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RESUMEN
Juana Aranda Ruiz Fecha de graduacion: Diciembre del 2002

Universidad Autdnoma de Nuevo Leédn
Facultad de Agronomia

Titulo del estudic DESARROLLO DE UN METODO POR CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS
DE ALTA RESOLUCION PARA ANALISIS DE AMINOACIDOS EN
INGREDIENTES UTILIZADOS EN LA ALIMENTACION ANIMAL.

Numero de pagmnas: 95 Candidato para el grado de Doctor en Ciencias Pecuarnas con
especialidad en Nutricion Animal

Area de Estudio. Ciencias pecuarias. Zootecnia. Nutricion Animal

Propédsito y Métodos de Estudio: El conocimiento del contenide de aminoacidos de
ingredientes y alimentos del ganado, permite evaluar la calidad de la proteina, dando la
posibilidad de adscuar las formulaciones dietéticas de acuerdo a l0s requerimientos necesarios
del ganado en sus diferentes estados fisiologicos, logrando con esto una produccion eficiente y
bajos costos de formulacién para un maximo rendimiento. Los métodas analiticos para
cuantificacion de aminoacidos han ide evolucionando e incrementande la eficiencia en
sensitiidad y ttempo de andiisis. La cromatografia de liguidos de alta resojucion ¢ High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), utilizando columnas de fase reversa (FR), ha
contribuyido grandemente en el analisis de aminoacidos en diferentes areas de aphcacion, entre
las que destacan la Nutricion, Farmacolagia y medio ambiente. Bl presente estudio se realizo
con el obetvo de desarrollar un método de andlisis de aminodcidos por medio de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidon (HPLC-FR y precolumna de derivatizacion con
fenslisotiocianato), para usarto en |la evaluacion de ingredientes ulifizados en ta alimentacion
animal. La metodologia fue valtdada mediante {a evaluacion de la repetibilidad, reproducibihidad
y hnealidad; |a exactitud se determing ali analizar albumina de suero bovino y comparar los
resultados obtenidos con los valores de aminoacidos segun su composicion molecular.
Finalmente, se realizd el andlisis de hannas de soya y sorgo; los resultados obtenidos se
compararon con los valores reportados en |as tablas del NRC (1998).

Contribuciones y conclusiones: Los resultados mostraron una mayor vanacion en (a
reproducibilidad del tiempo de retencidon de los diversos aminodcidos (C.V. < 4%), que en la
repetibilidaed de este mismo parametro (C.V. < 1.8%). La evaluacidon cuantitativa del método
presentd una mayor variacion en la reproducibilidad (C.V < 30.0%) que en |a repetibilidad (C V
< 56%). Lo anterior indica la necesidad de realizar una curva de calibracion por lote de
muestras anahzadas el mismo dia. La respuesta lineal del método presentd coeficientes de
determinacion (R ) > 0.95. El triptdéfano, que se destruye durante la hidrélis:s acida tradicional,
presentd sefial medible al wtilizar el &cido metanosulfénico 4N 0.2% de 3-(2-amino etil)indol
como catalizador en [a tudrélisis acida, logrando un 75 5% de recuperacion en una mezcla de
estandares La metionina se ha reportado como un aminoacido dificil de cuantificar debido a
que se oxigena parcial o totalmente. Sin embargo, en este trabajo presenté buena recuperacion
{106 4%), corroborando el poder antioxidante del 3-(2-amino etil)indol y la eficiencia del vacio
generado en los dispositivos utilizados (tubos Pierce) Los valores de ios aminocacidos obtenidos
al analizar albumina sérica bovina, no mastraron diferencias respecto a los valores tedricos (P
> 005), en los aminodcidos. acido glutamico, ghcina, arginina, treonina, atanmina, prolina,
iIsoleucina y isina Al reahzar el ajuste a una recta entre los datos teoricos con |os obtenidos por
HPLC se obtuvo una R* de 0.96. por lo tantc se consideré que la metodologia presenta una
exactitud apropiada En las harinas, 12 cuantificacién de los aminoacidos en el caso de sorgo
presento mayor variacion al compararlo con los valores reportados por el NRC (1998), mientras
que en |la soya no se observd diferencias (P < 0 05) para la mayoria de los aminoacidos La
lisina en ambas harinas presentd una cuantificacidén del doble que la reportado, lo que indica la
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posibiidad de una coeluciéon con algun producto de degradacion preducido durante la hidrdlisis,
o algun contaminante de estas harinas. La metodologia permite determinar la concentracion de
los aminoacidos esenciales. arginina, histiding, treonina, valina, metionina, isoleucina, leucina y
fenilalaning, con aitoc grado de confianza.

Los andlisis de mezclas de harinas de soya y sorgo presentaron un comportamento lineal enire
las variables proporcién de soya (X) y conterido de aminodcidos (Y), obteniendo R? alrededor
de 0 90 en la mayoria de los amincécidos.

Fima del Asesor Principal. <
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Purpose and Methods of Study. Knowledge of amino acid content of ingredients and fesds of
livestock s useful to evaluate protein quality, giving the possibility to adapt the dietary
formulations according to the requirements of nutrients to cover animal necessities in different
physiological states in particular, achieving the goal of efficient production and effective
formulation costs for a maximum yield. The analytic methods for quantification of amino acids
have evolved and this new technology has increased the efficiency in sensibility and time of
analysis The High Performance Liquid Chromatography (HPLC), using ¢olumn of reverse phase
(RP) has contnbuted greatly in the analysis of amino acids in different application areas, such
as Nutrition, Pharmacology and Environment The present study was carried out with the
objective of develop a technique of ammo acid analysis by means of High Performance Liguid
Chromatography (HPLC-FR and precolumn derivatization with phenylisothiocyanate), useful to
evaluate ingredients used tr animal feeding The methodology was validated by means of the
evaluation of the repeatability, reproducibility and linearity; accuracy was determined analyzing
bovine serum albumin and comparing the results obtained with the values of amino acids
according to its molecular composition. Finally, an analysis of soybean and sorghum meals was
carried out, the results were compared with the values reported in the tables of the NRC (1998)

Contributions and conclusions: Results showed a bigger variation in the reproducibtlity of the
retention time of the diverse aminc acids (C.V. < 4%) that in the repeatabiiity of the same
parameter (C V. < 1 8%). The guantitative evaluation of the method presented a bigger variation
in the reproducibility (C.V. < 300%) that in the repeatability (C V. < 56%) These results
indicated that it 1s necessary to carry out a cahbration curve for each Jot of analyzed sarnples the
same day. The lineal analysis of the method showed a determination coefficient (R°) greater
than 0 95 The tryptophan, which is an amino acid that is destroyed during the traditional acid
hidrolisis, presented an gppraisable sign when using the methanesulfonic acid 4N 0 2% of 3-(2-
aminoethyl)indole, as catalyst in the acid hydrolysis, achieving 75.5% recovery in a mixture of
standards Methionine has been reported as an amine acid that is difficull to quantify because it
oxygenates partial or totally However, in this work it presented good recovery (106 4%),
corroborating the antioxidant power of the 3-(2-aminoethilhindole and the efficiency of the
vacuum generated In the used devices (Pierce tubes). The values of the amino acids obtained
when analyzing bovine serum albumin did not show differences regarding the theoretical values
(P > 005), In the amino acids; glutamic acid, glycine, arginine, threonine, alanine, proline
iIsoleucine and lysine. A regression analysis was carried out to adjust with a stranght Iine the
theoretical data with those obtained by HPLC. A determination coeffictent (R) of 0.96 was
obtained, therefore, it was concluded that the methodology presents an appropriate accuracy |
Quantification of amino acids in sorghum presented bigger variation than the values reported by
the NRC (1998), while in soya, there was not observed differences (P > 0.05) for most of the
amino acids The lysine in both meals presented a quantification of twice as much that reported,
indicating the possibility of a coelution with some degradation product taken place during the
hydrolysis, or some pollutant of these meals, or a different lysine content in the analyzed meals
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that in those described in the literature. The methodology allows to determine the concentration
of the essential amino acids. arginine, histidine, threonine, valine, methionine, ilsoleucine,
leucing and phenylalanine, with high degree of confidence,

The analyses of mixtures of soybean and sorghum meals presented a lineal behavior among the
variables soybean propartion (X) and content of amino acids (Y), obtaining R? around 0 90 In
most of the amino acids.
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1. INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones en la alimentacién animal ha sido satisfacer los
requerimientos de proteina de los animales en sus diferentes etapas del desarroilo. Asi
también, se ha tratado de conseguir un balance adecuado en &! perfil de aminoacidos
que refleje una buena calidad proteica en la elaberacién de dietas. La combinacion de
ingredientes como estrategia para equilibrar los aminoacidos y la suplementacidén con
aminoacidos, son practicas comunes en la alimentacion de cerdos y aves.

La funcidon mas importante de los aminoacidos en todos los organismos vivientes es
constituir la unidad monomeérica para la sintesis de proteina. Ademés, los aminoacidos
sirven como importante fuente de energia (glucogénesis), y algunos son precursores
de imponantes compuestos biolégicos, como por ejemplo la adrenalina y algunas sales
biliares entre otros.

Las fuentes proteicas para los animales domesticados han sido las semillas de
cereales, leguminosas y oleaginosas, utilizandose tradicionalmente soya, sorgo, y
maiz; todos ellos varian en su disponibilidad y precio en el mercade, quedando como
alternativa la utilizacion de subproductos de la industria de alimentos para humanos
(obtencion de aceites comestibles, jugos, 'acteos, teneria, entre otros), Sin embargo, (a
cantidad de proteina en éstos es menor, y muchas veces pudo haber sido
desnaturalizada como resultado del proceso de industrializacion (calor). Por esto, se
hace necesaria la evaluacion del perfil de aminoacidos, que permita séleccionar las
mejores fuentes; es decir, aquellos ingredienties que aporien aminoacidos esenciales
como Treonina, (Tre) Lisina (Lis), Metionina (Met), Arginina (Arg), Valina (Val),
Fenilalanina (Fen), Leucina (Leu), Histidina (His), Isoleucina (lle), y Triptéfano (Trp).

Una técnica moderna en el analisis de amincacidos es la Cromatografia de Liquidos de
Alta Resalucién, o High Performance Liquid Chromatography, (HPLC), que consiste en
la elucion diferencial de una mezcla de compuestos a través de una columna
cromatografica. La deteccidon generalmente es a través de su absorbancia o
fluorescencia ante una determinada longitud de onda, y su presencia es registrada en
una forma grafica denominada cromatograma. Se puede asi evaluar cualitativa y



cuantrtativamente los componentes de una mezcla, al compararios frente a estandares
de concentracidn conocida.

El analisis de aminoacidos proteicos involucra una metodologia compleja compuesta
por los siguientes pasos: hidrdlisis de la proteina, derivatizacién de aminoacidos,
separacion cromatogréfica, y su cuantificacion, haciéndose necesaria la utilizacién de
una mezcla de estandares de referencia.

Considerando la importancia que representa el poder evaluar a la proteina en base al
perfil de aminoacidos, se planted la presente investigacion para desarrollar un método
por CLAR para analisis de aminoacidos en ingredientes utilizados en la alimentacion
animal. Se establecieron los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Desarrollar un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) para el
analisis de aminoéacidos en ingredientes utilizados en la alimentacién animal.

Objetivos especificos:

Optimizar la separacion cromatografica de 17 aminoacidos.
Evaluar la repetibilidad y reproducibilidad cualitativa del meétodo.
Evaluar la repetibilidad y reproducibifidad cuantitativa del método.
Evaluar |a respuesta lineal del método.

Evaluar la metodologia de hidrdlisis.

Determinar |a exactitud del método.

Probar la metodologia obienida en el andlisis de harinas de soya y sorgo.

e S o

Determinar los cambios cualitativos y cuantitativos de los diferentes aminoacidos en

mezclas de harinas de soya y sorgo.

Meta
Estandarizacidn de la técnica HPLC para ia determinaciéon de aminoacidos.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Las proteinas en la nutricidn animal

Las proteinas son macromoléculas producidas por las células vivas, y tienen funciones
estructurales, cataliticas y hormonales, entre otras; su unidad monomérica son los
aminoacidos (AAs). Gran parte de las propiedades bioldgicas de las proteinas esta
determinada por los tipos de AAs presentes, el orden en el que estin dispuestos en la
cadena polipeptidica, y por la relaciéon espacial de un aminoacido con otro. Aunque en
la naturaleza existen aproximadamente 300 aminoacidos diferentes, sélo 20 de ellos
aparecen en las proteinas de todos los seres vivos (Martin, 1984),

Los aminoacidos proteicos son L-a AAs (Figura. 1), L por su configuracion espacial y a
por que tienen tanto un grupo amino como un carboxilo unido al primer alomo de
carbono.

H
|
R — C — NH,
I
COOH

Figura 1. Estructura de un a-aminoécido.

Las fuentes proteicas del alimento para los animales no rumiantes no necesaramente
deben aportar los 20 AAs, ya que algunos de ellos pueden ser sintetizados usando
esqueletos de carbono (derivados de giucosa y de otros AAs), y grupo amino derivado
de otros AAs presentes en exceso. A [os AAs sintetizados de esta manera se les
denomina no esenciales o dispensables y son: Acido Aspartico (Asp), Acido glutamico
(Glu), Asparagina (Asn). Glutamina (Gln), Glicina (Gli), Serina (Ser), Alanina (Ala),
Tirosina (Tir), Prolina (Pro) y Cisteina (Cis). A los AAs que no pueden ser sintetizados
© gue no pueden ser sintetizados a una tasa suficiente para permitir dptimo crectmiento
o reproduccion, son denominados esenciales ¢ indispensables; siendo éstos: Histidina
(His), Treonina, (Tre), Arginina (Arg). Metionina (Met), Valina (Val), Leucina (Leu),
Isoleucina (lle), Fenilalanina (Fen), Triptéfano (Trp} v Lisina (Lis) (NRC, 1988).



2.2 La proteina en 1a nutricién de animales no rumiantes

Generalmente el término “profeina” se refiere a la proteina cruda que es definida para
una muestra come €l contenido de nitrdgeno (Kjeldahl) muttiplicado por 6.25. Esta
definicidon es basada en el supuesto de que en promedio, el contenido de nitrégeno eés
16 g /100 g de proteina. Las proteinas estadn compuestas de AAs, y éstos son
actualmente los nutrientes en los que se basa la evaluacién de los alimentos. Por lo
tanto, Ia provision de AAs en correcta cantidad y proporcién, determina la adecuacion
de un concentrado proteico dietético (NRC, 1988).

En el caso de los animales de estdmago sencillo, como los cerdos y tas aves, |as
proteinas que ingieren con el alimento son hidrolizadas por el organismo liberandose
AAs que, al absorberse en el intestino delgado pueden emplearse para sintesis de
proteina en los lejidos, o si los AAs absorbidas se encuentran en exceso, se emplean
como fuente de energia. El valor nutritivo de una proteina completa, una proteina
hidrolizada o una mezcla de AAs, es gobernado por su digestibilidad, balance y
contenido de AAs esenciales. El concepto de “proteina ideal” (Chung y Baker, 1992)
representa el balance en el cual 1os AAs son requeridos para mantenimienio y
deposicién de proteina corporal, tomando en cuenta la raza, el sexo y ef peso vivo del
animal.

Para el uso apropiado de la “proteina ideal” en formulacién de dietas para cerdos, debe
ser expresada en base a la disponibilidad, méas que sobre el total de AAs en la dieta. El
método de digestibilidad ilial es mas exacto en la estimacidn de AAs disponibles,
porque mide la digestibilidad antes de la degradacion microbiana y sintesis de AAs en
el intestino grueso. La digestibilidad de proteina y AAs determinados de digesta ileal es
importante por tener una alta comrelacién con la proteina depositada en la canal.
Estudios realizados por Yin ef al. (1991), indicaron que en la formulacion de dielas para
cerdos en crecimiento, un mejor alimento para relacién ganancia - beneficio econémico
puede ser obtenido en base a digestibilidad ileal de lisina, metionina, isolucina, leucina
y contenido de arginina, que en el total de AAs contenidos.

E! concepto de “proteina ideal” ha sido aplicado para reducir excesas de AAs en dietas
de cerdos, sin afectar su productividad. Tal es el caso del trabajo realizado por Tuitoek



et al. (1997), que determinaron el efecto de la reduccion de excesos de AAs en dietas
de cerdos en crecimiento y finalizacién, evaluando el consumo, tasa de crecimianto,
eficiencia alimenticia y marmoteo de la canal, encontrando que la dieta puede ser
reducida a un 13% en crecimiento y 12.8% en finalizacion, mientras que se le afadan
AAs cristalinos, bajo el concepto de una proteina ideal,

2.3 La proteina en la nutriciéon de rumiantes

En rumianies, como en otros animales, las necesidades de proteina de 1os tejidos son
llenadas a traves de AAs absorbidos en el intestino delgado. Estos AAs son
praoporcionades en parte por proteina microbiana (proteina degradada en el rumen) y
en parte por proteina de la dieta que ha escapado de la fermentacion en el rumen
(proteina sobrepasante). El valor de fuentes dietéticas de nitrégeno no proteico como la
urea, dependen enteramente de la degradacion a amoniace en ef rumen por bactenas
y el subsecuente uso de este amoniaco para sintesis de proteina microbiana. El grado
de la sintesis depende de la energia disponible para los microorganismos (Orskov y
Miller, 1987).

La proteina dieiética es degradada en el rumen por accidon microbiana, generando
productos nitrogenados en los que $e incluyen: péptidos, AAs ¥ amoniaco. Estos
productos son usados para la sintesis de proteina microbiana, y hay evidencia de que
bactenas creciendo en el rumen incorporan considerables cantidades de AAs
preformados, asi como amoniaco cuando la dieta contiene proteina (ARC, 1980).

En el caso de los rumiantes, los requerimientos de proteina se expresan como proteina
disponible; es decir, la cantidad de proteina cruda de un determinado valor biolégico
que puede ser absorbida por el tracto digestivo, reuniendo los reguerimientos
calculados del animal para mantenimiento y produccién (ARC, 1980). Los
requerimientos det animal estan determinados por su estado fisioldgico, edad, peso, y
en su caso, por la produccion de leche o carne.

Al tratar de llenar los requenmientos de proteina, debemos tomar en cuenta las
necesidades de los microorganismos del rumen (que generan proteina microbiana) y
las necesidades dei animal. El sistema utilizado por el ARC {1980) y por el NRC (1988)



cambio de proteina cruda (P.C.) a proteina metabolizable (P.M.) La P.M. provee la
proteina microbiana (proteina degradada en el rumen) y la proteina sobrepasante
(proteina no degradada en el rumen). Los requerimientos de P.M. son presentados en
forma tabular expresados como requermientos por dia. La estimacion de los
requerimientos de proteina cruda diaria pueden ser obtenidos dividiendo la cantidad de
proteina metabolizable por un valor entre 0.64 y 0.80, dependiendo de la
degradabilidad de la proteina del alimentio. Estos coeficientes se aplican cuando toda la
proteina es degradada en el rumen o no degradada, respectivamente; el valor 0.64 se
refiere a la digestibilidad (0.8) y valor biclégico de [a proteina microbiana (0.8), (0.8 X
0.8 = 0.64) y el valor 0.80 se refiere a |a eficiencia de utilizacién (valor biclégico) que va
de un 60-80% segun el alimento. Para estimar la produccién de proteina microbiana se
toma en cuenta |a cantidad de nutrientes digestibles totales (NDT) de la dieta, a partir
de fos cuales se obtiene un 13% de proteina microbiana por kg de NDT. La proteina
microbiana suple hasta el 50% del total de proteina metabolizable, dependiendo de la
proteina sobrepasante (NRC, 1996).

