obtener harinas con menos de 5% de grasa.

En todos los casos se determind el contenido de nitrégeno total (AOAC 2.055, 1984 [58]).
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Los materiales y mélodos empleados durante el desarrollo de los siguientes metodologlas se

encuentran en e! anexo .

2.2 Deterr 16n de Nitrég total (P cruda). AOAC 2.055, 1984 ([58], Con

modificaciones
2.2.1 Fundamento.

El método de Kjeldahl cuantifica el nitrégeno total contenido en una muestra. La conversién a
proteina se hace multiplicando por el factor 6.25, pues comunmente, 100 g de protelina
cuentan con 16 g de nitrégeno (100/16=6.25).

€l método se fundamenta en la combustién, en himedo, de la muestra por calentamiento con
acido sulturico concentrado en presencia de catalizadores metdlicos para reducir el nitrégeno

orgénico a amoniaco. el cual queda en solucién al formarse sulfato de amonio.

El medio se alcaliniza y destila por arrastre de vapor, para desprender el amoniaco y después
retenerio en una solucién de dacido bérico (HBO2H20 = HaBOg3), donde se forma borato de

amonio (NH4B[OH)4). el cual es valorado con HCI.
Reaccién de digestion:

Materia Organica + H2504 > CO2 +H20 + NH4HSO4 + SO2
Destilaciéon y Recepcidén en Gcido bérico:

NH4HSO4 + NaOH -> NHa
NH3 + H3BO3 + H20 > NH4B(OH)4

En fodas las muestras se determind porcentaje de nitrégeno total con la finalidad de expresar,
posteriormente. el contenido de aminodcidos en 16 g de nitrégeno.
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¥ idos en un aut lizador, previa hidrd con HCI § N, en reflujo.

2.3 Cuantifi ién de arr
4 horas a 145° C. [14]

2.3.1 Fundamento.

La determinacién cuantitativa de los aminodcidos de una proteina en un alimento, permite
realizar una evaluacién de la posible calidad de dicha proteina, en términos de cantidad y
variedad de los aminodcidos indispensables que contiene. Los equipos automaltizados, basados
en cromatografia de intercambio idnico, permiten obtener la composicidn de una proteina,
después de haber sido hidrolizada, con exactitud. rapidez y facilidad.

La hidrdlisis Gcida es el procedimiento generalizado para una gran variedad de proteinas: las
cuales se tratan con 2.5 - 5000 veces su peso con HCI 6§ N, manteniaendo ia solucién bdjo refivjo

a 145° C por espacio de 4 horas.

Los resinas especificas (resina de poliestireno sulfonatada, carga negativa) acopladas a
bombas especiales que mantienen un flujo constante de las soluciones eluyentes, forman
interacciones con los aminodcidos cargados positivamente. a manera de un intercambiador
catidénico. Una vez separados. se hacen reaccionar con ninhidrina para lograr su deteccién con

ayuda de aparatos de registro electrénico automdtico.

Con esta metodologia se llevé a cabo el andilisis de aminodcidos en frijol Escumite, frijol negro
Jamapa y malz o que permitié establecer la referencia de la metodologia propuesta en este

estudio.

66




METODOLOGIA

2.4 Cuontifi i6n de inodcidos por HPLC de fase . previa hidid con HCI &
N en fase de vapor, 4 horas a 145° C [23.33]

2.4.1 Fundamento.

Debido a la polaridad de los aminodacidos y a la ausencia de un cromdforo en la mayoria de
ellos, la formacién de un derivado antes del andilisis por HPLC de fase reversa es necesaria
{derivatizacién pre columna). Los derivados formados con é-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato son estables y permiten incrementar la precision del andlisis rutinario de
aminodacidos por derivatizacién pre columna, dada la, relativamente, menor manipulaciéon de
la muestra durante la preparacion de los derivados de los aminodcidos liberados después de
haber hidrolizado la proteina. El derivado formado también permite mejorar la sensibilidad
{andlisis por HPLC de fase reversa con deteccién fluorescente o en UV) y selectividad (reaccién
selectiva del reactivo con aminas primarias y / o secundarias).

La cuantificacién de aminodcidos en alimentos sigue a una etapa de hidrélisis, la cuat
comunmente es la principal fuente de error. debido a la manipulacién de las muestras.

La hidrélisis dcida en fase de vapor (HCl 6 N, 0.1% de fenol), es ofra adaptacién que permite
incrementar el rendimiento del proceso de hidrélisis, pues las pérdidas por oxidacién de
aminodcidos se reducen gracias a la combinacién de nitrégeno y vacio durante la preparacién
de las muestras a hidrolizar, el contacto de HCI gaseoso con la muestra y un control eficiente de
la temperatura y tiempo de hidrélisis (145° C. 4 horas). Inicialmente disefado para el andiisis de
péptidos y proteinas puros, se adapté para su uso en la hidrélisis de proteinas en cereales y

leguminosas,

En la cuantificacién de los aminodcidos de las proteinas de cereales y leguminosas, se
combinan Ia derivatizacién con 6 aminoquinoli-N-hidroxisuccinimidil carbamato. la
cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase reversa (particién de un
soluto entre una fase estacionaria no polar y una fase movil polar). utilizando nordeucina como
estandar interno. y la hidrdlisis del material proteinico con HCI 6 N 0.1% de fenol, en fase de
vapor, a 145° C por 4 horas.
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2.4.2 Elaboracién del protocolo.

Previé a la ya"dacién. fue necesario desarroliar y/o ajustar las condiciones en las metodologias
de hidrélisis y cuantificacién por HPLC para llevar a cabo el andlisis de aminodcidos en cereales

Y legumlnosds.

Una vez que se ajustd el andlisis cromatografico, se llevaron a cabo distintas pruebas para
adaptar las condiciones de hidrélisis, preparacién, purificacion y derivatizacion de las muestras,
todo con el objetivo de elaborar el protocolo que seria validado. El protocolo final se encuentro
en el anexo il y fue obtenido con los resultados obtenidos al evaluar las siguientes variables.

o

v Prep iSn de la
Se pesaron de 2 a 15 mg de muestra seca y desengrasada.
Se evalud también la posibilidad de humedecer las muestras con ta finalidad de hidratar por

completo la muestra y distribuido en las paredes del tubo para mejorar su exposicién a los

vapores de HCL.

v Pr ISn de las e Hidré en fase de vapor

Se probd hidrolizar de 1 a 6 tubos con muestra por vial de reaccién.

v  Prep: 16n de las fras: hi 16n del ¢ o
Se sabe que es necesario el uso de HCI| para mejorar el proceso de extraccién de los
aminodcidos del tubo de hidrdlisis. Se evaluaron 2 concentraciones de HCI (10 y 20 mM) durante

la re-hidratacion de los hidrolizados.

v Prep 16n de las tr 6n y | do del hi
Se supuso que el lavado con acetonitrilo : agua (20:80). permitiia mejorar la extraccién de los
aminodcidos menos polares. Se realizaron pruebas de lavado ufilizando el 25, 50 y 90% del
volumen de aforo final. Esto permitida, en principio, sustituir una dilucién previa a la purificacién

de los hidrolizados con ayuda de un cartucho no polar, segin lo reportado por Zendejas [60).

v é6n de las dHucién de d

Se hicieron evaluaciones utilizando 1 y 5 mL como volumen final de aforo.
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v Prep ién de las tras: filracion y purifi i6n del hidroli:
Las muestras necesariamente deblieron ser filtradas: se utilizaron filtros de nylon de 0.22 ym de

tamaiio de poro.

Previo a la puiificacién con cartuchos no polares, se analizé la diluciédn del hidrolizado con
acetonitrilo al 20 % en proporcién 1:1, de acuerdo con Zendejas [60}].

También se evalué la purificacién omitiendo el paso de dilucién y considerando gnicamente los

lavados con acetonitrilo al 20 %.

Las muestras con volomenes finales de 1 mL fueron analizadas solo filtradas o filtradas y

purificadas con cartuchos no polares.

Para evaluar la exfracclén y purificacién durante la obtencién del protocolo, se compard el
drea de norleucino lograda después del tratamiento contra el area obtenida con un estandar
sin MAas tratamiento que la derivatizacién. Esto debido al reporte de las bajas recuperaciones de
los aminodacidos no polares cuando se utilizaron cartuchos hidrofébicos en ia purificacion {25].

Con el protocolo desarrollado y validado, se procedid al andlisis de algunos cereales y

leguminosas.

2.5 Cuontift 16n de ] por HPLC de fase reversa previa hidrélisls con HCI 6 N, en
refiujo, 4 horas o 145° C {14,33].

Se hidrolizé el material proteinico de frijol Escumite con HCt 6 N en refiujo a 145° C durante 4
horas. para posteriormente cuantificar los aminodcidos la proteina por medio de HPLC de fase
reversa, derivatizando con AQC.

Después de la hidrdlisis, el producto fue fillrado y purificado antes de ser derivatizado con AQC y
analizado por HPLC. :

€l material y método utilizados se encuentran en el anexo lit.
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3. VALIDACION (52.54-55.57)

En todos los casos, se@ empled norfleucina como estdndar interno. La relaciéon de Greas analito a
noreucina, fue registrada como respuesta. Las férmulas de cdélculo utilizadas se encuentran en

el anexo |.
3.1 Adecvabillidad

Se registré el promedio, desviacién estGndar y coeficiente de variacién de 6 sefadles
electrénicas producidas manualmente en el detector, con la finalidad de evaluar la precisién
en la obtenciéon de las dreas con el registrador empleado. El coeficiente de variacién deberia

sermenora l %.

Una vez establecidas las condiciones del andlisis cromatografico, se procedié a evaluar la
adecuabllidad del sistema de andlisis.

Ideaimente, para cada método andalitico se recomienda el uso de distintas soluciones de
adecuacion, las cuales permiten reportar los pardmetros mds importantes dentro del desarrollo
de un método cromatografico, con el objetivo de verificar que el sistema de andlisis funciona
comectamente, En este caso. lo mds cercaneo a una solucién de adecuacién fue el usc de un
estandar de aminodcidos.

Se inyecté por triplicado un esténdar de aminodcidos de concentracién 0.8 mM de cada
aminodcido (cistina 0.4 mM)} y norleucina 0.1 mM, reportandose la respuesta del analito,
coeficiente de variacién, resolucién y factores de capacidad para cada analito.

Se emplearon los siguientes criterios de aceptacion: el coeficiente de variacién deber& ser
menor a 3%; el factor de capacidad de cada uno de los analitos, debe ser mayor a 2 y la

resolucién debe ser mayor a 2.

También se registrd el tiempo de retencidn de cada uno de tos aminodcidos, a partir de las tres
inyecciones de un solo est@ndar de aminodcidos, determindndose promedio. desviacion
estaGndar y coeficiente de variacion. Se empled el coeficiente de variacién menor a 3 % como

criterio de aceptacién.
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3.2 Precisién del sistema

Se evalud la precisidon del sisterna. analizando un sextuplicado de soluciones a un solo nivel de
concentracién de un estGndar de aminodcidos (0.2 mM, cistina 0.1 mM y noreucina 0.1 mM},
derivafizadas con AQC. Se midié la respuesta analitica (relacién de dreas) y se determind ia
media, desviacién est@ndar y coeficiente de variaciéon.

Se utilizd el siguiente criterio de aceptacién: coeficiente de variacién menora § %
La precisién del método (precisién intermedia) no fue determinada, puesto que los diferentes
analistas que participaron, frabajaron con muestras distintas. en niveles distintos de

concentracién y, en algunos casos, bajo diferentes condiciones de andlisis.

3.3t d del sist

Se procedié a determinar la linealidad del sistermna, sin realizar modificaciones en las condiciones
cromatograficas establecidas y evaluadas en las etapas previas.

Se determind mediante la construccién de una curva de calibracién, tipo Y = mx + b, con al
menos 5 niveles de concentracidén, cada une por triplicado (tres soluciones estandar,
derivatizadas de manera independiente). de la respuesta de cado uno de los aminodcidos en
funcidn de los niveles de concentracién manejados.

Puesto que las respuestas son diferentes para cada uno de los aminodcidos, se decidié inciuir 7
niveles de concentracién. con la finalidad de obtener ecuaciones con al menos 5 niveles de
concentracién para cada uno de los aminodcidos. Se realizaron soluciones estdndar con las
siguientes concentraciones: 0.025. 0.05. 0.10, 0.15. 0.20. 0.30 y 0.8 mM de cada aminodcido
{0.0125, 0.025, 0.05 y 0.1 mM, en el caso de cistina) con 0.1 mMM de norleucina en cada caso.
También se prepararon soluciones a la misma concentracién de cada aminodcido. pero con
norleucina 0.5 mM, pues también se utilizé esta ultima concentraciéon del estandar interno en el
andlisis de muestras. Se realizé el andlisis bojo las mismas condiciones.
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Se obtuvo una curva por aminoécido.'d‘el tipo Y = mX + b, con el método de los minimos
cuadrados; determindndose . el coeficiente de detemminacién {r?), ordenada al origen,
pendiente e intervalos de confianza de la pendiente y de la ordenada al origen. Se debe
reportar, ademadas, el intervalo lineal de la curva.

Los criterios de aceptacién empleados fueron: coeficiente de determinacién (r2) mayor a 0.98,
el intervalo de confianza de la pendiente (a = 0.05) no debe incluir e! cero, en tanto que el

intervalo para la ordenada al origen deberfa inciuir el valor cero.
3.4 Unealidad, Exactitud y Repetiblliidad del método

Aun cuando se conocen, en general, los componentes de las matrices analizadas, es dificil

elaborar un placebo.

Dado que se desconoce el comportamiento {(cinéticas de degradacion o susceptibilidad a las
condiciones de reaccidén) de un hidrolizado de aminodcidos (estandar de referencia) durante
la hidrélisis y la variabilidad propia de las muestras, se decidié que era mdas adecuado utilizar
una matriz con alto contenido de hidratos de carbono y adicionarda con aminodcidos
inmediatamente después de haberie sometido al proceso de hidrdlisis.

El objetivo era detemminar si la cuantificacién se podia describir con un modelo lineal,
evaluando el recobro de la cantidad adicionada {exactitud), después de extraer, purificar,
derivatizar y cuantificar en HPLC los aminodcidos libres del enlace peptidico: es decir.
determinar si la preparacién de ig muestra evita que se presentsn interferencios asociodas a los
productos de degradacién de una matriz de elevado contenido de hidratos de carbono

sometida a hidrdlisis.

Cada nivel de adicién se realizé por friplicado para evoluar la repetibilidad del método de

andlisis.
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Se utilizd maltodextina (Maizena) como fuente de hidratos de carbono. Se pesaren ? tubos con
exactomente 10 mg y se sometieron a hidrélisis en fase de vapor. Después del proceseo, se
adicionaron, por triplicado. 3 niveles de aminodcidos: 45. 220 y 450 pl de! estGndar de
aminodcidos 2.5 mM, [comrrespondientes a 0.1125, 0.55 y 1.125 umoles de cada aminodcido,
respectivamente. 0.05625, 0.275 y 0.5625 umoles en el caso de cistina}) por cada 10 mg de
maltodextrina, se agité en vértex y se llevd a sequedad ia muestra con ayuda de vacio,
continudndose con el proceso de preparacion del hidrolizado {adicién de estdndar intermo,
extraccién de aminodcidos y purificacién) para su posterior derivatizacién., inyeccién y
cuantificacién en el cromatégrafo, todo de acuerdo a las metodologias mencionadas en el

anexo I,

Ya que no fue posible preparar un placebo con distintas proporciones de protelna, con las
adiciones preparadas se simularon hidrolizados de 40 a 400 ug de nirdgeno. Las 3 adiciones de
45 pL se rehidrataron en 1 mL, las 3 de 220 ul se llevaron a § mt y las 3 adiciones de 450 ul se
llevaron a 1 mL. Todos los casos fueron purificados con cartucho Cia v fillrados a través de

tamafo de poro de 0.2 ym. de acuerdo a lo referido en el anexo Iil.

Se obtuvo una curva [cantidad recuperada en funcién de fa cantidad adicionada} para cada
aminodcido, determindndose el coeficiente de determinacién (r?), ordenada ol origen,
pendiente e intervolos de confionza pora la pendiente y lo ordenada al origen. Se reportd
ademds el coeficiente de varacion de la regresién.

Los criterios de aceptacién empleados fueron: coeficiente de determinacién (r2) mayor a 0.98,
el intervalo de confianza de la pendiente (a = 0.05) debe incluir el uno y el intervalo de
confianza de la ordenada al origen (a = 0.05) debe incluir el cero. El coeficiente de variacién
de la regresién debe ser menor a 3 %, aunque cualquier otfro criterio de aceptacién deberd

estar fundamentado y documentado.
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En la evaluacién de exactitud y repetibilidad del método de cuantificacidn de aminodcidos, se
determind la media, desviacién estaGndar y coeficiente de variacidn del porcentaje de recobro
del método:

% recobro = (cantidad recuperada / cantidad adicionada) x 100
realizando el andlisis por cada nivel de adicidén y considerando las ? repeticiones totales.

Los criterios de aceptacién empleados para esta evaluacién fueron: el promedio de recobro
deberia estar incluido en el intervalo 90-110 %, en tanto que el coeficiente de variacién deberia
ser menor @ 5§ %, para comprobar que el método de cuantificacién de aminodcidos tiene

exactitud y repetibilidad adecuados.
3.5 Exaciitud y Repelibitidad del método (hidrdiisis y cuantificacion por HPLC)

La exactitud del método completo (hidrélisis del material proteinico y cuantificacién de los
aminodcidos liberados por HPLC de fase reversa) se evalud después de analizar, por triplicado,
ia composicién proteinica de frijol negro Jamapa, frijol Escumite y malz por cromatografia de

intercambio idnico. utilizando el método de hidrdlisis propuesto por Lucas y Sotelo en 1982 [14]:
hidrélisis con HCI é N en reflujo a 145° C por 4 horas {seccién 2.3 de METODOLOGIA).

También se realizé el andlisis de frijol Escumite, hidrolizando segin et reporte de Lucas y Sotelo,
derivatizandole con AQC, para su cuantificacién en HPLC de fase reversa, para contar con otra
referencia, acerca de la combinacién de la hidrélisis tradicional y la cuantificacién por HPLC de
fase reversa [seccién 2.5 de METODOLOGIA).

La repetibilidad del método se determind después de cuantificar el contenido de aminodcidos
a partir del triplicado de pesadas independientes. Con la colaboracién de tres analistas, se
analizaron 4 diferentes muestras (un analista evalué dos muestras, el resto solo una), es decir, la
repetibilidad fue evaluada 4 veces. Dado que no analizd la misma muestra, no se determind la
reproducibilidad del método. Se determind el coeficiente de variacidn de cada aminodcido.
en cada muestra. El protocolo de andlisis, tal como fue utilizado por los tres analistas se

encuentra en el Anexo Il

74




METODOLOGIA

3.6 Sensibilidacd

A partir de las curvas de colibrcclén, con al menos 5 niveles y por triplicado. se obtuveo la
pendiente, el intervalo de conﬁanzo de la pendiente (que no debe incluir el cero),
coeficiente de defermlnuclén r2 moyor a 0.98) y desviaciédn estdndar de la regresién. La
sensibilidad del sistema se colculé con las siguientes ecuaciones [57}:

Limite de deiecglén = (3.3 x desv. est.regresion) / pendiente x (1/4n)

Limite de cuantificacién = {10 x desv. est.regresién) / pendiente x (1/Vn)

Solo se determinaron los limites de cuantificacidén y deteccidén de los aminodcidos cistina,
metionina, tirosina e histidina, pues durante la etapa de adecuabilidad, se encontré que eran
los que se encontraban mds cerca del limite inferior del intervalo lineal del sistema, cuando se

analizaron frijol Escumite y maiz.

3.7 Especificidad

La especificidad se determind utilizando 10 mg de hidratos de carbono sometidos a hidrélisis, no
debiendo producir respuesta analitica a las condiciones de trabajo, analizando aforos de 1 vy 5

mL, cada uno por fiplicado.

La selectividad no fue evaluada, ya que se requiere del andlisis de pureza de cada uno de los
picos comespondientes a los aminodcidos presentes en una muestra. con la finalidad de
garantizar que el sistema de andlisis selecciona y resuelve aminas derivatizadas con AQC entre

sl.
3.8 Tolerancla y Robustez
En la evaluacion de la robustez del método. se seleccionaron dos factores criticos relacionados

al método (PH y composicién de fases), y en la evaluacién de la tolerancia, se selecciond un
factor critico ajeno al método {diferentes lotes de reactivo de derivatizacidn).
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Se evalud la tolerancia del método con el andlisis de un solo estandar de aminodacidos (0.8 MM,
norleucina 0.1 mM). derivatizado por triplicado, cada vez con AQC recién reconstituido. de

diferente lote.

No debié haber diferencia (o = 0.05) entre las respuestas generadas con cada AQC. ulilizando

la prueba t de Student para la comparacién de promedios con varianza desconocida.

