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INTRODUCCION.



Uno de los objetivos en el estudio del desarroillo de
lineas hibridas en el cultivo del mafz ha sido el incremen-
to de su valor alimenticio, el que depende en gran parte

del contenido y calidad de la proteina presente en el gra-
no.

Por estudios realizados con proteina de mafz (zef-
na), se ha podido observar que el bajo contenido de lisina
y triptofano en la misma, es uno de los factores que ma-
yormente afectan su calidad, en virtud de lo cual, cual-
quier incremento de estos aminoicidos en las lfneas hi-
bridas desarrolladas, se considera de interés (4).

Hasta la fecha la evaluacibn de estas lineas, en lo
que se refiere a su composicién quimica, se ha llevado a
cabo en muestras obtenidas a partir de varios granos mo-
lidos y analizados en conjunto, sin embargo se ha sefiala-
do la posibilidad de que exista diferente composicién en-
tre los granos de una misma variedad.

El presente trabajo se orientd al desarrollo de una
técnica microanalftica que permita determinar el conteni-
do de lisina individualmente en cada grano, a partir de
muestras obtenidas sin dafiar el germen del mismo, con
el fin de que en caso de existir diferencias, sea posible
seleccionar semillas con un mayor contenido de ese ami-
nodcido para emplearlas en resiembras posteriores.



DIAGRAMA DEL PLAN DE TRABAJO.

APLICACION DE TECNICAS
MICROANALITICAS A LA
DETERMINACION DE LISINA
EN GRANGS DE MAIZ.
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C. Determinacién de lisina
por cromatografia en
capa delgada.

D. Evaluacién cctadiotica.




I.- INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.



Entre los métodos analfticos més coméinmente em-
pleados para la determinacién de aminodcidos figuran el
enzimédtico (1) y el de cromatograffa en capa delgada (3,
5, 8).

De acuerdo con las metas fijadas en este trabajo,
se estudid la aplicacién de dichos métodos al microanali-
sis de mafz en grano, seleccionando condiciones adecua-
das de operacién.

Método Enzimético. Este método se basa en la reac-
cibn especifica de ciertas enzimas con compucstos indivi-
duales de una mezcla, bajo determinadas condicicnes de
pH. En este tipo de reacciones, el compuesto se degra-
da produciendo bibxido de carbeno, el que puede ser me-
dido gasométiricamente (1) o por técnicas colorimétricas
(13). A partir del biéxido de carbono determinado, se
puede calcular la cantidad del compuesto que lo produjo.

Para la determinaci6én de lisina se aplica el hecho
de que el Bacterium cadaveris elabora una enzima ¢spe-
cifica que degrada al grupo carboxilo de este amincdcido,
produciendo bibxido de carbono y cadaverina (1). Este
método ha sido empleado en el andlisis de alimentos (12).

Cromatograffa en Capa Delgada. Las t&nicas cro-
matograficas emplean unsistema de disolventes constitui-
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do por una fase mévil y una estacionaria. La separacién
ocurre cuando la mezcla, distribuida entre las dos fases,
sufre una redistribucién molecular atendiendo a su coefi-
ciente de particién o sea a su solubilidad relativa en cada
fase. Cuando la fase estacionaria es un adsorbente sbli-
do, la técnica se llama cromatograffa de adsorcién y cuan-
do es un lfquido sostenido por algin tipo de soporte, la
cromatograffa se denomina de particién.

La cromatograffa en capa delgada combina la cro-
matografia de adsorcién y la de particién en una microes-
cala. Este método de reciente desarrollo ha adquirido
importancia debido a sus caracteristicas de sensibilidad,
rapidez y versatilidad, ya que combina las ventajas de la
cromatografia de gases y las de la cromatografia en pa-
pel.

El procedimiento estd basado en la elucién de una
mezcla de sustancias por medio de un sistema de disol-
ventes adecuados a través de una capa delgada y homogé-
nea de adsorbente. La separacién que tiene lugar estd
dada por la relacién existente entre dos afinidades dife-
rentes y especificas para cada sustancia: la afinidad en-
tre la sustancia y el adsorbent : y la afinidad de la propia
sustancia hacia el disolvente.