2.4 Evaluacion de la calidad de la proteina

La composicion quimica de los granos y forrajes es dependiente del clima, tipo de
suelo, aplicacion de fertilizante, variedad de semiila, almacén del alimento y método de
procesado. Por lo tanto, es importante determinar la composicion quimica vy
digestibilidad de nutrientes en alimentos para identificar la mejor via para su uso
(Fialho et al., 1995).

2.4.1 Métodos biolégicos

Los animales de estomago sencillo, como los cerdos y las aves, obtienen los AAs por
hidrélisis de ias proteinas durante la digestion y su posterior absorcion: en los animales
rumiantes el proceso es mas complicado, ya que debido a la degradacion y siniesis de
proteina que tiene lugar en el rumen, el matenal del que finalmente dispone el animal
para ser digerido difiere considerablemente del que se encontraba en el alimento en un
principio. Por lo tanto, son necesarios enfoques distintos para valorar las fuentes de
proteina:



A) Determinacion de la calidad de |las proteinas para l0s animales no rumiantes

Diferentes autores hacen mencion de los métedos més utilizados en la evaluacion de la
calidad proteica de los alimentos (Maynard et al., 1978; McDonald ef af., 1988 y Pond,
et al., 1995). Tales métodos se mencionan a continuacién:

Razon de eficiencia proteica (REP). En esia determinacion se emplean generalmente
ratas en crecimiento y se define como la ganancia de peso por unidad de peso de
proteina ingerida. Puede calcularse a partir de la siguiente formula:

REp . _ganancia de peso (g)

proteina consumida (@)

Con frecuencia los valores de REP se establecen en relacién a una proteina estandar
(Caseina) con una REP determinada.

Razon de proteica neta (RPN). Se obtiene aplicando una modificacién en la que la
ganancia de peso de un grupo (experimental) alimentado con proteina (GP) se
compara con la de un grupo control alimentado con una dieta exenta de proteina (GSP)
y se divide por la proteina consumida.

ganancia de peso de GP - pérdida de peso GSP
peso de proteina consumida

RPN =

Para determinar REP y RPN es necesario de disponer de animales homogéneos y
jovenes, a los que durante el periodo experimental hay que cuidar, por lo que estos
métodos de evaluacion de la proteina son caros y requieren gran nimero de recursos
técnicos. Ademas, estan basados sobre medidas de ganancia de peso vivo que puede
no guardar retacién con la proteina almacenada (Mc Donald et al., 1988).

Existen otras pruebas para una valoracion mas exacta de las proteinas a partir de los
resuftados de los experimentos de balance de nitrégeno, donde se mide el nitrégeno
ingerido con el alimento y el eliminado en las heces, orina o cualquier otro producto

que contenga nitrogeno y que a continuacidn son citados.



Valor Biclogico (VB). Es el porcentaje de nitrégeno absarbido que es retenido por el
animal, y constituye la proporcion de la proteina del alimento que puede ser utilizada
por el animal para sintetizar substancias organicas y tejidos corporales. Se hace una
prueba de balance de nitrégeno (medicidn de nitrégeno en alimento, heces y orina) y
se calcula el VB como sigue:

_ Ningerido - (N fecal - NMF) — (N ufinario - NEU) X 100
- Ningerido ~ (N fecal ~ NMF)

vB

donde: NMF = nitrbgeno metabdlico fecal
NEU = nitrégeno enddgeno unnario.

La utlidad que upa proteina tiene para un animal depende de su digestibilidad y de su
valor biotogico. El producta de estos dos valores representa la proporcion del nitrtogeno
absorbido que se retiene y se llama utilizacidon proteica neta (UPN). El producto de
UPN y el porcentaje de proteina bruta es el valor proteico neto (VPN) del alimento y es
el valor de la proteina gue es utllizable, en realidad, por el animal para el metabolismo.

B) Determinacion de la calidad de las proteinas para los rumiantes

La evaluacién de la proteina de un alimento para rumiantes es particularmente dificil. El
valor de la proteina puede ser determinado por la habilidad del alimento para promover
la sintesis de proteina microbial en el rumen (proteina degradable), por la cantidad de
proteina del aiimento que escapa de |a degradacidon por l0s microorganismos y provee
proteina y AAs esenciales para su absorcidon en el intestino delgado (proteina
sobrepasante), 0 por una combinacion variable de estos atrnibutos (Orskov y Miler,
1987).

El empleo del valor bioldgico y la proteina bruta digestible estan bien fundamentados, y
son todavia de gran utilidad para los estudios del metabolismo proteico. Sin embargo,
la informacion disponible en la actualidad permite obtener un conocimiento mas
completo de los procesos dinamicos gue tienen lugar durante la fermentacion ruminal,
logréandose elaborar un sistema mas adecuado (Orskov, 1988).



Menrez y Orskov (1977), sugirieron el empleo de la boisa de nylon (maila 20 a 40 um ;
dimension 140 X 80 mm) como meétodo rutinano para determinar la velocidad de
degradacion de ias protetnas de tos forrajes y los suplementos proteicos. Esta técnica
se basa en la colocacion del alimento (3-5 g de materia seca) a evaluar dentro de
bolsitas de nyion, las cuales se incuban en el rumen (2, 6, 12, 24, 36 h) con el
propdsito de medir la desaparicion, suponiéndose gue esta desaparicion es sinonimo
de degradacion.

La técnica de la bolsa de nylon ha sido ampliamente usada. Mara et al. (1897) la
utilizaron para determinar el perfil de aminoacidos de 8 ingredientes antes y después
de la incubacién en el rumen. La proteina degradada en el rumen y metabolizable, asi
como los requerimientos de aminoacidos indispensables para becerros en engorda,
fueron determinados por Zinn y Shen (1998) empleando esta técnica.

2.4.2 Métodos quimicos

La determinacidn de la concentracion de proteina es frecuentemente requerida, tanto
en trabajos de biogquimica como en el conocimiento del contenido de esta fraccién, en
ingredientes utilizados en la alimentacion. Diversos métodos colorimétricos estan
disponibles, los cuales tienen caracteristicas convenienteés para un uso particular;
cuatro son comunmente usados en e} anadlisis de profeinas puras y en cuya
determinacién se emplea la albumina de suero bovina (ASB), come proteina de
referencia. Diversas diluciones de la ASB son hechas para asegurar un rango en el
cual se encuentre la proteina desconocida; todas las diluciones son usadas para
realizar una curva de calibracién y determinar la concentracion en la muestra. El color
es producido siempre después de agregar el reactivo, y la reaccion puede necesitar de
un tiempo determinado. Todos los métodos tienen ventajas y desventajas, y & eleccion
del método depende de varios factores, particularmente es importante la cantidad de
matenal disponible (Lowry ¢ Bradford, mas sensibles), el tiempo requerido para el
ensayo, y si un espectrofotdmetro UV esta disponible (Alexander y Griffiths, 1993).

Determinacién de proteina por la reaccién de Biuret
La reaccion Biuret ocurre con todos los compuestos que contienen dos o mas enlaces
peptidicos. Se desarrolla un color azul purpura, atribuido a la formacion de un complejo



entre el Cu™" y cuatro atomos de nitrégeno; dos de cada dos cadenas peptidicas
adyacentes. El nombre de la reaccién es derivado de! compuesto organico Biuret
(CuSQ,, tartrato de potasio y sodio y NaOH). Rango de deteccion 0.2 a 2.0 mg,
volumen de muestra 1.5 a una longitud de onda de 540 nm.

Determinacion de proteina por el método Lowry

E! color producido es el resultado de la reaccion de proteina con el ion cobre en alcali,
como se describié para la reaccién Biuret, y la reduccién del reactivo fosfomolibdeno-
fosfotungsteno (Folin-Ciocalteu) con la tirosina y triptéfano presente en la proteina
tratada. Rango de deteccidn 20 a 200 pg, volumen de muestra 0.5 ml Ia deteccion es a
una longitud de onda de 700 nm.

Determinacién de proteina por el método Warburg-Christian

La concentracion de proteina y acido nucleico de una solucion es estimada haciendo
una medicion directa de fa muestra en la region UV en un espectrofotdmetro. La
intensidad de absorcién de proteina a 280 nm es principalmente debida a residuos de
triptéfano y tirosina, y la absorcidn; por lo tanto, varia con la concentracion de estos
aminoacidos. El método no es especificc como los procedimientos calorimeétricos
descritos antericrmente, pero es no destructivo y la muestra puede recuperarse. Las
substancias mas comunes que pueden interferir en el espectro de las proteinas (280
nm espectro de absorcion) son los acidos nucleicos cuya maxima absorcién es a 260
nm.

Determinacion de proieina por ef método Bradford

E! color de azul brilante de Coomassie G250 en solucién acida diluida cambia
proporcionalmente conforme el colorante se enlaza a la proteina. Hay dos mayores
ventajas para este métedo: es un procedimiento rapido y facil, y que no interfieren
substancias en la determinacién. Rango de deteccién de 0 8 20 pg a una longitud de
onda de $95 nm (Plumer, 1971).

Determinacion de proteina por et método Kjeidahl

Este métode ha sido usado por largo tiempe y generalmente es aplicado a material
bioldgico mas que a proteinas puras. E| nitrdgeno contenido en la muestra es sometido
a digestion con H;S0, en ebullicién y transformado en sulfato de amonio (NH.).SO,; El

10



residuo se deja enfriar y se diluye con agua. Al agregar NaOH se desprende el NH,
presente por medio de un proceso de destilacion, y se recibe en una solucion de acido
bonco. Ef NH, es entonces cuantificado por titulacién con una solucién estandarizada
de acido, en presencia de un indicador y el nitrégeno en a muestra es calculado. Ei
valor obtenido como contenidc de nitrégeno es multiplicado por 6.25 en el supuesto
que, en promedio, el contenido de nitrégeno es 16 g de nitrégeno en 100 g de proteina.
La estimacién del contenido de proteina de un analisis de nitrégeno asume que todo el
nitrégeno en la muestra analizada esta en forma de proteina, Esto no es estrictamente
verdadero para muchos alimentos (Maynard ef al., 1979). No obstante, este método es
propuesto por el ACGAC (1990). El resultado del andlisis por este método se reporta
como porcentaje de proteina cruda.

Puesto que el valor bioldgico de una determinada proteina depende sobre todo de los
aminoacidos esenciales presenies en ella, es conveniente medir cuantitativamente la
presencia de ellos y compararda con los requernmientos en aminoacidos de cada
especie animal. Algunas de las formas de expresar los resultados del andlisis de
aminoacidos para evaluar la calidad de las proteinas son las siguientes;

indice quimico. Segin este concepto se considera que la calidad de una proteina viene
dada por el aminoacide esencial que tiene en ella menor representacién cuando se le
compara con la de un estandar (proteina de huevo), ejemplo:

En el trigo el AA mas limitante es la lisina la cual representa un 2.7%, si se compara
esta cantidad con la reportada en |a proteina de hueveo (7.2 % de lisina) se obtiene un
indice de 37 (2.7/7.2 X 100). Esta metedologia tiene la desventaja de que unicamente
se toma en cuenta el AA mas escaso, aunque haya otros que también puedan ser
deficientes (McDonald et af., 1988).

indice de AAs esenciales (IAAE), En este caso se consideran las cantidades que

existen de cada uno de los diez AAs esenciales. Se puede definir como la medida
geométrica de los niveles de estos AAs en el huevo y se calcula como:
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A, 1002 100D, 1000 . »100]
e be Ce je

donde a, b, c,... ] es el porcentaje de los AAs en la proteina del alimento, y a, b, Ce

..-j e &l porcentaje de los mismos aminoacidos esenciales en la proteina de huevo, y n
el numero de AAs que intervienen en el caiculo. Este método tiene el inconveniente de
que proteinas con composicicnes muy diferentes pueden tener indices iguales o muy
parecidos (McDonald et al., 1988),

2.5 La cromatografia como una herramienta analitica

£l término cromatografia engloba una serie de técnicas de separacion Utiles en €l
andlisis quimico para aislar los componentes de mezclas. La cromatografia fue
desarrollada por el botanico ruso Mikhail Tswett a quien debe su nombre derivado del
griego Chroma que significa color y graphein que significa describir. Este botanico ruso
logré separar una mezcla de pigmentos de plantas en una columna de carbonato de
calcio. Par definicion la Cromatografia es una técnica en la cual los cornponentes de
una mezcla migran a diferente velocidad en un sisiema que entraia un equilibrio entre
una fase estatica y una en movimiento, conocidas como fase fija o estacionaria y fase
movil, respectivamente (Quattrocchi ef af., 1992).

El répido desarrollo de la cromatografia como herramienta analitica sensitiva no ocurrié
hasta 1831 cuando Kuhn, con Lederer y Winterstein con Lederer emplearon Ia técnica
para el andlisis de pigmentos de plantas. La cromatografia de columna por estos
tiempos tenia aplicaciones limitadas dado que los componentes que se podian separar
eran invanablemente lipidos. Pasaron 10 afos antes de que Martin y Synge
desarrollaran una técnica mediante la cual se pudieran separar compuestos acuosos o
hidrofilicos. Esto marcé un nuevo interés en Ia técnica y en 1944, Consden, Gordon y
Martin lograron separar mezclas complejas de aminoacidos en papel y fueron
premiados con el Premio Nébel por sus trabajos.

El desarrollo mas reciente en el campo de la cromatografia se deriva de los trabajos de
Stahl, quien en 1956 presentd una técnica practica mediante la cual, una capa delgada
de silica gel, celulosa o de aluminio era diseminada sobre una placa de vidrio. Esta
técnica llamada cromatografia de capa delgada (Thin layer chromatography TLC), ha
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resutado en un andlisis mas rapido y mas sensible para e examen de mezclas
complejas y en muchos casos ha substituido a otros métodos similares mas antiguos
de cromatografia en papel (Edwards, 1975).

Las metodologias de cromatografia de papel y de capa fina se realizan de la siguiente
manera la muestra debe ser suficientemente concentrada para aplicar una minima
cantidad (5 pi), el origen de cada muestra se debe marcar en una linea dibujada con
lapiz. La mancha debera ser secada. El revelado del cromatograma es por medio de un
solvente depositade en un tanque de reposo, donde se pone en contacto las placas o
el papel y se lleva a cabo la separacion cromatografica por un tiempo determinado.
Para localizar en el cromatograma substancias que no son Vvisibles, existen varios
reactivos que pueden utilizarse tanto en cromaiografia de papel comoc en capa fina.
Finalmente se determina el cociente de frente, qgue se usa para expresar la distancia
relativa que se ha desplazado una substancia. Debido a que es una medida fisica y es
caracteristica de cualquier molécula, debe permanecer constante para cualquier
solvente, técnica y temperatura. El término se expresa como sigue;

Cfi= La distancia que la substancia ha viajado desde el | origen

La distancia que el frente del solvente ha viajado desde el onigen

La cromatografia en papel, en capa fina, en columna y como se vera mas delante la
cromatografia de gases, se basan en un proceso cromatografico denominade
fragmentacion (Edwards, 1975).

En 1847, en Estados Unidos de Norte América, la comision de energia atdmica dio a
conocer informacion sobre el uso de |a cromatografia de intercambio idnico para la
separacion de productos de fisién nuclear. El proceso cromatografico de intercambto
ionico emplea rellenos en los cuales la particula esta constituida por un pofimero © por
silicage!, en ambos ¢asos con uniones a grupos intercambiadores de aniones (amonio
cuaternario) o intercambiadores catiénicos (acido sulfonico).

En 1958 Porath y Flodin introdujercn una técnica lamada cromatografia de filtracion de
gel. Esta nueva herramienta fue utilizada para la separacién de substancias de alto
peso molecular, patticularmente las proteinas, y ha encontrado muchas aplicaciones
en el campo de la bioquimica, la medicing, la fisiologia y la biclogia. Esta modalidad de
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cromatografia emplea dos tipos de geles dextranas (Sephadex) y Ppoliacridamida
(Biogel P) de diferente porosidad. El proceso de separacion se jleva de la siguiente
manera, el gel tiene poros cuyo tamano depende del entrecruzamiento de las
particulas del gel, las moléculas que puedan penetrar en esos poros seran retenidas
por el gel y mientras que aquellas que sean demasiado grandes seran arrastradas a
través de la columna por la fase movil. La separacién por lo tanto resulta dependiente
del peso molecular de las substancias contenidas en la mezcla. Es utilizada en la

evaluacion del peso molecular de compuestos.

En 1952 James y Martin desarrollan la cromatografia de gases como un metodo
analitico para substancias exclusivamentie volatiles, el método de separacién de
cromatografia de gases desarrolla el principio de fragmentacion de componentes en
una mezcla entre dos fases comoe es usada en ofras formas de cromatografia. Un gas
inerte es usado como la fase movil (generalmente Helio) y columnas capilares de silica
modificada como fase estacionaria (Mitruka, 1975).

En los 70's se produjo una revolucion en quimica analitica por la llegada de la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucibn CLAR, (High Performance Liguid
Chromatography, HPLC), y el desarrollo del proceso de separacion de Fase Reversa
(FR); la nueva fase estacionaria de gran interés fue constituida a base de adsorbentes
silicas modificadas con Octil- y Octadecilsilanos, proporcionande una fase estacionaria
no polar y la utilizacién de una fase movil muy polar, constituida generalmente por
agua, abundante y econdémica, mezclada con modificadores organicos, entre ellos:
metanol, acetonitrifo y tetrahidrofurano, empleo de aditivos, sales o buffers. Este
cambio en la polaridad de fases resulta, naturalmente, en un cambio en e{ orden de
elucion (Procedimiento de separar con disolventes adecuados de los solidos
adsorbidos. Barcelo, 1976} de los componentes de las muestras en estudio, lo que
condujo a dare el nombre; si lo que se habia hecho hasta ese momento se
consideraba ‘normal” esta nueva forma de cromatografia en la que se inveria
polandad y orden de elucién bien podia denominarse “fase reversa® (Quattrocchi ef af.,
1992).

Los equipos de HPLC generaimente son modulares, formados por instrumentos
individuales que permiten armar e equipo de acuerdo a las necesidades. Los médulos
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se integran por. los reservorios de las fases méviles que pueden ser un frasco de
laboratorio de buena calidad y limpio, o el envase del solvente con tapa para evitar
ingreso de particulas. La fase mévil circula por tuberias que conectan los reservorios
de solventes con la bomba y ésta con el inyector, posteriormente a ia columna y de ahi
conecta a uno o méas detectores en serie. La tuberia debe ser inerte y resistente a alta
presion.