La robustez del sistema, respecto a la composicién de ia fase movil B, se evalud inyectando por
triplicado un solo derivado. cuando se prepard fase B en tres dias distintos. Se ulilizé el andlisis de
varianza de una via (o = 0.05), donde no deberia encontrarse diferencia entre la respuesta
generada para cada fase. La robustez en funcién del pH se evalud inyectando por triplicado
cada vez, un solo derivado cuando se modificé el pH de la fase A en 4.8 y en 5.2. Con ambas
modificaciones se debieron resolver todos los picos.

Ambas pruebas fueron evaluadas utilizandoe el andlisis estadistico de una hoja de cdiculo de

Microsoft Excel versidon 9.0.2719.

3.9 Establlidad

Se evalud inyectando un mismo derivado, bajo condiclones constiantes, a los dias 1. 3 y 5. Se
determiné la relacién porcentual de las respuestas de los dias 3 vy 5. respecto a la respuesta
generada el dia 1. El valor absoluto de la diferencia de las relaciones porcentuales (dia 1 menos
dia 3 y dia 1 menos dia §) no debid ser mayor a dos unidades porcentuales.

76




RESULTADOS

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




RESULTADOS ¥ DISCUSION

1. ELABORACION DEL PROTOCOLO

Durante la etapa de adecuacién del sistema de andlisis cromatogrdfico se realizaron
modificaciones al gradiente que iniciaimente se tenia reportado [59-60]. Los puntos modificados
permitieron: mejorar la resolucién entre los pares cistina-tirosina y noreucina-fenilalanina; evitar
la interferencia del lavado en la elucién de norleucina y fenilalanina, y ocelerar la etapa de
acondicionamiento de la columna para aumentar la resolucién de los primeros 5 picos dela
siguiente comrida. También se disefio un programa que permitiera lavar el sistema al finalizar las
sesiones diarias. El programa tal y como fue utilizado se encuentra en el anexo I,

Las fases preparadas como se menciona en el anexo lil, fueron almacenadas en refrigeracién
para conservaries hasta por un mes cuando fue necesario, filtrGndoles y desgasificGndoles
cuando no fueron ulilizadas por mas de dos dias. Cuando la resolucién no fue adecuada, sobre
todo en el inicio de cada cromatograma, se ajustd el pH de la fase A {amortiguador acetato de
sodio-dcido fosférico} en 5.02, utilizando dcido fosférico concentrado o hidréxido de sodio § N,
segun fuese necesario.

La preparacién de ambas fases siempre se llevd a cabo de la manera descrita con la finalidad
de mantener reproducibilidad en los tiempos de retencién y en la respuesta de cada uno de los
aminodcidos; eh_ el 'detector. durante todas las etapas del estudio: adecuacion del sistema,
validacién y andlisis de muestras.

Dado que.. ;'riecésorlo contar con muestras homogéneas y representativas, sobretodo en el
andlisis de alimentos, se determind que es adecuado ufilizar de 10 a 15 mg de muestra,
emplecndd mayor cantidad de (15 mg) cuando el contenido de proteina es mas bajo (menor

a 20 %).

El uso de las harinas tal cual, No resulté adecuado. La mejor opcidn fue adicionar agua (50 uL).
de esta manera se evitd vla formacién de una especie de pastila de la muestra carbonizada
que fuera sacada del tubo durante ia hidrélisis. Ademds, con la hidratacién se mejora la
distribucién de la muestra en el interior del tubo y. por lo tanto, es Ma&s eficiente su exposicién o
los vapores de HCI.
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Bajo las condiciones descritas en el anexo Ill. se encontré que pueden ser hidrolizados hasta &
tubos en un solo vial; la presién generada durante la reaccién de hidrélisis, no compromete la

integridad del equipo.

Existe el reporte de que Ia extraccién de 1os aminodcidos de hidrolizados de proteinas puras, se
hace con HCI 20 mM [24]. Después de intentar hacero de ésta manera, se encontré que, dada
la complejidad de las muestras sometidas al proceso de hidrélisis, durante el proceso de
derivatizacién era practicamente imposible amortiguar el medio para que ocurriese la reaccién
(pH = 8-10). Se decidid que la mejor opcién para hacer efectiva la extraccién era el uso de HCI
10 mM, lo cual no comprometia la eficiencia de la reaccidén de derivatizacién de los
hidrolizados de las muestras analizadas durante la adecuacion.

Para evitar la pérdida de los aminodcidos menos polares en el carfucho de purificacién,
Zendejas, en 1996 [60]. reportd la dilucién 1:1 del hidrolizado con acetonitrilo al 20 % antes de
proceder a la purificacién con el caorfucho Cia. Ademds, White y Hart [25) reportaron que la
purificacién en cartuchos no polares. puede provocar una baja recuperacién de aminodcidos
poco polares. Se decidié que durante la preparacién de la muestra se utilizara CHaCN al 20 %,
con el mismo objetivo propuesto por Zendejas, cambiando la dilucion propuesta por lavados
directamente en el tubo de hidrlisis. El omitir la dilucidn permitié que las respuestas generadas
por los aminodcidos en mdas baja concentracién estuviesen dentro del intervalo lineal de cada

una de las curvas de calibracion.

En este punto, se encontré que aproximadamente un volumen del 50 % del aforo final era
suficiente, durante la preparacion de los hidrolizados, para lograr la recuperacion del 100 % de
la norleucina utilizada comoe estédndar interno (evaluando el drea de este amino&cido sometido
al proceso de purficacion, respecto al drea de un estandar), o cual implicario que la
recuperacién de los aminodcidos tan poco polares como la norfeucing (isoleucina, leucina y
fenilalanina) deberia ser buena. Un exceso de solucidn de lavado, aseguraria mejores
rendimientos, la desventaja es que también podrian ser arrastrados. junto con los aminodcidos
no polares, productos de degrodacién de las matrices hidrolizadas, aumentando el riesgo de

ensuciar de modo grave la columna.
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La elecclén del volumen de oforo resultd funcién del contenido de proteina; 1 mlL para muestras
con menos de 20 % de proteina y 5§ mL para muestras con porcentajes mayores. Se encontréd
que era mejor concentrar el producto de hidrélisis en las muestras con menos de 20 % de
proteina. En estos casos se decidid utilizar 1 mlL como volumen final. También se decidid
mantener la cantidad de norleucina adicionada al hidrolizado {100 ul. de una solucién § mM);
dado que se considera el paso critico de la preparacién de la muestra, el reducir la cantidad
de norleucina (pues se redujo el volumen} para mantener la misma concentracién que en los
estandares de calibracién, implicaria. tat vez, mayor eror en este punto, por ser necesario
adicionar un volumen 5 veces menor.

En todos los casos se utilizaron filtros de nylon de tamano de poro 0.22 pm. Se encontré que
cuando el volumen de aforo se ha establecido en 1 mL, resulta complicado recuperar ia
muestra, sin diluile, después de ia purificacién con el cartucho. Cuando fue considerado
adecuvado (soluciones relativamente incoloras), se omitié la purificocién y Unicamente se llevd a
cabo la fitracién. El lavado con acetonitrilo ayudaria a precipitar péptidos o proteinas
hidrolizados incompletamente, mientras que el uso de filtros evitaria que éstos pasaran g la
solucién que seria infroducida en la columna, pues se conoce que el nylon de los filtros es capaz
de formar interacciones con péptidos o proteinas [61].

Con la informacién anterior se elabord un protocolo que, después de ser validado, permitiria
llevar a cabo el andlisis de aminogcidos en cereoles y leguminosas, empleando la hidrélisis
4cida en fase de vapor y el andlisis de los aminodacidos por HPLC de fase reversa con
derivatizacién pre columna. El protocolo, en su versién final, se encuentra en el anexo i,

2. VAUDACION
2.1 Adecuvabllidad

La prueba de la precisibn con la que el registrador integra las dreas fue satistactoria. El area
promedio de las 6 sefiales electrénicas producidas con el detector fue 4.9933 x 107. la
desviacién estandar 52375 x 104. El coeficiente de voriacion, 0.1049. resulté menor a la
magnitud establecida como criterio de aceptacién en esta prueba {1 %), lo cual significa que
existe repetibilidad en la forma en ia que el registrador ubica la linea base e integra el drea bajo
la curva de cada pico, a partir de los pardmetros utilizados: ancho de pico. velocidad de papel

y ruido {PT).
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En la siguiente tabla se encuentran las respuestas generadas por un solo estdandar de
aminodcidos (0.8 mM]}, derivatizados con AQC, después de inyectdrsele por triplicado.

Tabla 6. Promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacién (n=3) de la respuesta
generada por un solo estandar de aminodcidos derivatizados con AQC

Aminodacido 2 ! Respuesta + On-1 RC.V.
Aspdartico 10.04 + 0.55 5.5
Serina 11.06£0.18 1.6
Glutdmico 9.35+0.41 4.4 d
Glicina 10.82+0.32 3.0
Histidina 10.91 £0.14 RO
Arginina 10.10 £ 0.01 G 0.1
Treonina 1M222£023 .0 20
Alanina 974009 ©. .1 09
Prolina S LO7 #0111
Cistina . 802+ 6,055 T - 0.6
Tirosina RSt F TEATTT 08
Valina C710.02403 57 SRR F- B
Metionina 9894035 . 13
Lisina s zo2n L 16
Isoleucina 9.87 £ 0;07 . 07
Leucina 9.26+0.12 1.3
Fenilalanina 11.89 £0.22 1.9
Promedio 1.7

1 Respuesta = Relacién de dreas aminodcido a norleucina 0.1 mM
2 Concentraciéon 0.8 mM, cistina 0.4 mM

Cabe mencionar que durante la etapa de aojuste del sistema de andlisis cromatografico. se
realizd varias veces la prueba de adecuabilidad; la idea era identificar todas aquellas fuentes
de variacién que impedian la repetibilidad de las respuestas generadas, para que después de
comregir apropladamente, la variabiidad de los resultados debida Unicamente al sistema
{cromatégrafo, columna y fase mavil) fuera reducida hasta limites de precisién razonables.
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Como se aprecio en la tabla 6, ia mayor parte de los aminodcidos superan el criterio de
aceptacién de esta prueba (% C.V. menor a 3 %). Aspdriico, glutdmico y glicina son los fres
aminodcidos cuyos coeficientes de variacion son mayores al paradmetro estoblecido.

La tendenciao encontrada podrion explicarse si se considera que la baja precisién estarfa
asociada o las caracteristicas propias del sistema de separaciéon. Al no contar con un sistema
de mezclado de las fases, al inicio del gradiente, donde existe una mayor proporcion de
acetato de sodio en la fase mévil (generGndose respuesta en el detector). la linea base
presenta deriva considerable (figura 8}, lo que provocaria una baja precisién en la decisién del
registrador para ubicar la linea base y llevar a cabo la integracién y obtencién del area bc;]o la
curva, lo que repercute finalmente en la relacién de dareas que se ha considerado como Ia

respuesta a evaluar.

Esto fundamenta el que se permita la validez de algunos par@metros aun cuando no se
cumplieran los criterios, pues el sistema, como Gnica variuble, no responde con la precisién
requerida en el caso de acido aspdartico, acido glutdmico y glicina.

Absed>ancia

S 1o 20 30 as

mireAcs
Figura 8. Linea base
Sefal producida por la fase mévil durante el desarrolio del gradiente de separacién, simulando

una inyeccion.
Columna Nova Pak Cia 3.9 x 150 mm. Detector de UV, longitud de onda 254 nm. Atenuacién

128.
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La siguiente tabla muestra la repetibilidad de los tiempos de retencién de cada uno de los
aminodcidos, cuando se ha analizado un solo estandar de aminodcidos. inyectado por

triplicado.

Tabla 7. Promedio, desviaciéon estdndar y coeficiente de variacidn (n=3) de los tiempos de
retencién generados por un solo estdndar de aminodcidos derivatizados con AQC

Aminodacido ! 2Tiempo de retencién + gn xC.v.

" Aminoquinolina 12.62 £ 0.07 0.6
Aspartico 15.27 £ 0.07 0.4
Serina 16.93 £ 0.06 0.3
Glutédmico 17.84 £0.08 0.4
Glicina 19.15x0.10 0.5
Histidina 19.80 £ 0.04 0.2
Amoniaco 21.14+0.09 0.4
Arginina 23.24 £ 0.11 0.5
Treonina 23.76 % 0.06 X 03
Alanina -2485+0.31 S 0.4
Prolina 2676 +0.10 L 04
Cistina 29984 0.8 .05
Tirosina ) Z ;: 013 ) .04
valina i Ta2sx006 00 o
Metlonina S azax0a8 T 06
Usina o 3375+021 " os
tsoleucina : “ 34.51+0.20 s 06"
Leucina . Lo i 3497023 . 06
Norleucina 3550+025 - R % &
Fenilalanina 3550+ 027 RN - X- T

! Concentracion 0.8 mM, cistina 0.4 mM, norleucina 0.1. MM
2 Minutos o E
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Aunque en todos los casos se cumple ampliamente con el criterio de aceptacion (% C.V. menor
a 3%). hacla el final de la corida, los tiempos de retencién son ligeramente mds variables, lo
que podria ‘Ihdlcor que el modificador orgdnico del sistema empieza a perderse por
evaporccién. provoccmdo variabllidad, sutimente mayor, en los tiempos de retencién entie
corridas; dlcha vaﬁaclén es poco relevante en términos practicos puesto que durante todo una
comida de 'rabc]o. Ic: voriccién en los tiempos de retencién dificiimente llegaria a ser mayor a
3% en términos de coeﬂclente de variacién.

Esto iteva a éénclulr que los aminodcidos derivatizados, de las soluciones empleadas durante la
validacién 'y de las muestras analizadas, pueden ser identificados a partir de la comparacion
con los tiempos de retencién obtenidos de los aminoacidos derivatizados de un esténdar.,

El tiempo muerto fue de 1.21 minutos. El foctor de capacidad, K’. {calculado segdn el anexo i)
fue mayor a 2 en todos los casos. Aunque existe la recomendacién de evitar factores de
capacidad mayores a 15, para evitar el ensanchamiento de los picos. en este caso solo los
picos de aminoquinolina, aspdartico, serina y glutdmico presentaron factores de capacidad
menores a 15, encontréndose valores hasta de 28.37 para norleucina y 28.57 para fenilalanina,

Ultimos aminodcidos en ser eluidos.

El riesgo de que se presentara ensanchamiento en los picos con factores de capacidad
mayores a 15, en realidad era muy bajo, ya que en las separaciones que utilizan gradiente,
cada cambio en la composicién implica nuevas condiciones y. por lo tanto. disminuye la
posibilidad de que el fendmeno de transferencia de masa en la fase mévil, responsable del
ensanchamiento de las bandas, se presenfé (secclén 5.4 del capitulo ANTECEDENTES).

E! gradiente permite que se generen picos mds delgados al final del cromatograma (figura 9),
cuando los factores de capacidad son mds grandes; en tanto que con los factores de
capacidad menores, pero cercanos a 15, se presentan picos mdas anchos. debido a que son
eluidos cuando el gradiente practicamente no ha cambiado durante 15 minutos. facilitando la
formacién de fendmenos de ensanchamiento intracolumna. a diferencia del final de Ia
separacion, donde el gradiente presenta cambios en menos tiempo. generandose condiciones

nuevas en menor tiempo.
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absorboncio
14 ”'"
15 'i
:io
20
k- | 10 20 3s
o mlnubos

Figura 9. Cromatograma de la separacién de una solucién estandar de aminodacidos
Derivatizacién con AQC. Concentracidn de aminodcidos 0.2 mM, cistina y norleucina 0.1 mM 1.
AMQ. 2 ASP, 3 SER, 4 GLU, S GLY, 6 HIS, 7 NHa. 8 ARG. 9 THR. 10 ALA, 11 PRO, 12 {C¥S)2. 13TYR, 14
VAL, 15 MET. 16 LYS, 17 ILE, 18 LEU, 19 N-LEU (estdndar interno), 20 PHE.

Columna Nova Pak Cis 3.9 x 150 mm. Detector de UV, longitud de onda 254 nm. Atenuacién
128,
El pico entre 15 y 16 es asociado al metanol que contiene el acetonitrilo usado pora disoizer el

AQC [34]
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Como se cprecla en la rgura 9 la mayoria de los pares de picos presenta resciucion al nivel de
ia linea base (resoluclén mayor a 2). Los pares mdas comprometidos sc~ glicina-histidina,
orginina-treoninu. cistina-tirosina y valina-metionina. En estos casos, la resolucién fue mayor a
2.0, excepto para el par, orginino-rreonlnc:, que presentd un valor de 1.5,

Esto signiﬁéd due en dicho par de picos. aun cuando no se cumple con el criteric de
aceptaciéon establecido, Unicamente alrededor de 0.1 % de un plco estd empaimado con el
ofro, contamindndolo. .

Por tratarse de un aminodacido indispensable (treonina) se considerd modificer el gradiente para
aumentar la resolucién de este par. el resultado no fue adecuado. ya que se producian muy
bojas resoluciones (alrededor de 1) en los ofros pares, que Involucrcoan aminodcidos
indispensables (cistina-tirosina y valina-metionina), por o que se decidié continuar el proceso de
validacién, cuidando que bagjo ninguna circunstancia {cambios pronunciados en la
concentracién del modificador orgénico o cambios en el gradiente) ia resolucidn entre arginina

y treonina fuese menora 1.5.

También se evalud la resolucidn de los pares de picos que involucraron c! estdndar interno:
leucina-norleucina y norleucina-fenilalanina, puesto que el uso del estdndor interno se permite
siempre y cuando no interfiera en la cuantificacién de ninguno de los analitos. Para ambos
pares, se presentd una resolucién mayor a 2; 2.2 en el primer par y 2.1 en el segundo par. lo que
asegura la completa resolucion entre el estéandar interno y los analitos adyocentes.

2.2 Preclsién dei sistema

En la tabla 8 se encuentran los resultados obtenidos después de derivatizar e inyectar 6 veces
una solucién estdndar de aminocdcidos. Se evalda la precisién de la reaccién de derivatizacion.
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Tabla 8. Precisién del sistema. Reaccién de derivatizacién., estandar de aminodacidos 0.2 mmM

Aminodacido Respuestia FC.V.
Aspdartico 2.72 % 0.04 1.5
Serina 3.10£0.19 6.1
Glutémico 2.86+0.03 1.2
- Glicina 2.79 £ 0.0 0.4
Histidina 2.68 + 0.09 3.5
Arginina 2.48 £ 0.07 . . 28"
Treonina 264002 U 09
Alanina 2470017 A als
Prolina 2.61+0.06 22
Cistina (0.1 mM) 217 £0.01 0.6
Tirosina 2.541:0.01 0.4
Vvalina 2,38+ 0.03 1.4
Metionina 2.32+0.02 0.8
Lisina 3.89 £ 0.06 1.5
Isoleucina 2.45+0.03 1.4
Leucina 2.35+90.03 1.2
Fenilalanina 2.39 £0.02 0.7
Promedio 1.83

La precisién del sistema, evaluada como la precision de ta reaccidn de derivatizacion {(toma de
alicuota a derivatizar, amortiguacién del sistema, derivatizacién y obtencién de la respuesta en
el cromatégrafo) es buena; de hecho, en algunos casos los coeficientes de variacién son
menores a los obtenidos en la prueba de adecuabillidad, esto demuestra que existe precision
en la generacién de respuestas cuando se forman derivados a partir de soluciones
independientes, donde lo principal fuente de error la tendria el equipo y no la reaccién de

derivatizacion.

Se obtuvieron coeficientes de variacién bajos, cumpliendo con el criterio de aceptacion todos
los aminodcidos excepto serina. Se debe resaltar que los aminodcidos. cuya dificultad en la
derivatizacién pudo haober generado mayor variacion, fueron evaluados con repetibilidad
adecuada:; tirosina (se pudo formar el diderivado). cistina y lisina {que son derivatizados en dos

sitios).
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2.3U TPy del sist

En la siguiente tabla se muesiran los resultados ocbtenidos durante la elaboracién de las curvas

de calibracion del tipo: respuesta = f{concentracién).