Actualmente existe una gran variedad de aparatos
que permiten la aplicacién de esta técnica. Entre los que
presentan una mayor facilidad en su manejo se encuentra
el ideado por Stahl(14), que permite la aplicacién de un
adsorbente en form: uniforme sobre las placas. El ad-
sorbente més ampliamente usado el el gel de silice G de
acuerdo con la fé6rmula de Stahl, debide a su alta capaci-
dad para separar los componentes de una mezcla (2).



II. - PARTE EXPERIMENTAL.




A. PREPARACION DE LA MUESTRA.

A partir de granos de mafz criollo amarillo, se en-
sayaron las técnicas de corte y perforacién con elfin de
seleccionar aquélla que permitiera obtener una mayor
cantidad de muestra a partir de cada grano, sin dafar el
germen del mismo. ‘

1.- Técnica de corte.

Mediante el uso de una navaja se eliminé la casca-
rilla del endospermo y se efectuaron cortes en el grano
teniendo cuidado de no dafiar el germen. Por este medio
se obtuvieron muestras a partir de cada grano, que va-
riaron entre 14 y 74 mg. :

2.~ Técnica de perforacién.

Con un alfiler se eliminé la cascarilla del endosper-
mo y con una broca de 0.8 mm. se realizaron perforacio-
nes multiples en el grano. Por esta técnica se obtuvieron
aproximadamente 20 mg. de muestra a partir de cada gra-
no.

Una vez obtenidas las muestras por las dos técni-
cas, los granos se pusieron en condiciones de germina=-
cién, durante 72 horas.



De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla No.
1), se seleccioné6 la técnica de perforacién como m4s ade-
cuada para obtener muestras a partir de granos individua-
les de mafz, ya que ademds de no haber afectado la ger-
minacibén de los granos, las muestras se obtuvieron en
forma de polvo, lo que facilité las operaciones siguientes
en el andlisis de las mismas.

B. DETERMINACION DE LISINA POR METODO ENZIMA -
TICO.,

1.~ Hidrélisis de la muestra.

a) Método original.

La adaptacién que hizo Olivé (11) al método de G.E.

Schaiberger y A. Ferrari, consiste en hidrolizar 0.250 g.
de muestra con 8 ml. de 4cido clorhidrico 2.8 N, en am~
polletas, durante 5 horas a 1.02 Kg/cm?2 de presién mano-
métrica. Terminado el tiempo de hidrélisis, el hidroliza-
do se filtra por vidrio poroso, se evapora y se lava tres
veces con aproximadamente 10 ml. de agua destilada.
En seguida se evapora y se recupera con 10 ml. de solu-
cién amortiguadora de fosfatos (Na2HPO4/KH2PO4 - ¢. 2
M, 13:87 v/v), pH 6. La solucién obtenida se filtra nue-
vamente por vidrio poroso.

b) Medificaciones al método original.
Con el fin de trabajar con una menor cantidad de

muestra, se hicieron las siguientes modificaciones al mé-
todo original.
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Laas muestras de mafz de 20 mg. aproximadamente,
se hidrolizaron en ampolletas de 5ml. de capacidad, con
4 ml. de dcido clorhidrico 2.8 N, en autoclave a 1.02
Kg/cm? de presién manométrica, durante 5 horas. Ter-
minado el tiempo de hidrélisis las ampolieias se abrieron
y el hidrolizado se filtrd a presién por vidrio poroso. El
filtrado se recibid en microcdpsulas de vitreosil y el 4ci-
do presente se elimind evaporando en bafio de vapor; el
residuo resultante se disolvié en aproximadamente 5 ml,
de agua destilada y se evaporé nuevamente a sequedad.
Esta operacién se repiti6é cuatro veces. Por \ltimo, el
res{duo final se recuperd con un ml. de solucién amorti-
guadora de fosfatos (NagHPO,/KHyPO4 0.2 M, 13:87 v/v),
pH 6 y se filirb a presién.

2.- Descripcién del equipo empleado.

Se empleb un analizador automético (Auto-Analiza-
dor Technicon) que consta de las siguientes partes:

Muestreador.- Con capacidad para manejar 200
muestras y provisto de dos relojes que marcan el tiempo
de toma de la muestra y el tiempo del ciclo total, que a-
barca el tiempo que transcurre entre la toma de una mues-
tra y la toma de la siguiente.

