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ABSTRACT

ABADIA, J., P, GRACIA, L. CiSTUE, J. M. LAsSA and L. HERAS, 1979, — Extrac-
tion methods for free amino acids in sugar beet (Beta vulgaris L.). An. Aula Dei,
14 (3/4): 459-468.

The influence of different methods of sample preparation (fresh, freeze-dried
and oven-dried material), extraction (by refluxing and by homogenization)and puri-
fication (H* resin column and stirring with H™* resin), over plant extracts and
amino acid standards was studied.

The freeze-drying of plant material looks to be the best method to prepare the
sample.

Differences in the results are not significant for the wwo compared extraction
methods. However, and irrespective to the loss of amino acids, if is to be considered
the shorting of time used with the reflux extraction method as compared with the
tedious homogenization method.

The method of purification giving best results is the H* resin column method,
although readiness of use and possibility of quantifying losses, makes more suitable
the H' resin batch stirring method.

INTRODUCCION

En los vegetales, numerosos fenémenos fisiologicos van acompa-
fiados de una variacidn en la cantidad de aminoicidos libres. Por
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ello, es de sumo interés poseer el maximo de informacién sobre los
procedimientos para evaluar la cantidad de estos compuestos. Se
pueden considerar cuatro pasos en esta determinacién: preparacién
de la muestra, extraccién, purificacién y analisis.

En cuanto a la preparacion del material vegetal, se utiliza prefe-
rentemente la liofilizacion (Nowakowskt et al.,, 1975, 1977) y el ma-
terial fresco (MELIN, 1975; MELIN et al., 1979), si bien se ha usado,
con fines comparativos, el secado en estufa (LaBaNauskas y HaNDy,
1971).

La extraccion se suele llevar a cabo a reflujo (Lazarus, 1973),
o bien por homogeneizacion con distintos solventes (NGUYEN y PAQUIN,
1971; Sinci et al., 1979).

La purificacién puede realizarse por tratamiento con disolventes
organicos (Nowakowskl y Bygers, 1972), o bien por tratamiento con
una resina de intercambio iénico, de tipo fuertemente acido, forma
H™, ya sea en columna (NouvenN y Paguin, 1971; Lazarus, 1973)
o por agitacidon (CATALINA ef al., 1978).

En el caso particular de la remolacha (Beta vulgaris 1.), seria de
interés, para posteriores estudios, identificar cuil es el método mas
apropiado para conocer esta composicién en aminoacidos libres, por

lo que en el presente trabajo se ha ensayado esta serie de proce-
dimientos.

MATERIAL Y METODOS

Experiencia A: Preparacién de muestra.

Se ha estudiado la influencia que puede tener el método de pre-
paracion del material vegetal en los resultados obtenidos ensayandose
los siguientes métodos: material fresco, liofilizado 'y seco en estufa. La
extraccion se ha llevado a cabo por reflujo y por homogeneizacién.
La purificacién, en columna.

Materal vegetal

— Fresco: Se utilizaron hojas de remolacha (Beta wvulgaris L.),
cultivada en maceta bajo invernadero, aparentemente libre de
enfermedades y con una edad fisiolégica, de unos 7 pares de
hojas reales, troceandolas lo mas finamente posible, inmedia-
tamente después de su recogida.
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Liofilizado: El material fresco, tras su congelacién en un
bafio de alcohol-hielo seco, se liofilizd en un aparato TELSTAR
Criobloc durante 72 h. Posteriormente se conservd en un
desecador a vacio en presencia de silicagel y en nevera,
moliéndose inmediatamente antes del analisis en un homo-
geneizador refrigerado.

Seco en estufa: El material fresco se sometié a desecacion en
estufa de aire forzado durante 48 h. a 60 °C, posteriormente
fue pulverizado y conservado como se indica en el apartado
anterior.

Extraccion

— A reflujo: Se siguié el método de Lazarus (1973) con ligeras
modificaciones. Asi, 0,5 g de material seco (en estufa o lio-
filizado), o bien 4 g de material fresco se extractaron durante
1 hora con 130 ml de etanol del 809%. Tras la extraccidon
se filtrd en una placa G-3.

Por homogeneizacion: Se siguid el método de NGUYEN y Pa
ouiN (1971) modificado. 0,5 g de material seco (en estufa o
liofilizado) o bien 4 g de material fresco se homogeneizd du-
rante 5 minutos sucesivamente con 30 ml de etanol del 90,
80 y 70%, centrifugando tras cada extraccion. Esta centrifu-
gacion se realizd6 durante 10 minutos a 2.000 g. Posterior-
mente el total de los sobrenadantes se filtré en placa G-3.