Tabla 9. Linealidad del sistema. Curvos de calibracién de la respuesta {relacién de areas) en
funcién de la concentracién

Aminodcidos dispensables. Norleucina 0.1 mM

Intervalo de confianza 2  Intervalo de linealidad

Aminodcido Y=mX'+b R2 de Ia pendiente (mM)
Aspdrtico 11.86 X +0.24 0.9982 11.60-12.13 0.025-0.8
Serina 12.99 X + 0.5 0.9951 12.44~13.53 0.050-0.8
Glutdmico 11.7Z0X +0.15 0.9964 11.32-12.07 0.025-08
Glicina 14.61 X~0.02 0.9986 14.35~14.88 0.025~0.8
Arginina 12,96 X-0.11 0.9990 12.76~13.15 0.025-0.8
Alanina 11.77 X+ 0.06 0.9994 11.61=-11.92 0.025-0.8
Prolina 1385 X-0.13 0.9996 13.70 - 14,00 0.025-0.8

Ahlnodcldos indispensables. Norleucing 0.1 rnM

intervalo de confianza 2  Infervalo de linealidad

Aminodcido Y=mX'+b R2 de la pendiente (mM)
Histidina 13.09 X +0.02 0.9963 12.67 -13.13 0.025-0.3
Treonina 13.75 X - 008 0.9990 13.48 ~ 14.02 0.025-0.3
Cistina3 21.99 X -0.03 0.9988 21.54 -22.44 0.0125-0.10
Tirosina3 13.09 X-0.06 0.9973 12.69 — 13.50 0.025-0.2
Valina 1273 X-0.08 0.9993 12.57 - 12.89 0.025-0.8
Metionina 11.88 X + 0.06 0.9979 11.85-12.21 0.025-0.2
Lisina 16.37 X +0.33 0.9970 15.83-16.90 0.050-0.8
Isoleucing 12.68 X - 0.09 0.9993 12,52 ~12.84 0.025-08
Leucina 12,05 X-0.08 0.9995 11.93-~12.18 0.025-0.8
Fenilalanina 12.45 X - 0.09 0.9985 12.19 -12.70 0.025-0.3
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) 5 Aniiﬁc;ééidqs dispensables, Norleucina 0.5 mm

. intervalo de confianza2  Intervalo de linealidad

‘R2

YEmxiEb

Aminoacido : AT de la pendiente (M
Aspériico 237X +0.05 .- 0.9985 - T 232-2.43 0.025-08
Serina 2.60 X+ 0.10-: . 0.9952. 2.49-2.71 0.050-0.8
Glutémico 0.9967 2.24-2.40 0.025-0.8
Glicina 0.9991 2.86~2.96 0025-0.8
Arginina o . 0.9991 2.54-2.64 0025-08
Alanina '2.36 X +0.01 0.9995 2.33-2.39 0.025-0.8
Prolina 276 X ~0.02 0.9997 2.73-2.79 0.025-0.8

Aminodcidos indispensables. Norleucina 0.5 mm <

Aminodacido Y=mx +b R2 lnter;:lgdee:g‘r;ia'gzc 2 Intervolo‘?neNI‘l)nealldcd
Histiding 2.61 X+ 0.00 0.9972 2.53-2.69 0.025-0.3
Treonina 275X -0.02 0.9990 2.70-2.80 0.025-0.3 -
Cistina3 4.39 X - 0.01 0.9985 4.29 - 4.50 0.0125-0.10
Tirosina3 2.61X-0.01 . 05972 2.52-2.70 0.025-02
valina 2.55X-0.02 - 0.9995 . 2.52-2.58 0.025-0.8
Metionina 237X-001 . 0.9973 2.30-2.45 0.025-0.2
Lisina 3.27 X +0.07- 7 0:9967 3.16-3.38 0.050-0.8
Isoleucina 2.53X20.02° ;7% 0.9993 2.49-2.58 0.025-0.8
Leucina 241X-002 09995 2.38-2.44 0.025-0.8
Fenilalanina 2.49 X~ 0.02 0.9988 2.44-2.54 0.025-0.3

! X = concentracién de! aminoacido, mM
2 a=0.05
3 Cistina y Tirosina se consideran aminoacidos semi indispensables

Las curvas de calibracién obtenidas se encuentran en el anexo Hi.

89




RESULTADOS Y DISCUSION

En todos los casos, se obtuvieron coeficientes de determinacién (r2) mayores a 0.98. En ningn
intervalo de confianza de ia pendiente se incluyé el cero. Esto significa que en todos los casos.
la respuesta {relacién de dareas) es directamente proporcional a la concentracién y se ajusta a
un modelo lineal cuando la concentracién de cada uno de los analitos se encuentra dentro de
ios intervalos que aparecen en la tabla 9. cuando se mantiene constante la concentracion de
norleucina: 0.1 MM 6 0.5 mM,

Los modelos matemdaticos tienen validez Unicamente deniro del intervalo generade, a medida
que los valores se acercan a los extremos, crece lo incertidumbre en cuanto a la idoneidad del
modelo presentado, por eso los modelos no pueden ser utilizados para extrapolar [62].

La pendiente de cada una de las curvas obtenidas, es un Indice de la sensibilidad del sistema,
es decir, los valores mdas altos de las pendientes permiten la evaluacién de cambios mas
pequenos en la concentracion de un analito en una muestra dada [28].

Las curvas de calibracién con mayor sensibilidad son las obtenidas para cisting y lisina {con las
dos concentraciones de noreucina evaluadas), lo cual era esperado, ya que ambos
aminodcidos son derivatizados en dos sitios (cistina tiene dos equivalentes de cisteina, cada

cual con su grupe amine: lisina se derivatiza en los grupos a. y € amino) [33].

El caso de cistina es de especial interés; cuando es utilizado un detector de fluorescencia, la
sensibilidad es muy baja y se necesitan concentraciones considerables de este aminodcido
para que sea registrada una respuesta [33], en cambio, con el uso de un detector de luz
ultravioleta, la sensibiidad es la mas olta de los 17 aminodcidos evaluados, lo que
tentativamente se traduce en la mayor faciidad para detectar y cuantificar cistina en las
muestras con bajo contenido de este aminodcido.

El cdlculo del intervalo de confianza de la ordenada al origen (a = 0.05) permite predecir si
resulta apropiado cuantificar comparando respecto a un esténdar de concentracidén conocida
o st es mdas conveniente el uso de curvas de calibracién; siendo mejor ulilizar curvas de
calibracién cuando el cero no estd incluido en el intervalo de confianza de ia ordenada al
origen [53].
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En todos los casos. con excepcién de Gcido aspdrtico y prolina {tabla 10), los intervalos de
confianza Iricluyen el ‘cero, IQ que hace vdlida la consideracion que permite calcular el
contenido de amino&cidos comparando Unicamente contra un est@ndar de concentracién
conocida, para el resto de los 15 aminodacidos identificados en el método, incluyendo todos los
aminodcidos indispensables que se detectan con el método.

Tabla 10. Intervalos de confianza para la ordenada al origen de las curvas de calibracién

Aminodacido Curvas con norleucing 0.1 mm Curvas con noreucina 0.5 MM
Aspéartico 0.0 -0.38 0.03-0.07
Serina -0.06 -0.79 -0.01 —0.24
Glutdmico -0.13-0.36 -0.03-0.11
Glicina -0.13~0.10 -0.03-0.02
Histidina -0.09 -0.10 -0.01 - 0.02
Arginina -0.18 ~0.01 -0.05-0.03
Treonina -0.13-0.02 -0.03-0.01
Alanina -0.01 ~0.09 -0.01 -0.02
Prrolina -0.17 - -0.03 -0.03 --0.0%
Cistina -0.09 =0.03 -0.01 -0.00
Tirosina -0.13-0.06 -0.02-0.01
valina -0.16-0.03 -0.03-0.01
Metionina -0.11-0.04 -0.03-001
Lisina -0.19 - 0.66 -0.03-0.12
tsoleucina -0.17 -0.03 -0.04—-0.01
Leucina -0.13-0.01 -0.03-0.01
Fenilalanina -0.17 -0.04 -0.03-0.01

£n negritas, los aminodcidos que no cumplen con el criterio para esta prueba

El utilizar la comparacién confra un estdndar de concentracidén conocida, implica que la
respuesta es cero cuando la conceniracién es cero, aun cuando no siempre se dispone de los
argumentos necesarios para hacer vdlida dicha consideracién. Por lo general se obtiene un
mejor ajuste si se incluye el término comrespondiente a la ordenada al origen. aun cuando
pareciera que no tiene sentido (por ejlemplo, cuando la concentracién del analito es cero vy en
el equipo no se ha registrado sefal alguna) [62].
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El que sea completamente vdlido llevar a cabo la cuantificacién empleando la comparacién
contra un estandar tiene como ventaja principal el consumo de menos recursos durante el
andlisis rutinario; siempre que sea comprobado, frecuentemente. que el equipo funcione de
modo adecuado y de acuerdo con los parametros del protocolo de validacién., Aungue no es
lo mejor. se puede utilizar la comparacién contra un estdndar de aminodcidos para obtener
buenas estimaciones para el caso de aspdrtico y prolina, pues el realizar curvas de calibracion
para estos dos, serio poco rentable dadas las ventajas mencionadas.

El que dos aminodcidos no presenten el mismo comportamiento que los otros 15, cuando se
trabojé a partir de una misma solucién estandar con los 17 aminodcidos, no implica que haya
falta de ajuste en el sistema cromatogrdéfico, es solo que el comportamiento de la respuesta
generada, en funcién de la concentracién, es descrito de mejor manera por un modelo

matemdatico en donde la ordenada al origen no es estadisticamente {a = 0.05) cero.

2.4 Linealidad, exactitud y repeiibiidad del! métod: xty 16n, purft 16n, dervall; 5n y
cuantificacién

£n la siguiente tabla se muestran los pardmetros evaluados para comoborar la linealidad del
método. La cantidad recuperada para cada aminodcido se obtuvo con la comparacién de las
respuestas contra un estandar de aminodcidos de concentracién 0.2 mM, de acuerdo con lo
obtenido en la linealidad del sistema.

Tabla 11. Linedlidad del método. Curvas de recuperacion

Aminodcidos dispensables

Intervalos de confianza 2

Aminoécido 'Y=mx+b '2 pendiente ordenada al origen 3%C.V.R
Aspdrtico 0.97 X +0.02 0.9987 0.941 - 1.004 - 0.003 —-0.043 2.7
Serina 1.02 X + 0.00 0.9989 0.989 ~ 1.048 -0.025-0.018 2.6
Glutémico 0.98 X +0.01 0.9986 0.951 -1.018 -0.013-0.035 29
Glicina 1.00 X +0.00 0.9986 0.965-1.032 -0.023-0.02¢6 3.0
Arginina 0.99 X +0.00 0.9995 0.972-1.013 -0.015-0.015 1.8
Alanina ... 0.99 X +0.00 0.9996 0.976-1.013 -0.008 -0.019 1.6
Prolina 1.00 X + 0.00 0.9993 0.974-1.022 -0.017 ~0.018 2.1
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Aminodcidos indispensables

intervalos de confianza 2

2 ordenada al 3XC.V.R
: pendiente
origen
Hisfidina - 09996  0.572-1.008 ~0.005-0.021 1.6
Treonina 09996  0983-1.017- .. -0.010-0015 1.5
Cistina* 0.9996 - = 0.968—1.004 * -0.003=0.010 1.6
Tirosing4 09999 . 0.992-1.005 . *'-0.001 —0.008 0.6

valina +o. 09999  0.985-1.003.  i:-0,002-0.011 08
+0.00 0.9998 0.986 —1.009.: +=0.005~0.011". " 1.0
00 X + 0.00 0.9999 0.989 - 1.007 -0.005-0.008 0.8

1 .Oi X—=0.01 0.9998 0.997 — 1.022 - =0.016 - 0.002 1.

1.01 X~ 0.01 05998  0.995-1.022 -0.015-0.004 1.2
1.00 X + 0.01 09998  0.978-1.002°  ~ -0.003-0.015 10

1 Y = canfidad recuperada; X = cantidad adicionada

2 a=0.05

3 %C.V.rR = coeficiente de variacién de la regresién

4 Cistina y Tirosina se consideran aminodcidos semi indispensables

) Para todos los casos, se cumple con los criterios de aceptacion: todos los intervalos de
conflanza para la pendiente incluyen el uno. todos los Intervalos de confianza para la ordenada
al origen incluyen el cero. todos los coeficientes de determinacién (2} son mayores a 0.98 y
todos los coeficientes de variacién de regresidn son menores a 3 %. Las curvas de la cantidad
recuperada en funcién de la cantidad adicionada se encuentran en el anexo Il

Con los tres niveles de adicién utilizados en esta prueba (0.1125. 0.55 y 1.125 umoles por 10 mg
de hidratos de carbono sometidos ot proceso de hidréiisis), se demostrd que el método
desamollado para la extraccién, purificacién y derivatizacién de aminodcidos es lineal en el
intervalo dindmico estudiado: se registraron respuestas directamente proporcionales o la
cantidad adicionada, pudiendo cuantificarse el equivalente de 40 a 400 ng de nitrégeno por
mL (adicién de 0.1125 umoles, llevada a 1 mlL y adicién de 1.125 pmoles, llevada a 1 mL,
respectivamente).
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En general, se menciona que las reacciones de derivatizacién., con cualquler reactivo, no
cumplen cabalmente en el andlisis de aminodcidos: se mencionan deficiencias en la
cuantitatividad de la reaccién, falta de reaccién con aminas primarias y secundarias,
interferencias provocadas por el exceso de reactivo de derivatizacién o de subproductos,
reacciones no selectivas a grupos amino, linealidad en intervalos estrechos y factores e
respuesta poco similares entre aminodacidos [30] .

En este estudio se demostré que los factores de respuesta son del mismo orden de magnitud
para 15 aminodcidos y los mds altos (lisina y cistina} son justificables; se encontrs linealidad en
un intervalo dindmico amplio; las posibles fuentes de interferencia, asociadas al alto porcentaje
de hidratos de carbono en cereales y leguminosas, son eliminadas durante la preparaciéon de la
muestra; finaimente, la linealidad del sistema permite la cuantificacién confiable de, al menos.
15 aminodcidos utilizando Ia comparacién contra un esténdar. aunque los resultados obienidos
para aspdrtico y prolina fueron satisfactorios bajo esta consideracion.

Tanto la reaccidn de derivatizacidén con AQC, como la forma de preparar I muestra, han
demostrado la viabllidad de empiear esta metodologia en la cuantificacidn rutinaria de
aminodcidos: considerando que aquellos que no fueron degradados o formaron otros
subproductos durante la hidrdlisis, puveden ser cuantificados corectamente y en un intervalo
amplio, aplicando el protocolo desarollado para la extraccién, purificacién, derivatizacién y
andlisis cromatografico de aminodacidos en presencia de los subproductos de reaccién de
hidratos de carbono sometidos al proceso de hidrolisis.

Las tablas 12 y 13 muestran los recobros obtenidos, asi como la repetibilidad del método
desarrollado para la extroccién, purificacion y andilisis de aminodcidos en presencia de hidratos
de carbono hidrolizados. El método fue considerado como exacto si el promedio aritmético se
encontraba dentro del intervalo 90 — 110 %. La repetibilidad resulté adecuada cuando los
coeficientes de variacion resultaron mencres a § %.
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Tabla 12. Porcentaje de recobro!, en tres niveles de adicién. después de extraer, purificar,

RESULTADOS Y DISCUSION

derivatizar con AQC y cuantificar por HPLC de fase reversa

Adicién 0.1125 pmoles 0.55 pmoles 1.125 umoles
Aminodcido Krecobro?2 %C.V.3 %recobro?2 %RC.V.3 recobro2 %NC.V.3
Aspartico 119.88£223 22  99.10£220 22 99.42£212 2.1
Serina 10246128 128 9993193 1.9  101.82+1.84 1.8
Glutamico 97.27 2.1 21 10438+044 04 98.60£0.30 0.3
Glicina 90.46+ 1.50 15" 10418:x073 07 99.20£0.10 0.1
Histidina 10889 £7.97 80  97.62+4.60 47 9990028 03
Arginina 9490363 3.6 100.88%1.79 1.8 .0 9893%097 . 1.0
Treonina 82  101.0B%1.81° " 1. 00£0.70 . 0.7
Alanina Y92 " 101.38£1.59 99.79£0.88 109
Prolina 3.9 -.102.59+0.54 9922011 0.1
Cistino 1977710207 ; 9688023 02
Tirosina B Y I T IR R 10007£0.12 0.1
vaiina 0 7101.3¢ T28 7 10090£049 0.5 T 99.61£046 05
Mefionina’ | ©101.72: 588 59 100.58+1.28" 1 1.3 99.96+0.50 0.5
Usina + 57| 103.884£1.26 1.3 99.15%0.59 0.6  100.15£0.16 02
tsoleucing | 91.02x 1.87 19  101.40£0.52 0.5  10004+030 03
Leucing . 91.82+3.57 3.6 10137+006 0.1  10008:0.16 02
Fenilalanina ‘| 101192143 1.4 101242020 0.2 99.28+0.57 0.6

Promedio 4 4.3 Promedio 4 1.2 Promedio 4 0.6

' % recobro = cantidad recuperada / cantidad adicionada x 100
2 promedio de tres determinaciones + on
3 % C.V. = coeficiente de varacién
4 Promedio de coeficientes de variacién por nivel de adicién
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Tabla 13. Porcentaje de recobro! después de extraer, purificar, derivatizar con AQC y
cuontificar por HPLC de fase reversa (promedio de 9 andilisis)

Aminodécido % recobro 2 xXC.V.3
Aspariico 106.13 & 10.5 9.9
Serina 101.40 = 6.65 6.6
Glutamico 100.08 & 3.45 3.4
Glicina 97.95 £ 6.07 62
Histidina 102.14 + 6.92 68
Arginina 98.24 £ 3.36 34 )
Treonina. . ' 100.30 + 4.28 43
Alanina . 101.12 £ 4.79 4.7
Prolina. - * 7. , 98.08 + 4.89 50
Cistina’ 100.29 + 1.72 1.7
Tirosing - . 100.85+1.64 .6
Cvalna i 100.62 + 1.66 7
‘Metionina .. 10075 +£3.12 3.
Usina_ 101.06 +2.27 22
* Isolevcina 97.37 + 4.88 50
Leucina 97.76 + 4.83 49
Fenilalanina 100.57 + 1.24 1.2
Promedio 4 4.28

! % recobro = cantidad recuperada / canfidad adicionada x 100
2promedio + on1

3% C.V. = coeficlente de variacién

4 Promedio de coeficientes de variacién

El coeficiente de variacion, considerando 9 repeticiones (tabla 13), es menor a 5 % en todos los
casos, excepto con aspdriico, serina, glicina e histidina, aunque en todos los casos el promedio
aritmeético estd incluido en el intervalo 90 — 110 % de recobro, de hecho. el intervglo de
recuperacién se encuentra entre 97 y 103 %, para todos los oaminodcidos, con excepcién de

aspartico.
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La repetibilidad, considerando 9 andiisis (tabla 13}, resulté mdas baja respecto a lo que se
obtuvo en las adiciones de 0.55 y 1.125 pmoles (tabla 12): se puede justificar si se considera que
el recobro presentd, comparativamente. mayores deficiencias en el menor nivel de adicién;
pudo haber ocumido una mayor degradacién del reactivo antes de reaccionar con la
totalidad de los aminodcidos por estar en concentracidn baja. Ademds, pudo haber influido la
variabllidaod de ubicar la linea base en el registrador, pues con picos de menor tamaiio, el ruido
puede provocar variaciones en la integracién de las areas por parte del sistema de registro, lo
que se tradujo en sub o sobre estimaciones en algunos aminodacidos.

Esto significa que la metodologia de cuantificacién por HPLC de fase reversa, derivatizacién
pre columna permite cuontificar aminodcidos de manera exacta, en presencia de los
subproductos de la reaccidn de hidrélisis; presenta deficiencias en la repetibilidad con los
primeros aminodcidos en ser eluidos, lo cual seguramente afectard ia repetibilidad cuando se

analicen muestras.

La relativamente menor exactitud en la cuantificacién en el caso de dcido aspartico
seguramente encontraria explicacién si se considera que lo ideal en su caso era considerar una
curva de calibracién parg su cuantificacién y no la comparacién contra un estandar.

Si se analiza la recuperacién evaluada en tres niveles (tabla 12). con 0.1125 umoles
adicionadas. se obtienen recuperaciones entre 90 y 110 % para todos los aminoacidos. con
excepcién de aspdrtico, aunque la repetibilidad es baja para serina, histidina, freonina, alanina
y metionina. En los dos niveles restantes, en todos los aminodcidos se obtienen porcentajes de
recobro dentro del intervalo 90 — 110 %: de hecho. si se considera un intervalo mdas estrecho {97
— 103 %) para considerar como exacta a la metodologia. en todos los casos se cumplifa con el
critefio de aceptacidn. Para todos los aminodcidos en las adiciones de 0.55 y 1.125 ymoles, la
repetibilidad es buena. todos lo coeficientes de variacion son menores a 5 %. En general, la
repetibilidad fue peor en la recuperaciéon de la adiciéon menor {0.1125 pmoles} y mucho mejor
cuando la adicién fue mayor (1.125 umoles), considerando que en este Ultimo caso, se

derivatizé una mayor proporcion de aminodcidos.
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Se ha comprobado que el método es capaz de derivatizar los aminodcidos de 10 ul de
soluciones de hasta 400 ng de nitrégeno por mL, aunque lo ideal es preparar soluciones que se
encuentren en el punto medio de la curva de recuperacién, con la finalidad de asegurar que
todas las respuestas sean generadas dentro del intervalo de linealidad encontrado para cada
aminod@cido y disminuir lo posibilidad de que se presenten deformaciones en las bandas
cromatogrdaficas por lo saturacién de la columna, ademas de lograr recuperaciones cercanas
a 100 %. con repetibiidad adecuada. De este modo, las muestras con porcentagjes elevados de
proteina se deben rehidratar en volimenes mayores y viceversa, de modo que la
concentracion después de rehidratar sea de alrededor de 0.5 — 1 mg de proteina hidrolizada

por mL.