La fase movil es impulsada por una bomba, cuyo caudal es variable segun la escala
de trabajo (ul a pocos mlmin). Cuando se bhombea una sola fase a una misma
concentracion se denomina “condicion isocratica”, y cuando se varia la composicion de
la fase movil se denomina "en gradiente”. La muestra es introducida por ef inyector, el
cual es un dispositivo que permite introducir la muestra en solucién sin interrumpir el
caudal del solvente a través del sistema. El inyector esta constituido por un cuerpo fijo,
un rotar con un sello que gira y un Joop de muestra, En forma manual se llena el loop
mediante una jeringa en posicion de carga, luego se gira y la fase movil arrastra la
muestra hacia la columna. Hay inyectores automaticos, accionados eléctrica o
neumaticamente con precisién supenor a [0s manuales.

El detector es la parie del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo y
espacio la posicion de cada compenente de una muestra a [a salida de la columna

cromatografica. Los detectores pueden clasificarse en:

Detectores generales, que miden el cambio de alguna propiedad fisica de la fase
maovil gue contiene el analito en comparacion con la misma fase moévil pura. Un ejemplo
es el detector de indice de refraccién; es un detector universal y no destructivo, pero
muy poco sensible y no puede utilizar gradientes de solventes lo cual limita su campo
de accion.

Detectores selectivos Que son aquelios sensibles a alguna propiedad especificas del
soluto (absorbancia a una longitud de onda dada). Ejemplos de éstos son el detector
Ultravioleta/Visible, que es el mas empleado en HPLC; posee buena sensibildad y
rango lineal detecta en orden de nanogramos, y permite emplear gradiente de
solventes. Otro ejemplo de estos detectores es el detector de fluorescencia, que se

utiliza en sustancias que presentan fluorescencia “natural” o conferida (por
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derivatizacién). Por su alta sensibilidad y selectividad, es adecuado para el analisis de
trazas. El detector electroquimico es 1000 veces mas sensible que el detector UV/Vis,
y altamente selectivo para compuestos capaces de ser oxidados y reducidos.

La columna cromatografica constituye la pieza fundamental del sistema, ya que es el
sitio donde se lleva a cabo la separacion de los compuestos. Basicamente la columna
consta de dos elementos: a) el material de empaque, que considera la naturaleza de su
superficie (modificado fisica o quimicamente), el tamano (3-5 um) y forma de la
particula, y b) el contenedor del empague, que considera la longitud (entre 225 mm y
150 mm), el didmetrc (4.5 mm, 3 mm) y el material del cual estd hecho (acero
inoxidable) (Zinder y Kirkland, 1979).

El resultado del ensayo cromatografico es, por un lado, )z obtencién de fracciones
separadas de los componentes de la muestra, y por el otro, la de un grafico o
cromatograma de cuya interpretacién pueden extraerse conclusiones cualitativas y
cuantitativas. El cromatograma (Figura 2) se obtiene de la sefial proveniente del
detector por medio de un sistema de toma y procesamiento de datos, entre los que
pademos citar, registrador grafico, integrador y computadora, la cual permite mediante
un software apropiado €! registro gréafico, calculos, almaceén y generacién de reportes
(Quattrocchi et al., 1992).

Respussts

Tiempo

Ixyscoitn

Figura 2. Cromatograma tipo y alguncs parametros de medicién frecuente: t = tiempo,
H (h) = altura, W = base. (Quattrocchi et al., 1992).
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La HPLC-FR ha tenido un gran impacto en el desamollc de metodologias de anélisis de
muchos compuestos, entre ellos la determinacion de aminoacidos, (Hawk, 1980). La
HPLC - es ahora reconocida como una eficaz técnica analitica en investigacion
biologica. A través de subsecuentes refinamientos de columnas (tamario de particulas
3.5 um), bombas de alta presién, valvulas de inyeccién, y detectores de alta
sensibilidad, se redujo el tiempo de andiisis de aminoacidos de dias a minutos, y la

sensibilidad de micromoles a picomoles (Harris, 1988).

2.6 Aplicacion de la cromatografia de HPLC en el anédlisis de aminoacidas

2.6,1 Fase movil

La fase movil utilizada para la separacion de aminoacidos esta basada en el empleo de
eluentes acuosos, como lo son las soluciones buffers pudiendo ser de: citrato: citrato
de sodio (Beaver et al., 1985), fosfato: fosfato de sodio (Church ef al., 1984); acetato:
acelato de sodio (Bidlingmeyer et al,, 1987); y por otro lado, buffers combinados con
eluentes organicos, entre ellos se encuentran €l metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano,
en algunas ocasiones se adiciona algun compuesto como lo es la trietiliamina (Toran et
al., 1996)

investigaciones del tipo de fases movil y estacionaria, velocidad de flujo (elucién),
pendiente de elucion en gradiente, temperatura y otros factores que influyen en la
resolucion, selectividad y sensibilidad de separacién; han sido investigadas por
diferentes autores. (Meek y Rossetti, 1981; Young y Wheat, 1990). Un gradiente de
elucion de un incremento de concentraciébn de acetonitilo o metanol como un
modificador organico en agua, y también la utilizacion de acido trifluoracético como un
reactivo de par idnico, pueden ser desarrollados en muchos analisis HPLC de péptidos
la composicion del solvente, [@ concentracion del buffer y pH son los mayores factores
que afectan la cromatografia de fase reversa (Lee y Warthesen, 1996).

2.6.2 Fase estacionaria

La técnica de HPLC incluye dos diferentes formas de realizar el andlisis de

aminoacidos:
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1) Separacion de los AAs a través de una columna de fase reversa en la que la
derivatizacién se hace previa a la ¢olumna (derivatizacién pre-columna).

2) Separacion de los AAs a través de una columna de intercambio ionico y
posteriormente se derivatizan (derivatizacion post-columna).

En general, la derivatizacion pre-columna y separacién de los derivados en columnas
comunmente de fase reversa ofrecen mayor eficiencia, facilidad de uso y mayor
velocidad de andlisis, ademas de un costo menor de equipo, por lo que ha sido la
técnica mayormente empleada (Garza et al., 1986).

2.6.3 Deteccién

El desarroflo de los procesos cromatograficos ha tenido gran significado en la evolucion
de los analisis de aminoacidos (Henrikson y Meredith, 1984), cuyos inicios datan a
principics de los 40°s, con el uso de la cromatografia en papel y en capa fina. Estas
técnicas fueron de las primeras utilizadas en el analisis de AAs, y en la actualidad se
siguen usando (Vega, 1993; Navarro, 1998). Sin embargo, su poder de resolucion es
escaso; teniendo que realizar la separacion en forma bidimensional, sobre todo cuando
las muestras son complejas, y ademas, el tiempo de andlisis es prolongado (Plumer,
1971).

El potencial de la cromatografia y la necesidad de un método de analisis cuantitativo
para aminoacidos que condujera a la caractenzacién de proteinas, propicio el uso de
las entonces recién desarrolladas resinas de intercambio iénice. Esta aportacion fue
llevada a cabo por Spackman et al. (1958), y en la publicacidn de su trabajo
describieron la separacién cromatografica en columna de intercambio ionico (IEC) de
los 20 AAs producto de la hidrolisis de proteina, los cuales eran detectados
fotométricamente y registrados en aproximadamente 24 horas.

En este articulo clasico, la ninhidrina fue establecida como el reactivo para
derivatizacion post-columna, reaccidon que se caracteriza por conferir propiedades
cromoforas a los AAs. Por cerca de 30 anos, Ia determinacion de aminoacidos pudo

ser comunmente conducida por medio de varios métodos automaticos de
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derivatizacién post-columna con ninhidrina, empleando columna de intercambio idnico.
Los AAs con grupo amine primario, reaccionan con la ninhidrina formande un color
purpura azulado que tiene un maximo de absorcién a 570 nm. Los AAs con grupo
amino secundarios (prolina e hidroxiprolina) forman un color amarillo que es detectado
a 440 nm. Ambas formas absorben a 405 nm. La fase movil consistié de un buffer de
citrato de sodio de pH y fuerza iénica variables (Wardlaw y Williams, 1991).

Debide a que el analizador automatico con separacidon en columna de intercambio
16nico es limiado principaimente al analisis de AAs, la posibilidad de determinar AAs
por cromatografia de gases presentd interés a principios de los 60’s, cuyas
metodologias involucraron la derivatizacion pre-columna para que los AAs se
convirtieran a derivados volatiies antes de la cromatografia (Mackenzie, 1987). El N-
trifluoroacetil n-butil ester, N-acetil-n-propil ester y el N-heptafiuoro-butiril ester parecen
ser los mejores reactivos para realizar la derivatizacion. Las ventajas de estos métodos
son la alta sensibilidad y la reducida cantidad de muestra para el andlisis. Sin embargo,
la necesidad de derivatizar la muestra para formar compuestos voldtiles, las hace
tediosas y tardadas. Otra de las desventajas de este tipo de cromatografia es que la
muestra debe ser desalinizada antes del anélisis (Fabian et al., 1990).

2.7 Preparacion de muestras para analisis cromatografico

El analisis de AAs involucra una serie de pasos antes de su determinacion cualitativa o
cuantitativa, entre elios la hidrélisis de proteina, la posterior derivatizacion de AAs vy,
finalmente, la separacién cromatografica. Es en estos aspectos en los que se ha
basado la investigacion para generar métodos mas rapidos y confiables.

2.7.1 Hidrdlisis de la proteina

Las proteinas son polimeros formados por un gran nimero de aminoacidos, enlazados
entre si mediante enlaces peptidicos, que son enlaces entre el gupo carboxilo de un
aminoacido y el grupo amino de otro aminoacido. Los enlaces peptidicos san amidas y
se pueden hidrolizar con los mismos reactivos empleados en la hidrélisis de amidas
simples. El enlace peptidico se puede romper con agua en presencia de un acido, una
base o una enzima proteclitica (Rakoff y Rose, 1988). La rotura produce una amina
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(R-NH>) ¥ un &cido carboxilico {(R-COOH). En hidrdlisis acida la amina gana un protén
(H") dando un idn amonio (NHs"). En hidrolisis utilizando base, el acido carboxilico
pierde un protén (H'), dando un i6n carboxilato (R-COQO’). Las reaccidénes anteriores
(en un acido o en una base) hace que globalmente 1a hidrolisis sea irreversible en
ambos casos (Carey, 1999).

La completa obtencion de AAs libres a partir de la hidrélisis de la proteina, se ha
considerado el factor mas limitante en la determinacion de AAs en alimentos (Gehrke ef
al, 1985), motivo por el cual se han desarollado diferentes metodologias que involucran
diversos reactivos y dispositivos.

La proteina puede ser hidrolizada a AAs por tratamiento acido, alcalino o enzimatico.
Cada método tiene ciertas ventajas y desventajas. El tratamiento acide destruye el
triptofano, la metionina y la cisteina, y parciaimente a la serina y la treonina; la
asparagina y la glutamina son interconvertidas a acido aspartico y a acido glutamico,
respectivamente (Buzzigoli ef al, 1990). El tratamiento alcalino produce una parcial o
completa destruccion de arginina, cisteina, serina y treonina, y algunas desaminaciones,

En el tratamiento enzimético, cada enzima es especifica para un eniace peptidico en
particular; una mezcla de enzimas raramente causa una completa hidrolisis. Las enzimas
pueden interferir con el andlisis de AAs,; algunas proteinas son resistentes a enzimas.
Church et al. (1984), desarollaron un sistema enzimatico con proteinasa K,
carboxipeptidasa A y B, aminopeptidasa M, con un comparabile pH y temperatura Optima;
la hidrdlisis de proteina (B-Lactoglobuiina e Insulina) fue en 18-24 h, tiempo comparable
al de la hidrdiisis acida. El porcentaje de recuperacion de aminoacidos fue el 92% de la
cantidad esperada. La hidndlisis enzimatica ha tenido aplicaciones entre las que destacan
su utilizacion para fines nutricionales y en el fratamiento de algunos trastornos (alergias)
y enfermedades estomacales. Gonzélez et al. (1294), emplearon las enzimas Alcalasa
06 L y Proteasa 660 L (de origen bacterial), y PEM 2500 S (de origen animal) en la
hidrolisis de proteinas del suerc de feche (Seralbimina, B-Lactoglobulina y o-
Lactoalbimina), obteniendo péptidos de mencs de 1000 Da., lo gue hace desaparecer el
efecto alergénico de estas proteinas.
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El método mas cominmente usado en Ia hidrélisis de proteina es el que emplea el HCI 6
N en tubos al vacio @ 110 + 0.5 °C, o bajo reflujo en atmoésfera de nitrégeno por 22 - 24 h,
(Gehrke et al, 1985). Un tiempo de hidrolisis corto de 4 h, y alta temperatura de 145 °C,
fue practicado satisfactoriamente por Gehrke ef al. (1987), obteniendo resuitados
similares a los de la hidrélisis a 110 °C por 24 h, excepto para los aminoacidos valina,
iIsoleucina, (de un 8-9% mas altos), y treanina y senna (9-13% mas bajos). Sin embargo,
esta vanacion puede ser comregida utilizando un factor de hidrélisis para ios aminoacidos

senalados.

Ei desarrollo o modificacién de métodos para el andlisis de triptéfano se ha convertido en
una importante area de investigacion. E! triptéfano es medido por cromatografia en
hidrolizados obtenidos con acidos orgénicos, bases o &c¢ido clorhidrico sole o con algun
adrivo. Fabian ef al. (1990), realizaron un exhaustivo estudio para optimizar la clasica
hidrdlisis con acido clorhidrica 6 N en presencia de 3-(2-amino etil)indol (triptamina) para
permitir la determinacién conjunta de todos los aminoacidos; una desventaja en la
aplicacion de este aditivo es que un residuo de la triptamina eluyd junto con |a lisina.

Una medificaciéon en el método tradicional de hidrélisis fue llevada a cabo por Kan y
Shipe (1981), quienes utilizaron el acido metanosulfonico 4 N con 0.2% 3-(2 amino
etljindol para hidrélisis de alimentos, y posteriormente separacién por HPLC en fase
reversa. Los denvados fueron medidos flucromeétricamente, encontrando resultados
similares a los obtenidos con intercambio idnico, excepto para treonina y glicina que
coeluyeron; y cisteing, cistina y prolina que no fueron detectadas.

Fletouris et af. (1893) desarrollaron un meétodo rapido para la determinacion de triptéfano
en proteina intacta; Ja determinacion es espectrofotomeétncamente a 285.5 nm., donde se
elimina la interferencia proveniente de tirosina y de ofros componentes que absorben en
el UV.

Otro aminoacido muy dafado en la hidrolisis acida es la cisteina, por lo que han sido
utlizados métodos de preoxidacion para convertiia en acido cistéico; sin embargo, esta
reaccion afecta a la metionina convirtiéndola en sulfona y degrada la tirosina.
Hoogerheide y Campbell (1991) desamollaron una metodologia usande el dcido
dithiodiglicolico como agente protector de la cisteina durante la hidrolisis; sin embargo,
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se presentaron dificutades en la aplicacién del método, al interferir el pico del reactivo
(dtiodiglicolico) con la regidn de la alanina.

Los procedimientos mas comunes usados en la hidrélisis de aminoacidos y que incluyen
diferentes dispositivos son: a) operacion bajo reflujo y atmésfera de nitrégeno, b)
hidrolisis en tubos sellados y al vacio, y ¢) hidrdlisis en tubos con cubierta de rosca y en
atmésfera de nitrégeno ¢ al vacio.

Cada procedimiento tiene ventajas y desventajas. La hidrdlisis en reflujo, en comparacion
con otros procedimientos, es restringida por espacio y equipo, admitiendo solamente un
limtado numero de hidrolizados para ser procesados en cada serig; sin embargo, se
recomienda como un método estandar, ya que presenta reproducibilidad en los
resultados (Williams, 1986). La hidrdlisis en tubos sellados y al vacio es el procedimiento
mas extensamente usado, este métedo consume tiempo y requiere de un operador con
expernencia para sellar con flama y evacuar e tubo,

El procedimiento basado en tubos con cubierta de rosca y atmésfera de nitrogeno o al
vacio es rapido, y por lo tanto, conveniente para analisis rutinarios. Rayner (1985), al
comparar estas dos altemativas de los tubos al vacio o con atmésfera de nitrégenc en el
andlisis de harinas de soya, trigo y caseina, observé que en las harinas la metionina
vario, pero en la caseina fue muy estable, esto tal vez debido a que es una proteina pura
con ausencia de carbohidratos, grasas y sales minerales, Finalmente, concluyd que el
uso de la atmoésfera de N, no tiene ninguna ventaja; por lo tanto, el usoc de tubos de
tapén de rosca para hidrélisis es satisfactonio para el anélisis rutinario de alimentaos.

Waters Associates (Milford Massachussets, USA) desarrollaron un sistema para
efectuar fa hidrdlisis, en el cual 48 muestras pueden ser hidrolizadas a la vez, en un
periodo de 24 h a 108 °C, usando HCI 6 N (de afta pureza). Los tubos de hidrélisis con
la muestra son depositados dentro de un recipiente hermetico (al vacio) con HCI, y sélo
vapores estan en contacto con la muestra; esto evita la contaminacién por AAs
presentes en el HCI (Wiliams, 1986).

El método usado para la hidrdlisis de la proteina antes del analisis de AAs es de
considerable importancia, porque los aminodcidos especificos son liberados y destruidos
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a diferentes tasas, dependiendo de las condiciones de hidrélisis. La tasa de
descomposicion de los AAs durante la hidrolisis acida depende de varios factores,
incluyendo los siguientes: la naturaleza, la concentracion y pureza del acido empleado, el
tempo y temperatura de hidrdlisis, y la presencia de carbohidratos, alcalcides o
impurezas de metales (Tuan y Philiips, 1997).

Por otro lado, debe tomarse en cuenta la posibilidad de contaminacian, factor limitante en
el andlisis de AAs en métodos de alta sensibilidad, Knecht y Chang (1986) determinaron
la contaminacion del material de cristaleria de la hidrdlisis y de la dernvatizacion (tubos de
hidrélisis) durante el andlisis de AAs, encontrando que el reactivo de derivatizacion y Ia
cnsialeria presentaron contaminacion de AAs fibres. La mayor contaminacion fue
después de la hidrdlisis acida. La hidrélisis liquida normal presenta mas alto nivel de
formacidon de contaminantes {Asp, Glu, Ser, Gli, Met y Lis) que la gaseosa,
probablemente debido a particulas absorbidas en la solucién acida o en la pared del tubo
de hidrdlisis. Contaminantes eluidos coincidieron en la posicién de Met y Lis, a los cuales
se les considersd subproductes no aminoacidoes.

