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INTRODUCCION

El empleo de la cromatografia en capa fina, constituye una técnica de
gran utilidad para la separacion y posterior identificacion de aminoacidos.

Entre los principales problemas que se plantean, cuando se utiliza este
método de anélisis, figuran la eleccion del soporte, y la de los eluyentes
mas idéneos, para conseguir una buena separacion.

JONES y HEATHCOTE (1966) describen una técnica rapida que en seis
horas permite separar los aminoacidos por cromatografia en capa fina bidi-
mensional. Ello representa un gran avance, si bien la separacion de arginina
y lisina no es buena, asi como tampoco la del acido glutdmico y el acido
aspartico, presentes como clorhidratos, que dan lugar a dobles manchas
debido a las diferentes especies idnicas.

HAWORTH y HEATHCOTE (1969) describen una nueva técnica que me-
jora la anterior, ya que elimina los defectos que impedian una clara sepa-
racion de los aminoacidos basicos, realizando la cromatografia en atmésfera
saturada de metanol, como componente polar.

La presencia de sales inorganicas impide la separacion de los amino4ci-
dos en fluidos biolégicos, siendo preciso utilizar columnas de retardo iénico
para la eliminacion de dichas sales.

Cuando se trata de lograr una correcta medida cuantitativa de los ami-
noacidos, previamente separados, es necesaria una buena reproductibili-
dad de los volimenes depositados sobre la placa de celulosa, asi como
también la eleccidn apropiada del método de medida. Los diferentes siste-
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mas utilizados para la valoracién se basan en los siguientes procedimien-
tos: comparacion visual, medida del area de la mancha, espectrofotometria
después de la elucion, y medidas densitométricas y radioldgicas.

Entre los métodos mas satisfactorios destacan los densitométricos, ya
que tienen numerosas posibilidades de medida (transmisién, reflexién, fluo-
rescencia y fluorescencia quenching) lo que permite obtener excelentes re-
sultados.

DALLAS (1968) estudia los factores que influyen en la precisién de estos
resultados vy, aplicando la densitometria, establece que cuando se reali-
zan las medidas por transmisién por cada 0,01 mm en el cambio de espe-
sor de las placas se produce un cambio en el drea de la curva de 0,18 cm?,
mientras que si las medidas son por reflexion, el area de la curva dismi-
nuye al aumentar el espesor del adsorbente.

Por ultimo, en las medidas por transmisién, la construccién de las cur-
vas de calibrado puede realizarse siempre y cuando se empleen cantidades
pequeiias, de tal forma que exista una relacion lineal entre el area de la
curva y la cantidad depositada.

OBJETO DE ESTE TRABAJO

El contenido en aminoacidos libres de cualquier producto pesquero es
de gran interés. En las especies marinas nos da un indice de los procesos
proteoliticos que se desarrollan después de la muerte, mientras que en
productos comerciales el contenido de aminoacidos libres, de enorme im-
portancia en la alimentacién, sufre deterioros durante los diferentes pro-
cesos tecnolégicos, tales como la coccion y la esterilizacion, por lo que
se hace imprescindible su medida.

La importancia e interés de contar con métodos analiticos de suficiente
sensibilidad se ven incrementados por el hecho de que las Normas de Ca-
lidad, para muchos productos pesqueros manufacturados, establecen va-
lores minimos en contenidos de aminoacidos esenciales, tales como la
lisina.

Sobre todo lo anteriormente expuesto, los objetivos del presente tra-
bajo se establecen asi:

1. Separacion de los aminoacidos en productos pesqueros por croma-
tografia en capa fina bidimensional, estudiando los eluyentes mas id6neos
que permitan un buen desarrollo y aislamiento, y fijando, al mismo tiempo,
las condiciones cromatograficas apropiadas para obtener una éptima reso-
lucién de los citados aminoéacidos.

2. Determinacién cuantitativa de los aminoacidos, previamente sepa-
rados, empleando la densitometria por transmision.

3. Estudio comparativo de los resultados densitométricos y los obte-
nidos con el autoanalizador de aminoacidos Technicon.
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PARTE EXPERIMENTAL
Determinacion de aminoéacidos

Preparacion de reactivos

— Disolucién de ninhidrina-colidina en etanol. Concentracién de ninhi-
drina 0,5 %, idem. de colidina 2 %.