El punto critico de la preparacién de lo muestra, es la adicién del estGndar interno. pues
permite compensar los errores involucrados durante el proceso mencionado, de tal modo que
es posible cuantificar con exactitud y repetibilidad razonables ios aminodcidos de 40 a 400 pg

de nitrégeno por mL.

En la exactitud, linealidad y repetibilidad del métodeo de extraccién, purificacion, derivatizacion
y cuantificacién de aminodcidos. la presencia de hidratos de carbono, sometidos al proceso
de hidrélisis, no generd interferencias que disminuyeran la calidad del andlisis. Lo maGs
adecuado para evaluar el recobro hubiese sido contar con una proteina caracterizada, esto
con el objetivo de incluir las posibles interacciones que ocurren en el seno del fubo de hidrélisis,
de modo que fueran consideradas en la adecuacién de los procesos de extraccion,

purificacion y derivatizacion.

Todo esto permite confirmar la posibilidad de llevar acabo el andilisis rutinario de aminodcidos
del material proteinico de cereales y leguminosas (matrices con porcentaojes elevados de
hidratos de carbono} por HPLC de fase reversa, derivatizando con AQC. en presencia de los
subproductos de reaccién asociados a los hidratos de carbono. lo cual permite confimar lo
que establecieron Cohen y de Antonis en 1994, al llevar el sistema de cuantificacién mas allé

de! andlisis de péptidos y proteinas puros [35-364].
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2.5 Sensibilidad

A partir de las curvas de calibracién se determinaron los limites de cuantificacion {minimo
cuantificable con certeza) y de deteccién {minima concentracién detectable pero no
necesariomente cuantificable). Durante la etapa de desarmrollo del protocolo se encontrd que
la respuesta de estos cuatro aminodcidos fue la mds cercana al limite inferior del intervalo de
linealidod presentado {tabla 9}.

Tabla 14, Limites de cuantificacién y deteccién de cistina, metionina y tirosina

Aminod&cido Limite de Deteccién {mM) Limite de cuantificacién {mmMm)
Cistina 0.003 0.008
Metionina 0.005 0.015
Tirosina 0.008 0.025
Histidina 0.005 0014

Aun cuando se sabe que las determinaciones hechas cerca de los limites del intervalo de
linealidad son menos certeras [62), la obtencién del Iimite de cuantificacién permite obtener
resultados confiables mas alla de los limites evaluados. En el caso de tirosina coincide con el
punto mdas bajo de la curva de calibracién comrespondiente.

El Iimite de deteccidén permite establecer la presencia de cantidades muy bajas de estos
aminod@cidos, aun cuando no pueden cuanfificarse con confiabilidad, permite establecer la
minima cantidad del aminodcido que prcduce una respuesta, a las condiciones de frabagjo.

2.6 Especificidad

Cuando se sometieron al proceso de extraccién, purificacién y derivatizacién 10 mg de
hidratos de carbono hidrolizados, solo se generd la respuesta JComespondiente a
aminoquinolina, amoniaco y nordeucina {figura 10). lo cual era esperado.

Cuando se realizé un blanco de reactivos (agua., amortiguador y AQC). también se produjo
una sefial con el mismo tiempo de retencién que el amoniaco del estandar. Esto implica que et
proceso de derivatizacién, por s solo, genera una respuesta que coincide con la que generaria
la presencio de amoniaco y que necesariomente tendrio que aparecer en esta evaluacion.
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Esto significa que en el método no se generan respuestas relacionadas a los productos de
degradacién de los hidratos de carbono después de hidrolizaries: solo hay respuesta
provocada por la presencia de compuestos con grupos amino (primarios o secundarios) en las
muestras., de acuerdo con e! protocolo de extracciéon y purificacién elaborado.

También se concluye que no es posible cuantificar amoniaco, pues parece no haber manera
de controlar la respuesta que se genera de manera inherente a la derivatizacién y que

coincide con la sefial de amoniaco.

ADSCHDNCI
1
2
W[J\,\“V\-ﬂh I:l
= . 10 20 20 as
° rirsA0e

Figura 10. Especificidad del método
Hidrolizado de 10 mg de hidratos de carbono, después de haber exiraido, rehidrotado en S mt,
purificado, derivatizado y analizado en HPLC.

1 AMQ,. 2 NHa. 3 Norleucina (0.1 mM)
Columna Nova Pak Cis 3.9 x 150 mm. Detector de UV, longitud de onda 254 nm. Atenuacién

128

Aun cuvondo no se determiné la selectividad del método, es importante destacar que bajo las
condiciones del gradiente de separacion, se podirian resolver ofros aminodcidos como
homoserina, canavanina, hormoarginina, dihidroxifenilalanina, acido djencélico o acido a—y di

aminobutirico. segin lo reporté Zendejas en 1996 [60].
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Reverter reportd ia separacién y cuantificacién de hidroxiprolina., asparagina, taurina, citrulina,
ornitina y los otros 17 aminodceidos evaluados en este proyecto. utilizando el mismo tipo de
separacién, modificando ligeramente el gradiente. Diaz identificd y cuantificd glucosamina y
golactosaming. Sun y Chen reportaron la cuantificacién de toxicos en cuyas estructuras se
encuentran grupos amino. utilizando condiciones similares {38-40).

Todos estos reportes conducen a destacar la relevancia de evaluar ta selectividad del método,
pues por tratarse de muestras bioldgicas, existe la posibilidad de que sean encontrados ofros
compuestos capaces de generar respuesta en el andlisis a las condiciones de trabagjo (desde la
extraccién hasta la formacién de derivados) y que no necesariamente serfan aminocacidos
protefnicos, lo que podra afectar la exactitud del andlisis, pues podrian no ser resueltos

utilizando el gradiente propuesto.
2.7 Tolerancia y Robustez

No se encontrd diferencia significativa {a = 0.05) al comparar los respuestas producidas por un
solo estdndar de aminodacidos (0.8 mM), derivatizado, por triplicado, con AQC de dos distintos
lotes. Esto es, el método de derivatizacién de aminodcidos con AQC, tiene tolerancia at
cambio de reactivo de derivatizacién, por 1o que solo se tendria que verificar la eficiencia del
sistema y no recurir a revalidar el método si se cambiase de reactivo de derivatizacion.

El método no es robusto al pH, es decir, si se modificara de ailguna manera el pH dei
componente de la fase mévil que contiene el amortiguador de Gcido fosférico / acetato de
sodio hasta llegar a 4.8, la resolucién de las bandas cromatogrdficas se ve disminuvida de modo
critico, principalmente en los primeros aminodacidos en ser eluidos (desde aspdrtico hasta
treonina). El valor maximo de pH en donde se logra la resolucién suficlente para todas las
bandas es 5.2, aunque las respuestas generadas podran difefir debido a que las moléculas
pueden modificar su comportamiento en un detector de luz UV, debido a que se modifican las
caracteristicas de la solucién [51].
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Cuando se prepard la solucion con el modificador orgdnico de Ia fase moévil (acetonitriic:agua.
60:40) en tres dias distintos, inyectando el mismo derivado de aminodcidos (0.8 mM), aunque
no se modificd la resolucién, se encontrd diferencia significativa (o = 0.05} en la relacién de
dreas que se evalua como respuesta en (os siguientes aminodcidos: sering. argining, alanina,
tirosina. lisina, leucina y fenilalanina, 1o que implica que tampoco es robusto a la composicién

del modificador orgénico de la fase mavil.

La explicacion mdas légica es que aun preparando siempre de la misma monera la fase, se
genera variacién en su composicion, en gran parte, por la volatiidad del acetgnitrilo. La
variacién en la concentracién de este en la fase mdvil. genera distinta respuesta de las
moléculas en el detector de fuz UV, donde los aminoacidos mencionados son mds susceptibles
a este fenodmeno, de un modo similar a lo que ocurre con las respuestas generadas en un
detector de fluorescencia, donde una mayor proporcién de agua, genera una variacién en el
comportamiento de ias moléculas cuando se les incide un haz de luz [33,51).

De alguna manera, esto provoca que sea preparada suficiente fase maévil para realizar andlisis
en intervalos relativamente cortos de tiempo (menos de una semanay), para reducir al maximo
la posibilidad de variaciones en las respuestas dentro de ia misma serie de andlisis. Ademdas, por
cada comrida se debe analizar un estGndar, el cual permitird evaluar la eficiencia del sistema y
obtener la respuesta en funcién de la concentracidn para ias condiciones de andlisis en una
sola cofrida, disminuyendo la posibilidad de variocién.

2.8 Establiliidad

Se derivatizé un estédndar y bajo condiciones constantes, se obtuvieron las respuestas en tres
dlas (1. 3 y 5). Se obtuvieron las relaciones porcentuales de los dias 3 y 5, considerando como
100 % la respuesta registrada el dia uno {figura 11).

Una vez que se formd el derivado de cada uno de los aminodcidos con AQC. la respuesta
demostré montenerse estable durante 5 dias, analizando bqjo las mismas condiciones
cromatograficas. En ningun caso, la diferencia absoluta entre las relaciones porcentuales fue
mayor a 2 %, esto significa que durante el franscurso de una semana, los derivados generan
respuestas de manera constante (98 — 102 %). respecto a la que generaron el mismo dio en que

se realizd lareaccién (100 %).
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Cistina y Tirosina son considerados aminodcidos semi indispensables

Figura 11. Estabilidad de los derivados de aminodcidos con AQC
Relacién porcentual de la respuestaalos 1, 3y 5 dias

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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2.9 Repetibilldad

La repetibilidad del método se evalud 4 veces: con la participacion de tres analistas. se
determiné el contenido de aminodcidos en cuatro muestras. Cuando ios coeficientes de
varacién resultaron menores a 10 %, se considerd que el método, aplicado a una misma
muestra, presentéd repetibilidad suficiente, dadas las condiciones proplas de las muestras y la

metodologia empleada.

Tabla 15. Coeficientes de variaciéon de los andlisis realizados por diferentes analistas

%C.V.

Aminodcido Analista 1 Mu es?ernlcns’Ac':L?estra > Analista 3
Aspdartico 7.1 18.1 4.3 [+ 21
Serina 50 20.2 9.6 2.5
Glutédmico 8.7 21.0 19 5.5
Glicina 1.5 24.2 53 8.5
Histidina 34 20.3 5.0 1.9
Arginina 70 26.% 6.6 7.7
Treonina 23 23.7 8.3 4.8
Alanina 4.6 19.9 4.1 1.5 ..
Prolina 0.7 22.7 7.4 1.6
Cistina 7. 27.9 &7 10
Tirosina 9.9 20.4 5.6 1.8
valina 1.7 20.2 7.5 . 1.4
Metionina 57 22.7 42 8.9
Usina 58 20.0 3.8 1.6
Isoleucina 1.2 7.4 4.3 29
Leucina 2.0 3.2 4.4 6.7
Fenilalanina 6.9 54.9 10.7 9.2
% C.V. promedio 4.7 22.4 58 40

Total (g/16 gN) 80.07 66.59 86.61 64.22

En negritas, ios coeficientes de variacién mayores a 10 %
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Lo repetiblidad de otros métodos quimicos (% C.V. »~ 3 — 4) o cromatograficos (% C.V. » 2 - 3)
[52]. es mejor que en el método empleado (% C.V. ~ 9, en promedio). En principio. el métaodo
de hidrélisis en fase de vapor no fue desarollado para el andlisis rutinario del contenido de
aminodcidos en matrices complejas como los alimentos. Originalmente, la derivatizacién se
realiza directarmente en el tubo de hidrdlisis {23.33): ademads, el sistema de derivatizacion fue
propuesto en el andlisis de péptidos y protelnas puros, el reporte que existe de su uso en el
andlisis de aminodcidos en alimentos requiere de metodologias distintas a la propuesta para
llevar a cabo la hidrdlisis y derivatizacién de ias muestras [36].

La metodologla evaluada propone el uso de mayores cantidades de muestra en la etapa de
hidrdlisis en fase de vapor con el objetivo de obtener mayor representatividad en la muestra y,
ademadas, poder llevar a cabo la purificacién del hidrolizado con la finalidad de disminuir las
posibles interferencios; las modificaciones hechas en la forma de preparar Ia muestra estan
encaminadas a facilitar el manejo y disminuir la manipulacién de los hidrolizados, con relaciéon
a lo que han reportado Cohen y Zendejas [36,60]. Considerando que el método propuesto es
una combinacién de reacciones quimicas y andlisis cromatogrdficos, que estan involucradas
una etapa de extracciéon y una de purificacién, aunade a la complejidad y heterogeneidad
de las matrices analizadas, se justifica el que no se sea tan estricto con el pardmetro de
repetibilidad; después de todo, se ha adaptado una metodologia que no fue disefiada para ei
andlisis rutinario de aminod&cidos en alimentos. obteniendo repetibilidades adecuadas.

La hidrélisis con mayores cantidades de muestra implica menor variabilidad, pues la muestra
anglizada es mds representativa, cuando Cohen y De Antonis [346] aplicaron este principio,
obtuvieron mejor repetibilidad (% C.V. promedic = 1.3) a lo presentada aqul, empleando la
derivatizacién con AQC y el andlisis por HPLC de fase reversa en el andlisis de granos, sin

especificar cuales.
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Existen ofros reportes en donde se emplea la metodologla de hidrélisis con caracteristicas
similares a lo publicado por Cohen y De Antonis {36] y Lucas y Sotelo [14}). en donde la
repetiblidad, con distintos métodos de cuantificacidn, es mdas parecida a lo que se ha
obtenido con la metodologia propuesta: % C.V. promedio = 5.2 en el andlisis de leche en polvo
por HPLC de fase reversa, derivafizacién pre columna con fenilisofiocianato [22] vy % C.V.
promedio = 9.9 en el andilisis de la harina destoxificada de Erythrina americana por cromatografia
de intercambio i6nico [63), ademds, durante el desarrollo de este trabajo, los coeficientes de
variacién cuando se analizaron muestras por cromatografia de intercambio iGnico (de acuerdo
con tucas y Sotelo, 1982 [14)) fueron mayores a los obtenidos cuando se analizé la misma
muestra con la metodologlia propuesta (tablas 16 — 18).

Lo anteriormente expuesto, justifica el que sea considerado como aceptable, ia repetibilidad
del andlisis por triplicado cuando se han obtenido coeficientes de variacién promedio de entre

4y 6%.

Un mismo analista (2) obtuvo repeticiones aceptables en el andiisis de una de las dos muestras
trabajadas por él. Aunque el diseiio experimental de ésta prueba no incluyd una intromisién
mas profunda en las caracteristicas de las muestras analizadas, se podria interir que la
homogeneidad de la muestra 1 no era adecuada. Sin ningin elemento que sustente con
fuerza esta suposicién, o mas recomendable para solucionar la problemdatica que se presents,
tendria que haber sido considerar una mayor cantidad de muestra a hidrolizar por repeticién o
un nimero mayor de repeticiones a partir de pesadas independientes.
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3. EXACTITUD DEL METODO. COMPARACION CONTRA EL ANALISIS
TRADICIONAL

Se determind el contenido de aminodcidos en fres muestras utilizando el método tradicional

{hidrélisis con HCI a reflujo; cromatografia de intercambio idnico), el método propuesto

{hidrdiisis con HC! en fase de vapor: HPLC de fase reversa)y una combinacién de ambos,

Tabla 16. Contenido de aminodcidos en frijol Negro Jamapa

Contenido de aminodacidos !

Aminodcido
Método iradicional 2 Método propuesto 3

0.13+0.01 (8.9}

Metioning 0.84 £ 0.07 (8.0)
Usina 5.08+1.15 (22.7) 5.49 £0.09 (1.6)
Isoleucina 1.71 £0.07 (3.9) 4.00+0.11 (29)
Leucina 5.71+0.74 (13.0) 6.54 £ 0.44 (6.7)
Histidina 2.10£0.49 (23.2) 2.03+0.04 {1.9)
Fenilalaning 3.60£0.40 (11.0) 3.18 £ 0.29 (9.2)
valina 3.51£0.20 (5.7) 4.77 £0.07 (1.4)
Treoning 3.56+£0.29 (8.0) 2.46 10,12 (4.8)
Cistina 0.53£0.11 (20.6) 0.09 £ 0.001 (1.0) .
Tirosina 2.48£0.16 {6.3) 0.39+0.01(1.8)
Aspartico 11.68 £3.07 (26.3) 7.58 £ 0.03 (0.4)
Glutamico 10.45 £ 0.97 (9.2) 10.34 £ 0.57 {5.5)
Glicina 8.21 £0.40 (4.9)4 2.55+0.22 (8.5)
Alaning 4.09 +0.06 {1.5)
Profina 4.0510.35 (8.7) 3.08+0.05 (1.6)
Serina 4.943£0.62 (12.7) 2.93+0.07 (2.5)
Arginina 5.04£0.61 (12.1) 4.53+0.35 (7.7)
Totol (a7 16.a N 7349 64.22
Promedic % C.V. 12.3 4.0

1 g /16 g N = desviacién estandar (% coeficiente de variacién)
2 Hidrélisis con HCI 6 N a reflujo a 145° C, 4 horas. Andlisis por cromatografia de
intercambio i6nico, derivatizacién post columna con ninhidrina
3 Hidrélisis con HCI 6 N en fase de vapor a 145° C, 4 horas. Andlisis por HPLC de fase

reversq, derivatizacién pre columna con AQC

4 suma de alanina y glicina
En negritas. los aminodcidos indispensables. Cistina y Tu Jsina son considerados semi

indispensables
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Tabla 17. Contenido de aminodcidos en maiz

Aminodcido

Contenido de aminoacidos !

Método tradicional 2

Método propuesto 2

Metionina 0.97%0.09 (7.4) 0.10 £ 0.01 (10.0]
Lisina 1.80 £0.31 {17.3) 1.60 £0.16 (10.1)
Isoleucina 2.33 £ 0.90 (38.8) 2.94 £0.03 {1.2)
Leucina 7.65£0.75 (9.8) 8.12 + 0.28 (3.4)
Histidina 2.42 +0.35 (14.3) 3.12£0.17 (5.6)
Fenilalanina 2.73 £ 0.43 {15.6) 1.97 £ 0.07 (3.7}
valina 3.76 £ 0,31 (8.4) 518+ 0.34 (6.7)
Treonina 3.68 £ 0.53 (14.4) 3.20+0.15(4.6) ",
Clstina 1.24£0.05 (3.7) 0.26 £0.01 (3.8) "
Tirosina 2,85+ 0.24 (8.4) 0.40 + 0.04 (10.0)
Aspariico 5.52£1.79 (32.4) | ‘" 4.50 % 0.44 (9.8} .
Glutemico 6.80+0.81 (11.9) 11.91 028 (2.4) -
Glicina 13.05% 1.63 (12.5)4 3.69+0.35 (9.6) .
Alanina 9.17 + 0.28 (3.0)
Prolina 7.22+0.86 (11.9) 7.64£0.31 (4.1)
serina 2.81 £0.16 (5.7) 2.81  0.05 (1.9)
Arginina 3.61 £0.62 {17.1) 2.00 +0.16 {8.0)
Total (g /16 g N} 68.43 66.45
Promedio % C.V. 14.5 5.9

1 g/ 16 g N * desviacién est@ndar {% coeficlente de varlacién)

2 Hidrdlisis con HCI 6 N a reflujo a 145° C, 4 horas. Andilisis por cromatografio de

intercambio iénico, derivatizacién post columna con ninhidrina

3 Hidrdlisis con HCI 6 N en fase de vapor a 145° C, 4 horas. Andlisis por HPLC de fase
reversa, derivatizacién pre columna con AQC

4 suma de alanina y glicina
En negritas, los aminodcidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados semi

indispensables

RESULTADOS Y DISCUSION
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Tabla 18. Contenido de aminodcidos en frijol Escumite

Contenido de aminoacidos !