2.7.2 Derivatizacion de aminoacidos

Para hacer posible la deteccion de los amincacidos, se requiere que presenten
caracteristicas cromoforas o de fluorescencia. Como la mayoria carecen de tales
propiedades, se les debe conferir mediante un proceso llamado derivatizacion, el cual
se logra mediante el uso de reactivos especificos.

Las investigaciones realizadas en técnicas de andlisis de aminoacidos, se han
enfocado principalmente al empleo de diferentes compuestos para obtener derivados
croméforos o fluorescentes de aminoacidos. Se han empleado diferentes reactivos de
derivatizacion pre-columna, entre los que se encuentran: el fenilisotiocianato (PITC)
(Toran ef al.,, 1996), el fluorenilmetiloxicarbonilclorhidrico (FMOC-CI) {Betnér y Foldi,
1986), el dloruro de dimstilamino azobenzenosulfonil (DABS-Cl) (Beckmam
Instruments. Inc., 1989; Knecht y Chang, 1986), genera compuestos cromoferos. El
anterior reactivo produce derivados con una gran sensibilidad, pero a la vez esto
ocasiona una fuerte interferencia en la separacidn cromatografica, ademas de [a falta
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de especificidad, ya que se generan multiples derivadas de los aminoacidos (Knecht y

Chang, 1986).

El ortoftaldialdehido (OPA) ofrece buena sensibilidad, y ademas es estable en solucién

acuosa. Para desarrollar el derivado fluorescente se requiere de la adicién de un

mercaptano como el 2-mercaptoetanol (2ME). Se ha demostrado que |a estabilidad se

pierde después de 60 min (Zielkke, 1985), su deteccidn es por medio de un detector de

fluarescencia, el cual se programa para preducir una longitud de onda de excitacién de

340 nm y que registre una longitud de onda de emision de 455 nm, parametros en los

cuales se registra la senal de los derivados. El QPA reacciona Unicamente con aminas

primarias (Garza ef al., 1986; Cavazos et al., 19986). La reaccion de derivatizacion para

los reactivos mas ultilizados en el analisis de aminoacidos se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Reaccion de derivatizacion de aminoacidos con diferentes reactivas.
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Todes los reactivos de derivatizacion presentan ventajas e inconvenientes. Algunos de
los aspectos que los caracterizan en el analisis de AAs de hidrolizados de proteinas
fueron resumidos por la Joint FAQ-WHO (19¢1) y se muestran en el Cuadro 1. Las
condiciones que se buscan en un reactivo de derivatizacion son: que una mezcla de
AAs pueda ser cuantitativamente convertida a una mezcla de derivados, que sea
faciimente removido por evaporacion, que su metodologia no sea excesivamente
minuciosa, y que produzca el resultado deseado dentro de un amplio rango de
tolerancia del desarrollo de la técnica (Henrkson y Meredith, 1984).

Cuadro 1.-Algunos de los métodos disponibles para derivatizacion pre-columna para el
analisis de aminoacidos en hidraiizados de proteina.
PITC OPA FMOC FDNB FDNPAA Dansyl

Tiempo de derivatizacidn 20 05 5 30 50 30

{run)

Remocion del reactivo por Si No No Si Si No

secado

Extraccion del solvente No No Si No No No

Determinacién de aminas Si No Si Si Si Si

secundarias

Produccion cuantitativa Si Si Si Si Si Si

Derivados estables Si No Si Si Si No

Productos de interferencia No No No Si Si Si

Deteccién 254nm  Fluoresc Fluoresc 363nm  340nm  Fluoresc
encia encia encia

Sensibilidad pmal fmol fmol pmol pmol pmol

Intetferencia por

contaminantes en eluentes Si No No No No Si
PITC = fenilisotiocianato; OPA = o-ftalaldehido; FMOC = 8- fluorenilmetil Cloroformato
FDNPAA = 1-flucro-2 4-dinitrofenii-5-L-alanina amida; FDNB = 1-fluorure-2,4-

dinttrobenzeno; Dansil = cloruro de -1-dimetilaminc-naftalenc 5 sulfonil (Joint FAO-
WHO, 1991).

Solamente el PITC y el OPA han sido extensamente usados para derivatizaciéon pre-
columna en el andlisis de hidrolizados de proteina. El PITC es un reactivo que forma
derivados que pueden ser medidos en el detector de |uz ultravioleta a una longitud de
onda de 254 nm, los cuales son cromoéforos con aminas primarias y secundarnas (PTH-
aminoacidos). Usando HPLC-fase reversa se obtienen resuitados comparables a los de
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cromatografia de intercambio idnico; sin embargo, al reaccionar con hidroxilisina e
hidroxiprolina, puede producir interferencia de picos al presentar coelucion con lisina y
prolina respectivamente (Sarwar y Botting, 1993).

La estabilidad de los PTH-aminoacidos es controlada por |la temperatura y pH (5-7.5).
En solucion a pH optimo, ia pérdida de derivados es de 0-10% en 10 h. Refrigerando a
4°C, se puede limitar la pérdida a 5% en 48 h. El almacenado de derivados secos
(liofilizados) a —20°C y bajo presién reducida les da estabilidad por meses, e incluso un
afio (Krause et al., 1995).

Henrikson y Meredith (1984) fueron los primeros que describieron con detalle la
utilizacion de la derivatizacion pre-columna de PITC y posteriormente fue desarrollado
un método comercial por Waters (Mifford, MAUSA), conocido como el métado Pico-tag.
Subsecuentes cambios realizados por Bidlingmeyer (1987) redujeron e! liempo de
andlisis de 50 a 23 min, La metodologia PITC con varias modificaciones ha sido
aplicada a alimentos y fluidos fisiologicos (Beaver ef al.,, 1987; Buzzigoli et al., 1990),
alimentos y heces (Sarwar y Botting, 1993), alimentos para humanos y para animales
(Hagen ef al., 1989).

2.8 Validacion de meétodos por cromatografia de liquidos de alta resolucién

Una vez desarrolflado un méiado de anafisis por HPLC, al igual que toda técnica
analitica, debe ser confirmando y documentando que los resultados obtenidos son
confiables. Quattrocchi ef al. (1992) hacen mencién que en un ensayo de validacién
debe considerarse los siguientes parametros:

1. Seleclividad.- se refiere a la propiedad de! método de producir una sefial medible
debida sélo a la presencia del analito, libre de interferencia de otros componentes,
en la matnz de la muestra.

2. Linealidad.- se refiere a la proporcicnatidad entre la concentracion de analito y su
respuesta; se comprueba mediante un analisis de regresion lineal.

3. Precision.- esta relacionada con dispersién de las medidas alrededor de su valor
medio o central, y corresponden al grado de concordancia entre ensayos cuando el
método se aplica repetidamente a multiples alicuotas de una muestra homogénea
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La precisién se expresa matematicamente como la desviacion estandar, o mas
comunmente, como la desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion.

4. Exactitud.- también conocida como error sistematico © tendencia, cosresponde a la
diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero. La recuperacion del
analito debe acercarse al 100%.

5. Limite de deteccion.- corresponde a la mimima cantidad de anazlito que puede
producir un resuftado significative.

8. Robustez.- corresponde a los estudios que indican el grado de confiabilidad del
ensayc ante cambios de variables comunes. Estos cambios pueden ser ligeras
diferencias operativas de equipo, analista, laboratorio, columna, etc.; es evidente
que un meétodo debe ser “robusto” (reproducible), frente a cambios de analistas o

instrumentos.

Una de las aplicaciones mas relevantes del analisis de aminoacidos ha sido la
evaluaciéon de alimentos tanto para animales, coma para humanos, investigaciones
enfocadas en la obtencién de metodologias cuyos resultades sean comparados con los
resultados obtenidos por medio de la convencicnal cromatografia de intercambio ionico
(Brian et al., 1887; Beaver et al, 1987; Tuan y Philips, 1997). La validacion de las
metodologias ha contribuido & la alternativa de poder utilizar un procedimiento mas

rapido econémico y sensible (Harris, 1988).

Llames y Fontain (1994), realizaron un estudio colaborativo entre 28 laboratorios para
observar la desviacion estédndar relativa existente en la determinaciéon de aminoacidos
de ingredientes (maiz, harina de pescado) y alimentos completos para aves (iniciacion,
finalizacién); para lo cual, utilizaron cromatografia de intercambio ionico (IEC) y tres
meétodos alternos de hidrélisis (oxidacién con acido perférmico hidrolisis-acida
metabisulfto de sodio; oxidacion con acido performico hidrdlisis acida-acido
bromhidrico, e hidrélisis acida). La mayor variacién en cuanto a la repetibilidad para
todos los aminoacidos y para los tres procedimientos se presentd en el alimento
completo (12.7%j). La varniacion en la reproducibilidad fue mayor que en la repetibilidad;
el mayor valor lo presentd el alimento de iniciacidn (28.2%). Se concluyd que
cualquiera de los métodos propuestos puede adaptarse al anailisis de aminoacidos.
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Beaver et al. (1987) validaron una técnica de andlisis de aminoacidos utilizando el
PITC para el analisis de alimentos para animales. Obtuvieron precision en el método al
analizar muestras de trigo (CV% = 1.9-6.7). La recuperacidn fue del 100% para la
mayoria de los amincacidos (estandar de aminoacidos). Los valores obtenidos en trigo
y muestras de alimento para aves fueron iguales a los obtenidos por cromatografia de
intercambio i6nico (IEC). Lo anterior muestra la posible aplicacion de este método para
aplicarse a materiales altos en proteina como son; las harinas de sangre, pescado y
soya.

En los estudios de metabolismo, la concentracion de aminoacidos asi como de otros
metabolitos es de gran importancia. Los analisis a través del plasma son mas
frecuentes; sin embargo, la medicion a través de sangre completa es de gran interés ya
que las células rojas de la sangre participan activamente en el intercambio de
aminoacidos entre el tejido y la sangre. Por lo tanto, cuando estimamos el papel de un
argano en el metabolismo de aminoacidos con el uso de la técnica de balance neto,
tasa de flujo y gradiente de concentracion arteriovenosa pueden ser usados para
determinar el balance neto verdadero del érgano. Buzzigoli et al. (1990) desarrollaron
un método para el analisis de sangre, utilizando PITC como reactivo de derivatizacion y
CLAR- Fase Reversa; la deproteinizacion fue efectuada con acido percldrico. Los CV
méas elevadas en cuanto a la repetibilidad se presentaron en la histidina (14.6%),
metionina (20.5%) y fenilalanina (12.8%); con respecto a la reproducibilidad, la
varacién fue mayor para la mayoria de los aminoacidos, notdndose ese incremento
grandemente en [a lisina (repetibiidad 2.6 %: reproducibilidad 11.4%).

En ef mercado alimenticio, el analisis de aminoacidos no solamente posibilita ia
investigacion y el control de la calidad de los alimentos brindando informacién de la
calidad nutricional de las proteinas, sino que ademas permite determinar posibles
adulteraciones o establecer la autenticidad de los productos naturales (Cavazos et al.,
1996)

2.9 Utilizacién de ta HPLC en el anélisis de amino4cidos en alimentos

El conocimiento del contenido de aminoacidos de ingredientes y alimentos del ganado
es importante para los nutridlogas y los fabricantes de alimentos, para lograr la meta de
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produccién eficiente y efectivos costos de formulacion que conllevan a maximo
rendimiento.

Dos ingredientes alimenticios ampliamente usados en la nutricion de menogastricos
son el sorgo y la soya. MacDonald et al. (1985) desarrollaron una metodologia de
andlisis de los aminoacidos azufrados: metionina y cisteina;, y determinaron el
contenido de estos aminoacidos en 2 alimentos para humanaos y 4 para animales, entre
eflos harina de soya. La metodologia consisti6 en una preoxidacién con acido
perférmico antes de la hidrélisis, con 6 N HCI y se utilizo cromatografia de intercambio
idbnico y el autoanalizador de aminoacidos. Los analisis fueron realizados por 7
laboratorios, ta cisteina medida como acido cistéico presentd entre los laboratorios un
CV de 7.1 a 10.8% y la metionina medida como metionima sulfona presenté un CV de
1.2 a 12.8%. En el caso particular de la soya, la cantidad de acido cistéico enconirada
fue 0.63 a 0.80 g/100g de MS y para metionina sulfona 0.56 a 0.98 g/100 g MS.

Tuan y Phillips (1997) desarrollaron una metodologia para la obtencidén simultanea de
metionina y cisteina durante una hidrdlisis acida (HCI 6 N), aiadiendo en esta etapa el
3,3-4cidoditiodipropionico 8 una temperatura de 145 °C y diferentes tiempos de
hidralisis (80 min, 75 min, 240 min y 540 min). El analisis fue mediante cromatografia
de intercambio iénico y HPL.C, se utilizaron hidrolizados de una dieta a base de sorgo y
se observé que la cantidad de metionina y cisteina aumenté a medida que se
incrementd el tiempo de hidrélisis metionina 0.099, 0.175, 0.144, 0.168 ¢/100 g MS,
(tiempos 50 min, 75 min, 240 min y 540 min) y para cisteina 0.220, 0.276, 0.179, 0.236
g/100 g MS (tiempas 50 min, 75 min, 240 min y 540 min) respectivamente.

Los andlisis del contenido de amincacidos en soya y sorgo han sido realizados en
diferentes trabajos donde se ha investigado la digestibilidad ileal, la suplementacion de
un aminoacido determinado, la sustitucién de alguna de estas harinas, la digestibilidad
de un nutriente en particular y el comportamiento productive de los animales ante una
dieta especifica. Un resumen de los valores de aminoacidos reportados en diferentes
trabajos donde se ha empleado soya y sorgo, asi como el promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variacion son presentados en los cuadros 8-A y 9-A del
apéndice. En ellos se puede abservar que la metodologia mayormente usada en su
determinacién es hidrélisis acida HC! 6 N, atmésfera de N y determinacién por
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cromaiografia de intercambio ionica, usando el autoanalizador de aminoacidos. Para la
determinacién de ftriptéfano se ha realizado hidrdlisis con hidréxido de Bario; para
metionina, preoxidacidn con acido performico.

Otro método reportado es el que emplea el oroftaldialdehido -~ 3 4acido
mercaptopropionico, deteccién fluorescencia (Shimadzu-LC-4 A HPLC), hidrolisis con
HCI 6 N, tubos al vacio a 110 °C por 24 h (Yin et al., 1993). En el Cuadro 8-A se
presentan los coeficientes de variacion para €l contenido de aminoacidos en soya,
generado de diferentes repories, y se observa que los mayores C.V. son los obtenidos
en tirosina 25.7%, histidina 19.5%, metionina 15.1%, valina 11.4%, y tnptéfano 10.7%,
mientras que el C.V. en &! valor de proteina cruda fue de 4.58%. Para el caso del sorgo
(Cuadro 9-A), la variacién es mayor con respecto a la soya, el C.V. en la proteina cruda
fue de 10% y los mayores coeficientes de variacién en los aminoécidos fueron
obtenidos en valina 31.6%, triptéfanc 21.7% y metionina 11.1%. Lo anterior muestra la

gran vanacion en los cultivos de sorgo.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevé a cabo en instalaciones de la Facultad de Agronomia
de la UANL, localizada en Marin, N. L. Principaimente en el Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana. Parte del trabajo (separacién cromatografica) fue realizada
en el Laboratorio de Quimica Molecular de la Facultad de Medicina UANL.

3.1 Separacién cromatografica
3.1.1 Equipo utilizado

En el presente estudio se utilizé un Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion, el
cual cuenta con un espectrofotdmetro UV-VIS (L-4250 Merck-Hitachi Tokio Japén), un
sistema de bombas de doble piston (L-6200 Merck-Hitachi, Tokio Japdn), un
automuestreador (AS-2000 Merck-Hitachi Tokio Japén) con una capacidad de
inyeccién de 4 a 50 pl, y una interfase (D-6000 Merck-Hitachi Tokio Japoén), la cual
permite la conexion con la computadora para que el sistema se maneje mediante el
uso de un scftware (HPLC Manager version 2 P/N 008-8050-09 Merck-Hitachi Tokio

Japén).

Con respecto al tipo de columna, se utilizé una para fase reversa de Octadecilsilanos
(Luna Phenomenex, USA) de las siguientes dimensiones: 250 mm de largo con un
diametro de 4 mm y un tamafno de particula de 4.5 um. Para brindar proteccion a la
columna se utilizd una pre-columna de la misma composicion y de las siguientes
dimensiones: 4.0 mm de didmetro y 20 mm de largo (Hewlett Packard USA). La
temperatura durante el analisis fue mantenida a 35°C con un horno calentador de
columnas (Eppendorf- CH-30, USA).
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3.1.2 Eleccién del reactivo de derivatizacion, fases estacionaria y movil

Considerando que se contaba con un detector de luz ultravioleta y visible, se consulté
literatura para definir el reactivo de derivatizacion que permitiera la deteccion croméfora
de los diferentes AAs. Se eligi® el Fenilisotiocianato, ya que es unc de los reactivos de
derivatizacién que producen derivados de aminoacidos croméforos (Harris, 1988),
produce derivados estables (Krause et al., 1995) y un mezcla de aminoacidos puede
ser cuantitativamente convertida a una mezcla de derivados (Bidlingmeyer et a/., 1987).
La forma de llevar a cabo la reaccion de dervatizacion fue siguiendo la metodologia
propuesta por Bidlingmeyer ef al. (1987), la cual serd detallada ampliamente en la
seccién referente a derivatizacion de aminoacidos (3.1.3). La derivatizacion fue
comprobada inyectando una mezcla de AAs sin derivatizar y una mezcla derivatizada,
y se observé la sefal producida.

La fase estacionarna que se utilizé fue una columna de fase reversa de Octadeciisilanos
(Luna Phenomenex, USA). La fase moévil utilizada fue la propuesta por Furst et al.
(1989) cuyos eluentes estaban constituidos de la siguiente manera: Eluente A, buffer
de fosfatos de sodio 12.5 mM y 0.05% de trietilamina a pH 6.4. Eluente B, se utilizaron
400 ml del buffer de fosfatos de la composicién anteriormenie descrita mas 600 m) de
acetonitrilo, se ajusté el pHa € 4.

La fase mévil fue utilizada en gradiente de elucién, hasta lograr la separacion de los 17
AAs, como se describira mas adelante.

3.1.3 Preparacidn de soluciones de estandares de aminoacidos, individuales y
mezclas

Se prepard una solucion stock de cada uno de los estandares de los 17 aminoacidos
(Cuadro 2) a una concentracién de 0.1 M. Los cdlculos se realizaron empleando la
formula de Molaridad (Segel, 1976).

_ moles moles = & M = g/PM

. V(L) PM V(L)
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entonces g=(M)(PM)(V)

Dande: M es la concentracidon, PM es el pesc molecular de cada aminoacido indicado
en la etiqueta de su presentacion comercial, y V €s el volumen (en este caso = 0.010
L.)

En una balanza analitica (Ohaus USA) se pesé individuaimente dentro de un matraz de
aforacion de 10 ml exactamente la cantidad de AA indicada de acuerdo al Cuadro 2 y
posteriormente se agregd HC! 0. 1N hasta aforacion, excepto en el case de [a tirosina,
la cual fue disueita en NaOH 0.1 N, obteniendo asi 17 soluciones de aminoacidos
(individuales).