Bomba proporcionadora.- Realiza automdticamente
las operaciones de pipetear, medir, adicionar y mezclar
los reactivos a la muestra. Consta de una serie de tubos
de diferentes didmetros, por log que circulan los reacti-
vos y aire libre de bi6éxido de carbono. Los reactivos
son mezclados con la muestra por agitacién mecdnica,
con ayuda de aire introducido,



10

Bafio a temperatura constante. - En esta unidad se
mantiene la temperatura necesaria para que actie la en-
zima sobre el sustrato.

Colorimetro. - Este detector automdético mide la de-
coloracién del indicador debida a los diferentes niveles de
concentracién de bi6éxido de carbono proveniente de la des-
carboxilacién del aminoécido.

Registrador. - Grafica sobre una carta mbvil, los
porcentajes de luz transmitida o absorbida en el colorime-
tro.

3.~ Reactivos empleados.
a) Método original.

Hidroéxido de sodio 1 N para eliminar el biéxido de
carbono presente en el aire.

Enzima L-Lisina descarboxilasa (5 mg/ml de solu-
ci6n amortiguadora de fosfatos (NagHPO4/KH2PO4 0.2 M,
13:87 v/v, pH 6).

Reactivo de color (2.3 ml. de soluciébn amortiguado-
ra NagCO3/NaHCO3 1 M, 1:2 v/v, 0.9 ml. de fenolftalei-
na al 1%, 0.5 ml. de Brij-35 y agua destilada c.b.p. 1000
ml).

Curva tipo de clorhidrato de lisina.

b) Modificaciones al método original.
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Hidrb6xido de sodio IN.’

Formol al 0.1% para evitar el contacto entre cada
muestra durante la toma de las mismas.

Enzima L-Lisina descarboxilasa (1.25 mg/ml de
golucién amortiguadora de fosfatos (NagHPO4/KH2PO4
0.2 M, 13:87 v/v, pH 6). Esta solucién lleva ademés un
antiespumante (A ntifoam B) para evitar la formacién de
burbujas en el separador gas-liquido.

Reactivo de color. Se parte de una solucion 1 M
de NapCO3 y NaHCO3 1:2 v/v, haciendo las diluciones ne-
cesarias para obtener una concentracién de NagCO3 de
1.5x 10-4 M y de NaHCOg3 de 3 x 10-4M. En un matraz
se colecan aproximadamente 0.9 ml. de fenolftalefna al
19, aproximadamente 0.25 ml. de Brij 356 y se afora a
500 ml. con la solucién antes indicada.

4.- Técnica.
a) Método original.

El método adaptado por Ferrari (13) consiste en lo
siguiente:

La muestra se introduce en el sistema con agua y
aire libre de bibxido de carbono. Una alfcuota se mezcla
con un volumen apropiado de la solucibén de L-Lisina des-
carbexilasa y se pasa 2 1ravés de un bafio a 370C, a la sa-
lida Jel cual se encuentra un separador gas-lfquido. El
l{quido se. elimina y €l bibxido de carbono 8 adsorbe en
una solucibn amortiguadora alcalina de carbonatoy bicar-
bonato de sodio con fenolftaleina como indicador. El gas
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adsorbido por la solucién alcalina disminuye el pH de la
misma reduciendo el color del indicador. La intensidad
del color se mide a una longitud de onda de $55 milimi-
cras. El tiempo de toma de la muestra es de 1.5 minu-
tos y el ciclo total de 2 minutos (Figura No. 1).

b) Modificaciones al método original.

Se siguib la técnica original reduciendo el tiempo
de toma de muestra a 1 minuto y el ciclo total a 1.5 minu-
tos.

Por este método se determiné el contenido de lisina
en 33 muestras obtenidas a partir del endospermo de dife-
rentes granos de mafz ue la variedad criollo amarillo y
en 11 muestras de mafz de la variedad bolita, empleada
como testigo, cuyo contenido de lisina se determiné con
anterioridad.