Aminodcido

Método tradicional 2 Combinacién 3 Método propuesto 4
Metionina 0.84 +£0.10 (11.6) < 0.00S umol/mLé 0.21 +0.03 (13.4) -
usina 8.06+1.15(14.2) 4.43 + 1.43 (32,3} 5.64+0.11(1.9)"
Isoeucina 1.87 £0.32 (16.8) 3.13+0.48 {15.5) +0.18 (3.8 -
teucina . 5.37+0.21(4.0) 5.65:+ 1,15 (20.4)
Histidina 1.86 + 0.30 (16.2) < 0.005 pmol/mLé
Fenllalanina 4.25 + 0.37 (8.6) 4.72£0.1 6 (3:4),

valina 4.05+0.46 (11.4) - 4 (
Treonina 330 +0.17 (5.2} )
Cistina 0.39 + 0.03 (8
Tirosina 4.03 t 03 9.
Aspdrtico 5.55+1.75 (31/4)
Glutémico 7.73 % 4.00 (51.8)
Glicina 6.85 2146 (21.3)°

13,99 :

8354036 (43)
£019(V6)

Alanina i N A

Prolina 4.74 + 0.46 (9.8} 3.36+0.50 (15.0) - - 4.08 £0.18 (4.3)
Serina 2.93 + 0.85 (29.0) 8.53 + 4.65 (54.5) 309 +0.56 (18.2)
Arginina 503 1.11 (22.0) 4.1420.64 (15.4) 5.43+0.19 (3.4)
Total (g 7 16 g N 7.2 60.13 75.51
Promedio % C.V. 16.94 227 6.6

1 g/ 16 g N x desviacién estédndar (% coeficiente de variacién)

2 Hidrdlisis con HCI é N a reflujo a 145° C, 4 horas. Andlisis por cromatografia de intercambio
i6nico, derivatizacién post columna con ninhidrina

3 Hidrélisis con HCI 6 N a reflujo a 145° C. 4 horas. Andlisis por HPLC de fase reversa,
derivatizacién pre columna con AQC

4 Hidrdlisis con HCI 6 N en fase de vapor a 145° C, 4 horas. Andlisis por HPLC de fase reversa,
derivatizacién pre columna con AQC

S suma de alanina y glicina

6 limite de detecciéon

En negtitas, los aminodcidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados semi
indispensables
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El andlisis por cromatografia por intercambio ibnico requiere de mucha manipulacién durante la
preparacién (extracciones, evaporaciéon del exceso de HC! a presion reducida. ajuste de pH.
dilucién); aun cuando se cuenta con un estandar interno para comegir posibles errores durante
la preparacién del hidrolizado, los coeficientes de variacién obtenidos son altos {(columna
método tradicionol de las tablas 16 a 18}.

En lo concemiente atl andlisis de las tres muestras, la resolucidén del equipo para algunos pares
de aminodcidos {glutadmico — treonina. treonina — serina, prolina - cistina, valina -= metionina)
no fue buena en todos los andlisis; no hubo la posibilidad de medir el ancho del pico a la mitad
de la altura, pues no se logré la separacion de ciertos pares de aminodcidos, al menos en el
mismo nivel que se alcanzé cuando se lievé a cabo el andilisis del esténdar de referencio.

Seguramente, la naturaleza quimica de las muestras y la consecuente dificultad de ajustar el pH
en los hidrolizados, provocaron meodificaciones de la fuerza i6nica en el sistema de andlisis,
alterdndose los equilibrios de disociaciéon de los aminodcidos y, por lo tanto, se modificd el
grado de adsorcién de cada aminodcido cargado a la columna de intercambio. dando como
resulfado deficiencias en la separacién y pureza de cada banda. Cuando ocumrrié asi. la
eslimacién de cada aminodcido no resuvelio se realizé comparando la relacién de altura de
dichos picos a norleucina, contra la relacién de altura de la banda respectiva a norleucina en

el estandar.

Esta suposicidn podria ser menos vdlida que la estimacién por comparacién de dreas,
sobretodo si se considera que las modificaciones en la fuerza iénica del sistema de analisis
provocan picos mds anchos © mds delgados que en un estandoar, lo que forzosamente implica
qQue la altura de un pico dado no es, en el sentido estricto, directamente proporcional a ia

concentracion.

La baja resolucién pudo provocar variabilidod en la estimacién, pues no habria manera de
conocer con que grado uvna banda contaminé a la banda adyacente, pues ia resolucién se

modificd entre repeticiones.
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Ademdas de la baja resolucién, la deriva de la Ilnea base también pudo proveocar la alta
variagbllidad de los resultados que se obtuvieron; en este estudio la decisién de ubicar la linea
base fue del andalista, pero muchas veces el flujo de solventes no fue constante durante la
obtencién de un aminograma, provocando diferentes comportamientos de la linea base entre
cada repeticién y. por lo tanto, el uso de distintos criterios en la decisién. La obtencion de las
dareas {altura x ancho del pico a la mitad de la altura) pudo también ser fuente de variacién,
mds en el caso de picos muy delgados o bandas con forma iregular (fenilalanina vy tirosina).

Aunque sea considerada como metodologla de referencia, el andlisis de amino&cidos por
cromatografia de intercambio iénico fue poco reproducible, y mdas si se compara con en el
andlisis de aminodcidos por HPLC de fase reversa {columna método propuesto en ias tablas 16
a 18). en donde los coeficientes de variacion fueron menores utilizando las mismas muestras,
aun cuando se ulilizé menos material para hidrolizor, 10 que supondria menor representatividad.

Es dificil decidir acerca de la exactitud del método propuesto si se considera que el estudio que

serviria como referencia fue poco preciso.

Lo ideal seria contar con un péptido o proteina de composicidon y/o secuencia conocidos para
simular muestras de distintos contenidos de protelna y evaluvar mas certeramente el recobro de
cada uno de los aminodcidos con el método propuesto, considerando las posibles
interacciones que formarfan ios hidratos de carbono con los aminodcidos cuando éstos se
liberan del enlace peptidico y que tentativamente involucrarian deficiencias en el recobro.

Aun asf se evaluaron los resultados obtenidos con la metodologia propuesta, tomando como

punto de partida los resultados arrojados del andlisis de aminodacidos con ia metodologia
puesta a punto por Ltucaos y Sotelo [14].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se compararon los resultados obtenidos por ambos métodos, se encontrd que en los
tres casos hubo degradacién considerable de cistina, metionina y tirosina cuando se realizé la
hidrélisis con HCI 6 N en lase de vapor a 145° C, 4 horas. Se degradd aproximadamente el 85 %
de metionina en frijol negro Jamapa, el 0 % en maiz y el 75 % en frjol Escumite; cistina fue
destruida en un 83 % en frijol negro Jamapa, 80 % en maizy 75 % en frijol Escumite. Se sabla que
la hidrélisis adcida. en presencia de hidratos de carbono, mantenia inestables a los aminodcidos
azufrados [64]. aunque se tenla reportado mayor estabilidad de metionina cuando se realizéd la
hidrdlisis en fase de vapor del material proteinico purificado [65].

En las tres muestras, el contenido de isoleucina y valina {[aminodcidos en donde es mdas dificil
romper el enlace peptidico {25.64,64}) fue mayor con la hidrdlisis en fase de vapor, tal vez fue
mas eficiente la accién de los vapores de HCI que el reflujo. El mismo efecto se presenté con

leucina en el frijol Escumite.

En los tres andlisis se determinaron cantidades menores de fenilalanina cuando se realizé el
andlisis con el método propuesto. aunque sdlo en malz fue considerable la deficiencia: la
estimacién por cromatografia de intercambio idnico pudo ser deficiente, pues no se
enconiraron repories de su degradacién durante la hidrdlisis en fase de vapor directamente
sobre las muestras; en cambio, la bonda que produce en la cromatografia de intercambio
i6nico no es de tipo gaussiana y se presenta en la parte final de la elucién de los aminoacidos
dacidos y neutros, lugar donde la deriva de la linea base es considerable, dificultando la

obtencién del area de este aminodcido.

Quiz& la comparacién de los resultados frente al método tradicional muestre que la
metodologia propuesta difiere en Ia cuantificacién de aspdrtico. glut@dmico. alanina, glicina y
lisina, pero se debe mencionar que en el andlisis por cromatografia de intercambio iénico, estos
aminodcidos generaron respuestas muy grandes. dificultando la estimacién manual del drea de
sendos aminodacidos, por lo que pudieron ser estimados con mas error, aspartfico., glutGdmico y
alanina-glicina en las tres muestras v lisina en las dos muestras del género Phaseolus, a diferencia
del andlisis por HPLC, en donde se obtuvieron respuestas dentro del intervalo de linealidad
enconfrado, la obtencién de dreas no estuvo sujeta a la variablidad que se presentd en la
estimacién por intercambio idnico y. ademdés, no se tiene reporte de que sean degradados

durante el proceso de hidrdlisis, sea cual fuere [25]).
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Prolina, serina. treonina y tirosina, se degradan gradualmente durante la hidrélisis dcida. La
cinética de destruccion de estos aminodcidos no es la misma siempre, depende del tipo de
matriz en donde se encuentran los aminodacidos y de las condiciones quimicas que prevalecen
durante ia reaccién de hidrdlisis [25.36,64,66), es por eso que la comparacién es distinta en las
tres muestras: respecto a lo cuantificado en la hidrélisis con HCI 6 N a reflujo, con la hidrdlisis en
fase de vapor hubo menor recuperacion de serina en frjol negro Jamapa, se determin® menor
cantidad de prolina en los dos géneros de Phaseolus y se cuantificé menor cantidad de
treonina en frijol negro Jamapa y maiz. aunque en todos el recobro comparativo estuvo por
encima de 60 %: no obstante, se debe considerar que la cuantificacién por intercambio iénico
no fue precisa y que no necesariomente el recobro es mejor cvondo se emplea el reflujo

durante la hidrdlisis.

El que en algunos casos se presenten mejores recobros comparativos cuando se hidroliza con
HCl a reflujo. no significa que no se presente degradacién de estos aminodacidos, porque
seguramente las cinédticas de destruccién difieren entre los dos métodos. Lo mismo ocufriria con
los demds aminodcidos. seguramente Ila hidrélisis de los enlaces amida difiere entre

metodologias y aun entre pares de aminodacidos involucrados.

Si la preparacién de ia muestra durante el andlisis por intercambio i6nico fue inadecuada y no
se incluyé el paso que permite la oxidacién a cistina de lo cisteina presente. provocao que
coeluya con prolina durante el andlisis por cromatografia de intercambio idnico. sobre
estimando prolina y obviomente subestimando cistina {64).

Tedricamente, el uso de fenol en el acido clorhidrico empleado en la hidrélisis permite
secuestrar los agentes oxidantes que se encuentran como contaminantes en la solucién, en
ambos métodos [36). una de las ventajas principales de la hidrélisis en fase de vapor es que
dichos contaminantes estarian fuera del alcance de los aminodcidos, con lo que de alguna
manera se controla el grado en que se degradan los cuatro aminodcidos mencionados [67-68].
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El caso de tirosina es de especial relevancia, la degradacién fue del 85 % en el frijol negro
Jamapa y en el malz y de 92 % en el caso de frijol Escumite (85 % si se compara contra el
rosultado obtenido en la combinacién de métodos. tabla 18). Esto significa que en este
aminodcido en especial, el fenol no actia como protector en la hidrolisis en fase de vapor, por
lo que seguramente los componentes propios de cada muestra son los responsables del distinto
grado de destruccién, a diferencia de Ia hidrdlisis a refiujo, donde la presencia de fenol permite

recuperar el 95 %, al menos [64)

Los reportes que se tienen respecto a la comparacién de métodos de andlisis de aminodcidos
involucran, en general, el mismo sistema de hidrélisis y difieren Unicamente en el sistema de
cuaniificacién: habitualmente se reportan buences resultados cuando se comparan los sistemas
de derivatizacién {fenilisotiocianato o AQC) con el andiisis por cromatografia de intercambio
iénico {derivatizando con ninhldring para la deteccién de los aminodacidos) [33-34].

Cuando se realizd la hidrélisis tradicional (HCI 6 N, a refliujo a 145° C, 4 horas) y se realizé el
andlisis del contenido de aminodcidos de frijol Escumite por HPLC de fase reversa, se encontrd
muy baja repetibllidad [columna combinacién de la tabla 18). seguramente por la excesiva
manipulacién involucrada durante la preparacion de los hidrolizados, pues se requiere de
realizar diluciones para llevar la cantidad de proteina hidrolizada al intervalo dindmico que se

ha reportado anteriormente en este estudio.

Aun con la baja repetibilidad hallada, se podria inferir que la cuantificacién realizada por
cromatografia de Intercambio idnico. tiene deficiencias. sobre todo en la obtencién manual de
las dreas de los aminodcidos: ya se ha comprobado que el método de derivatizacién es exacto
y. por lo tanto, la cuantificacién deberia proveer los mismos resultados pues Unicamente ha
cambiado la forma de obtener la respuesta de cada aminodcido.

Podria decirse que los aminodcidos lisina, tirosina, aspartico, glutdmico, prolina. e isoteucina
fueron mal estimados. al menos en el frijol Escumite, todo a causa de la problemdtica expuesta
antes: respuestas muy grandes, deriva de la linea base y falta de resolucién. El valor
excesivamente alto de serina en la combinacién se podra explicar si se considera que la
manipulacion afecté la calidad del andilisis, provocando inestabilidad en la linea base cuando
fue eluido este aminodacido, dando lugar a estimaciones con emores grandes.
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La imposibilidad de cuantificar histidina, cistina y metionina se explica si se considera que las
diluciones efectuadas para mantener el hidrolizado dentro del intervalo dindmico, llevaron la
concentracién de estos tres por debajo del limite de cuantificacion del método, aunque existe
la posibilidad de que iag hidrdlisis efectuada también provoque su degradacién (cistina vy
metionina) [33.68-71]. de modo que la cuantificacién por cromatogratia les sobrestima por las
causas ya mencionadas, pues aunque la hidrélisis propuesta permite obtener los rendimientos
mdximos de la mayoria de los aminodcidos, no implica que éstos no se degraden,

Aunque la combinacién podra llegar a ser muy Ufil en el andlisis rutinario de aminodcidos en
cereales y leguminosas, se debe estudiar la posibiidod de encontrar una metodologia que
permita disminuir la manipulacién y, principaimente, que garantice la obtencién de hidrolizados
dentro de un intervalo dindmico tal, que se asegure la comecta derivatizacidn de todos los
aminodcidos, ya que la metodologla que Cohen y De Antonis propusieron [36] no especifica si
con el mismo protocolo se pueden analizar cereales, leguminosas u otros alimentos de manera

rutinaria.

La metodologia propuesta tiene como ventajas principales menor manipulacién durante la
hidrélisis de ia muestra. la derivatizacion y cuantificacién por HPLC son exactas y. en general,
tiene mayor repetibilidad que el andlisis por cromatografia de intercambio idnico. La desventaja
mds importante es que el grado de degradacién de cistina, metionina vy tirosina cuando se
someten las muestras a hidrélisis en fase de vapor. excede el que podra presentar la hidrélisis
con HCI a refiujo. Cabe destacar que se ha reportado que los mayores Indices de degradaciéon
se presentan con muestras con contenidos elevados de hidratos de carbono [68.70-71].

La calidad del andlisis rutinario se mejorarfa de modo apreciable si se considerase realizar
protocolos alternos de hidrélisis, tal y como se realiza en la mayoria de los reportes de andilisis de
aminodcidos con que se cuenta, pues una vez mds se ha comprobado que Ia principal fuente
de deficiencias en la estimacién del contenido de aminodcidos es la hidrdlisis.

La hidrdélisis alcalina. que permite la cuantificacion de friptofano, permitifa ademdas. determinar
el contenido de tirosina, pues bajo esas condiciones no se presentaria degradacion [64,66.68).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los aminodcidos azufrados en alimentos casi siempre son llevados a su formo oxidada mdas
estable (Gcldo cisteico en el caso de cist{e)ina, y metionin sulfona para metionina). esto permite
lograr recobros mayores respecto a los que se obtienen con la hidrdlisis tradicional, sin importar si
la cuantificacién se realiza por cromatogratia de intercambio idnico, cromatogratfia de gases o

HPLC de fase reversa [68,71).

La calidod del andlisis mejoraria si se considerase la opcién de oxidar la muestra {con dcido
perférmico) antes de realizar la hidrélisis en fase de vapor. aunque necesariamente se tendria
que realizar otro tipo de hidrdiisis, pues la oxidacién destruye tirosinag, fenilalanina y triptofano

(19.68-70]

Ofra opcién que permnitifa mejorar la calidad del andilisis serfa la obtencién de factores de
coreccién para la obtencién de los méaximos rendimientos. evaluando el efecto del tiempo de
hidrélisis en la concentracién obtenida para cada aminodcido, donde el intercepto al tiempo
cero, representa el contenido original del aminodcido en lo muestra.

Aunque idealmente este tipo de experimentos se diseiian para una muestra en particular,
podrian proporcionar un buen indice de la calidad de la protelna de cerecles y leguminosas, si
se lograsen obtener modelos matemdticos que permitieran, con el andlisis de solo dos o tres
puntos, obtener el contenido real de cistina, metionina y tirosina en ia muestra [21.64.66].

El andiisis expuesto anteriormente permite establecer que, al menos, la metodologia de
extraccién, purificacién, derivatizaciéon y cuantificaciéon de los aminoacidos, cuando ya se ha
roto el enlace que los mantiene unidos, es vdlida; cumple adecuadamente con el objetivo para
el que fue disefiada. En cambio, el proceso de hidrélisis puede considerarse vdlido para
cuantificar 14 aminodcidos con confiabilidad: aspdarfico, serina. glutdmico. glicina, histidina,
arginina, alanina, prolina. valina, lising, isoleucina leucina y fenilalanina.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4. ANALISIS DE MUESTRAS
Cuando se decidid que el protocolo era valido, aunque solo para 14 dmlribécidos. se decidié
llevar a cabo la cuantificacién de aminodcidos en distintas muestras ‘con la finalidad de

comprobar su aplicabilidad a matrices distintas a las empleadas durante la vondacién.

Tabla 19. Contenido de aminodcidos | en distintas muesiras con menos de 20 % de proteina

Aminoscido oIS aor  Ogtode _ seme T Grenods o

Metionina 0.56 0.34 0.26 0.2 0.18 034
Lisina 5.28 204 2.09 2.72. 2.08 2.84
isoleucina 3.92 2.94 4.43 454 . a7 426
Leucina 6.33 713 8.13 1094 629 6,59
Histidina 3.9 2.66 ©375. 1. 330 306 331
Fenllalanina 3.34 3.52 i 3677 L 3.87: - 3.70 4,31
valina 5.00 639 SS9 E9T Tl 536
Treonina 2.92 o K TR N | I 2,54
Cistina 0.01 028 . .. 028 iioas
Thosina 0.61 1. 0.42 . 0.49
Aspartico 836 | .- . 540 Caa2
Glutémico 1507, 1187 0 14.44 12.63
Glicina 708 .3 3.62 4.0
Alaning 4.54 539 8.69 812 -
Prolina 5.9 3.85 8.28 6.78
Serina 3.31 2.88 3.84 405
Arginina 5.16 4,97 2.93 272
Total ! 80.07 £5.90 77.73 7676
o msables ! 30.6 27.1 30.53 34.24
% N x6.252 11.31 9.38 9.06 9.50
'g/16gN

2 porcentaje de nitrbgeno en base seca y desengrasada
En negritas, los aminodcidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados semi

indispensables
F%C.V.< 10
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Tabla 20. Contenido de aminodcidos ! en distintas muestras del género Phaseolus

Frijol - - T T Frjol

Aminoécido cotial combo  Frijol Tepari ;22:«1;::3:  Escumite’ 'ﬁi‘rﬁ;ﬁ'go
Metionina 0.22 0.21 0.22 : 0.23
Usina 4.35 4.81 7.45 - 4.78
noleucina 4.68 5.47 . 830 477
Leucina 704 822 8.43 . 7.00
Histidina 3.95 3.37 1.83
Fenllalanina 5.45 588 4,32
valina 5.57 6110 5.28
Treonina 3.59 272 2.60
Cistina 0.1 ' 0.10
Tirosina 0.95 0.50
Aspdrtico 8.79 .8.08
Glutémico 12.77. 13.03
Glicina 6.65 3.30
Alanina 54157 396
Prolina 3.48 3.26
Serina 2.83 3.75
Arginina 3.69 3.52
Total ! B84.69 70.31
::éﬁlgensobles ) 35.89 31.41
% N x6.252 21.31 27.50
'g/16gN

2 porcentaje de nitrbgeno en base secay desengrcsado
En negritas. los aminodacidos indispensables. Cistina y Tiroslno son considefados semi
indispensables )

%C.V.< 20
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Tabla 21. Contenido de aminodcidos ! en distintas muestras del género Lupinus spp

Aminodcido eL:::J‘Tflg'i,:s osél‘:g;v’.g,;mil onLguLﬁ'f’l'}g7lus
Metionina 0.26 0.20 0.14
Lisina 7.03 ERA 4.4
isoleucina 3.88 3.50 3.68
Leucina 5.53 4.99 537
Histidina 2.44 1.76 2.18
Fenllalanina 1.98 1.16 1.63
valina 4.46 3.26 3.88
Treonina 2.89 2.57 1.74
Cistina 0.30 019 . ... 015
Tirosina 1.23 U
Aspartico 12.49
Glutamico 2601
Glicina 4.00
Alanina 425
Prolina 385"