Cuadro 2. Cantidad pesada de cada aminoé&cido para cbiener 10 ml de solucién 0.1 M.

Aminoacido Gramos
DL- Acido Aspartico C,H;NO, SIGMA 98% 0.1331
DL- Acido Glutamic CsHsNQ4 SIGMA 98% content H.O 1 mol/mol 0.1471
DL- Serina CsH;NO; SIGMA 98% 0.1051
Glicina C,HsNO, SIGMA 99% D0.7507
DL- Histidina CeHaN1O5 SIGMA 99% 0.1552
Clorhidrato de DL-Arginina CgH14sN4sO2. HCl SIGMA 98% con
H,0 1 mol/mol 0.2107
DL-Treonina C4HsNO4 SIGMA 98% 0.1191
DL-Alanina CsH;NO, SIGMA 99% 0.8909
DL-Prolina CsHgNQO: SIGMA 99% con H,0 0.25 mol/imol 0.1151
L-Tirosina HOCgHs~4-CH,CHNH,COOH CARLO ERBA 99% 0.1812
DL-Valina CsH;1NO, SIGMA 98% 0.1171
DL -Metionina CsH{NO; S SIGMA 99% 0.1492
DL-Iscleucina CeH13N02 SIGMA 88% 0.1312
L-Leucina CsH1sNOQ; SIGMA 99% 0.1312
DL-Fenilalanina CsH{{NO, 98% 0.1652
L- Triptéfano C11H12 Ngo'z 98% 0.2042
Clorhidrato de |-Lisina CsH;s4NO,.HCI MERCK 98% 0.1826

A partir de 12 solucién 0.1 M de cada AA se preparé una mezcla tomando 100 pl
de cada uno, depositandose en un matraz de aforacion, y completando el volumen de
10 ml con buffer de fosfatos 12.5 mM pH = 6.4; de esta manera se obtuvo una solucién
con 1 mM de cada AA. La mezcla de aminoacidos conteniendo 1 mM (1umol/ml ) de
cada uno, fue utilizada para establecer las condiciones 6ptimas de trabajo.

33



3.1.4 Derivatizacion de aminoacidos

El procedimiento para llevar a cabo la derivatizacion de AAs fue de acuerde a lo
propuesto por Bidlingmeyer et al. (1987), Salazar (1993) y Yang (1985). Se llevaron a
cabo los siguientes pasos: se tomaron 78 pl de la solucidén de la mezcla de 17
estandares de AAs de 1 umol/ml, se depositaron en un tubo Eppendorf de 2.5 ml y se
llevaron a sequedad utiizando un liofilizador (Labconco, USA). Se adicioné
posteriormente 75 pl de una solucién constituida por etanol, agua y trietiiamina en una
proporcion 2:2:1 respectivamente. Esta solucion proporciona el pH (8) para que se
leve a cabo la reaccion de derivatizacion. Posteriormente, se secé mediante
licfilizacién, y se agregaron 75 pul de una solucién constituida por etanol, agua,
trietfamina y fenilisotiocianato en una proporcion 7:1:1:1 respectivamente; esta
solucién permite que los aminoéacidos sean convertidos en feniltiocarbamil-derivados
(PTH), dandoles propiedad de absorber luz UV pudiendo ser detectados a una longitud
de onda de 254 nm. Se agité durante 10 s en un vértex a velocidad 6 para lograr una
completa homogenizacion. Se dejd en reposo a temperatura ambiente por 20 min, y
después de este tiempo se llevd a completa sequedad mediante liofilizacién. Los
aminoacidos derivatizados fueron almacenados a -20°C hasta su posterior andlisis. La
derivatizacién fue evaluada indirectamentie en las pruebas de reproducibilidad
cuantitativa, (seccion 3.2.2) mediante la obtencidn de C.V.% de la alturas de pico.

3.1.5 Determinacion del programa de elucion adecuado y condiciones éptimas de
separacion

Los derivados de la mezcla de aminoacidos (PTH-AAs), se disolvieron en 750 pul de
buffer de fosfatos de sodio 12.5 mM con 0.05% de trietiamina, a un pH de 6.4, Para
favorecer la disolucién se utilizé un bafio de uttrasonido (Ultrasonicor, USA) por 10 min
a temperatura ambiente. Enseguida se filtré la solucidn utilizando una unidad de filtrado
de muestras (Milipore, USA), y una membrana Durapore (Millipore, USA) de 0.45 um
La mezcla de aminoacidos derivatizada y resuspendida fue introducida al HPLC
utiizando un automuestreador (Hitachi Merck, Tokio Japdn), programado para realizar

una inyeccion de 10 pl.

34



Para la separacién de los aminoacidos, se inicié con la utilizacién de un gradiente
desarrollado por Salazar (1993), el cual estaba constituide por ¢ambios de la
proporcién entre el eluente A y eluente B (gradiente de elucion), Posteriormente se
hicieron las modificaciones convenientes hasta permitir [a separacion cromatografica y
salida de la columna en forma individual de los diferentes AAs. La fase mdvil utilizada
fue la propuesta por Furst et al. (1989), la cual estaba conformada por el eluente A
buffer de fosfatos de sodio 12.5 mM y 0.05% de trietilamina a pH 6.4.- Se disolvieron
0.24 g de Na,HPO, y 1,30 g de NaH,PO, en un vaso de precipitados, se agregd agua
MilliQ, obtenida mediante un sistema de desionizacion (NANOpure, Bamnstead, USA) y
0.5 mi de trietilamina (TEA), se ajusté el pH utiizando HCI 3 N y/o NaCH 3 N y se aforo
a un litro con agua MilliQ.

Pars el eluente B se utilizaron 400 ml del buffer de fosfatos de la composicién
anteriormente descrita, mas 600 ml de acetonitrilo, y se ajusté el pH a 6.4 utilizando
HCI 3 N y/o NaCH 3 N.

Los eluentes fueron filtrados a través de un fittro Milipore GS 0.22 um y GV 0.22 pm,
para A y B, respectivamente. Se utiliz6 una unidad de filtracién conectada a yna bomba
de vacio. Los eluentes, antes de utilizarse, fueron desgasificados empleando vacio y
agitacién magneética durante 10 min en velocidad media (5 de 10). La separacién
cromatografica fue iniciada con un gradiente propuesto por Salazar (1993). Después de
la inyeccion de la mezcla de 17 aminoacidos, se observo el cromatograma generado
poniéndose especial atencion a la forma de los picos cromatograficos y la resolucion
entre ellos. Se considerd resuelto al pico cuyos extremos inferiores tocaran la linea
basal del cromatograma. Posteriormente se realizé la modificacion en el programa de
elucion: cuando los picos no estuvieron resueltos; se introdujeron lapsos donde
permanecia una concentracion constante de la fase A y B (condicion isocratica), en los
sitios de elucidn en gradienie el cambio de la proporcion de [a fase A y B se disminuyé.
Otro cambic efectuado fue el aumenid del flujo de las fases, al mismo tiempo que se
disminuyeron los tiempos de las etapas de eluciéon en gradiente asi sucesivamente,
hasta lograr la separacion de los 17 aminoacidos. Cabe sefialar que parte de esta
seccion del trabajo fue realizado en el Laboratorio de Quimica Molecular de la Facultad
de Medicina de la UANL, para lo cual se utilizd un sistema de cromatografia de liquidos

35



de alta resolucion Varan Gold, el resto de! instrumental y reactivos utilizados fueron los
antenormente senalados,

3.1.6 Determinacién de los tiempos de retencién de cada uno de los 17
estandares de aminoacidos en una mezcla y en inyecciones individuales

Una vez obtenida la separacién de los 17 AAs, se identificd el orden de elucion y
tiempo de retencidn, de acuerdo a [0 reportado en articulos cientificos relacionados con
el tema (Furst et al.,, 1989). No obstante, se corroboré la identificacion de ellos, para lo
cual se realizé la inyeccion de cada aminoacido, constatando el tiempo de retencion de
cada uno. En €l caso de tener duda en alguno de ellos, se realizd una coinyecciéon gue
consistia en adicionar a una mezcla de los 17 aminoacidos, una cantidad extra del
aminoacido que se queria identificar, observando el incremento en altura dei
aminoacido en particular.

3.2 Evaluacion cualitativa, cuantitativa y linealidad del método

3.2.1 Evaluacién cualitativa del método: Repetibilidad y Reproducibilidad
cualitativa
1. Repetibilidad cualitativa. Esta prueba evalia fundamentalmente el buen
funcionamiento de la bomba y el mezclador del cromatografo, bajo condiciones
de temperatura constante durante el analisis (Huber, 1994). Se realizd la
inyeccion tres veces el mismo dia de una mezcla de 17 estandares de AAs de
la miema concentracion (1 umol/mi) derivatizados previamente, obteniendo el
coeficiente de variacion del tiempo de retencion para cada aminoacido.

2. Reproducibilidad cualitativa. Esta prueba evalla ademas de lo anterior, la
preparacion de fase moévil, deterioro de la columna, Manteniendo condiciones
de temperatura constante durante el analisis. Se realizd la inyeccion en tres
dias diferentes, de una mezcla de 17 estandares de AAs de la misma
concentracion (1 pmol/ml) derivatizados previamente, obteniendo el coeficiente
de variacion del tiempo de retencién para cada aminoacido.
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3.2.2 Evaluacién cuantitativa del método: Repetibilidad y Reproducibilidad
cuantitativa

1. Repetibilidad cuantitativa. Esta prueba evalua fundamentaimente el detector y
el sistema de inyeccién. Se realizd la inyeccidn tres veces el mismo dia de una
mezcla de 17 estdndares de AAs de la misma concentracion (1 umoliml)
derivatizados previamente, obteniendo ef coeficiente de vanacion de la altura de
pico para cada aminoacido.

2. Reproducibilidad cuantitativa. Esta prueba evalia el deterioro del equipo
(lampara, bomba y columna) y preparacién de las fases A y B. Se realizé la
inyeccion en tres dias diferentes de la mezcla de 17 estandares de AAS de la
misma concentracion (1 pmol/mi) derivatizados previamente, obteniendo el
coeficiente de variacion de la aliura de pico para cada aminoacido
(Bidlingmeyer et al., 1984).

3.2.3 Evaluacién de la linealidad del método (Recta de calibracién).

Para evaluar la linealidad del método, se realizé una serie de diluciones a pantir de la
concentracion de la mezcla de 17 estandares de AA's, siendo éstas de: 1, 0.75, 0.50 y
0.25 pmol/ml, (Bidlingmeyer ef al., 1987; Salazar, 1993). Dichas concentraciones
corresponden al volumen antes de Ia inyeccian al cromatdgrafo, los limites superior e
inferior de la dilucién fueron seleccionados tomando en cuenta que todos fos
aminoacidos manifestaran sefial (alttura de pico), en el crematograma (0.25 pmol/ml), y
que a la vez no se presentaran problemas de taponamiento en la columna par exceso
de reactivo de derivatizacién empleado para una mayor cantidad de aminoacidos (1
umol/ml}. Posterior a la dilucién, se procedié a realizar la derivatizacién, como se indico
previamente (seccidon 3.1.4.) Las diferentes diluciones derivatizadas y resuspendidas
fueron inyectadas (10 pl) al HPLC, se obtuvo para cada AA una sedal en base a la
aftura de pico (Y). Se utilizaron estos datos junto con la concentracion (X), para realizar
un andlisis de regresién obteniendo el coeficiente de determinacion (R?) y los valores
de la pendiente (B1) ¥ ordenada al origen (B.); los cuales seran utilizados al momento
de realizar los analisis cuantitativos posteriores (Silvestre et a/., 1984).
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3.3 Evaluacién de la metodologia de hidrélisis

Para determinar la pérdida de aminoacidos por efecto de ia hidrdlisis, se sometio a
“nidrélisis” una mezcla de 17 estandares de AAs, la cual se prepard de fa siguiente
manera: se tomaron 500 pl de la solucién stock de 0.1 M de cada AA individual
(seccion 3.1.3), se depositaron en un matraz de aforacion de 10 mi y se completd el
volumen con buffer de fosfatos de sodio 12.5 mM pH 6.4. De esta manera se obtuvo
una solucién de 5 pmol/ml de cada aminodcida. La metodologia de hidrolisis que se
siguid fue la descrita por Simpson et al. (1976), en la cual se utiiza el acido
metanosulfénico 4 N conteniendo 0.2% de 3-(2-amincetil)indol como catalizador
(Pierce). Este compuesto mantiene la integridad del triptéfano a diferencia del acido
clorhidrico que le produce una rapida destruccion par oxidacion,

Se tomaron 400 yl de la solucién de 5 umol/mi (cinco repeticiones), se depositaron en
un tubo de hidrolisis al vacio (Pierce, USA), se agregaron 500 ul de acido
metanosulfénico (Pierce), se le realizd vacio por 1 minuto mediante una bomba,
posteriormente se enrosco el tapén y finalmente se puse en un horno calentador
(Pierce) a 153°C por 2 h (Guajardo, 2000). Una vez transcurrido este periodo, se
sacaron Jos tubos del horno se enfriaron y se aforaron a un volumen de 1.5 ml con
buffer de fosfatos de sodio 12.5 mM pH 6.4, obteniendo una concentracidn final de
cada aminoacido de 1.33 umol/mi. El hidrolizado se almacend en un vial Eppendorf a —
20°C hasta su analisis cromatografico. 75 ul del “hidrolizado” fueron derivatizados (de
acuerdo a la seccidn 3.1.4) y resuspendidos en 750 pl. de buffer de fosfatos de sodio
12.5 mM pH 6.4, de aqui se inyectaron 10 ul al HPLC.

Se realizo el andlisis cuantitativo mediante el método del estandar externo (Quattrocchi
et a/.,1992) el cual consiste en la generacion de una curva de calibracion obtenida a
partir de fos datos de concentracién y altura de pico generados del andlisis de una
sene de diluciones, siendo estas 1, 0.75, 0.50 y 0.25 umol/m! de cada uno de los 17
estandares de AAs. Con {os datos anteriores se realizé un anélisis de regresion para
cada AA, obteniendo los coeficientes de determinacién (R?), los valores de f,
(ordenada al ongen) y 1 (pendiente de ia recta). La concentracion de cada AA en el

“hidrolizado” se determing utilizando la siguiente formuia (Draper y Smith, 1981):
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X = (y-Bo) 1B
X= concentracion
y = altura de pico de cada AA obtenido a partir del cromatograma
B, = ordenada al origen

B+ = pendiente de |a recta

Para calcular el facter de hidrélisis, se tomd en cuenta la concentracion de los AAs en
la mezcla de estandares que se hidrolizé, la cual fue 1.33 umol/ml; este valor se dividié
entre la concentracion obtenida a partir del analisis cromatogréfico del “hidrolizado” y
calculada con la férmula antes descrita (valor de X), de tal manera que se obtuvo un
factor de hidrélisis para cada AA.

Dicho factor permitié corregir los valores obtenidos en el analisis de muestras (Tuan y
Phillips, 1997).

3.4 Evaluacién de la exactitud del método: Cuantificacién de aminoacidos en una
proteina de composicién conocida albiimina sérica bovina (ASB)

Para verfficar la exactitud del método desarrollado, se realizé el analisis de una
proteina de composicion aminoacidica conocida utilizando albumina sérica bovina
(Sigma), la cual ha sido utilizada por Hoogerheide y Cambells (1892), en un estudio
similar al presente. Se depositaron 3.5 mg de ASB por triplicado dentro de un tubo de
hidrolisis al vacio, y posteriormente se siguieron los mismos pasos descritos en la
obtencion del factor de hidrolisis. Asi también la derivatizacidén fue de acuerdo a lo
sefialado en la seccion 3.1.4 La cuantificacién se realizé empleando la formula de
concentracion descrita en la seccidn 3.3, Y posteriormente se realizo el siguiente
calculo para reportar el contenido de cada aminoacido en porciento.

% de AA = 100[(valor de X) (PM) (V en L))Ymg de muestra
Donde:

valor de X = valor obtenido de la ecuacién de concentracion
PM = peso molecular de cada AA

V = volumen de la dilucion en litros

mg = peso de la muestra hidrolizada
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Los valores obtenidos se corrigieron utilizando el factor de hidrélisis para cada
aminoacido, y fueron comparados con la composicion tedrica de la ASB (obtenida por
secuencia aminoacidica, Banco Gendmico). Se realizé una prueba de t de Student (tg s
2 Gl). en la modalidad de un grupo de datos contra un dato (SPSS, 1997), con fa
finalidad de observar diferencias significativas entre lo esperado y lo obtenido con el
método desarrollado. Ademas, se realizé un analisis de correlacion para ver la relacion
entre los datos obtenidos con respecto a los esperados, se generé una ecuacion para
ajustar los datos obtenidos con respecto a los esperados mediante una linea de
regresién (Hoogerheide y Cambells, 1992).

3.5 Analisis de ingredientes

Se colecté una muestra de los ingredientes soya y sorgo que regularmente son
utiizados en la formulacién de dietas para cerdos en la FAUANL. Las muestras de
soya y de sorgo fueron molidas en un molino Willey y pasadas a través de un tamiz de
2 mm. A partir de hannas de soya y sorgo se realizaron mezeias tomando en cuenta la
cantidad de materia seca (determinaciéon gravimétrica 105°C en estufa durante 2 h) de
dichos materiales. Se realizaron la combinaciones soya:sorgo 50:50 y 25:75.
Posteriormente se determind la cantidad de proteina de las muestras mediante el
método Kjeldahl {AOAC, 1990), y en base a esa cantidad (Cuadro 10), se realizaron |os
calculos sometiende a la hidrélisis 3.5 mg de proteina colocando por triplicado la
cantidad sefialada. Finalmente se realizd el analisis cuantitativa de aminoacidos de las
harinas, usando los procedimientos descritos anteriormente.

Con los resultados obtenidos de los tres hidrolizados de cada muestra, se les calculd la
media, desviacion estandar y el coeficiente de variacion. Los datos obtenidos para los
aminoacidos esenciales fueron comparados con los valores (te¢ricos) reportados en el
NRC (1998), ya que la informacién existente en esta fuente generalmente sirve de
referencia al momento de realizar una racion alimenticia para el ganado. Finalmente se
realiz6 una prueha de t de Student con la finalidad de observar diferencias
significativas en los datos obtenidos.
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4. RESULTADOS

4.1. Determinaciéon del programa de elucién

4.1.1 Condiciones 6ptimas de separacién

La separacion cromatografica fue realizada en condiciones de gradiente iniciande con
el eluente polar (A: Buffer) y terminando con el eluenie apolar (Buffer mas un
compuesto organico). En el Cuadro 3 se muestra la serie de cambios en tiempo (min) y
proporcién del eluente B de los gradientes utilizados para llegar a las condiciones
finales de separacién. La resta de cien menos el % del eluente B es la proporcion del
eluente A en todes los gradientes. Se puede observar que el primer cambio que se
realizo del gradiente 1 al 2, fue eliminar €l paso de 15 a 22 min donde cambiaba el %B
de 32% a 28%, esa condicién se sustituyd por |a introduccion de un lapso de elucién
isocratica de 18 a 25 min manteniendo un 35% del eluente B, en la Figura 2-A del
apéndice se puede observar la poca resolucion en los primeros 9 picos.