— Disolucién de isatina en acetato de cadmio al 0,2 %.

— Disolucién de acetato de cadmio. Disolver 0,5 g de acetato de cadmio
en 50 c.c. de agua, afadir 20 c.c. de 4c. acético y diluir a 500 c.c.
con acetona.

— Disoluciones estdndar de aminodcidos. Se preparan disoluciones
acuosas 0,02 M. de cada aminodcido.

— Caseina.

Eluyentes

Primera direccion

Para el desarrollo en la primera direccion se empled 2-propanol-butano-
na-CIH N (60:15:25). Con este eluyente se logra una buena separacion de
tirosina y alanina. Se emplea CIH para evitar la aparicién de las diferentes
especies ionicas del glutdmico y del aspértico.

Sequnda direccidn

El eluyente empleado en la segunda direccion fue butanol terc.-butano-
na-acetona-metanol-agua-amoniaco (40:20:20:1:14:5).
La adicion de acetona mejora la separacion de los aminoacidos bésicos.

Método operatorio

Preparacién de placas cromatogréficas

Se mezclan 16 g de celulosa microcristalina Merck con 75 c.c. de agua
destilada y 5 c.c. de etanol, se agita durante tres minutos y se lleva a cabo
la extension. Las placas se dejan secar al aire durante 24 horas antes de
su uso, una vez secas tienen un espesor de 150 micras, éptimo para la
separacion de aminoacidos.

Columna de resina de retardo iénico

Para la eliminacion de las sales procedentes de los fluidos bioldgicos,
hemos preparado una columna de 12,5 X 1,5 cm de resina de retardo iénico
Bio-Rad AG 11A8 de 50-100 mallas. La elucion fue de 2 ml/minutos, con agua.
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Descripcion del método

Con una micropipeta de 1 o 2 microlitros, se aplican los depésitos de
las muestras problema en la parte inferior de la placa y a unos 2 cm del
borde, secando a continuacién con aire caliente.

Una vez hecho el depdsito, se introduce la placa en una cubeta que
contiene el eluyente de la primera direccion, el cual se deja ascender a
temperatura ambiente durante 2,5 horas, hasta que el frente del disolvente
alcance unos 13 cm.

A continuacion se seca la placa, primeramente con aire frio, y luego
con aire caliente a unos 60° C durante 20-25 minutos, a fin de eliminar las
trazas de 4cido clorhidrico. Se elimina con una espatula la banda amarillen-
ta que acompana al frente de disolvente y se introduce la placa en la cu-
beta que contiene el eluyente correspondiente a la segunda direccién, en
donde permanece durante 2,5 horas a 18° C de forma que el disolvente
ascienda unos 13 cm.

Se retira la placa de la cubeta y se elimina el disolvente en estufa de
conveccion a 70° C durante 25-30 minutos. Para la deteccién de los amino-
acidos se pulveriza la placa con el reactivo policromatico ninhidrina-colidi-
na y se deja desarrollar el color en estufa a 75° C durante 15 minutos.

Para la deteccion de la prolina se pulveriza otra placa con la disolucién
isatina-acetato de cadmio y se desarrolla el color a 90° C durante 10 mi-
nutos.

La identificacion de los distintos aminoacidos se efectda por el Ry co-
rrespondiente y también por el color caracteristico que presentan algunos
aminoéacidos en contacto con el reactivo.

La determinacion cuantitativa se realiz6 con un densitémetro VITATRON
TLD 100/Hg, con iluminacién de lampara de cuarzo-iodo de 12 V. y 55 W.,
para medidas de transmision.

El equipo de lectura consta de un registrador y un integrador UR 402
con lectura digital de areas.

Las condiciones del densitémetro fuercn las siguientes: Mode: Log (—);
Level e/2; Damping = 2; Span = 8.69; Filtro 516; Amplitud de giro = 8 mm;
Velocidad eje Y = 3 cm/min.; Velocidad de integracién = 60 puls./min. cm.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se ha realizado un estudio sobre las condiciones cromatograficas y los
eluyentes mas apropiados para conseguir una adecuada separacién de los
aminoacidos.