Serina 4;34

Arginina 9.80 7.42.. - .. 855"
Total } 94.84 77.78 86.09
o emsablos | 30.00 23.54 23.72
% NXx6.252 44.54 45.11 39.25
1g/16gN

2 porcentaje de nifrégeno en base seca y desengrasada

En negritas, los aminodcidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados
semi indispensables

RC.V.< 20
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Tabla 22. Contenido de aminodcidos ! en distintas muesiras de la especie Erythrina americona
m

Semilla Semilla Germinado @ Germinado

Aminogeido cruda_ cocida crudo Cocido
Metonina 085 079 1.00 1.00
Lisina 573 5.69 5.66 5.47
isoleucino 3.05 3.20 3.35 3.98
Leucina 533 6.04 6.07 7.48
Histidina 1.62 175 1.89 1.80
Fenllalanina 0.68 1.94 1.45 3.5
valina 432 3.0 ‘4.43 4.70
Treonina 3.01 2.36 279 282
Clstina 0.33 030 . . 055 0.49
Tirosina 0.69 1290 71,50 276
Aspdrtico 739 725 01001 799,
Glutémico 1366 1006 1008 921
Glicina 304 199 2172 23
Alanina 3.51 3.45 3.70 3.64
Prolina 379 3.59 4.31 4.42
Serna . 253 2.69 2.80 2.86
Argining 3.61 3.59 4.61 4.60
Total 1 6314 59.97 66.59 58.61
Totalindispensables 1___25.61 27.26 28.70 33.65
% N x 6.25 2 33.01 52.44 47.05 46.65
Tg/16gN

2 porcentaje de nitrégeno en base seca y desengrasada
En negritas, los aminodacidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados

semi indispensables
%C.V. <30
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Conlenido de aminodcidos ! en distintas muesiras de ld'_espé@:te Erythrina americana (2)

Arincacis _Jo ol S e
Metionina 0.44 7038 0.41
Usina 674 7 51
isoleucina 3.28 : : 4.30
Lteucina 5.64 S 8,60 721
Histiding 2.28 287 2.21
Fenlialanina 0.86 '2.45 2.65
valina 519 6.34 5.10
Treonina 2.45 2.93 3.09
Cistina 104 <0003mM3. <0.003mMM3 <0.003mMm3
Tirosina 1.31 0.63 1.05 0.89
Aspértico 1482 10.23 11.46 598
Glutémico 13.99 12.93 1525 13.47
Glicina 3.35 3.08 . 3.55. . 3.8
Alanina 4.56 4.70 5.48 3.82
Prolina 4.58 4.3 5.16 5.14
Serina 299 2.87 3.50 2.93
Arginina 4.04 3.09 5.58 4.80
Total ! 77.93 72.74 87.44 70.77
e ensabies ! | 2960 31.53 37.46 30.96
% N x 6.25 2 25.97 24.76 34.84 38.66
1g/16gN

2 porcentagje de nitrégeno en base seca y desengrasada

3 limite de deteccién del método
En negritas, los aminodcidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados

semi indispensables
%C.V. < 30
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Durante e! andlisis de las muesfros que se ha presentado, participaron 5 distintos analistas, todos
utilizando el protocolo descrlto en el onexo Ill, sin realizar modificaciones a lo que se habia

establecido prevucmen'e

% C V. en cada tabla, no en todos los casos fue tan baja. Se
i en la cuunm‘cocién de cistina, metionina y tirosina, pues se
degradan, por o er: cuanﬁﬁcodos en los limites de linealidad del método, el error es
mayor. Ademds. Q degradocnén de éstos podria inclusive diferir entre la misma muestra, pues
como ya se dijo. no ‘se conocen las cinéticas de degradacién y los factores que podran tener
influencia dumnte fa hidrélisis. Sin considerar los aminoGcidos mencionados, los coeficientes de

La repetibllldu
presentaron

variacién, en promedio, fueron menores a 10 %.

Las deficiencias mds relevantes fueron en la cuantificacidén de cistina, metionina y tirosina.
Resulta evidente que la destruccién, en distinto grado en cada muestra, de los aminodcidos
azufrados no permite evaluar de modo confiable la posible calidad del material protelnico de
los materiales analizados, pues en todos los casos éstos serian los limitantes, aun en los cereales,
en donde se sabe que no ocume asl. Algo similar ocurtiia con los aromdticos, debido a la
degradacién de tirosina.

Esto implica que es completomente necesario realizar modificaciones al protocolo propuesto o
disefiar una metodologia alterna, para lograr la comecta estimacién de los aminodcidos:; es
decir, que se evalle con exactitud la cantidad de cada aminodcido en la muestra y no
unicamente estimar la cantidad a partir de una metodologia en donde se obtengan mdéximos
recobros, pues el mdaximo recobro no necesariamente corresponde con la cantidad real. sobre
todo cuando no se han considerado extrapolaciones al tiempo cero o ulilizado factores de

comreccién.

En lo que respecta al resto de los aminodcidos, se encontraron contenidos elevados de lisina
{mas de 4 g por 16 g de nitrégeno) en el residuo de vid y en todas las muestras del género
Phaseolus., Lupinus y Erythrina, aunque solo el frijol Tepari, Lupinus exaltatus, el ejote crudo y
cocido y la semilla del ejote de Erythrina americana, presentaron mayor contenido que lo
reportado en el patrén de lao FAO para preescolares (tabla 2); todos los cereales analizados
{arroz, sorgo. sorgo germinado, trigo y trige germinado) tuvieron menos de 3 g de lisina por 16 g

de nitrébgeno.
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En todas las muestras hay mas de 2.8 g de Isoleucnna por 16 g de nitrébgeno {contenido de
isoleucina ‘en el pctrén para preescolcres. FAO/WHO 1985). séle amroz, sorgo, germinado de
sorgo, todas; Iqs especies anc:llzcdas del género Phaseolus. el germinado cocido, el ejote
cocido la semlllc del e]oie crudc: y coclda de EMhnna americana tuvieron un contenido de

leucina mayor al atré de ta FAO (6 6 g / 16 g N)

crudos vy cocldos de ‘Erythﬂno amen'cana |
conhdod estoblecldc en el mlsmo pctré

completa cuantificacidn de aminodcidos en tos

v obtener factores de converslén de nifrégeno a proteina cruda mds reales {72];

v evclugr,y caracterizar aislados protelnicos de materiales muy diversos o alimentos que
podran llegar a convertirse en una altemativa de relevancia en ios paises del tercer
mundo [63.73-77]:

v comegir los valores de digestibilidad en pruebas biolégicas {78] v

v cuantificar protefnas altamente purificadas {79].

£s por eso que las modificaciones a la técnica que se ha presentado y que solo fue valida para

14 aminodcidos. permitifan ampliar las capacidades del andlisis de aminodcidos mas allé de ia
cuantificacién de cereales y leguminosas aqui propuesta.
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

>

Fueron establecidos los par@metros que permiten la derivatizacién, con é-aminoquinilit-N-
hidroxisuccinimidil carbamato. y cuantificacién de 17 aminodcidos en HPLC de fase
reversa. Se demostrd su validez en términos de precision, linealidad. sensibilidad,

tolerancia y robustez.

La metodologia de extraccion, purificacién, derivatizacién y cuantificacion de 17
aminodcidos, demostrd ser lineal, exacta, repetible y especifica: no se demostraron
interferencias asociadas a la presencia de subproductos de la reaccién de hidrdlisis.

Se logré adecuar la hidrélisis dcida en fase de vapor al andlisis de aminodcidos en

cereales y leguminosas.

Fue obtenida una metodologia que permite cuantificar aminodcidos en cereales y
leguminosas. después de hidrolizar el material proteinico en fase de vapor y derivatizar
los aminodacidos liberados con AQC.

La metodologia propuesta, demostré mayor repetibilidad que el andlisis tradicional de
aminod&cidos por cromatogratia de intercambio idnico. previa hidrélisis 4cida a refivjo a

145° C durante 4 horas.

ta hidrélisis Gcida en fase de vapor a 145° C durante 4 horas, no evita la degradacién de

cistina, metionina y tirosina.

Se demostrd la validez de 1a metodologia propuesta para gnicamente 14 aminodacidos:
aspdrtico, serina, glutGmico, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina, prolina, valina,

lisina, isoleucing, leucina y fenilalanina
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ANEXO I. FORMULAS DE CALCULO

ANEXO |. férmulas de cdiculo

1. PRECISION, REPETIBILIDAD. ADECUABILIDAD
Promedio aritmético (¥)

Y==Zy/n

Desviacién estandar (S n-1)

o = (LUEE=(Zv)3)

(n*(n-1))

[ ] de voracién (% C.V.)

%BC.V.=cn1,7*100
donde:
IZy=yi+y2+...+Yn
Ey? = y12 + Y2 2+ ... + ¥n2
y = respuesia (relacién de areas ominodcido a noreucina)

n = nimero de repeticiones

2. LINEALIDAD

Pendlente (m)
(Z*Zxy) — (Ex*Zy)

m= Z°Ex 2 - (EX)2
Ordenada ol origen (b)
- Ty —m*Ex
b z




ANEXO I. FORMULAS DE CALCULO

Coeficlente de derminacién (s2)

(Z*Exy — Ex*Zy)2

P TZeEx2- 27 - 2Ty 2= (Zv)F)
intervalo de 70 para la p dient
m 215975 0.2 * Om
amm ey V=77
oym= v (—EYZ=(m B =D 2
intervalo de L] para la da al origen

b 210.975,n-2 ® Ob

. 1 (x)2
ob=cyx*V (_Z- + Zx2—((£x)2/ Z) !
x=Zx/Z
Coeficiente de 16n de regresién (CVayy)

CVxy =oyx/ Y * 100

donde:
ZX=X1+x2+Xa+ ...+ Xn x f(x)
Xi Y
=yi1+y2+ys+.. .+ X2 Y2
Zy=y1+y2+ys yn % Ya
EX2 =312 + X22 + X32 + ... + Xn? £ £
Xn Yn

Zy2=y12+ y22 + ya2 + ., + ¥n?
ZXy=Xiy1+xX2y2+Xaya+ ... +XnYyn
Z = nomero total de datos (xy f(x}): 2" n

X = nivel de concentracién o adicién
Y =respuesta {relacién de areas aminodcido a norleucina)




ANEXO I. FORMULAS DE CALCULO

3. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS [28,45-46}

Platos tedricos (N)
N = 16(4/Wb)2 = 5.545(t/Wh ,2)?

donde N es el nomero de platos tedricos, i es el fiempo de retencién de un pico dado. Wp es
el ancho del pico a la base {en unidades de tiempo) y W12 es el ancho del pico a lo mitad de

su altura (en unidades de tiempo).

ARllura equivalente de un plato teérico (H)
H=L/N

donde L es la longitud de la columna (en mm) y N el nimero de platos teéricos.

Factor de capacidad (K')
K’ = #'/to

donde K' es el factor de capacidad, tr' es el tiempo de retencién comrregido y to es el tiempo

muerto.

Selectividad ()
a = 2/

donde t2 es el tiempo de retencién del soluto dos y t! es el iempo de retencién del soluto uno.

Resolucién (Rs) .
Rs = 2(#2-4) / (Wo2+Wp?)

donde los tiempos de retencién de cada pico {12 y ) y los anchos a la base, de cada pico

{Wb? y Wp') se expresan en unidades de tiempo.

La resolucién es funcidn de la selectividad (a). eficiencia [N) y retencién {K') de un sistema, o

cual permite optimizar el grado de separacion.
Rs = % [(a-1)/a] [NV/2] [K'/ (1+K'))
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ANEXO Il. LINEALIDAD

ANEXO Il
Llinealidad del sistema. Noreucina 0.1 mm
Curvas de calibracion Respuesta | en funcién de lo concentracién. Aminodcidos dispensables

Aspdrtico Serina
12 v=11 0.2399 12 4y = 12.986x + 0.5085
= .8683x + 0.
10 R? = 0.9982 : 10 R? = 0.9951
s 8 o 8
g £
g ° g °
= 4 x 4
-
2 2
o -+ — v o+ v — —
o 02 04 06 08 o 02 04 06 08
concentracion (mM) concentracion (mM)
Glutémico Glicina
12 14
y = 11.697x + 0.147 42| YT 14614x-00184
10 R2? = 0.9964 R? = 0.9986
10
o 8 =
2 8
g 5 g
£ g
4 4
2 2
0+ . . v o4 —
o 02 04 06 08 o 02 04 08 08
concentracion (mM) concentracion (mM)
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Respuesta
O N & O o

-
Q

ANEXO Il. LINEALIDAD

Arginina Alanina
" : 12
y = 12.857x - 0.1087 © y = 11.768x + 0.0569
R?=0.999 ; . 10 R? = 0.9994
g 8
% 6
x 4
2
— ‘ [ — v
0.2 0.4 0.6 0.8 [¢] 0.2 0.4 0.6 o8
concentracion (mM) concentracién (mM)

Prolina
12
y = 13.85x - 0.1265
10 R? = 0.9996

Respuesta

O N & 0 @

(] 0.2 [« X 0.6 0.8
concentracion (mM)

| Respuesta = Relacién de dreas aminodcido a noreucina
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ANEXO Il. LINEALIDAD

Curvas de calibracién Respuesta 1 en funcién de la concentracidn. Aminodacidos indispensables

Histidina
4.5
4
3.5
% 3
X
g =2
= 1.5
1 y = 13.09x + 0.0176
0.5 R? = 0.9963
o4 — — — ,
o] 0.1 0.2 0.3 0.4
concentracion (mM)
Cistina 2
2.5
2
g 1.5
g
0.5 y = 21.992x - 0.0309
R? = 0.9988
o -+ —
o 0.05 0.1 0.15

concentracion (mM)

Treonina
4.5
4
3.5
s 3
8 25
Q.
dg: 2
1.5 ¥ = 13.749x - 0,0851
1 R? = 0.999
0.5
o — . "
o 0.1 02 03 04
concentraciéon (mM)
Tirosina 2
3
2.5
a 2
@
% 1.5
]
y = 13.082x - 0.0634
0.5 R? = 0.9973
o
o 0.1 0.2 0.3

concentracion (mM)
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Respuesta

Respuesta

-
o

N A 0 o

ANEXO Il. LINEALIDAD

Valina Metionina
2.5
2
=
w 1.5
3
2
& 1
y = 12,733x - 0.0784 os y = 11.884x - 0.0577
R? = 0.9993 . R? = 0,9979
v T g 0 + T ]
(] 02 04 06 08 1 0 005 0.1 0.15 0.2 0.25
concentracion (mM) . concentracion (mM)
Usina Isoleucina
12
10
g 8
£e
8
© 4
Y = 16.368x + 0.3294 2 y = 12.68x - 0.0875
R? = 0.997 R? = 0.9993
+ T o+ T T
o 0.2 04 06 08 1 [+] 0.2 O.4 0.6 0.8
concentracion (mM) concentracion (mM)




Leucina
12
10
m 8
?
e
3
x4
2 y = 12.051x - 0.0757
R? = 0.9995
[ ) ~A— —

(o] 0.2 0.4 0.6 0.8
concentracién (mM)

ANEXO li. LINEALIDAD

Fenilalaning

4
3.5
3
825
: -z
& 1.5
1 y = 12.445x - 0.0857
0.5 R? = 0.9985
O+ + —
[o] 0.1 0.2 0.3 04

concentracion (mM)

1 Respuesta = Relacién de dreas aminodcido a norleucinag
2 Cistina y Tirosina se consideran aminod&cidos semi indispensables

Lineqlidad del sistema. Norleucina 0.5 mm

Curvas de calibracién Respuesta | en funcién de la concentracién., Aminodcidos dispensables

Aspdartico
2.5
y = 2.3729x + 0.0478
2 R? = 0.9985 -
1.8

1

Respuesta

0.5

0 -+ T v
o 0.2 04 06 o8
concemracion (mM)

Serina
25 y = 2,5989x + 0.1023
2 R? = 0.9952
g 1.5
g
0.5 >
o+

o 0.2 0.4 08 0.8
concentracion (mM)
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Glutédmico

2.5
y = 2,3189x + 0.0424
2 R? = 0.9967
g 1.5
3
& 1
0.5

o + - — T

o 0.2 O.4 0.6 0.8
concentraciéon (mM)

Arginina
2.5
y = 2.59x - 0.0212
2 R? = 0.9991
‘§ 1.5
g
2 1
0.5
o+

o 0.2 0.4 0.6 0.8
concentracion (mM)

Respuesta

ANEXO Il. LINEALIDAD

Glicina

2.5 y = 2.8086x + 0.0003

R? = 0.9991
2
1.5
1
0.5 ¢
0+ T
o 0.2 0.4 0.6 0.8
concentracion (mM)
Alanina
2.5
y = 2.357x + 0.0077
2 RZ? = 0.9995
1.5
1
0.5

o+ T — T

o 0.2 0.4 0.6 0.8
concentracion (mM)
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Prolina

259 y=27627x -0.0199
R? = 0.9997

[, ¥ T
[¢] 0.2 0.4 0.8 0.8
concentracion (mM)

! Respuesta = Relacién de areas aminodcido a nereucina

Curvas de calibracién Respuesta ! en funcién de la concentracién. Aminodcidos indispensables

Histidina Treonina
0.9 0.9
0.8 08
0.7 0.7
m 08 n 08
g os g os
g 0.4 g os
= 03 ® 0.3
0.2 y = 2.6109x + 0.0022 0.2 y = 2.7506x - 0.0187
0.1 R? = 0.9972 0.1 R? = 0.999
o+ : . —_ o4 —
o 01 0.2 03 0.4 o 0.1 02 03 0.4
concentracién (mM) concentracién (mM)
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o
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Respuesta

Cistina 2

0.05
concentracion (mM)

Valina

R2 = 0.9995

y = 2.5509x - 0.0185

0.2 0.4 0.8
concentracion (mM)

0.8

0.6
0.5
[s X}
0.3

Respuesta

0.2
0.1
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Tirosina 2

y = 2.8057x - 0.0103
R? = 0.9972

0.05 0.1 0.15 0.2
concentracion (mM)

Metionina

y = 2.374x - 0.0126
R? = 0.9973

0.05 0.1 0.15 02 0.25
concentracion (mM)




Usina
3
25
El 2
8
a 1.5
8
e 1
0.5 y = 3.2683x + 0.0676
. R? = 0.9967
0 + T —— T
o 0.2 0.4 0.6 0.8
concentracion (mM)
Leucina
2.5
2
g 1s
S
a :
2 1
0.5 y = 2.4093x - 0.0172
R2 = 0.9995
0 + g

o 0.2 [+ X 0.6 0.8
concentracion (mM)

0.6
205
2o
a 0.3
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isoleucina

y = 2.5346x - 0.0184
R?= 0.9993

o 02 04 06 08
concentracion (mM)

Fenilalanina

0.8
0.7

0.2 y = 2.4936x - 0.02
0.1 R? = 0.9968
B! . . . ,
o 01 02 03 04

concentracion (mM)

1 Respuesta = Relacién de dreas aminodcido a norleucina
2 Cistina y Tirosina se consideran anminodcidos semi indispensables
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P

u lidad del

Curvas de recuperacion. Cantidad recuperada en funcién de la cantidad adicionada L8

Amino&cidos dispensables

Aspdartico Serina
1.2 1.4
© 1 1.2
= ®
s B
g 08 -g o ;
E oe g
= B 06
g 04 2 04
8 o2 y = 0.9728x + 0.0198 8 y = 1.0185x - 0.0034
R2 = 0.9987 0.2 R2 = 0.9989
0+ 0 4 T v
Q 0.5 1 1.5 o 0.5 1 1.5
cantidad adicionada cantidad adicionada
Glutamico Glicing
1.2
1.2
s
% 08 ® 08
g o6 g 0.8
% o 0.9846x + 0.0110 g 04
y = 0. x + 0. §
0.2 0.2 y = 0.9988x + 0.0018
R? = 0.9086 R = 09088
0+ J o 4 — —
o 0.5 1 1.5

[+] 0.5 1 1.5

cantidad adicionada cantidiad adicionada
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Arginina Alanina
1.2
g 1
g 08
g oe
®
£ o4 .
y = 0.9926x + 0.0001 8 g2 y = 0.9946x + 0.0058
RZ = 0.9995 i RZ? = 0.9996
. o4
0.5 1 1.5 o 0.5 1 1.5

cantidad adicionada cantidad adicionada

Prolina

1.2

-

0.8
0.6

0.4
y = 0.9977x + 0.0004
0.2 R? = 0.9993

cantidad recuperada

[e] 0.5 1 1.8
cantidad adicionada

1 Cantidad Adicionada y Cantidad recuperada en umoles
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Curvas de recuperacién. Cantidad recuperada en funcién de la cantidad adicionada .