Cuadro 3. Gradientes utilizados para la separacion de aminoacidos mediante HPLC-

FR.
Gra. 1 Gra, 2 Gra. 3 Gra. 4 Gra. 5 Gra. 6
T Eluente| T Eluentre| T Eluente | T FEluente| T Eluente| T Eluente
(miny B% [(min) B% |[(min) B% |(min) B8% |{min) B% [(min) B%
0 0 0 0 0 0 0] 0 ] (0] 0 0
2 2 5 2 5 2 7 0 30 (] 35 10
15 32 18 35 9 10 9 5 44 35 49 42
22 28| 25 35 14 10 17 5 51 35 56 42
26 68| 33 100 24 35) 29 35 5% 100 64 160
30 100| 38 100 31 35| 36 35 64 100 69 100
40 0| 48 (6] 39 100| 44 100 69 0 74 0
50 0 50 0 44 100 49 100
50 0 54 0

e Fase: Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na moncbasico 12.56 mM + 60% de
acetonitrilo + 0.05% de TEA. Flujo; 1 mi/min

« Columna para fase reversa de Octadeciisilanos (Phenomenex Luna) de las siguientes
dimensiones. 250 mm de largo con un diametro de 4 mm y un tamano de particula de
4.5 ul Pre-columna de la misma composicidn y de las siguientes dimensiones 4.0 mm
de diametro y 20 mm de largo (Hewlett Packard). Horno calentader de columnas
{Eppendorf- CH-30), manteniendo una temperatura de 35°C.
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E! siguiente cambio que se realizé del gradiente 2 al 3 fue introducir 1o que se conoce
como “escalén” o elucion isocratica del minuto 9 al 14, se mantuvo un 10% de B. El
cromatograma generado del gradiente 3 se muestra en la Figura 3-A del apéndice, en
el cual se observa que no existia cambio en la separacion, por lo que se cambid el
gradiente 3 al 4 iniciando con 0% del eluente B manteniendo esa condicion por 7 min,
para posteriormente a jos 9 min tener un 5% del eluente B y mantener esa condicién
por 8 min.

En el cromatograma 4-A del apéndice se observa la separacién de los primeros 5
picos, pero los siguientes 4 aun se encuentran unidos, por lo que se cambié del
gradiente 4 al 5 manieniendo en les primeros 30 minutos condiciones isocraticas con el
eluente A.

En el cromatograma 5-A del apéndice, de los primercs 8 aminoacidos, 7 se observan
resueltos en picos separados y 2 estan unidos en un mismo pico; los siguientes 3 picos
se encuentran separados, le siguen 2 que estan unidos pero con puntas separadas
{corresponden a isoleucina-leucina); de los siguientes 3 AAs 2 picos se ven separados,
pero el tercero se ve unido a un pico pequeiio. Viendo que las condiciones isocraticas
en el gradiente 5, donde los primeros 35 min se utilizé 100% de eluente A (0% de
eluente B). no eran suficientes para separar los primeros 9 picos, pero que el gradiente
general era favorable para el resto de los picos (8 de 17), se decidid que en el cambio
del gradiente § al 6 se introdujera una elucidon en gradiente en los primeros 35 min,
cuya pendiente fuera muy ligera de 0 a 10% con eluente B. Posteriormente, se genero
otro incremento de la proporcion de B de 10% a 42% en 14 min. Esta proporcién se
mantuvo por 12 min y favorecio la separacion de isoleucina-leucina; posteriormente la
proporcion de 42% del eluente B se incrementd a 100% en 8 min, permaneciendo en
esta proporcién 5 min. En la Figura 6-A del apéndice se observa la separacion de los
17 picos.

Como el tiempo de elucidn se incrementd hasta 80 min, se degidid que s& aumentara el
flujo del gradiente de 1 a 2 ml/min, y se redujeran a la mitad los tiempos de las
diferentes etapas de elucién, generando el gradiente 7, el cual constituyd las
condiciones finales de separacion y se presenta en el Cuadro 4. E| iempo de elucion
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fue de 35 min, aunque se requiid un tiempo adicional de 20 min para
acondicionamiento de la columna empleando efuente A. En la Figura 7-A del apéndice
se observa la separacién de 17 picos correspondiente a la mezcla de 17 estdndares de
AAsS.

Los reactivos utilizados en la reaccién de derivatizacion eluyeron al final del
cromatograma. En la Figura 4 se observa el cromatograrna del blanco de reactivos.

Cuadro 4.- Gradiente de elucion final usado para la separacion de aminoacidos
mediante HPLC-FR.

~ Tiempo (min) Eluente A% Eluente B%

0.0 100 0

175 80 10

24.5 58 42

28.0 58 42

32.0 D 100

345 0 100

37.0 100 0

e Fases: Eluente A: fosfato de Na monobésico 125 mM + 005% de TEA pH = 64
Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na monobasice 12 5 mM + 60% de acetonitrilo +
0 05% de TEA

e Flyo: 2 mifmin,

« Columna para fase reversa de Octadecilsilanos (Phenomenex Luna) de las siguientes
dimensiones: 250 mm de largo con un diametro de 4 mm y un tamano de particula de
45 ul

e Pre-columna ge la misma composicion y de las siguientes dimensiones 40 mm de
aidmetro y 20 mm de largo (Hewlett Packard)

¢« Homo calentador de columnas (Eppendorf- CH-30); manteniendo una temperatura de
35°C
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4.1.2 Determinacién de los tiempos de retencién de cada uno de los 17
estandares de aminoacidos en una mezcla y en inyecciones individuales

Una vez separados los 17 AAs se confirmd el orden de elucién mediante inyecciones
individuales de cada uno de ellos y en algunos casos se realizé coinyeccion para
confirmar el tiempo de retencion correspondiente. En la Figura 4 se presenta el orden
de elucién y el tiempo de retencidn de los 17 estandares de AAs. El orden de elucién
en la mayoria de los aminoacidos coincidié con lo reportado en la literatura (Flrst et al.,
1989), excepto para histidina- treonina gque intercambiaron lugar, ya que en la
referencia aparecian treonima-histidina y arginina, alanina y prolina que en Ia

referencia aparecian en el orden alanina, prolina y arginina.

La elucién de todos los AAs se realizd en 35 min, sin embargo, se adicionaron 20
minutos mas de equilibrio para la columna fluyendo por el interior de la columna
eluente A. Los aminoacidos eluyeron en grupos (Figura. §) aspartico-glutamico, serina-
glicina-histidina, arginina, treonina-alanina-prolina, tirosina-valina-metionina, isoleucina-
leucina y fenilalanina-trptofano-lisina. E! orden estuvo determinado por la polaridad,
eluyendo los mas polares o hidrofilicos primero y mas tarde los apolares o hidrofébicos.
El par isoleucina-leucina, presentan tiempos de retencion muy semejantes, difiiendo
en tan solo 0.18 min, motivo por el cual las bases de los picos del cromatograma
(Figura. 5) se observan unidas.
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4.2, Evaluacién cualitativa, cuantitativa y linealidad det! método

4.2.1. Evaluacion cualitativa del método: Repetibilidad y Reproducibilidad

cualitativa

1.- Repetibilidad cualitativa.

En el Cuadro 5, se muestra la repetibilidad en tiempos de retencién de cada AA. Se
obtuvieron C.V. entre 0.03% (lisina) a 1.8 (serina), indicando un buen funcionamiento
del equipo cromatografico. Los mayores C.V. (%) se abtuvieron en los aminoacidos
eluidos en los primeros 20 minuios del gradiente, justo donde se presenta un
incremento lineal del eluentie B. La repetibilidad cbtenida permitié posteriormente

identificar cualitativamente los 17 aminodcidos presentes en hidrolizados de muestras

en base a su tiempo de retencion.

Cuadro 5. Repetibilidad en el tiempo dé retencion de cada aminoacido de una mezcla

de 17 estandares.

PROMEDIO*

AA ta. S C.V.
Ac. aspartico 1. 0.1 1.0
Ac. glutamice 12.6 0.14 1.1
Sernna 17.14 0.31 1.8
Glicina 18.1 0.26 1.5
Histidina 19.0 0.23 1.2
Arginina 209 0.18 0.9
Treonina 22.8 0.05 0.2
Alanina 23.2 0.04 0.2
Prolina 23.6 0.04 02
Tirosina 26.2 0.03 0.1
Valina 26.7 (.03 0.1
Metionina 27.3 0.02 0.1
Isoleucina 28.4 0.02 0.1
L.eucina 28.5 0.02 0.1
Fenilalapina 29.9 0.02 0.1
Triptofano 30.6 0.02 0.1
Lisina 31.8 0.01 0.03

AA aminoacido, *(n = 3),tg: tempo de retencion, S desviacin estandar, CV: coeficiente de
variacion
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2.- Reproducibilidad cualitativa

El Cuadro 6, muestra la reproducibilidad de tiempos de retencién de cada AA. Los
coeficientes de variacién para los tiempos de retencion en inyecciones de diferentes
dias, se manifestaron més altos que los obtenidos en inyecciones de un mismo dia
(Cuadro. 5). El rango de variacién fue entfre 1.2 (lisina) a 3.9% (arginina).

Cuadro 6. Reproducibilidad del tiempo de retenciéon de cada aminoacido de una mezcla
de 17 estandares.

PROMEDIO*
__AA tr S C.V.
Ac. aspartico 10.2 0.16 1.6
Ac. glutamico 11.5 0.21 18
Serina 16.4 0.33 20
Glicina 17.4 0.41 23
Histidina 18.5 0.55 30
Arginina 20.5 0.81 3.9
Treonina 22.4 0.47 2.1
Alanina 22.8 0.44 1.9
Prolina 23.3 0.33 1.4
Tirosina 26.3 0.38 1.9
Valina 26.7 0.32 1.2
Metionina 27.3 0.35 1.3
Isoleucina 28.4 0.40 1.4
Leucina 285 0.41 1.4
Fenilalanina 29.9 0.70 23
Triptofano 30.7 0.81 2.7
Lisina 31.7 0.37 1.2

AA: aminodcido, *(n = 3), tz. iempo de retencion, S: desviacion estandar, C.V.. coeficiente de

variacion.
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4.2.2 Evaluacién cuantitativa del meétodo: Repetibilidad y reproducibilidad

cuantitativa

1.- Repetibilidad cuantitativa.

En el Cuadro 7 se indica la repetibilidad de la altura de pico de cada aminoacido de

una mezcla de estandares (17 AA). Los coeficientes de variacion, de la attura de pico

para tres inyecciones de la mezcla de AAs analizadas el mismo dia se manifestaron en

un rango de variacién entre 0.8% (Fen) y 56% (Glu). Los mayores C.V. (%) se

presentaron en los AAs eluidos en los primeros 20 minutos del gradiente.

Cuadro 7. Repetibilidad de la altura de pico (mv = milivolts) de cada aminoacido de una

mezcla de estandares (17 AA).

Promedio *

) AA Altura de pico (mv) S C.V.
Ac_ aspartico 5076 249 49

Ac. glutamico 4234 238 56
Serina 3211 108 3.4
Glicina 3036 140 46
Histidina 2451 98 4.1

Arginina 2227 27 1.2
Treonina 4877 90 18
Alanina 6502 60 0.8
Prolina 7358 186 25
Tirosina 9330 137 1.5
Valina 9105 109 1.2
Metionina 8288 239 29
Isoleucina 7197 83 1.2
Leucina 7719 162 1.9
Fenilalanina 6136 48 0.8
Triptofano 5672 157 2.7
Lisina 4438 82 1.8

AA: aminoacido, *(n = 3), S. desviacion estandar, C V.: coeficiente de vanacién,
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2.- Reproducibilidad cuantitativa.

En ¢l Cuadro 8 se presenta la reproducibilidad de la altura de pico de cada aminoacido
de una mezcla de estandares, en la que se puede observar que los coeficientes de
variacion para altura de pico de inyecciones del estandar realizadas en diferentes dias,
presentaron valores mas altos para todos los AAs, principalmente en senna (28.3%).
glicina (29.6%), histidina (23.2%), arginina (25.8%) y lisina (26.1%); comparados con
los obtenidos al evaluar la repetibilidad cuantitativa (Cuadro 7).

Cuadro 8. Reproducibilidad de la altura de pico (mv = milivolts) de cada aminoacido de
una mezcla de estandares (17 AA).

Promedio *

' AA Altura de pico (mv) S C.V.
Ac. aspartico 4378 783 17.9
Ac. glutamico 3714 540 14.5
Serina 2550 720 283
Glicina 2521 745 256
Histidina 2229 518 23.2
Arginina 17681 454 258
Treonina 4491 347 &

Alanina 5034 356 7A

Prolina 5918 517 8.8

Tirosina 7753 1118 14.4
Valina 8303 1218 14.7
Metionina 6082 1083 17.8
Isoleucina 6814 827 12.4
Leucina 7881 1339 16.9
Fenilalanina 5480 1086 19.8
Triptofano 6023 476 79

Lisina 5194 1354 26.1

AA amincécido, (n = 3), S. desviacidn estandar, C V . coeficiente de variacion
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4.2.3 Evaluacion de ia linealidad del método {Recta de calibraciéon)

En el Cuadro 9 se presenta el promedic de los coeficientes de determinacion, de siete
de las curvas de calibracién realizadas en este trabajo para cada aminoécido. Al
someter a un andlisis de regresion los valores registrados, como altura de pico (Y) de
cada AA generado de las diferentes concentraciones de la mezcla de estandares (X =
1.00, 0.75, 050 y 0.25 pl /ml), se observd que los menores coeficientes de
determinacién (R?) fueron obienidos en serina, arginina y lisina; siendo estos de 0 96,
mientras que treonina y trptéfano presentaron R? de 0.97. Para el resto de los AAs el
R? fue de 0.99 (acido glutdmico, glicina, profina, tirosina, valina, metionina, isoleucina,
leucina y fenilalanina).

Cuadro 3. Promedio del coeficiente de determinacion (R?) de 7 curvas de calibracién de
17 estandares de aminoacidos.

AA R*
“Ac. aspartico 0.98
Ac. glutéamico 0.99
Serina 0.96
Glicina 0.99
Histidina 0.98
Arginina 0.96
Treonina 0.97
Alanina 0.98
Profina .99
Tirosina 0.99
Valina 0.99
Metionina 0.99
Isoleucina 0.99
Leucina 0.99
Fenilalanina 0.99
Triptofano 0.97
Lisina 0.96

Determinado por el analisis cromatografico de una mezcla de estédndares de AAs de 1.00, 075
0.5C y 0.25 pmol /ml.
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4.3 Evaluacion de la metodologia de hidrélisis

En el Cuadro 10 se pueden observar los factores compensatorias de la hidrélisis para
cada AA, con los cuales posteriormente se ajustaron los valores obtenidos de los AAs
en las muestras de harinas, compensando las pérdidas debido a la hidrélisis (Fabian et
al, 1980; Cruz, 1997; Guajardo, 2000). Los valores mayores se obtuvieron en el
aspartico y el glutdmico con 1.8 y 1.9, respectivamente; lo anterior indica la gran
pérdida de estos dos aminoacidos durante |a hidrélisis (46.4 y 48.7% respectivamente),
la metionina fue el AA menos afectado en la hidrdlisis, presentandc un factor de 0.94 y
una recuperacion dei 106.4%, corroborando la eficiencia del vacio generado en Jos
dispositivos utilizados (tubos Pierce).

Cuadro 10, Factores de hidrélisis utilizados para compensar las pérdidas ocurridas
durante el proceso de hidrélisis de proteinas (n = 5 hidrolizados).

Factor de
AA hidrélisis' S CV. Recuperacion (%)
Ac. Aspartico 1.8 0.057 3.1 54.7
Ac. Glutamico 1.9 0.082 4.2 51.3
Serina 1.2 0.039 33 85.5
Glicina 1.1 0.080 74 92.6
Histidina 1.2 0.054 45 82.6
Arginina 1.2 0.137 11.1 80.7
Treonina 1.4 0.239 17.4 729
Alanina 1.0 0.10D 10.2 102.0
Prolina 1.0 0.074 7.7 103 .1
Tirosina 1.1 0.057 51 90.1
Valina 1.2 0.053 4.4 81.9
Metionina 1 0.067 71 106.4
Isoleucina 1.2 0.031 2.5 813
Leucina 1.4 0.084 6.1 72.5
Fenilalanina 1.2 0.055 45 81.3
Triptéfano 1.4 0.048 3.6 73.5
Lisina 1.3 0.248 19.4 78.1

T Determinado como la relacion pmol/m( de solucion de estandares de AA somelidos a
hidrélisis, entre umol/m| de AA determinados por HPLC después de la hidrélisis por 2 ha 135
°C S’ desviacién estandar, C V.. coeficiente de variacion.

El triptéfano es un AA que se destruye durante la hidrdlisis acida tradicional (Gehrke ot
al., 1985), sin embargo, en este trabajo utilizando el acido metanosulfénico 4 N
conteniendo 0.2% de 3-(2-aminoetillindol (Pierce} presentd un factor de 1.4; (o cual,
representa un 75.5% de recuperacion. La leucina presento baja recuperacion (72.5%),
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representando un factor de hidrolisis de 1.4, la lisina presentd un faclor de 1.3
(recuperacién del 78.13%); sin embargo, fue el AA que presenté el mayor coeficiente
de vanacion, 19.4%. Otros AAs que presentaron también C.V. altos fueron arginina,
treonina, y alanina (11.1, 17.4 y 10.2%, respectivamente), el factor de hidrolisis para
estos AAs fue 1.2, 1.4, y 1.0, respectivamente.

4.4, Evaluacion de la exactitud del método. Cuantificacion de aminoacidos en
albumina sérica bovina (ASB}

Los resultados obtenidos del analisis de tres hidrolizados de ASB se presentan en el

Cuadro 11 y su cromatograma de elucién en la Figura 6. Los C.V. fueron menores a

11% para 16 de los aminoacidos; treonina, metionina y triptéfano fueron los AAs que

presentaron mayor coeficiente de variacion (10.5, 12.1 y 10.3%, respectivamente).

Cuadro 11. Prueba de t de Student del contenido de aminodcidos de albumina sénca
bovina analizada por HPLC-FR y comparada con su valor tedrico obtenido
por secuencia aminoacidica (n = 3).