C. DETERMINACION DE LISINA POR CROMATOGR? ~ A
EN CAPA DELGADA.

1.- Hidrélisis de la muestra.

a) Método original,

El métedo empleado por Horndndez (8), consiste on
hidrolizar en ampolletus 400 mg, do muesten con 26 mi.,
de dcido clorhfdrico 6 N, on estufa o 11000 duramto 24 hos-
rag, Terminado ol tlompo de hidedlialo so abron lag ame-
polletas y so afladen 200 mg, de carbén activado Dayeo
G=060, se calienta a ebullicidn y so filtra por papel What-
man No, 1. FEl filtrado ae evapora on edpsulas, se disuel-
ve con aproximadamente 10 ml, do ngun destilada y se lle-
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va a sequedad y se recupera con 3 ml. de alcohol isopro-
pflico al 10%.

b) Modificaciones al método original.

Se emplearon 4 ml. de 4cido clorhidrico 6 N por
cada 20 mg. de nuestra. La hidrélisis se llevd a cabo
en ampolletas de 5 ml. durante 24 horas a 110°C. Fina-
lizado el pericdo de hidroélisis se abrieron las ampolletas,
se adicionaron aproximadamente 15 mg. de carbén acti-
vado Darco G-60, calentando a ebullicién y filtrando por
papel Whatman No. 1. El filtrado se recibibé en micro-
cdpsulas y se evaporb y lavé cuatro veces, empleando
cada vez aproximadamente 5 ml. de agua destilada. Fi-
nalmente se llevb a sequedad y el hidrolizado se recupe-
ré6 con 25 microlitros de alcohol isopropilico al 10%.

2 .- Descripcion del equipo empleado.

Cémaras cromatogrificas rectangulares de vidrio
Pyrex, con soporte de acero inoxidable.

Cromatoplacan de vidrio de 20 x 20 cm.
Aplicador y calthradores,
Micrajeringsi de 10y Hho microlitvos,

Dunnitdmetro Ponpteord Modolo 043, filtro de 420
il himleran.

N, Hopeiiyon s pledon

Adirorhonts gol de pllien O (Morak).
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Disolventes: n-butanol: acético: agua(4:1:1 v/v)y
fenol:agua {3:1 p/v).

Revelador de Moffat y Lytle: Solucién I.- 50 ml.
de solucién deninhidrina a 0.2% en etanol absoluto, 10
ml. de 4cido acético, 2 ml. de 2,4,6 colidina. Solucién
II. - Solucién de Cu (NO3)2. 3H20 al 1% en etanol abso-
luto. Inmediatamente antes de usarse se hace la mezcla
de 1a solucién I con la solucién II en la proporcién de -
50:3.

Curva tipo de clorhidrato de lisina.
4. Técnica.

Preparaci6n de las cromatoplacas. L.as cromato-
placas se limpiaron con hexano para eliminar la grasa
que pudiera estar presente. Durante un minuto se homo-
geneizaron en un mortero 25 g. de gel de silice G con -
50 ml de agua destilada. El adsorbente as{ preparado se
vacid en el aplicador calibrado a 250 micras de espesor
(2) y se extendi6 sobre las placas. Estas se dejaron a -
temperatura ambiente hasta que su superficie tomb un -
aspecto mate (10 minutos aproximadamente) y se coloca
ron en un desecador durante 24 horas (3, 14).

Aplicacibén de la muesira. En el extremo inferior
de la placa y a una distancia de 1.5 cm. del borde, se -
deposité un microlitro de hidrolizado dejando secar las
aplicaciones,

Desarrolle de las cromatoplacas., El desarrollo bi
dimensional ascendente se llevd a cabo en la primera di
mensidén con n-butanol:acético: agua (4:1:1 v/v) durante
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1.5 horas aproximadamente. Las placas ¢ sacaron del
disolvente y con el fin de eliminarlo se dejaron 30 minu-
tos a temperatura amblente. Posteriormente se desarro=
llaron en la segunda dimensién con fenol:agua (3:1 p/v),
durante 2.5 horas aproximadamente. El desarrollo se lle-
vb a cabo en ambos cas08 en cdmaras previamente satura-
das con los disolventes (9). La distancia recorrida por
cada disolvente fue de 10 cm.

Revelado de las cromatoplacas. Después de secar
las placas 10 minutos a 1100C, se revelaron con el reac-
tivo policromético de Moffat y Lytle, durante 15 minutos
a 1100C (3, 10).

Lectura de las cromatoplacas. Se realizb en el
Densitémetro Densicord Modelo 542, empleando el filtro
420.