Aminodcidos indispensables

Histidina

1.2
g 1
2 0.8
g 0.6
=
2 04 y = 0.9898x + 0.0080
8 0.2 RZ = 0.9996

o —_—
o 0.5 1 1.5
cantidad adicionada
Cistina 2

0.6 ;
= 0.5
g 0.4
g 0.3
%oz
2 o2
3

0.1

o - v
4] 0.2 0.4 0.6
cantidad adicionada

-
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cantidad recuperada
o

e o0
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2
N
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J

-

cantidad recuperada
© 9 00
oN D O

Treonina

y = 0.9997x + 0.0021
R? = 0.9996
o 0.5 1 1.5

cantidad adicionada

Tirosina 2

y = 0.9968x + 0.0035
R? = 0.9999

0.5 1 1.5
cantidad adicionada
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valina

1.2
S 1
E
& 08
g 0.6
X
= 04 y = 0.9936x + 0.0045
8 o2 R? = 0.9999
0+ T ‘
(o] 0.5 1 1.5
cantidad adicionada
Lisina
1.2
13 1
B
& o8
g 0.6
E o
E 2 y = 0.9981x + 0.0018
o- R? = 0.9999
0 4 T T N
o 0.5 1 1.6
cantidad adicionada

cantidad recuperada

cantidad recuperada

ANEXO 1. LINEALIDAD

Metionina

1
0.2 y = 0.9974x + 0.0031
- R2? = 0.99986
o +
[o] 0.5 1 1.5
cantidad adicionada
Isoleucina
1.2
1
0.8
0.6
0.4
0.2 y = 1.0095x - 0.00689
N R? = 0.9998
0O +
] 0.5 1 1.5

cantidad adicionada
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cantidad recuperada

ANEXO Il. LINEALIDAD

Leucina Fenilalanina
1.2 1.2
1 ® 1
B
o8 0.8
(X1 0.8
.4 B
o Y = 1.0088x - 0.0055 B 04 =0 + 0,0061
0.2 2 =2 O, . 8899x .006:
R2 = 0,9998 8 o2 RZ = 0.9996
o4 : . , ol ,
0.s 1 1.5 o 0.5 1 1.5
cantidad adicionada cantidad adicionada

1 Cantidad Adicionada y Cantidad recuperada en umoles
2 Cistina y Tirosina se consideran aminodcidos semi indispensables




ANEXO I11l. MATERIALES ¥ METODOS

1. Deferminacién de Nird total (p ina a). AOAC 2.055., 1984 [58]. Con

modificaciones

Materiales y reactivos.

Digestor TECATOR modelo ab-20/40

Destilador Kjeltec auto 1030 anotlyzer, TECATOR

Tubos de digestiébn de 75 mL, TECATOR

Papel china

Mezcla digestiva (3 g de CuSO45H20, 50 mL de HaPO4 y 430 mL de H2504 concentrado)
Peré6xido de hidrégeno al 30 %

Sulfato de potasio (R.A.}

Hidroxido de sodio 60% (p/v)

Solucién de dcido bérico con Indicadores (&cido bérico 1%, rojo de metilo 0.0007% y
0.001% de verde de bromocresol)

e HCI0.01 N, valorado

Procedimiento.

Para cada muestra se pesaron, en papel china, de 70 a 100 mg de harina y 0.5 g de K250, se
depositaron dentro de un tubo de digestion. Se anadieron 3 mL de mezcla digestiva y se
colocaron en el digestor a 340° C.

Después de 15 minutos, se sacaron y dejaron a temperatura ambiente 5-10 minutos. Se le
adiciond 1.5 mt de H202 al 30% a cada tubo y se colocaron de nueva cuenta en el digestor a
370° C hasta que se logrd transparencia en la mezcla. Se realizé la destilacién de cada tubo,
recibiendo el amoniaco en acido bérico con indicadores y valorando con HCI 0.01 N titulado. El
objetivo de modificar la mezcla digestiva y utilizar peréxido de hidrégeno fue lograr la completa
oxidacién de la materia orgdnica y reducir la pérdida de nitrdgeno por formacién de aminas o
nitrégeno libre. favoreciendo la formacién de sultato de amonio. Se utiizdé como blanco
dextrosa (100 mg). El porcentaje de proteina se obtuvo multiplicando % de nitrégeno por §.25.

Cdiculos
% Proteina = [6.25 x (M-Y) x N x0.014 x 100} / m

donde:

M es el volumen {mL} gastado en la valoracion de la muestra
Y es el volumen gastado en la vatoracién del blanco

N es la normalidad de HCI

0.014 son los miliequivalentes de nitrégeno (g N por mEQ)

m es el peso de la muestra (g)

AYA VAN WA
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ANEXO I1l. MATERIALES Y METODOS

Cuantifi 16n de aminodcid: en un . previa hidrélisis con HCI 6 N, a

reflujo. 4 horas a 145° C. [14]

Materiales / Reactivos.

Autoanalizador de aminodcidos TECHNICON modeio NC 2P

Columna de vidrio empacada con resina de poliestireno sulfonatada (Resina de
Intercambio Catiénico forma Sédica Aminex A9 de tamafo de particula 11.5 pum, de
BIO-RAD) de 470 x 4 mm, altura de la columna 420 £ 5 mm,

Digestor TECATOR modelo ab-20/40

Potencidmetro CORNING modelo 10

Rotavapor BUCHI modelo R .

Acrodisco de nylon GELMAN, 0.2 ym de tamano de poro y 13 mm de didmetro

Micro jeringa HAMILTON modelo 1001-LTN

Tubos de cultivo de pared gruesa con tapdén de rosca y cubierta de tefién, PIREX

HCI 6 N con 0.1 % de fenol

Nitrégeno de alta pureza (99.997 %), INFRA

Metil-celosolve al 50% en agua desionizada

Amortiguador de 4cido acético / acetato de sodio 4 N, pH §.51 x 0.02, filtrar con papel
WHATMAN 542

Sulfato de hidracina (1.049 g de sulfato de hidracinag, 0.4 mlL de H25Q4 concentrado, 30
mL de solucién BRIJ-35 al 20 %, y agua desionizada suficiente para obtener un volumen
total de 4 L; se afaden 0.8 mL de acido capfrilico para evitar la formacién de espuma
después de filtrar con papel WHATMAN 542}

Ninhidrina (40 g de ninhidrina en 2 L de metil-celosolve, adicionar 1 L de amortiguador de
acetatos 4 N pH 5.51, llevar o volumen de 4 L con agua desionizada, fillrar con papel
WHATMAN 542)

Solucion lavadora (Agua:Etanot 3:1, v/v, con 0.01 % de hidroquinona como antioxidante)
Solucién de dilucién (SO mL de HCI 0.2 M — 33.3 mL de NaCl 0.2 M, con hidroquinona 0.01
% en un volumen final de 200 mL, pH = 1.5 £ 0.05)

Amortiguador para regeneracidn de la columna, pH = 4 £ 0.02 (4.1 g de acetato de
sodio anhidro. 20 mL de acido acético glacial, 78 mL de etanol absoluto, 0.11 g de
hidrogquinona. 8 mL de soluciéon Brij-35 al 20%, 0.1 g de la sal disddica del acido
etilendiamintetracético. agua desionizada suficiente para llevar a un volumen final de 1
L. fitrar en papel WHATMAN 542 y adadir 0.2 mL de &cido caprilico para evitar la
formacion de espumay)

Amortiguador para elucién de aminodcidos dcidos y neutros, pH = 4.1 £ 0.02 (4.5 g de
acetato de sodio anhidro, 15 mL de acido acético glacial, 1.2 mL de acetato de zinc
dihidratado 0.5 M, 80 mL de etanol absoluto, 0.11 g de hidroquinona, 8 mbL de solucién
8ri}-35 al 20 % y agua desionizada suficiente para lievar a un volumen final de 1 L, filtrar en
papel WHATMAN 542 y afadir 0.2 mL de 4cido caprilice para evitar la formacion de
espuma)

Amortiguador para la elucién de los aminodcidos bdasicos, pH = 5.4 + 0.02 (87 g de
acetato de sodio anhidro, 20 mL de Gcido acético glacial, 11 mt de alcohol bendlico, 2
mlL de acetato de zinc dihidratado 0.5 M, 8 mL de solucidn 8ij-35 at 20 % y agua
desionizada suficiente para llevar a un volumen final de t L, fillrar en papel WHATMAN
542 y afadir 0.2 mL de acido caprilico para evitar la formacién de espuma)
Amortiguador para el lavado de la resina {1 g de la sal disédica del écido
efilendiamintetracético, 8 g de hidréxido de sodio y agua desionizada suficiente para
llevar a un volumen final de 1 L, fiitrar en papel WHATMAN 542)

Norleucina 5 mM

Estandar de aminodcidos 2.5 mM de SIGMA AA-5-18 (cistina 1.25 mM)

152




ANEXO Ill. MATERIALES ¥ METODOS

Procedimiento.

i fisi:
Se pesd en un tubo de vidrio con tapédn de rosca y cubierta de teflén la cantidad de muestra

de cada harina seca y desengrasada {frijol negro Jamapa. frijol Escumite y maiz} de acuerdo al
contenido de proteina (g muestra = 0.05 x 100 / % proteina). A continvacién se adicioné et
volumen de HCI 6 N + 0.1% de fenol necesario para la hidrolisis de las protelnas, basandose
también en el contenido de protelna (ML HCI 6 N 0.1% de tenot = 4 x 100 7 % proteina), con
excepcién del malz, en el cual se emplearon 25 mL. Cada tubo con muestra a hidrolizar se
mantuvo a 145° C durante cuatro horas dentro del digestor.

Transcurrido el tiempo de hidrélisis se dejé enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente. Se
trasvasaron sendos contenidos cuantitativamente a matraces bola de 100 mL, lavando cada
tubo con solucién lavadora. Se adicionaron después, 5 mL de norleucina § mM. aunque lo mas
recomendable serfa anfadir la solucién de norleucina antes de trasvasar. Cada hidrolizado se
llevé a sequedad en un rotavapor {70-80° C). con la finalidad de eliminar el exceso de HCI. A
cada tubo se afiadié solucién lavadora (alrededor de 10 ml) para re suspender los sélidos y
filtrar el hidrolizado con ayuda de vacio a través de papel WHATMAN 542, también se afadieron
aproximadamente 5 mL mds de solucién lavadora para lavar los matraces que contenian los
hidrolizados. Se aqjustd el pH a 6.8 £ 0.2 con NQOH 5 N y se aforé cada hidrolizado en 25 mL con
agua destilada. Se burbujed nitrégeno y se mantuvieron en congelacién hasta su inyeccién.

Anglisis cromatografico

Cada hidrolizado a inyectar en el autoanalizador se diluyd 1:1 con solucidn de dilucién
(volumen total de 2 mL); después se filtré a través de un acrodisco, descartando las primeras
cinco gotas de cada filirado. Del filtrado, se inyectaron 0.1 ml en el avtoanalizador.

Las condiciones cromatograficas empleadas fueron las siguientes: temperatura de la columna
60° C. velocidad de fiujo de los amortiguadores 0.6 mL / minuto, velocidad de flujo de ninhidrina
0.8 mL / minuto, velocidad de fivjo de suilfato de hidracina 0.6 mL / minuto, velocidad de flujo
de nitrégeno 0.32 mbL / minuto, velocidad de flujo sobre el colorimetro 0.6 mL / minuto,
temperatura del bafo de reaccién 89° C, sensibilidad del registrador 2.5 U, atenuacién 2.5 y

velocidad de la carta 3 mm / minuto.
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Se utilizd un programa de elucién de 10 pasos con la sigulente caracterizacion:

Paso Duracién (minutos) Caracterizaciéon
1 2 : Amortiguador 1. Metil-celosolve; inyeccién
2 T2 Amortiguador 2. Metil-celosclve
3 60 Amortiguador 2. Ninhidrina; registrador
4 70 Amortiguador 3, Ninhidrina; registrador
5 20 NaOH 0.2 N, Ninhidrina; registrador
é 2 NaOH 0.2 N, Metil-celosolve: registrador
7 é Amortiguador 1, Metil-celosolve; registrador
8 10 Amortiguador 1. Metil-celosolve; apaga registrador
14 16 NaOH 0.2 N, Metil-celosolve; apaga registrador
10 46 Amortiguador 1, Metil-celosolve; apaga registrador

En todos los pasos hay flujo de sulfato de hidracina. Bajo estas condiciones, cada andlisis fue
realizado en aproximadamente 3 horas con 40 minutos.

Paro poder cuantificar los aminedcidos de cada uno de ios hidrolizados de cada harina seca y
desengrasada, fueron Inyectados 0.1 mL de vna mezcio de aminodcidos: metionina, lisina.
isoleucina. leucina, histidina. fenilalanina, valina, treonina, tirosina, dcido aspdartico, acido
glutdmico. alanina, glicina, prolina, serina y arginina 0.25 mM cada uno. norleucina 0.5 mM y
cistina 0.125 mM. Esto pemitié obtener factores que relacionan el drea o altura de cada pico
con la concentracién. De antemano se sabia del alto contenido de acido aspdrtico, acido
glutadmico, alanina, glicina y lisina en las muestras, de tal modo que la atenuacién para éstos se
llevé a 0.5 cuando fue necesario. Se prepard otro estandar con exceso de estos aminodacidos,
con la finalidad de obtener factores de respuesta para los picos atenuados de los aminodcidos
en exceso. La composicién de dicho estandar fue: metionina, isoleucina, feucina, histidina.
fenilalanina, valina, tfreonina, tirosina, prolina, serina y arginina 0.25 mM. acido aspdrtico. acido
glutédmico. lisina y noreucina 0.5 mM, alagnina y glicina 0.375 mM y cistina 0.125 mMm,
inyectandose 0.1 ml también.

Cdicuylos

Con cada harina seca y desengrasada se obtuvieron tres aminogramas, ademdas de los
aminogramas de los estdndares de aminodcidos, atenuados y sin atenuar. En cada uno se
obtuvo ei drea de cada pico muiltiplicando el ancho del pico a la mitad de la altura (debido o
la imegularidad de la ilnea base) por la altura total del pico.
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De las dreas obtenidas de la separacién del estdndar de aminodcidos. se obtienen los
equivalentes de norleucina (EN):
EN = Areaq noreucina esténdar / Area ominodcido estandar.

Cada aminodcido en cada esténdar fue cuantificado de acuerdo con la siguiente ecuacion
g aamuestra/16 g de N = (AaaEN*pmolestandor® PMaga®Aforo}/{ANm*alicuota®Nm)*16

donde:
v Aaa es el Grea del aminoacido en la muestra
EN es el equivalente de norleucina para ese aminodcido
rmolestander son las micromoles del aminodcido en el estandar
PMaa es el peso molecular del aminodcido
Aforo es el volumen final de! hidrolizado preparado
ANm es el drea de norleucina en la muestra. alicuota es el volumen inyectado al

LR U SR

autoanalizador
v  Nm son los gramos de nitrégeno en la muestra
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Cuantif¥ i5n de aminodcidos por HPLC de fase reversa, previa hidrélisis con HCI 6 N en
fase de vapor. 4 horas a 145° C. [23,33)

Materiales y reactivos.

Hidrolisis

Estacion de trabajo Pico Tag. WATERS

Viales de reaccidén de la estacién de trabajo Pico Tag

8omba de alto vacio RV8, EDWARS

Refrigerante tipo dedo frio

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, CORNING

Cortador de vidrio o marcador de tinta permanente Esterbrook de BEROL
Micro pipeta {y puntas) con capacidad 200-1000 ul, FINNPIPETTE
Vériex SUper mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS

Agua destilada y desionizada®

Hielo seco

Metanol (Q.P.)

Nitrégeno de alta pureza (99.997%). INFRA

HCI 6 N, 0.1% de fenoi®

Preparaclén de la muestra

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 pl, FINNPIPETTE

Pipeta Pasteur
Vériex sUper mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS

Matraz aferado de 5 mL, matraz aforado de 1 mL®

Jeringas de 10 mL
Acrodisco de nylon, 0.2 ym de tamario de poro y 13 mm de didmetro, GELMAN

Tubos de ensayo de 10 x 70 mm, PYREX
Cartucho Sep Pak Cis Classic, WATERS
Norleucina 5§ mM-HCI 10 mMme
Acetonitrilo:Agua 20:809

Acetonitrilo grado HPLC, JT-BAKER
Agua destilada y desionizada®

para cuantificar aminodcidos en muestras con menos de 20% de material protelnico

Derivatizacion

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, CORNING

Parmilla de calentamiento, Stiter/Hot Plate CORNING., con bafio de agua a 55° C
Micro pipeta [y puntas) con capacidad 5-50 ul, FINNPIPETTE

Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 ul, FINNPIPETTE

Micro pipeta {y puntas) con capacidad 100-1000 ulL. FINNPIPETTE

Voértex SUper mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS

Parafiim
Estadndar de aminodcidos H 2.5 mM, Cistina: 1.25 mM, PIERCE

a (tilizar agua purificada de 18 Mohm de resistividad o agua destilada y desionizada pasada

por un filtro de 0.22 ym.
b Se puede utilizar HCI 6 N de punto de ebullicién constante, agregando un cristal del feno!

durante la preparacién de lao muestra a hidrolizar
< Disolucién de noreucina (c.b.p. 5§ MM) en HCI 0.1 M suficiente para obtener 10 mM al final

d 200 mL de acetonitrilo grado HPLC, mds 800 mL de agua purificada {segin a)
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Acetonitrilo {[AccQ Fluor reagent diluent, vial 28), é-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidit
carbamato (AccQ Fluor reagent, vial 2A) y Buffer de boratos {AccQ Fluor Borate Buffer,
reactivo 1). WATERS®

Andlisis cromatografico
e Sistema de entrega de disolventes (2). modelo 510, de WATERS

Inyector Rheodyne con loop de 20 pl

-

e Jeringa para HPLC 25 ul, HAMILTON

e Detector UV-Vis WATERS 486, WATERS

e Horno y unidad de control de temperatura modelo I1l, WATERS

e Controlador automadatico de gradiente modelo 480, WATERS

e Adquisicién e integracidn de datos Chromjet modeio 54076, WATERS

e Sistema de filtracién a vaclo y filtros de 0.45 (tipo HA) y 0.22 (ﬂpo GV) pm de tamaiio de
poro, MILLIPORE

e Filtro de tamaiio de poro 0.22 pum, MILLIPORE

e Filtro pre columna en linea, WATERS

» Columna AccQ-Tag Nova Pak Cis, tamaiio de particula 4 pym, de 3.9 mm x 150 mm, de

WATERS
» AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) de WATERS

Acetonitrilo (grado HPLC), JT BAKER
* Agua destilada y desionizada®

Procedimiento.

Hidrolisls con HCI 6 N en fase de vapor, por 4 horas a 145° C
Preparacion de lg estocién de trabgijo

Se prepard la estacion de trabajo de acuerdo al diagrama (figura 12). Se depositd hielo seco en
el recipiente del refrigerante tipo dedo frio y metanol suficiente para cubrir el hielo seco que fue
depositado. Una vez que se verificd que los controles de vacio y de Nitrébgeno se encontraran
cemrados, se encendié la bomba de vaclo y después de cinco minutos la lectura dei
manémetro de la estacién de trabajo era de 50-70 miiliTorr. La presién de salida del nitrégeno no

excedia 0.3 kg/cm?.

Secado
Se pesaron 10 mg de muestra SECA Y DESENGRASADA {15 mg en el caso de muesiras con

menos de 20% de proteina) en el interior de un tubo de 4 x 50 mm, previamente marcado con e}
cortador de vidrio o con el marcador de tinta perranente.

Se agreg® una gota de agua (aproximadamente S0 pul} vy se agitd durante algunos segundos en
el vértex, con la finalidad de hidratar por completo la muestra y distribuirla en las paredes del
tubo para mejorar su exposicion a los vapores de HCI.

Se deposité en el vial de reaccién seco. A éste, se le colocé la tapa y se deslizd el botédn rojo a

la posicion abierto {figura 13).

e AccQ Flour Reagent Kit de WATERS
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€l vial se colocd en la estacion de trabajo, se abrid la vaivula de Nitrédgeno durante 10-15
segundos. después se abrié lentamente la vaélvula de vacio hasta alcanzar una presién de 1-2
Torr. Abriendo y cemando la vdailvula de nitrédgeno, se controld la espuma y ebuliicién de la
mezcla con la muestra, para evitar pérdidas por proyeccién del material al exterior detl tubo.
Una vez desaparecida lo espuma, se cerd la vaivula de nitrdgeno y se mantuvo abierta la det
vacio hasta secar las muestras (presién de 50-70 miliTor}. Se cenrd ia valvula de vacio y se retird
el vial de la estacién de trabajo (figura 14).

Purgo gcon nitrtdgeno

Se agregaron 200 pl de HCI 6 N con 0.1 % de fenol en el fondo del vial de reaccion, cuidando
no intfroducir Gecido al interior de los tubos con muestra. Para purgar el vial de hidrdlisis, se cerd e
introdujo nuevamente en la estacién de trabajo (figura 14), se abrid lentamente el vacio hasta
alcanzar 1-2 Torr de presién y se mantuvo abierto hasta que empezd la ebullicion del acido
clorhidrico {cuando no ocurmid en 30 segundos, se continuo con la purga): se cerrd el vacio y se
purgd el vial con nitrbgeno durante 5 segundos; se cené el nitrégeno y se repitid éste ciclo dos
veces mas.