Purificacion

Se utilizaron columnas de 1 c¢cm de didmetro con 4 g de resina
DOWEX X-8 200-400 mesh. Las columnas se prepararon y utilizaron
segin el procedimiento de Lazarus (1973), con modificaciones.

Para la preparacion de la columna, 4 g de resina himeda (secada
por succion) se colocan en la misma, lavando con 10 ml de CIH 1 N,
40 ml de NaOH 0,2 N y 10 ml de CIH 1 N sucesivamente. Tras
cada lavado se pasan 10 ml de H,O destilada.

Los extractos procedentes del reflujo o de la homogeneizacion se
pasan directamente por la columna. A continuacién se lavan con
45 ml de CIH 0,01 N y 5 ml de H,O destilada sucesivamente y se
eluye con 35 ml de NH,OH 2 N. El flujo durante toda la experien-
cia se mantiene a 0,8 ml/minuto.

Las muestras ya purificadas en esta forma se evaporaron a vacio
a temperaturas inferior a 35 °C y se redisolvieron en 2 ml de tampon

pH 2,00.
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Experiencia B: Extraccion y purificacion.

El objetivo de esta experiencia fue comparar el efecto de las dife-
rentes formas de extraer y purificar aminoacidos libres.

Material

Se ha utilizado un estaindar obtenido a partir de aminoacidos
puros Merck para cromatografia. En el mismo se han omitido cistina,
isoleucina y fenil-alanina. La utilizacién de este estandar permi-
tira cuantificar las pérdidas en cada método.

Extraccién

Una cantidad de aminoacidos equivalente a la existente en 1 g de
materia seca (aproximadamente 5 uM de cada A.A.), se mantuvo a
reflujo en las mismas condiciones que las citadas anteriormente para
la experiencia A. En esta ocasion (previamente a la filtracion),
se diluyd a un volumen total de 300 ml.

Purificacion

- En columna: Se utilizaron columnas de 1 y 2,3 cm de diame-
tro con 4 g de la resina anteriormente citada en ambos casos
y procediendo para su preparacién y elucién como en la ex-

periencia A, si bien aqui el volumen de eluyente utilizado
fue de 60 ml,

————— Por agitaciéon: Segin el método de Caravnina et al. (1978),
modificado. La muestra se agité con 8 g de resina durante
“tiempos variables de 15 a 60 minutos. Posteriormente se
decantd y se lavo la resina con 45 ml de CIH 0,01 N, vol-
viendo a decantar a continuacién. Para la elucién, la resina
se agitd durante 5 minutos con 60 ml de NH,OH 2 N y se
recogid el sobrenadante para su analisis. Tras evaporacién a
vacio a temperatura inferior a 35 °C, la muestra se redisolvid
en 2 ml de tampén pH 2,00.

Analists de aminodcidos

Se ha utihzado un TSM II marca Technicon, con un gradiente
que permite un andélisis rapido de los aminoacidos considerados.
Para la evaluacién de todos los cromatogramas se utiliz6 un estandar
suministrado por Technicon.

En todos los casos, los datos se dan como media de dos anilisis
realizados sobre cada muestra purificada.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Experiencia A

Se presentan los resultados obtenidos en el cuadro 1.

En el mismo es visible la diferencia que existe entre los datos
obtenidos utilizando la desecacion en estufa con los obtenidos por
cualquiera de los otros dos métodos. Esta diferencia parece ser el
resultado de dos procesos diferentes. Por un lado parece existir, dado
el gran aumento de aminoicidos neutros, una descomposicién de
proteina en la estufa, que se podria explicar por el alto contenido
en acidos (principalmente oxilico) de la remolacha.

Por otro lado el hecho de que la cantidad de ciertos aminoacidos
sea mas baja que en los otros dos analisis, indica una descomposi-
cion de éstos posterior a la hidrolisis de proteina, que ya habia sido
citada en un caso similar (LAaBaNnAUskas and Hanpy, 1971).

No se aprecian diferencias importantes, excepto por treonina y
glicina, entre los datos obtenidos a partir de material fresco y lio-
fihizado, especialmente teniendo en cuenta la menor homogeneidad
del material fresco.

Experiencia B

Los resultados obtenidos se presentan en el cuadro 2.