THPLC *Teérico
AA % AA % AA C.V. {c to.0s 2aly
Ac. aspartico 8.3 10.5 7.1 5.4* 43
Ac. glutamico 15.6 14.9 4.2 23 4.3
Serina 3.7 4.9 37 14.2* 4.3
Glicina 1.6 1.9 5.7 3.1 43
Histidina 24 3.9 1.6 4.3* 4.3
Arginina 7.5 7.3 3.0 1.8 43
Treonina 6.3 6.1 10.5 04 43
Alanina 52 6.1 53 Q0.7 4.3
Prolina 4.3 4.5 71 0.7 4.3
Tirosina 4.2 5.6 7.4 6.4* 43
Valina 49 6.5 6.9 6.9 4.3
Metionina 0.4 1.1 12.1 20.4* 43
Isoleucina 2.7 2.9 6.1 1.5 43
Leucina 10.0 12.5 4.4 9.8* 43
Fenilalanina 57 7.2 5.1 7.2* 43
Triptofano 04 0.8 10.3 22.2* 43
Lisina 12.4 12.8 6.3 0.9 43

" determinada en este estudio, ‘determinada segln secuencia aminoacidica (banco de genes) 1c_t
calculada, t oosagn. 1 de tablas, C.V." coeficiente de vanacion. ‘Sitc < toos 2 gy, €nlONces no existe
diferencia significativa, y por lo tanto {a exactitud es apropiada, * diferencia significativa (p < 0 03)

Los resuftados obtenidos como porcentaje de AA fueron comparados con la proporcién
de cada AA calculada a partir de la secuencia aminoacidica de dicha proteina (valor
teérico).
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Se realizd una prueba de t de Student (SPSS, 1997) en la opcidn de comparacion de
datos contra un valor tedrico. Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) entre
lo medido y lo esperado para las siguienies AAS. aspartico, serina, tirosina, valina,
metionina, leucina, fenilalanina. La metionina y el triptéfano fueron los AAs que
obtuvieron valores mas bajos de lo esperado por lo que presentaron diferencias
significativas en la prueba de t de Student (p < 0.05). El valor obtenido por metionina
fue de 0.42% y su valor tedrico 1.09%, en el caso del triptéfano el valor obtenido fue
0.4%, mientras que el tedrico es 0.89; sin embargo, el valor obtenide en el analisis
HPLC es un valor promedio de tres hidrolizados cuyos datos tuvieron un coeficiente de
varnacion para metionina 12% y para triptéfano 10.3%.

Los AAs acido aspartica, serina, histidina, tirosina, valina y fenilalanina, que también
presentaron diferencia significativa (P < 0.05), manifiestan una diferencia que oscila
entre 2.5 y 1.2 unidades porcentuales con respecto al valor tedrico; que aunque es una
diferencia significativa, al realizar un ajuste a una recta mediante un analisis de
regresion lineal entre los valores tedricos y obtenidos por HPLC, se obtuvo un
coeficiente de determinacién de R? = 0.968 mostrando la semejanza entre los grupos de
datos. En la Figura 7 se muestra lg grafica del ajusie a la recta.
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Figura 7. Analisis de regresion entre el contenido de aminoacidos de la albumina senca

bovina efectuado por HPLC-FR y su composicion tednca.

4.5 Analisis de muestras

En el

Cuadro 12 se muestran los resultados del analisis del contenido de materia seca

y proteina cruda para las muestras de soya, sorgo y sus mezclas (soya:sorgo- 50:50 y
25.75).

Cuadro 12. Contenido de materia seca y proteina cruda de las mueéstras analizadas,

Materia seca Cenizas Materia organica Proteina
Harinas % % % Cruda %
Soya 95.31 6.82 93.17 52.06
Soya'sorgo 50:50 91.28 4.36 95.64 28.82
Soya:sorgo 25:75 90.71 3.10 96.90 19.10
Sorgo 93.85 2.06 97.93 8.55
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4.5.1. Andlisis de harina de soya

En el Cuadro 13 se presentan los resultados obtenidos en el andlisis de soya,
reportados como g AA/100 g de materia seca. Los resultados obtenides, para
aminoacidos esenciales fueron comparados con los reportados por el NRC (1998); los
resultados obtenidos para el resto de los aminoacidos fueron comparados con los
reportado por Hansen et al. (1993). Se realizdé una prushba de t de Student (SPSS.
1997) en la opcién de comparaciéon de datos contra un valor teérico. Con respecto a los
aminoacidos esenciales no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) para la
mayoria de ellos, excepto para triptéfano y lisina. La recuperacion del tnptéfano quedé
fuera del limite de deteccién y cuantificaciéon (1.15 g/100 g M S ), como se puede

observar en la Figura 8 la ausencia del pico referente a dicho AA.

Cuadro 13. Contenido de aminoacidos en harina de soya (g de AA/100g de M.S.)

'Promedio S cv tedrico
Ac. aspartico  3.93 0.2316 5.9 3515
Ac. glutamico  8.31 0.1055 1.3 ’8.26
Serina 2.45 0.0986 4.0 32,26
Glicina 1.80 0.0085 0.5 *1.95
Histidina 1.35 0.1700 12.6 2428
Arginina 3.31 0.4824 14.6 2348
Treonina 2.05 0.2830 13.8 ?1.85
Alanina 1.79 0.2057 11.5 2.39
Prolina 2.32 0.3320 14.3 95.25
Tirosing 173 0.2149 12.3 182
valina 2.05 0.3162 15.5 2227
Metionina 0.59 0.1067 18.2 0.67
Isoleucina 2.57 0.3307 13.9 2.16
Leucina 3.03 0.4379 14.4 366
Fenilalanina 2.36 02737 11.6 2239
Triptofano Menos de 1.15 .65
Lisina 6.01 0.1617 27 3.02

"n = 3 higrolizad

e e e

tc
28.23*
0.a8
32.90"
1.28
0.69
0.63
1.23
511*
6.37*
0.64
1.23
1.36
1.03
2.54
0.21

31.45”

Los o
43
4.3
43
4.3
43
4.3
4.3
4.3
4.3
43
4.3
43
4.3
43
43

43

significativa entre el valor tedrico y el obtenido, * diferencia signrficativa (p < 0.05)
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Por el contrario Ia lisina aunque presentd valores muy constantes en su determinacion
(C.V. = 2.7%), obtuvo un valor de cuantificacién de 6.01 g/100 g de M.S. siendo el
doble del valor descrito en las tablas del NRC (3.02 g/100 g de M.S.). Con respecto al
resto de los AAs hubo diferencias significativas entre el vaior obtenido y el reportado en
la referencia en el aspartico, seinar, alanina y prolina (p < 0.05).

4.5.2, Andlisis de harina de sorgo

En el Cuadro 14 se presentan los resultados obtenidos en el analisis de sorgo
reportados como g AA/100 g de M.S.. Los resultados obtenidos para los aminoacidos
esenciales fueron comparados con los repartados por el NRC (1998) €] valor de
comparacion para el resta de los AAs se obtuvo de Hansen et al. (1993).

Cuadro 14. Contenido de aminoécidos en harina de sorgo (g de AA/100g de M.S.)

Promedio s CV. teérico tc to.05 2 gy

Ac. aspartico 0.40 0.0026 0.7 ’0.58 3t1.17* 4.3
Ac. glutdmico 1.41 0.0170 1.2 "2 53.69* 43
Serina 0.44 0.0210 47 %0.38 10.39* 43
Glicina 0.37 0.0088 2.4 *0.31 10.39* 43
Histidina 0.20 0.0007 0.4 20.23 10.0* 43
Arginina 0.48 0.0479 9.9 ’0.38 3.64 43
Treonina 0.30 0.0066 2.2 %0.31 4.0 43
Alanina 0.50 0.0112 2.2 %0.76 45.03* 43
Prolina 0.77 0.0250 38 *0.66 19.05* 4.3
Tirosina 0.32 0.0086 2.7 ?0.35 5* 43
Valina 0.45 0.0143 31 ’0.46 2 43
Metionina 0.17 0.0016 0.9 20.17 4 43
Isoleucina 0.27 0.0287 10.7 %0.37 7.34* 43
Leucina 0.72 0.0277 3.8 .21 32.07* 43
Fenilalanina 0.45 0.0162 36 70.49 491* 4.3
Triptéfano menos  de 0.40 %0.1

Lisina 0.46 0.0344 7.4 0.22 11.52* 4.3

Site < Yoos 2 gy €NtONCeS NO existe diferencia significativa entre el valor tedrico y el obtenido, *
diferencia significativa (p < 0.05),°NRC (1998) *Hansen (1993), por cromatografia de
Intercambio 16mico.
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Se realizé una prueba de t de Student (SPSS, 1997) en la opcion de comparacion de
datos contra un valor teénco. Los resuttados abtenidos muestran que los aminoacidos
treonina, valina, y metionina no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P
> 0.05). Se mencionan a continuacion los valores del analisis y de referencia de dichos
AAs NRC (1998}, respectivamente: treonina 0.30-0.31 g/100 g de MS, valina 0.45-0.46
g/100 g y metionina 0.17-0.17% g/100 g de M.S.. Para histidina se obtuvieron valores
de andlisis y referencia de 0.20 y 0.23 g/100g de M.S., y para tirosina 0.32-0.35¢/100 g
de M.S.. En los dos ultimos AAs la diferencia entre el valor del andlisis y el valor de
referencia representa 0.03 unidades porcentuales.

La fenilalanina obtuvo 0.04 unidades porcentuales menos que |o reportado (0.45-0.49
/100 g de M.S., valor del analisis y valor de referencia, respectivamente). La
isoleucina obtuvo 0.10% unidades porcentuales menos que lo reportado (0.27-0.37
g/100 g de M.S.). La leucina obtuvo aproximadamente la mitad que lo reportado (0.72-
1.21 g/100g de M.S.). E! triptéfano quedé fuera del limite inferior de cuantificacion y
deteccion (Figura 9), por lo que su resultado se reporta como menor de 0.4, El valor
reportado por ef NRC (1998), es de 0.19/100g de M.S. de este AA. La lisina obtuvo un
poco mas del deble del valor descrito en esa misma fuente (0.46-0.22 g/100g de M.S.).

60



9

06105 8p BuUlRY 8P BPEZ|CIPIY BISINW BUN 9P SOPIOEOUILE 3P SISI|BUE UN JEZI|BS) [B 0pIUaiqe Bwelbojewaolr "¢ einbi4

SIAIZINUT W
00" 02 00 ST 00" OF
L 2 L " 1 oo- °

AT,

W L
= a dsy

003
A b

s uag

Nk

- 00" 02



4.5.3. Analisis de mezclas de harinas de soya y sorgo

Al realizar las mezclas de diferentes proporciones de 1as harinas, disminuyo la cantidad
de proteina cruda a medida que aumenté 1a cantidad de sorge (Cuadro 12). En el
analisis de aminoacidos no fue posible detectar histidina ni triptéfano en las mezclas,
ya que quedaron fuera del limite inferior de cuantificacion (Cuadro 15) (Figuras 10 ¥
11).

Cuadreo 15. Contenido de aminoacidos en diferentes proporciones de harinas de soya y
sorgo (g de AA/100 ¢ de M.S.) y analisis de regresidn.

Aminoacidos  soya  50-50  25-75  sorgo *R? _po B

"Ac. aspartico 393 2.20 1.06 0.40 0.99 -8.53  27.55
Ac. glutamico 8.31 4.30 2.23 1.41 0.98 -11.97 13.72
Serina 2.45 113 0.82 0.44 0.96 -19.20 46.29
Glicina 1.80 1.43 0.79 0.37 0.93 -27.03 64.49
Histidina 1.35 0.20
Arginina 3.31 2.73 1.22 0.48 0.90 -16.12 30.94
Treonina 2.05 1.34 0.68 0.30 0.98 -16.41 55.07
Alanina 1.79 0.99 0.61 0.50 0.97 -26.16 71.89
Prolina 2.32 2.16 1.44 0.77 0.83 -47.59 54.61
Tirosina 1.75 0.86 0.36 0.32 0.95 -7.69 62,54
Valina 205 1.12 0.63 0.45 0.8 -18.88 58.94
Metionina 0.59 017 0.06 0.17 0.73 6.08 153.74
Isoleucina 2.37 1.03 0.50 0.27 0.97 -2.83 44 .68
Leucina 3.03 1.7G 0.95 072 0.98 -21.08 49.52
Fenilalanina 2.36 1.30 0.61 0.45 0.87 -13.44 48.46
Lisina 6.01 2.38 0.85 0.46 0.96 3.72 16.51

* Coeficientes de determinacién entre: X = cantidad de soya en %, Y = % de AA. n = 3

hidrolizados, B¢ = pendiente de la recta, B, = ordenada al origen,

La metionina en la mezcla 25:75 (soya:sorgo), presenté un valor menor (0.05 g/100 g
de M.S.) con respecto al sorgo (0.17 g/100 g de M.S.). En el resto de los aminoacidos
disminuyd proporcionaimente su canlidad a medida que aumento el contenido de
sorgo. Por tal motivo, se decidié realizar un andlisis de regresién para observar si el
comportamiento entre {a vanable proporcion de soya en (@8 mezcla (X) fenia relacion
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lineal con el contenido de aminodcidos (Y). Se obtuvo para prolina y metionina un R’
de 0.83 y 0.73, respectivamente, y para el resto de los aminoacidos un R? > 0.90
{Cuadro 15).

Como un complemento a lo anterior, en el Cuadro 16 se muestran tres formas
diferentes de obtener 10s valores de aminoacidos en las mezclas soya:sorgo. Se
observa que el valor del analisis HPLC de las mezclas directas es muy parecido al
valor calculado a partir de la determinacién individual de soya (HPLC) y sorgo (HPLC).
Al realizar un andlisis de correlacién para los aminoéacidos esenciales entre los dos
grupos de datos, se obtuvieron coeficienies de correlacion de r = 0.93 en 12 proporcién
50:50 y r = 0.92 para la praporcion 25:75.

Cuadro 16. Tres formas diferentes de obtener los valores de aminoacidos en las
mezclas soya:sorgo.

50:50 25-75
calculado de calculado de
Aminoacidos ana||5|s de mgrecllentes anélssus de lngredlentes
mezcla' analizados? (NRC)® mezcla’ analizados * (NRC)

Ac. Aspartico 2.2 2.17 1.06 1.28
Ac. Glutdmico 4.3 4.86 223 3.14
Serina 1.73 1.45 0.82 0.94
Glicina 1.43 1.09 0.79 0.73
Histidina 0.78 0.76 .49 0.49
Arginina 2.73 1.90 1.93 1.22 1.19 1.16
Treonina 1.34 1.18 1.08 0.68 0.74 0.70
Alanina 0.99 148 1.20 0.61 0.82 0.60
Prolina 2.16 1.55 0.00 1.44 1.16 0
Tirosina 0.86 1.04 1.09 0.36 0.68 0.72
Valina 112 1.28 1.37 0.63 0.85 0.81
Metionina 0.17 0.38 0.42 0.05 0.28 0.30
[soleucina 1.03 1.32 1.27 0.50 0.80 082
Leucina 1.7 1.88 244 0.95 1.30 1.82
Fenilalanina 1.3 1.41 1.44 0.61 0.93 0.97
Lisina 2.38 3.24 1.62 0.85 1.85 092

r 0.93 0.76 0.92 0.74

"analisis de la mezcla HPLC-FR, “calculado a partir del resultado individuales soya y sorgo
HPLC-FR, *calculado a partir de los valores individuales soya y sorgo reportados por el NRC
(1998)
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Sin embargo, al comparar el valor del analisis HPLC de las mezcias directas con la
forma indirecta a partir de los valores individuales de saya y sorgo reportados por €
NRC (1998), se observo que al realizar un andlisis de correlacion entre estos grupg; de
datos, los coeficientes de correlacion fueron de la siguiente manera: para la mezcie
50:50, r = 0.76 y para la mezcla 2575, r=0.74.
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5. DISCUSION

La cromatografia de liquidos de aita resolucién HPLC ha tenido gran importancia en el
andlisis cuantitativo de aminoacides, ya que posibilita eventualmente la determinacién
simultéanea de hasta 30 estdndares de aminoacidos (Buzzigoli et &/, 1990). Las
innovaciones en equipos que permitan resultados iguales 0 mejores a los obtenidos por
cromatografia de intercambio ibnico y detecciébn mediante el autoanalizador de
amincécidos, procedimiento analitico méas ampliamente utilizado en el andlisis de AAs
(Llames y Fontaine, 1994), han contribuido a la utilizacién de detectores mas sensibles
como el de fluorescencia, empleado en el desarrolio de nuevas metodologias como o
son la derivatizacién pre-columna con crtoftaldialdehido (OPA) (Ishida et ai., 1981) o el
9- fluorenilmetil-cloroformato (FMQC-CI) (Betner y Foldi, 1986), con los que se obtienen
niveles de deteccion de 10 pmol/AA/inyeccion (Fiirst ef af.,, 1989). Sistemas completos
para realizar la hidrolisis, derivatizacion, columnas de fase reversa y buffers han sido
desarrollados por Waters (Milford, MA, USA), denominadose a todo este conjunto
Sistema Pico-tag (Bidlingmeller ef al., 1984). El desarrollo de nuevas metodologias han
permitido una optimizacion en el analisis de aminoacidos, tanto en tiempo (menos de

una h) asi como en nivel de deteccion (picomoles 1072 moles) (Harris, 1988).

En el presente trabajo se desarrollé una metodologia para el analisis de aminoacidos
en ingredientes utilizados en la nutricion animal. Se empled un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resofucion y fase reversa. La denvatizacion fue pre-
columna con el fenilisotiocianato. Este reactivo presenté algunas dificutades en su
manejo, ya que tiene una apariencia aceitosa (insoluble en agua, Budavari et al.,
1989), lo que hace tardada su evaporacién en las muestras; y al momento de efectuar
la resuspension para hacer la inyeccion en el cromatografo, necesanamente hay que
utilizar ultrasonido, ya que con agitacion normal en Vortex no es suficiente. También es
necesario filtrar antes de efectuar la inyeccion, ya que queda una pelicula en Ia
superficie que tiene que ser retirada para evitar que la columna se tape. Sin embargo,
su estabilidad es muy buena, permitiendo la repeticidn del analisis de una muestra el
mismo dia, y el almacén (a —20°C) de muestras denvatizadas por mas de un mes.
First et al. (1989) sefnalan que el exceso de reactivo fenilisotiocianato y productos de
degradacion generados en el proceso de derivatizacion de AAs deben ser removidos

para proteger la columna, aun asi reportd 120 analisis como vida de la columna. Una
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reduccién de 10 veces (5% - 0.5%) la cantidad de fenilisotiocianato en la solucién de
derivatizacion fue probada por Henrikson y Meredith (1984) con igual eficiencia,
ademas, facilitd la evaporacion de este compuesto. representando una disminucién de
la etapa preparatoria para el analisis. La introduccién de 10 min de lavado con eluente
organico (eluente B = 60% de acetonitrilo en 40% de buffer de acetato de sodio) para la
elucion de residuos de la columna es recomendada por Buzzigoli ef al. (1890) como
una medida de proteccién contra el deterioro de la misma cuando se uliliza el
fenilisotioctanato en el analisis de AAs.