Al finalizar el tercer ciclo, se abrié el vacio del mismo modo y se mantuvo hasta que alcance
unga presidn ligeramente menor a | Tomr. Se cerrd el vial deslizando el botdn verde a la posicidn
cerrado, se cerd el vacio y se sacé el vial de reaccién de ia estacién de trabajo (figuras 2 y 3).

Hi: lisi s v r
Una vez finalizada la preparacién, se introdujo el vial al horno de la estacién de trabajo.

previamente calentado a 145° C, durante 4 horas.
Preparacion de hidrolizados

Eliminacidn del exceso de HCI

Transcunido el fiempo, se sacd el vial del horno, se dejé enfriar a temperatura ambiente y
dentro de una campana de extraccién, se deslizd el botén rojo a la posicidon abierto para dejar
escapar el 4cido y los vapores que se generaron durante el proceso.

Después se abrié el vial de reaccidn y se sacaron los tubos con los hidrolizados, se enjuagd el
exterior de cada uno con agua y se depositaron en un vial de reaccién seco.

Después, se procedid a eliminar el exceso de dcido del interior de cada uno de los tubos con
ayuda de vacio: se tapé el vial asegurando que se encontrara en la posicidn abierto, se
introdujo en la estacién de trabajo y se abrid el vacio hasta alcanzar 1-2 Tom, se mantuvo
abierto hasta que la lectura del mandémetro de la estacién de trabajo fue de 50-70 miiliTorr. Se
cemd el vial y el vacio, conservéandose los hidrolizados en una atmdsfera inerte hasta su posterior

preparacion.

ract ! estras: re-hidr: i | hidroli;

A cada uno de los tubos con hidrolizado se agregaron 100 ul de nordeucina 5 mM - HCH 10 mM,
el primero como estandar interfno y el acido clorhidrico para rehidratar y extraer los
" aminodcidos del tubo de hidrélisis. Se agité un minuto en véortex y se dejé reposar un minuto
para después agregar de 100 a 200 pl de acetonitriio 20%. agitando un minuto mas en vérex,
para después transferir cuantitativamente a un matraz volumeétrico de 1 6 5 mL con ayuda de
una pipeta Pasteur, se lavé con acetonitriio al 20% {en total, 400 ulL en el caso de volumen de
aforo 1 mL y hasta 2.5 mL en el caso de volumen de aforo 5 mL; en adiciones de 100 en 100 ul) y
agité cuanto fue necesario. hasta que la solucién de lavado era incolora, se fransfiéd
cuantitativamente el contenido de cada paso de lavado al matraz volumeétrico de 5 o 1 mL,
segun el caso. El lavado con acetonitrilo permitié mejorar ia extraccion de los aminodcidos
menos polares. La eleccién del volumen de aforo es funcién del contenido de proteina; 1 mtb
para muestras con menos de 20 % de proteina y 5 :.1L para muestras con porcentajes mayores.
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Se llevd al aforo con agua purificada {concentraciéon final de norleucina: 0.1 mM y 0.5 mM para
volumen de aforo de 1 mL).

1 H iGN It i
Se procedid a purficar ila muestra con la ayuda de un cartucho Sep Pak Cia. el cual fue
previamente activado de la siguiente manera:

Con ayuda de una jeringa, se hicieron pasar lentamente (1-2 mi/minuto) 6 mL de
acetonitrilo grado HPLC por el cartucho (conectado a la jeringa por la parte mds
larga). inmediatamente después, se hicieron pasar 6 mL de agua purificada.

Una vez activado el cartucho y sin que se secara, se hicieron pasar los 5 mL de la muestia,
desechdandose los primeros 2 mL (para eliminar la mezcla de hidrolizado con el agua remanente
de la activacién) y recuperando en un tubo de ensaye el resto de la muestra que contenia los
aminodacidos.

Se filtrd la muestra, ya purificada, a través de un acrodisco de nylon de 0.2 um de tamaio de
poro. conectado en la punta de ofra jeringa., desechdndose las primeras 3-5 gotas y
recuperando et resto. del cudl fue tomada la alicuota para derivatizar los aminodcidos. Las
muestras con menos de 20 % de proteina. sdlo fueron filtradas a través del acrodisco.

isi
Una vez que se ha purificado y filtrado el hidrolizado, se procedié a derivatizar 10 ulL, de la forma
en que se describe a continuacién. Cuando el hidrolizado ya habia sido derivatizado, se
inyectaron en el cromatégrafo, de 5 a 20 ul {para muestras con porcentajes de proteina altos o
bagjos. respectivamente), con la finalidad de generar respuestas dentro del intervalo lineal. para
todos los aminodacidos.

Derivatizacién

i i

Se precalenté la pamilla con bafio de agua a 55 °C. Una vez que la totalidad del reactivo de
derivatizaciéon AQC ({vial 2A) se encuentra en la parte inferior del vial, se enjuagd ia punta de
una micro pipeta de 1000 ul., cargdndola con 1000 ul del reactivo de dilucién de AQC (vial 28)
y desechdandolos, para después transferir 1000 ul del mismo reactivo {vial 2B) para reconstituir el
reactivo de derivatizacién (vial 2A). Se cerrd el vial herméticamente y agité (con Vértex) por 10
s. Se calentd {no Mmdas de 10 minutos) el vial 2A en la parnilla hasta la disolucién del reactivo de
derivatizacién AQC. El reactivo se almacend en refrigeracién cuando no fue utilizado, cuidando
de exponerle lo menos posible a la humedad del ambiente para evitar su degradacién.

Preparacién de un estdndar de aminodggidos

Se mezciaron 80 ul de la solucién stock de aminodcidos {2.5 mM) con 20 ul de norleucina 5 mm
- HCI 10 mM y 900 ul de agua purificada para obtener un estdndar de 16 aminod@cidos (Asp.
Ser. Glu, Gly. Hys, Arg. Thr, Ala, Pro, Tyr, Val, Met, Lys, lle. Leu y Phe) de concentracién 0.2 mM
{cistina, 0.1 mM) con 0.1 mM de norleucina comeo estandar intemo.

Para el andlisis de muestras con bajo contenido de protelna, se ulilizdé un estandar de
aminodcidos con la misma concentracién de todos, excepto noreucing; 0.5 MM; se agregaron
80 uL de estdndar de aminodcidos 2.5 mM, se adicionaron 100 ul de la solucién de noreucina 5
mM-HCI 10 mM y finalmente se llevé a 1 mil con 800 pL de agua purificada.
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En un tubo de ensayo de 4x50 mm, se depositaron 10 ul del estandar de aminodcidos, evitando
que la punta de la pipeta tocara las paredes del tubo; se agregaron 70 ul del buffer de boratos
{reactivo 1), agitando el tubo en un vértex por 10 segundos y finalmente se agregaron 20 ul del
reactivo de derivatizacién ya reconstituido, vial 2A, se agitdé en el véortex durante un minuto
{tiempo durante el cual se lleva a cabo la reaccién y se hidroliza el exceso de AQC, figura 14).
se cubri® con parafiim la boca del tubo y se introdujo en el bafic de agua a 55° C durante 10
minutos para completar la formacién del monoderivado de tirosina.

Andlisls cromatografico

roci moévil
v Buffer acetatos-Geido fosfdrico {fase A). pH = 5.02 £ 0.02.

Se diluyeron 100 mlL de concentrado A (AccQ Tag concentrado A} hasta 1000 mL con agua
purificada, utilizando un matraz volumeétrico de 1000 mL. Se hizo pasar la totalidad de la fase a
través de un sistema de filtracion a vacio {figura 7) con un filtro de tamanio de poro 0.45 um tipo
HA. Se mantuvo el vacio durante 5 minutos, después de que habia pasado la totalidad de la
fase A por el sisterna de filtracién. para desgasificarie. La fase asi preparada pudo almacenarse
en refrigeracidon para conservarie hasta por un mes, filtrindole y desgasificdndole cuando no
fue utilizada por mdas de dos dias. El pH debid ser de 5.02, utilizondo acido fosférico concentrado
o hidréxido de sodio 5 N, cuando fue necesario.

v Acetonitiilo: agua 60:40 (fase B).
En una probeta de 1000 mL. se vertieron 600 mL de acetonitrio grado HPLC, aiadiéndose 450

mL de agua purificada, después de que hubo salido el aire se ajusté a 1000 mL con agua
purificada. Se filtré y desgasificéd la fase B de la misma manera en que se hace para la fase A,
utilizando un fitro de 0.22 um tipo GV. Se almacend en refrigeracidén para conservar su
composicién durante una semana, volviendo a filfrar y desgasificar cada dos dias.

Se encendié el equipo (bombas. contfrolador y registrador, en ese orden). después de asegurar
que habia fase movil suficiente (A y B} para cada una de las 2 bombas, sin aire en las tuberias
que suministran la fase en cada bomba y que la columna se encontraba conectada en la
direccién adecuada. El acondicionamiento del equipo se programd en el registrador como

sigue:
Acondicionamiento del equipo

Tiempo Flujo
(minutos)  =faseA  RfaseB o minuto)
Inicio (o] 100
5 0 100 1
40 o 100 1
45 100 o] 1
40 1

100 ]
Curva 6 (gradiente lineal)

Se encendié el contfrolador de temperatura y se ajusté a 37° C, una vez que hubo flujo dentro
de la columna. Se encendié el defector UV-Vis e inmediatamente después de finalizar la
comprobacién rutinaria del detector, se ajusté a 254 nm de longitud de onda, filtro 0.5 y
sensibilidad 0.2; para después ajustar a cero la lectura, antes de que en la celda empezora a
fluir amaortiguador (fase A) pues de lo contrario, en el desamrolio del gradiente la linea base
caerla por debajo de cero al irse enriqueciendo con acetoenifrilo al 60 %, de modo que el
registrador no podra establecer la linea base para la integracién de cada uno de los picos.
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Antes de iniciar el desamollo del gradiente, el registrador fue encendido y ajustado con las
siguientes condiciones; velocidad del papel, chart speed, 0.5 cm / minuto; ancho de pico, PW,
3: atenuacién. atten, 128 y ruido {minima magnitud de las sefiales que seran reconocidas como
un pico) PT, 1000.

m if
Cuando transcurrié el tiempo de acondicionamiento, sin interrumpir el fiujo, se inicié el gradiente
{previamente grabado en el controlador de flujo) con el cual se efectud la separacién de los
derivados de los aminodcidos.

Tiempo % A % B Flujo
inicio 100 ] 1
0.5 98 2 1
15 ?3 7 1
19 90 10 1
32 87 33 1
35 &7 a3 1
36 o] 100 1
41 o 100 1
42 100 o] 1]
43 100 o} 1.2
&4 100 o] 1.2
65 100 4] Vi
66 0 100 1
100 [s] 100 1 ~
E! orden de eluclén de los aminodcidos es el sigulente:
1. Aminoquinolina (AMQ) 11. Prolina
2. Aspdrtico 12. Cistina
3. Serina 13. Tirosina
4. Glutdmico 14. valina
5. Glicina 15. Metionina
6. Histidina 16. Lisina
7. Amoniaco 17. Isoleucina
8. Arginina 18. Leucina
. Treonina 19. norleucina
10. Alanina 20. Fenilalanina

El tiempo de comida fue de 55 minutos: a partir del minuto 36, el gradiente ya no tiene influencia
en la separacion de los derivados de los aminodcidos, por lo que transcurido este tiempo, se
detuvo el registrador para obtener dreas y tiempos de retencién de los derivados. A partir dei
minuto 64, el gradiente se disefio para lavar la columna al finalizar las inyecciones de cada
sesién. El controlador de temperatura se apagé aproximadamente 10 minutos antes de que
dejara de circular fase mdavil en el interior de la columna.

Se inyectaron S ul. de soluciones estandar de aminodcidos derivatizados, durante las etapas de
adecuacién y validacion, y 5 —20 ul de hidrolizados de aminoacidos derivatizados en el andlisis
de muestras,
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Calculos
utilizando curva de calibraciéon
O amineacide / 16 g N = 1.6 x A [(respuesta — b)/m] x P.M. / (mg x % N}

donde:
v A es el aoforo (en mL} después de la extraccion de los aminoacidos
v respuesta es la relaciéon de Greas aminodcido a norleucina en la muestra
v P.M, es el peso molecular del aminodcido
v mg es el peso de la muesira en miligramos
v %N es el porcentaje de nitrégeno en la muestra
v b es la ordenada al origen vy m es la pendiente de la curva de calibracién de cada

aminodcido
La concentracidon de norleucina en la muestra debe ser la misma que en los estadndares de la

curva de calibracién: 0.1 0 0.5 mMm

comparando contra un estaGndar

Gaol16g N= 1.6*A*respuestamuestra® {1 /respuestaestangar} *Caa estandor” P.M.* Cnoreucing muestra
{mg x % N)*Cnoreucina estandar

donde:

respuestamuestra €5 la relacién de areas aminodcido a noreucina en la muestra
respuestaestandar ©s la relacidén de dreas aminoacido a norleucina en el estédndar
Caa esténdor es la concentracion del aminodcido en el estandar

Choreucina muestra ©s Ia concentracién de norleucina en la muestra (0.1 & 0.5 mM)
Chnoneucina esténdor €s la concentracidon de norfeucina en el estandar (0.1 & 0.5 mM)
P.M. es el peso molecular del aminodcido

mg es el peso de la muestra en mg

% N es el porcentaje de nitrégeno en la muestra 'I!ESIS CON

A es el volumen de aforo

AN RSN O NN

FALLA DE ORIGEN

Conboles de enceondido
(equipo ¥ homo)
Figura 12. instalacién de la estacién de trabajo
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Figura 13. Vial de reaccién
wvdéivuia de vacio

wdhruia de nitrbgeno

estacikén de trabaic
PICO TAG

vict che reaccidn

Figura 14, Vial de reaccién en la estacion de trabajo
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16n de aminodcidos por HPLC de fase reversa previa hidrélisis con HCI 6 N. a

Cuantifi
reflujo, 4 horas a 145° C. [14,33,60]

Materiales / Reactivos.

Hidrolisis y Preparacion de la muestra

-
Derivatl
-

Andlisis

Digestor TECATOR modelo ab-20/40

Potencidmetro CORNING modelo 10

Rotavapor BUCH!I modelo R

Tubos de cultivo de pared gruesa con tapédn de rosca y cubierta de teflén PIREX No.
9826

HCI) 6 N con 0.1 % de fenol

norleucina 5§ mM

Solucién lavadora (Agua:Etanol 3:1, v/v, con 0.01 % de hidroquinona como antioxidante)
Vériex siper mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS

Matraz aforado de 50 mL

Matraz aforado de 10 mL

Jeringas de 10 mL

Acrodisco de nylon GELMAN, 0.2 ym de tamaiio de poro y 13 mm de diametro
Cartucho Sep Pak Cia Classic, WATERS

Acetonifrilo:Agua 20:80

izacion

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm, CORNING

Parrilla de calentamiento, Stimer/Hot Plate CORNING., con baifio de agua a §5°C

Micro pipeta (y puntas) con capocidad 5-50 ul, FINNPIPETTE

Micro pipeta [y puntas) con capacidad 50-200 ulL, FINNPIPETTE

Vértex Super mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS

Parafim

EstGndar de aminodacidos H 2.5 mM, excepto Cistina: 1.25 mM, PIERCE

Acetonitrilo (AccQ@ Fluor reagent dilvent, vial 2B). é-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato {AccQ Fluor reagent, vial 2A) y Butfer de boratos (AccQ Fluor Borate Buffer,
reactivo 1), WATERS

cromatografico

Sistema de entrega de disolventes (2). modelo 510. de WATERS

Inyector Rheodyne con loop de 20 ul

Jeringa para HPLC 25 pul, HAMILTON

Detector UV-Vis WATERS 486, WATERS

Horno y unidad de control de temperatura modeilo Ill. WATERS

Controlador automatico de gradiente modelo 680, WATERS

Adquisicién e integracién de datos Chromjet modelo 54076, WATERS

Sisterna de filtracién a vacio vy fillros de 0.45 {tipo HA) vy 0.22 (tipo GV) um de tamafio de
poro, MILLIPORE

Filtro de tamafio de poro 0.22 um, MILLIPORE

Filtro pre columna en linea, WATERS

Columna AccQ-Tag Nova Pak Cis, tamaifio de particula 4 um, de 3.9 mm x 150 mm, de
WATERS

AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) de WATERS
Acetonifriio (grado HPLC), JT BAKER

Agua destilado y desionizada
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Procedimiento

Se hidrolizé el material proteico de frijol Escumite con HCI 6 N a reflujo a 145° C durante 4 horas,
para posteriormente cuantificar los aminodcidos de la proteina por medio de HPLC de fase
reversa. derivatizando con AQC.

Se pesd, por triplicado, en un tubo de vidrio con tapén de rosca y cubierta de tefidn la
cantidad de harina seca y desengrasada de frijol Escumite, de acuerdo al contenido de
protena (g muestra = 0.05 x 100 / % proteina). A continuacién se adiciond el volumen de HCi 6 N
+ 0.1% de fenol necesario para ia hidrélisis de las proteinas, basdndose también en el contenido
de proteina {(mL HCI 6 N 0.1% de fenol = 4 X 100 / % proteina). Cada tubo con muestra a hidrolizar se
mantuvo a 145° C durante cuatro horas, dentro del digestor.

Transcurmide el tiempo de hidrélisis se dejé enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente. Se
adiclonaron 2.5 mL de norleucina 5§ mM y se trasvasaron sendos contenidos cuantitativamente a
maftraces bola de 100 mL, lavando cada tubo con solucion lavadora. Cada hidrolizado se llevé
a sequedad en un rotavapor (70-80° C}, con la finalidad de eliminar el exceso de HCI. A cada
tubo se afadié solucién lavadora (alrededor de 10 mL) para re suspender los sélidos vy filtrar el
hidrolizado con ayuda de vacio a través de papel WHATMAN 542, también se afadieron
aproximadamente 5 mL mdas de solucién lavadora para lavar los matraces que contenian los
hidrolizados. Se gjustd el pH en 6.8 £ 0.2 con NaOH 5 N y se aford cada hidrolizado a 50 mL con
agua destilada y desionizada. Después, se diluyd 1 mL de este hidrolizado a 10 mL con agua
destilada y desionizada. Para llevar a cabo la purificacién, se tomaron 2 mL de hidrolizado ya
diluido y se ainadieron 2 mL de acetonitrilo al 20 %.

Se procedié a purificar la muestra con la ayuda de un carfucho Sep Pak Cie. previamente
activado como en la seccién 3. Sin que el cartucho se secara, se hizo pasar la muestra,
desechdandose los primeros 2 mL (para eliminar la mezcla de hidrolizado con el agua remanente
de la activacién) y recuperando en un tubo de ensaye el resto de la muestra que contiene los
aminod&cidos.

Se filtré 1a muestra, ya purificada, a fravés de un acrodisco de nylon de 0.2 ym de tamaio de
poro. conectado en la punta de ofra jeringa, desechdndose las primeras 3-5 gotas y
recuperando el resto, del cual fue tomada la alicuota para derivatizar los aminoacidos.

Una vez purificado y filtrado el hidrolizado, se procedié a derivatizar 10 ul, de la forma ya
descrita {seccién 3 de este anexo). Cuando el hidrolzado ya habla sido defivatizado. se
inyectaron en el cromatégrafo, con las condiciones que se han explicado {seccién 3), 5 ul.
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Para realizar la cuantificacién, se compararon las relaciones de Greas obtenidas en las muestras
contra las obtenidas con un estdndar de aminocdcidos, para lo cual tamblén se prepard y
derivatizé un estandar de aminogcidos.

Cdlculos

De las dreas obtenldds de lo separacién del estdndar de aminodcidos., se obtienen los
equivalentes de norleucina (EN}:
EN = Areqa noreucina estandar / Area aminodacido estandar

Cada aminoacido en cada estdndar fue cuantificado de acuerdo con la siguiente ecuacion
g aamuestra/16 g de N = (Aga*EN*umolestandar® PMaa® Aforo®Fi1*F2)/{ANm*a*Nm)* 16

donde:
v Aca ©s €l drea del aminodacido en la muestra
v EN es el equivalente de norleucina para ese aminodcido
v umolestandor son las micromoles del aminodacido que dieron origen a esa respuesta en el
aminograma del estGndar
PMaa es el peso molecular del aminodcido
Aforo és el volumen final del hidrolizado preparado
FiyF2 son los factores de las dos diluciones realizadas

ANm es el drea de norleucina en la muestra, a es el volumen inyectade a! cromatdgrafo

AR YA Y WA N

Nm son los gramos de nitrbgeno en ia muestra hidrolizada
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