Todas las experiencias se realizaron a temperatura ambiente de 17-
18° C.
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Como soporte se ensayaron: silicagel G, celulosa MN 300 y celulosa
microcristalina Merck, habiendo dado mejores resultados esta ultima que
fue la utilizada en nuestras experiencias.

En cuanto a los sistemas de disolventes se realizaron diversas pruebas
que relacionamos a continuacién:

A} Eluyente 1. direccién: Piridina-Acetona-NH;-H,O (45:30:5:20).
Eluyente 2.* direccion: Isopropanol-Férmico-Agua (75:12,5:12,5).

Este sistema ha dado buenos resultados, si bien no logré separar Leuci-
na-Isoleucina ni triptéfano-tirosina.

B) Eluyente 1.* direccién: Propanol-2-Férmico-H,O (40:2:10).
Eluyente 2.* direcciéon: Metilpropanol-2-Metiletilcetona-NH;-H,O (50:
30:10:10).

Aunque la separacién es aceptable, no se separ6 la tirosina-alanina, lisi-
na-arginina y leucina-isoleucina.

C) Eluyente 1.* direccion: 2-propanol-Butanona-CIH 1 N (60:15:25).
Eluyente 2.* direccién: Butanol terc.-Metiletilcetona-NH,-H,O (50:30:
10:10).

Con este sistema la separacién de lisina-arginina y leucina-isoleucina no
fue correcta.
Finalmente se eligié una nueva pareja de eluyentes:

D) Eluyente 1.* direccién: Propanol 2-Butanona-CIH 1 N (60:15:25).
Eluyente 2.* direccién: Butanol terc.-butanona-acetona-metanol-agua-
NH, (0,88) (40:20:20:1:14:5).

Este sistema es el mejor de todos los ensayados y permite una buena
separacion de los aminoacidos basicos, gracias a la butanona y acetona;
también la separacion de leucina-isoleucina es buena.

Un aspecto importante es que después de cada uno de los desarrollos
es necesario eliminar las trazas de disolventes, el CIH en el desarrollo de
la 1.* direccién y el amoniaco en la 2.* direccion.

Este sistema es el elegido por nosotros para la separacién de los ami-
noacidos.

En el cuadro 1 se representan los Rr correspondientes a los distintos
aminodcidos, separados por la técnica bidimensional, asi como también se
indica el color caracteristico originado por cada aminoécido con el reactivo
ninhidrina-colidina. Con los eluyentes que hemos empleado se obtiene una
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CUADRO 1

Valores de Rr correspondientes a los distintos aminoicidos separados por la técnica
bidimensional y color originado con el reactivo ninhidrina-colidina

Rr X 100 Rr X 100
Aminoécidos 1.8 direccion 2.0 direccién Color
Histidina 9,0 20,0 Gris/marrén
Lisina 12,0 13,0 Violeta
Arginina 14,0 55 Violeta
Ac. Aspartico 35,0 2,7 Verde
Treonina 38,0 56,0 Violeta
Serina 30,0 25,0 Violeta
Ac. Glutamico 43,0 2,7 Violeta
Prolina 45,0 25,0 Amarillo
Glicina 27,0 14,0 Marrén dorado
Alanina 46,0 19,0 Violeta
Valina 64,0 31,0 Violeta
Metionina 63,0 43,0 Violeta
Isoleucina 70,0 53,0 Violeta
Leucina 75,0 59,0 Violeta
Tirosina 57,0 36,0 Gris/azul
Fenilalanina 66,0 61,0 Marrén
Cistina 7.7 2,7 Gris
Triptéfano . 61,0 52,0 Violeta claro

CUADRO 2

Contenido en aminoacidos de hidrolizado de caseina, g/16 g N

Densitometria Densitometria Autoanalizador
Aminodcldos presente Heathcote y Heathcote y
trabajo Haworth Haworth
Histidina 3.1 3.1 3.2
Lisina 8,4 7.8 8,1
Arginina 4,0 3.8 39
Ac. Aspartico 8,1 7,6 7.3
Treonina 52 55 6,9
Serina 6,2 6,4 6,3
Ac Glutadmico 22,0 22,0 20,8
Prolina 10,3 10,1 10,5
Glicina 2,0 24 2,2
Alanina 33 3,0 33
Valina 6,0 6,5 6,3
Metionina 2,6 2,9 31
Isoleucina 5,6 5,6 50
Leucina 84 8,8 8,2
Tirosina 6,2 6,2 49
Fenilalanina 51 48 50
Cistina 0,7 04 14
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CUADRO 3