En la separacion cromatografica, los cambios en el gradiente de acuoso a organico
facilitaron ia separacion de los AAs, eluyendo aquellos con mayor polaridad y al final
los mas hidrofobicos. La separacion se realizé en 35 min; sin embargo, fue necesario
adicionar 20 min mas eluyendo Fase A para equilibrar la columna antes de la siguiente
inyeccion. Se corroboraron los tiempos individuales al inyectar por separado cada
aminoacido. De esta manera se determiné el orden de elucién, el cual en la mayoria de
los aminoacidos coincidio con lo reportado en la literatura (Farst et al., 1889), excepto
para His y Tre que intercambiaron lugar, y Arg, Ala y Pro que en la referencia
aparecian en el orden Ala, Pro y Arg. El orden de elucion es afectado por la
composicién del solvente, concentracion del buffer y pH del buffer cuando la
separacion es lleyvada en cromatografia de fase reversa (Kan y Shipe, 1981). En el
presente estudio se realizaron dos cambios con respecto a Furst et al. (1989), siendo
los referentes al valor del pH de 6.8 a 6.4 y la composicidn de los solventes a los
cuales se les aftadié 0.5% de trietilamina (TEA).

La mayor variacion en la evaluacion cualitativa del método basada en tiempo de
retencion, fue obtenida en ensayos de dias diferentes (reproducibilidad C.V. = fisina
1.18%- Arginina 3.9%). Esta variacién es mas alta que la que se obtiene al analizar la
muestra el mismo dia (repetibilidad C.V. = lisina 0.03%, serina 1.8). Resuftados
obtenidos por Buzzigoli ef al. (1992), muestran valores mas aitos que |los obtenidos en
este trabajo con respecto a ensayos de dias diferentes (reproducibilidad); entre ellos,
los de arginina C.V. = 4.4% e histidina CV. = 6.2%. Los resultados obtenidos se
consideran reproducibles para realizar el analisis cualitativo. Lo anterior permite
identificar cualitativamente los aminoacidos presentes en una muestra desconocida en
base al tiempo de retencion.
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La evaluacién cuantitativa del método en inyecciones del estdndar de AAs en
diferentes dias (reprodicibilidad), mostrd coeficientes de varnacion altos (con respecto &
la evaluacién cualitativa), siendo los maycres entre 12.1% hasta 29.5% encontrandose
en aste rango la mayoria de los AAs. Lo anterior sefala la pérdida de eficiencia de la
columna al paso del tiempo (Huber, 1994). La lisina, fue uno de los aminoacido que
presenté mayor C.V. (26.1%), lo anterior puede ser debido a que este AA puede
generar dos tipos de sefales distintas: monoderivada y diderivada, debido al reactivo
fenilisotiocianato utilizado en la derivatizacion, el cual reacciona con el grupo NH;, lo
que podria ocasionar alturas variables de pice (Bidlingmeyer et al., 1987). Buzzigol et
al. (1992) obtuvieron C.V. altos para la reproducibilidad cuantitativa en metionina
(15.5%), histidina (15.4%), isoleucina (13.6%) y lisina (11.4%). Estos autores en una
serie de experimentos encontraron que la desviacion estandar relativa para casi todos
los AAs disminuyd de 2 a 3%, cuando se realizaron inyecciones por cuadriplicado de la
misma muestra después de la denvatizacion, y sefialan que al menos la mitad de ia
vanacion del metodo puede deberse a la etapa de derivatizacion, y no a la falta de
recuperacion. Finalmente, recomiendan aumentar el nimero de repeticiones de la
muestra, hacer una seleccidn visual de picos cromatograficos y tratamiento estadistico
de las observaciones desviadas. En el presente trabajo, para compensar la falta de
reproducibilidad cuantitativa, se decidid que al momento de analizar hidrolizados de
muestras se realizara una curva de calibracién para el lote analizado el mismao dia, y de
esta forma reducir el error causado por la variacion en las afturas de los picos en dias
diferentes.

En el transcurso del trabajo se realizaron alrededor de 15 curvas de calibracién,
obteniendo R? = 0.99 para 9 de los AAs, para ¢l resto de los AAs las R? fueron entre
0.98-0.96 con lo cual fue posible confimar la respuesta lineal del método en el
intervaloc de concenfraciones practicadas de 1 umol/mi a 0.25 umol/ml concentracién
antes de la inyeccién y que equivale a 1 nmol a 0.25 nmo! concentracién en 10 pl de
inyeccion. Lo anterior permitié la utilizacién de los valores obtenidos de los coeficientes
de regresion (o y B1) para la cuantificacion de AAs en las muestras. Bidlingmeyer ef
al. (1984) determiné una respuesta lineal en un range de 20 a 500 pmol al utilizar una
técnica de dervatizacidn pre-columna con fenilisotiocianato. Asi también Hoogerheide
y Campbell (1881), encontraron respuesta lineal al inyectar concentraciones de 5 pmol
a 1 nmol al utilizar una técnica de derivatizacidn pre-columna con fenilisotiocianato
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La metodologia de hidrélisis con acido metanosulfénico 4 N y 0.2% de 3-(2-amino
etillindol y condiciones de 152 °C por 2 h, permitio la recuperacion de triptéfano en un
75.5%. Kan y Shipe (1981) describieron que el acido metanosulfénico es preferible al
acido clorhidrico, ya que protege al triptéfano en muestras bajas en carbohidratas.
Estos autores reportaron resultados similares del contenide de triptéfano en muestras
de frijol negro, al comparar los resultados con los obtenidos mediante (@ técnica
tradicional de intercambio iénico e hidrolisis con hidréxido de sodio. Fabian et a/. (1990),
realizaron un exhaustivo estudio para optimizar Ja hidrolisis con acido clorhidrico 6 N en
presencia de 3-(2-amino etiljindal (triptamina), para permilir la determinacion conjunta de
20 aminoéacidos, logrando una recuperacién de triptéfano de 99-100% al aplicar §-20 mg
de triptamina por 80 mg de aminoacidos. Una desventaja en la aplicacién de este aditivo
es que un residuc de la triptamina eluyd junto con ia lisina.

La metionina es un aminoacido que se oxida por la presencia de oxigeno, por lo que
para lograr su deteccion se ha recomendado someter las muestras a un tratamiento de
preoxidacion con acido performico (McDonal et al., 1985; Toran et al., 1996), o eliminar
el oxigeno presente por medio de vacio o sustitucién por nitrégeno (Rayner, 1985}, En
este {rabajo la metionina presentd buena recuperacion, corroborando fa eficiencia del
vacio generado en fos tubos Pierce utilizados en {a hidrdlisis. La lisina fue el AA que
presentd el mayor coeficiente de variacion, 19.4%, indicande variabilidad en los
hidrolizados, ocasionada tal vez por lo antenormente discutido en la evaluacion de la
reproducibilidad cuantitativa (Henrikson y Meredith, 1984). Otros AAs que presentaron
tambien C.V. allos fueron arginina, tregnina, y alanina (11.1, 174 y 102%,
respectivamente). La literatura sefnala que los AAs son afectados en diferente grado
durante la hidrolisis (Sarwar y Botting, 1993; Gehrke et &/, 1985; Rayner, 1985; Beaver
et al, 1987). La tasa de descomposicién de los aminoacidos durante la hidrélisis acida
depende de varios factores, incluyendo los siguientes; la concentracion del acido
empleado, y su pureza, el liempo y lemperatura de hidrélisis y la presencia de
carbohidratos, alcaloides 0 impurezas de metales (Tuan y Phillips, 1897).

En forma general, 13 de los 17 aminoacidos presentaron C.V. menor de 7.7% en la
hidrélisis de la mezcla estandar de aminoacidos y tasa de recuperacién superior a 78%
en 12 de ellos, [0 que equivale a factores de comreccion (compensatorios) de (a
hidrélisis de 1.28 a 0.98 en AAs esenciales. Tuan y Philips (1997), reportaron factores
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compensatorios hasta de 1.50 cuando las muestras son sometidas a un tiempo de
hidrglisis de 4 h y utilizacion de acido clorhidrico 6 N con 3,3"- acido ditiodipropionico
(DTDPRA).

El andfisis de albimina sérica bovina mostré que la cuantificacion para 8 de los 17 AAs
determiinados por HPLC-FR no presentaron diferencia estadistica significativa (p >
0.05) al compararlos con la cantidad de AAs determinada a partir de su secuencia
aminoacidica, El triptéfano presentd una pobre recuperacion, io cual es problema
frecuente cuando la concentracion de este AA es menar al 1% en la muestra (Cruz,
1997). Los valores de los AAs obtenidos en e| andlisis de la ASB por HPLC-FR
presentaron relacion (R? = 0.95) con los valores tedricos obtenidos por secuencia
aminoacidica por lo que el protocolo de hidrélisis y cuantificacién por HPLC-FR fueren
empleados en el andlisis de muestras de alimentos. Hoogerheide y Campbell (1992)
compararon Ios resultados obtenidos en el anélisis de albimina sérica bovina, al usar
el acido clorhidrico 6 N adicionado con acido ditiodiglicolico, para la obtencién de
cisteina en el hidrolizade; contra los valores tednicos obtenidos de la base de datos del
Protein ldentification Resource mediante el uso del programa computacional GenePro,
en la medicién de la semejanza en los datos, se cbservé que al graficar los resultados
de lo obtenido contra lo tedrico, los datos se ajustaron exactamente a una linea al

utilizar minimos cuadrados.

El analisis de harina de soya no presenté diferencias estadisticamente significativas (p
> 0.05) para ocho de fos 10 aminoécidos esenciales, al compararios con ios reportados
por el NRC (1988). La baja concentracion de triptéfanc (0.65 g/100 g M.S.) en la
muestra de soya, ocasiond que no se pudiera cuantificar. Por el contrano, la lisina
presentd el doble (6.01 g/100 g M.S.) del valor tedrico (3.02 g/100 g M S.), lo anterior
indica la posibilidad de una coelucion con algun producto de degradacion producido
durante la hidrodlisis, o algin contaminante de esta harina. Investigaciones realizadas
por Sarwar y Botting (1993), muestran coelucion de lisina y prolina cen hidroxilisina e
hidroxiprolina respectivamente, ya que el PITC es un reactivo que forma derivados con
aminas primarias y secundanas. Resultados obtenidos por Beaver ef al. (1987) al
utilizar fenilisotiocianato (PITC) en el método de derivatizacion sefalan: que algunos
valores de [os contenidos de AAs de muestras de trigo, fueron mas bajos al
compararios con los obtenidos por cromatografia de intercambio idnico (IEC) entre

71



elfos: el &cido glutdmico, 3.12%-PITC y 4.58%-IEC; prolina 1.42%-PiTC y 1.52% IEC y
lisina 0.36%-PITC y 0.42% IEC.

El analisis de harina de sorgo, los resultados obienidas mostraron ser diferentes (P <
0.05) para la mayoria de los aminoéacidos reportados por el NRC (1998). La baja
concentracién de triptéfano (0.1%), no permitid su deteccidn, quedando bajo del limite
de cuantificacion (0.4%). Con respecto a la lisina, su afta concentracién hace suponer
una coelucién con algun ofro compuesto. Aunque en este trabajo sélo se analizdé una
muestra por tnplicado es posible que en diferentes muestras (remesas), se presenten
diferencias en el contenido de AAs. Un estudio realizado por Mata (1998) sefialan una
vanacion en el contenido de proteina cruda en 28 muestras de sorgo y en 31 muestras
de soya, encontrando un mayor coeficiente de variacidbn en sorgo (7.9%) en
comparacion con la variacién obtenida en soya (4.2%). Lo antericr manifestd la
varigcion existente en cullivares de sorgo, debido a diferentes factores entre ellos: la
variedad sembrada, el tipo de suelo de donde procede la cosecha y/0 manejo general
del cultivo (Fialho ef al., 1995).

En los Cuadros 8 y 9 A del apéndice, se presenta un resumen de los valores de AAs
reportados en diferentes trabajos de investigacion; observandose un mayor C.V. (%) en
sorgo en forma general y particularmente en los AAs, valina 31.5%, triptofano 21.7% y
metionina 11.1%. Lo anterior muestra la gran variacion en el contenido de AAs
reflejando diferencias al comparar los resultados obtenidos en el presente trabajo con
los reportados en el NRC (1998), ya que la muestra analizada procede de |a
produccion nacional, condiciones tal vez muy diferentes a las de los sorgos reportados
por el NRC; sin embargo, actuaimente los valores tabulados por el NRC sobre el
contenido quimico de los ingredientes, son tomados como referencia en la elaboracion
de raciones, debido a la ausencia de este tipo de informacién generada con
ingredientes de crigen nacional.

Al analizar las mezclas de diferentes propoerciones de las harinas de soya y sorgo, se
encontro que la cantidad de proteina cruda y de aminodcidos disminuyd a medida que
aumento la cantidad de sorgo. El analisis de regresion entre la variable concentracion
de soya (X) tuvo refacién lineal con el contenido de aminoacidos (Y), la mayoria de los

aminoacidos presentaron R? mayor de 0.90.
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Lo anterior ofrece la posibilidad de generar ecuaciones de prediccion que permitan
calcular la cantidad de un aminoécido, en panticular en raciones en (as que la fuente de
proteina sea a partir de soya y sorgo; ingredientes mayontarios en {a alimentacion de
wes y cerdos (Mata, 1998).
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6. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos y bajo las condiciones particulares del desarrolio de
este trabajo, se concluye lo siguiente:

¢ Se desarrolld un método para analizar el contenido de aminoacidos en
ingredientes utilizados en la alimentacion animal, por medio de cromatografia
de liquidos de alta resolucién (HPL.C).

e La metodologia desarroliada involucra la utilizacion de un programa de elucion
en gradiente, separacidn cromatogréfica en fase reversa, hidrdlisis con acido
metanosuifonico 4 N y 0.2% de 3-(2-amino etil)indol bajo condiciones de 152 °C
por 2 h y derivatizacién precolumna utilizando el reactivo fenilisotiocianato.

e La mayor varacion en el meétodo tante para andlisis cualitativos como
cuantitativos se presenta en los resultados obtenidos entre dias diferentes
(reproducibilidad), mientras que los resultados generados en un mismo dia son
muy estables (repetibilidad).

» El método presenta una respuesta lineal entre la conceniracion (X) y la altura
de pico (Y) (R? > 0.95), permitiendo realizar la cuantificacion de amincacidos
mediante una curva de calibracion.

« Debido a la baja reprodugibilidad cuantitativa, la metodologia desarrollada exige
la generacion de una curva de calibracién que incluye a los estandares de
aminoacidos, para un lote de muestras analizadas en un mismo dia.

« Durante la hidrdlisis hay pérdidas de aminoacidos, las cuales fueron
compensadas por el factor de hidrolisis de cada uno de los estandares.

« En los ingredientes analizados, la cuantificacién de los aminoacidos esenciales

en el casp de sorgo presentd mayor variacion al comparario con los valores
reportados por el NRC (1998), coincidiendo solamente treonina, valna, y
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metionina. Mientras que &n la soya no se observaron diferencias significativas
(p > 0.05) para la mayoria de los aminoacidos excepto para triptéfana y lisina.

L.os aminodcidos con mayor problema en ta cuantificacion fueron et triptéfano,
el cual quedd por debajo del limite inferior de cuantificacion; y 1a lisina, 1a cual
manifestd valores mas altos a los reportados.

La metadolegia permite determinar la concentracion de los aminoacidos

esenciales: arginina, histidina, treonina, valina, metionina, ileucina, leucina y
Fenilalanina con alto grado de confianza.
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Figura 1-A. Separacién cromatografica de 17 estandares de AAs utilizando el
gradiente 1 (Fac. de Agronomia).

Cuadro 1-A. Programa de elucién 1 usado para |a separacién de aminoacidos
mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) YA %B

2 98 2

15 65 32

22 72 28

26 32 68

30 0 100

40 100 0

50 100 0

o Fases: Eluente A. fosfato de Na monobasico 12.5 mM + 005% de TEA pH = 64

Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na moncbasice 12.5 mM + 60% de acetonitriio +
0 05% de TEA.

e Flwo: 1 ml/min.
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Figura 2-A. Separacion cromatografica de 17 estandares de AAs utilizando el
gradiente 2 (Fac. de Medicina).

Cuadro 2-A. Programa de elucion 2 usado para la separacion de aminoéacidos
mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) %A %B

0 100 0

5 82 2

18 65 35

25 65 35

33 0 100

38 0 100

48 100 0

50 100 0

e Fases: Eluente A: fosfato de Na monobasico 125 mM + 0 05% de TEA pH = 64
Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na monobasico 12 5 mM + 60% de acetonitrilo +
0.05% de TEA.

e Flujo: 1 mi/min.
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Figura 3-A. Separacion cromatografica de 17 estandares de AAs utiizando el
gradiente 3 (Fac. de Medicina).

Cuadro 3-A. Programa de elucion 3 usado para la separacion de aminoacidos
mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) YA %8B

0 100 0

5 82 2

9 90 10

14 90 10

24 65 35

31 65 35

30 0 100

44 0 100

50 100 0

s Fases: Eluente A fosfato de Na monobasico 12,5 mM + 0 05% de TEA pH = 6.4.
Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na monobasico 12 5 mM + 60% de acetonitrilo +
0.05% de TEA,

« Flyjo: 1 ml/min.
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Figura 5-A. Separacién cromatografica de 17 estandares de AAs utilizando el
gradiente 5 (Fac. de Medicina).

Cuadro 5-A. Programa de elucion 5 usado para la separaciéon de aminoacidos
mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) %A %B

0 100 0

30 100 0]

44 65 35

51 65 35

59 0 100

64 0 100

69 100 0

* Fases: Eluente A: fosfatc de Na monaobéasico 12.5 mM + 0.05% de TEA pH = 64.
Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na monobaésico 12.5 mM + 60% de acetonitrilo +
0 05% de TEA.

s Fluje 1 mimin,
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Figura 6-A. Separacién cromatografica de 17 estandares de AAs utilizando el

gradiente 6- flujo 1 mi/min.

Cuadro 6-A. Programa de elucion 6 usado para la separacion de aminoéacidos

mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) %A %B

0 100 0

35 80 10

49 58 42

56 58 42

64 0 100

69 Q 100

74 100 0

Fases: Eluente A: fosfato de Na monobasico 12.5 mM + 0.05% de TEA pM = 6.4,
Eluente B: 40% de buffer de fosfato de Na monabasico 12.5 mM + 60% de acetonitrilo +
0.05% de TEA.
Fluja: 1 ml/min.
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Figura 7-A. Separacion cromatografica de 17 estandares de AAs utilizando el
gradiente 7- flujo 2 mVmin, Condicion final de separacion.

Cuadro 7-A. Programa de elucién 7 usado para la separacion de aminoacidos
mediante HPLC-FR.

Tiempo (min) %A %B

0 100 0

17.5 90 10

245 58 42

28 58 42

32 0 100

34.5 0 100

37 100 0

« Fasas: Eluente A fosfato de Na monobasico 125 mM + 0.05% de TEA pH = 64,
Eluente B 40% de buffer de fosfato de Na monobasico 12 5 mM + 60% de acetonitrilo +
0 05% de TEA

¢ Fluyjo 2 mi/min
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