Mediante el procedimiento descrito se determiné
el contenido de lisina en 20 muestras obtenidas a partir
del endospermo de diferentes granos de mafz criollo ama-
rillo y en 11 muestras de mafz testigo raza bolita.

D. EVALUACION ESTA DISTICA.

Para el tratamiento estadistico de los resultados
obtenidos en las determinaciones efectuadas, se aplicaron
los siguientes conceptos:

Variancia.- Estd dada por la suma de los cuadra-
dos de las desviaciones, dividida entre el nimero de valo-
res menos uno, o sea entre los grados de libertad.

g 2= S(x-%)2
n-1
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82 = variancia

X = cada valor obtenido.
% = media aritmética.

n = nimero de datos.

Desviacién estdndar.- Es la rafz cuadrada de la va-
riancia.

' =2
g =\|-={x=-x)

n-1

Coeficiente de variacibén.- Es la desviacién cstdn-
dar expresada como un porcentaje de la media aritmética.
Este valor ilustra el grado de variacién de los datos res-
pecto a la media aritmética, cxpresando en esta forma el
porcentaje de error.

100 s

c.,.V. = s

c.v. = coeficiente de variacién.

Prueba F'.- Se emplea para relacionar dos varian-
cias s?y sf basadas en 1 y p2 grados de libertad.

F:
s2
2

La variancia mayor se divide entre la menor. Si
"' calculada es mayor que "F'' tabulada con 95 o 99% de
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confianza, se rechaza que ambas variancias sean iguales
y se acepta que son diferentes,

El tratamiento estad{stico de les resultados obte-
nidos se orient6 hacia tres aspectos fundamentales:

1.- Comparar el método enzimético con el de cro-
matograffa en capa delgada, para ver si alguno de los dos
ofrecfa sobre el otro ventajas significativas en cuanto a
exactitud.

2.- Conocer cudl de las dos técnicas microanaliti-
cas ensayadas muestra en sus resultados una dispersién
menor.

3. - Determinar si el contenido de lisina es diferen-
te en cada grano de maiz de una misma variedad.

Respecto al primer punto se aplicé la "prueba F",
relacionando las variancias de los resultados obtenidos
por los dos métodos al analizar la muestra testigo (Fy):

- 0.000725170

F1 >0 oo0oassdaz - 198

En las tablas para un nivel de confianza de 95% se
tiene un valor de:

F= 2.97
Para un nivel de confianza de 99%, un valor de:

F= 4.85
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Para conocer cudl de las técnicas microanaliticas
ensayadas mostraba en sus resultadocs una dispersién me-
nor, se determiné el coeficiente de variacién de los resul-
tados obtenidos por ambos métodos:

Método enzimdtico:
c.v. = X10.67%.
Cromatograffa en capa delgada:
c.v. = £9.17%

Para determinar si el contenido de lisina es dife-
rente en cada grano de mafz de un mismo origen, se apli-
c6 la "prueba F", relacionando por una parte las varian-
clas de los resultados obtenidos al analizar por el méto-
do enzimitico muestras de maiz testigo y granos de maiz
criollo amarillo (Fs), y por otra parte, relacionando las
variancias de los resultados obtenidos al analizar por
cromatograffa en capa delgada muestras de maiz testigo
y granos de mafz criollo amarillo (F3).

Método enzimitico:

0.00717535

0.00072517 9.89

Fo =

Interpolando en las tablas se tiene para un nivel de
confianza de 95% un valor de:

F = 2.692

Para un nivel de confianza de 99%:
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F = 4,134

Cromatograffa en capa delgada:

0.00646332 .
l - TR T .
¥3* -3.00045842 14.09

Interpolando en las tablas se tiene para un nivel
de confianza de 95%:

F = 2.178

Para un nivel de 99% de confianza:

F = 4.43



III.- RESULTADOS.




TABLA No. !