Contenido en aminoacidos de concentrado de proteina de jurel obtenido por diferentes
métodos, expresado en g/16 g N

Meétodo del alcohol

Método 4cido isopropilico Método Halifax
Aminodcidos T
Densito- Autoana- Densito- Autoana- Densito- Autoana-
metria lizador metria  lizador metria  lizador
Histidina 2,6 2,6 2,1 1,9 1,6 1,7
Lisina 7.2 7,6 8,4 8,8 94 99
Arginina 6,0 6,2 6,4 59 6,1 53
Ac Aspaértico 9.2 9,1 10,0 88 9,0 8,9
Treonina a1 2.1 4,7 3.9 3.8 44
Serina 3.1 3,3 3,7 3,2 4,5 36
Ac. Glutamico 99 10,3 13,4 13,9 14,6 15,4
Prolina 3,0 3,1 3,2 3.2 29 29
Glicina 38 3,7 49 4.8 4.4 43
Alanina 3,8 38 54 49 5,1 53
Valina 39 5,0 54 55 57 57
Metionina 1,9 2.1 2,2 2,5 2,1 27
Isoleucina 4,6 4.1 44 46 43 48
Leucina 84 7.0 7,4 88 9.1 9,2
Tirosina 3,7 2,8 2,8 2,7 2,7 2,7
Fenilalanina 42 4,1 54 3.9 49 4.4

alta reproductibilidad de los citados Rr y una correcta identificacién de los
distintos aminoéacidos.

Asimismo hemos utilizado la cromatografia en capa fina con hidroliza-
dos de caseina, obteniendo unos resultados concordantes con los obser-
vados por HEATHCOTE y HAWORTH (1969) (cuadro 2).

En el cuadro 3 se resumen los resultados obtenidos con hidrolizados de

CUADRO 4

Contenido en aminoacidos libres de solubles de pescado, expresado en g/16 g N, em-
pleando la densitometria previa eliminacién de la sal

Aminoécidos g/16 g N Aminodcidos g/16 g N
Arginina 1,3 Tirosina trazas
Lisina 1,7 Valina 3.3
Histidina trazas Metionina 05
Glicina 1,1 Isoleucina 0,8
Ac Aspartico 1,8 Leucina 2,2
Ac. Glutamico 06 Fenilalanina 0,9
Alanina 09 Treonina 0,7
Serina 1,7
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proteina de jurel, empleando la técnica densitométrica y la de andlisis auto-
matico con el analizador de aminoacidos TECHNICON, comprobandose que
las diferencias de los valores obtenidos por ambos métodos son minimas.

Finalmente, en el cuadro 4 se expresan las experiencias realizadas con
muestras de solubles de pescado de alto contenido en sal, que fue elimi-
nada antes de proceder al empleo de la técnica densitométrica.

Cuando se emplea esta técnica es preciso tener en cuenta la necesidad
de extremar las precauciones de trabajo para obtener buenos resultados.

SUMMARY

DETERMINATION OF AMINO ACIDS IN FISHERY PRODUCTS. — In the present paper
we describe a study about the amino acid separation in fishery products by two-dimensio-
nal thin-layer chromatography, determining the solvents and the chromatographic condi-
tions. So it is carried out a quantitative determination of amino acids by transmission den-
sitometry comparing the results obtained in this way with the results obtained with the
Technicon automatic amino acid analyser.

The best results have been reached using «Merck» cellulose microcrystalline as ad-
sorbent and the following solvent systems:

First dimension solvent: 2-propanol-butanone-l N hydrochloric acid (60:15:25)
Second dimension solvent: 2-methylpropanol-2-butanone-propanone-methanol-water-(0.88)
ammonia (40:20:20:1:1415)

Finally, and with mackerel protein hycrolysates, we could show there are no apprecia-
ble differences between the results obtained from densitometric valuation and those
obtained from the Technicon automatic amino acid analyser.
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