Los porcentajes de aminoacidos recuperados tras la purificacién
en columna son en todos los casos algo mas bajos que los obtenidos
por Lazarus (1973) y Nouven y Paguin (1971), que usando resina
AG 50 W X4 200-400 mesh, los cifran en 95-100%. En el presente
trabajo oscilan del 91-100% en casi todos los casos, valores que coin-
ciden con los hallados para un estandar interno por CHAPMAN y
LEEcH (1979).

Son, sin embargo, mas bajas las recogidas de glutamico, metio-
nina y arginina. En el primero, la pérdida parece ser debida a meti-
lacién, circunstancia ya observada por Lazarus (1973) y otros auto-
res, que resolvian el problema diluyendo con agua previamente a la
purificacion, con lo que al parecer obtenian resultados satisfactorios.
También aqui se ha utilizado esta dilucién en las muestras extrac-
tadas por reflujo, si bien el aumento conseguido en la recogida ha
sido pequeiio.

La pérdida de metionina, sin duda debida a oxidacién y que es
particularmente alta en una de las muestras de agitacién, podria
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evitarse solamente en atmosfera de N,, o bien utilizando un gra-
diente en el TSM que permita cuantificar sus productos de oxidacién
(Lazarus, 1976).

También existe una pérdida de arginina, ya que la recogida no
pasa del 80-85%, que podria atribuirse a insuficiente cantidad de
eluyente, pero que, por otra parte, parece aumentar con el tiempo
de agitacion.

En el caso de la purificacion en columna, no se encuentran dife-
rencias apreciables entre las de 1 y 2,3 cm de diametro.

En la agitacién se observa en el tiempo mas corto una retencién
insuficiente de algunos aminoacidos que se hace, al llegar a tiempos
mayores, igual a la obtenida con las columnas. Sin embargo, la
pérdida de glutimico, metionina y arginina parece hacerse mayor
con el tiempo de agitacion.

Introduciendo ademas la extraccion a reflujo no se observan pér-
didas adicionales de ningGn aminoacido.

CONCLUSIONES

En cuanto al método de preparacion de muestra, no parece acon-
sejable la utilizacién de la desecaciéon en estufa por las aparentes
modificaciones que se han observado en la composicién. Por otro
lado, el uso de material fresco implica una falta de homogeneidad
en el mismo, por lo que solo parece estar indicado en el caso de
tener pequenas cantidades de muestra que sean ademas inmediata-
mente analizables. La liofilizacion del material parece ser, pues, la
mejor solucién, ya que ademias de evitar cambios de composicion
y falta de homogeneidad permite su conservacién durante largo
tiempo.

Ambos métodos de extraccion utilizados parecen ser igualmente
validos, aunque el mayor tiempo de permanencia en la solucién al-
cohdlica, en el caso de la homogeneizacién, podria llevar 2 una
mayor pérdida de algunos aminoicidos. A pesar de las condiciones
mas extremas de la extraccién a reflujo no se presenta una pérdida
adicional de éstos. Parece deducirse, por tanto, una mayor utilidad
de la técnica de reflujo por su menor tiempo de analisis y mayor
facilidad de manejo.

La purificacion en columna de 2,3 cm de diametro proporciona
los mismos resultados que la de 1 c¢m, lo que unido a la mayor como-
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didad en su uso hace que sea el método mejor de los utilizadps. Sin
embargo, la agitacién con resina durante tiempos del orden de 30
minutos proporciona, para la mayoria de los aminoacidos, recupera-
ciones suficientes sin que haya excesiva pérdida de glutamico, metio-
nina y arginina. Al existir la posibilidad de evaluar estas pérdidas sc
hace factible la correccion de los datos obtenidos.

Seria, a pesar de estos inconvenientes, interesante utilizar este
altimo método, ya que es mucho mas rapido y comodo que el de las
columnas (3 horas/muestra frente a 10 h/m).

RESUMEN

Se estudia la influencia de los diferentes métodos de preparacion
de muestra (material vegetal fresco, liofilizado y secado en estufa),
extraccion (a reflujo y homogeneizado) y purificacion (en columna
de resina H' y agitacidon con resina H') sobre extractos vegetales
y estandar de aminoéacidos. La liofilizacién del material vegetal pa-
rece ser el mejor método de preparacion de muestra, ya que hay
importantes modificaciones en el secado en estufa.

En la extraccién no se encuentran diferencias importantes entre
uno y otro método, si bien el tiempo de permanencia en la solucion
alcohélica es determinante a favor de la extraccion a reflujo.

El método de purificacion que lleva a las menores pérdidas es la
columna H™*, si bien razones de comodidad de uso y la posible cuan-
tificacibn de pérdidas pueden hacer preferible la agitacion con
resina H”
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