ENSAYO DE TECNICAS PARA LA OBTENCION DE LA
MUESTRA A PARTIR DE GRANOS DE MAIZ CRIOLLO

ABMARLILO,
Grano. Pego do la mucoatra Técnica em- Germina-
onenida, (2] pleada cién,
1 0.0212 Corte. No germiné.
2 0.0375 Corte. No germiné.
3 0.0140 Corte, No germiné.
4 0.0743 Corte. No germiné.
5 0.0443 Corte. Sf germiné.
6 0.0736 Corte. No germiné.
7 0.0561 Corte. S{ germiné.
8 0.0186 Perforacién. ST germiné.
9 0.0210 Perforacién. st germi;xé.
10 0.0205 Perforacién, Sf germiné.
1 0.0200 Perforacién. Sf germind.
12 0.0185 Perforacién. Sf germiné.
13 0.0181 Perforacién, St gorminé,
14 0.0170 Perforacién. Sf germind.
15 0.0233 Perforacién, Sf germind,

31



TABLA No, 2

DETERMINACION DE LISINA EN MUESTRA DE
MAIZ TESTIGO, BOLITA.

Determinacién. Lisina 100 .
RMétodo enzi- Cromatografia
mético. capa delgada.
! 0.2085 0.2027
2 0.2132 0.2085
3 0.2320 0.2100
4 0.2333 0.2167
5 0.2512 0.2236
8 0.2521 0.2450
1 0.2671 0.2453
8 0.2721 0.2462
9 0.2725 0.2472
10 0.2829 0.2605
n 0.2869 0.2605
Media aritmética | ¥; = 0.2521 T o 0.2332
Variancia. o? . 0.00072517] 03 = 0.00045842
Desviacién Tipo, | 8) = 0.0288 0g = 0.0214
f&if::fmc dove vy 2 490,079 SVo2E % 8.17%
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TABLA No. 3.

D ETERMINACION DE LISINA EN GRANOS DE
MAIZ CRICLLO AMARILLO,

Lisine 100 @,
Determinacién, Método enzi- Cromatograffa
mético. capa delgnda,
H 0.0769 0.0862
2 0.0857 0.0800
3 0.10%0 0.1381
4 0.101¢8 0.1418
5 0.1070 ¢.1465
8 0.1131 0.1749
1T 0.1358 0.1830
8 0.1428 0.1881
9 0.1585 0.1866
ic 0.1823 0.2082
il G.1658 0.2085
12 0.1674 0.2080
13 0.174 0.2108
14 0.172% 0.2124
15 0.11750 0.2347
18 0.1805 0.3811
17 0.1875 0.3108
18 0.2138 0.32817
18 0.2238 0.3276
20 0.2449 0.3758
21 0.2450 --=--
22 0.2486 .-
23 0.2472 ...
24 0.2528 .-
25 0.2572 bt
26 ¢.2707 s -
27 0.2766 b
28 00,2870 ="
20 0.2870 e
30 0.3028 s
31 0.3163 ==
32 0, 30220 se=-
33 0.4179 ce==
%= 0.2000 0.2108
Medla aritmética.| &y s 0.2080 84 20,2108
Varioncia Bg s 0.00717535 5? 2 0,00846332
Deaviacién Tipo. | 23 s 0.0847 84 = 0.0803

- 2§ =
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IV.- CONCLUSIONES,




1.- De acuerdo con el resultado obtenido al apli-
car la " prueba F'" para comparar los dos métodos y ver
si alguno de ellos ofrece sobre el otro ventajas significa-
tivas en cuanto a exactitud, se ve que el valor calculado
para "F" es inferior al valor tabulado, por lo que ambos
métodos se pueden considerar estadfsticamente iguales.
Las diferencias encontradas en la determinacién de lisina
en cada método no son estad{sticamente significativas,
con 99% de confianza.

2.- Al comparar sus coeficientes de variacién, el
método de cromatograffa en capa delgada presenta en sus
resultados una dispersién ligeramente menor que la que
presenta el método enzimético.

3.- El método enzimético es prdctico por su rapi-
dez pero presenta el inconveniente de que 1a enzima L-Li-
sina descarboxilasa es un reactivo de importacién y esto
implica dificultad para conseguirlo.

El método de cromatografia en capa delgada es
sencillo en equipc y accesible en reactivos.

4.- Al aplicar la " prueba F' para determinar si
el contenido de lisina es diferente en cada grano de maiz
de una misma variedad, debido a que los valores calcula-
dos son mayores que los tabulados, se concluye, con un
nivel de 99% de confianza, que sf existen diferencias en
el contenido de lisina de cada grano.
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