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Determinacion por cromatografia
de aminoadcidos en fridaea ciliata
e Iridaea laminarioides™

B. Matsuhiro Y.y R.E. Meza L.*¥

RESUMEN: Se estudio el contenido de aminodcidos libres y
de aquellos provenientes de hidrolizados de proteinas en Iri-
daea ciliata e iridaea laminarioides, por cromarografia en papel
y en placas de celulosa. La composicion de aminodcidos en
ambas algas es muy similar. Los aminodcidos glicina, alanina,
arginina, acido glutamico y acido aspartico son los que se en-
cuentran en mayor proporcion.

SUMMARY? Free amino acids and protein amino acids from
Iridaea ciliara and I. leminarioides were analyzed by paper
chromatography and cellulose thin layer chromatography. The
two species of red algae examined have a similar composition
of amino acids. Glycine, alanine, arginine, glutamic acid and
aspartic acid are present in major proportion.

" Manuscrito revisado y aprobado en forma definitiva en Octubre de 1981.
w Departamento de Quimica, Facultad de Ciencia, Universidad de Santiago de Chile, {ex-Universidad
Técnicz del Estado).

55



Desde que Pearsall y Fogg' estudiaron la posibilidad de usar algas, especialmente del
género Chlorella como fuente alimenticia, se han publicado muchos trabajos®>™'® sobre el
estudio del contenido de aminodcidos libres y de hidrolizados de proteinas en algas pardas,
verdes y rojas. Se ha encontrado que una proporcion significativa del contenido total de
nitrégeno en las algas proviene de aminodcidos libres.

En este aspecto, resulta interesante el estudio del contenido de aminodcidos libres por
cuanto proporciona una indicacion de la cantidad de nitrogeno directamente asimilable.

Landsberger y colaboradores'' estudiaron el contenido de aminodcidos libres en tres
especics de algas pardas del litoral chileno. En este trabajo se informan los resultados prelimi-
nares obtenidos en el estudio de dos especies de algas rojas Iridaea ciliata e Iridaea lamina-
rioides, que crecen en el litoral chileno. Silva y colaboradores'? estudiaron el contenido
total de aminodcidos en I. laminarioides sin diferenciar aquellos que se encontraban al estado
libre.

Por otra parte, los polisacaridos solubles tipo carragenano de estas dos especies fueron
estudiados en nuestro grupo’®***4 como también el contenido de esteroles de los mismos’ °.
Con el estudio del contenido de aminoacidos se pretende ahondar en el conocimiento general
de los compuestos quimicos constituyentes de las algas del litoral chileno.

PARTE EXPERIMENTAL

Las evaporaciones se efectuaron a presion reducida a una temperatura de 40°. Las
cromatografias en papel se desarrollaron sobre papel Whatman NO 1 y las cromatografias en
placa delgada sobre placas de celulosa preparadas Merck, con los siguientes sistemas de
desarrollo: A) Amoniaco-etanol-agua (1:8:1 v/v): B) Acido acético-l-butanol-agua (15:60:25
v/v); C) Fenol-agua (50:12.5 v/v); D) Amoniaco-l-propanol-agua (2:20:3 v/v); E) Piridina
-dioxano-amoniaco-agua (35:35:15:15 v/v) y F) Acetona-l-butanol-icido acético-agua
(35:35:7:23 v/v). Los cromatogramas se revelaron con ninhidrina al 29/0 en acetona y
posterior calentamiento a 100° durante 2 minutos.

Las extracciones fueron realizadas con muestras de algas frescas, recién recolectadas, el
alga Iridaea laminarioides en Montemar en marzo de 1979 y el alga L ciliata en Caleta
Cocholhue en abril de 1979. Para la primera se encontré 67.0°/o de humedad y para la
segunda 64.0°/o de humedad.

El porcentaje de nitrogeno se determiné por el método de Dumas en el Laboratorio de
Microanalisis de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de Chile. Para la
especie 1. ciliata se determind 2.62°/o y para L. laminarioides 1.459/o.

Extraccion de aminodacidos libres.

Muestras de ambas algas frescas, limpias y trozadas (1000 g) se agitaron mecdinica-
mente con 3 litros de etanol al 98°/o durante 5 horas a temperatura ambiente y se filtro. El
proceso de extraccion se repitid tres veces mas. Los extractos etanélicos se concentraron en
evaporador rotatorio hasta sequedad. Obteniéndose para I. ciliata 50.1 g de extracto y para
I. laminarioides 59.5 g de extracto.

Ambos extractos se trataron tres veces con porciones de 20 ml de cloroformo, se
llevaron a sequedad y se disolvieron en 10 ml de HCI, respectivamente.

Purificacion y fraccionamiento de extractos de aminoicidos.
Una alicuota de 5 g de cada extracto se disolvio en 10 ml de HCI 0.1 N y se purifico
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por pasaje a través de una columna de resina Zeo-Karb 225 (900 g) en forma acida. La
columna se eluyd con agua (tres veces el volumen de la columna), y a continuacidon con
NH, OH 2N. La fraccion eluida (3 litros) se concentrd a sequedad en evaporador rotatorio y
el residuo se disolvio en 2 ml de HCl 0.1 N. La solucion se diluy© en agua en la proporcion
1:10 y se agregd a una columna deresina De Acidite FF regenerada con hidréxido de sodio y
acetato de sodio, en una proporcién de 1:1. Se eluyd con agua, a continuacién con solucion
de hidroxido de amonio y finalmente con soluciones de concentracién creciente de dcido
clorhidrico de acuerdo a la Tabla 1.

TABLA I

Eluyente Volumen recogido Fraccion
H,0 300 ml 1
NH,; OOCCH, 0.04 N

+ } 2000 ml 2
NH, OHO0.01 N
H,0 600 ml 3
HCl 0.05 N 600 ml <
HCI1.0N 600 ml 5
HCl1 6.0 N 600 ml 6

Las diferentes fracciones obtenidas se concentraron a presién reducida hasta sequedad.

Hidrolisis y fraccionamiento de aminodcidos constituyentes de proteinas.

Un gramo del residuo de la extraccion con etanol se calentd en bafio de vaselina a 110°
durante 72 horas con 300 ml de HC16 N. Se llevo a sequedad a presion reducida y el exceso
de 4dcido se elimind por repetidas evaporaciones con adicion de agua. El residuo se disolvio en
10 ml de HCI 0.1 N y se fracciono por pasaje a través de resina De Acidite FF, de la misma
forma que la mezcla de aminodcidos libres.

Identificacion cromatogrifica de los aminodcidos.

Las diferentes fracciones obtenidas se disolvieron en agua destilada y se estudiaron por
cromatografia en papel unidimensional, en los sistemas A, B y C.

Las cromatografias en placa de celulosa se realizaron con los sistemas de solventes A,
B, C y D. Las placas se eluyeron una vez, se secaron bajo campana, se volvieron a ambientar
y se eluyeron por segunda vez con el mismo sistema de solventes.

Se realizaron también cromatografias en placas bidimensionales con los sistemas de
solventes E y F. Las placas se eluyeron con el sistema E dos veces en el mismo sentido, se
secaron y luego se desarrollaron perpendicularmente a la primera direccion con el sistema F.

Se usaron los siguientes aminodcidos patrones: dcido.aspartico, lisina, leucina, glicina,
dcido glutdmico, alanina, metionina, isoleucina, triptofano, arginina y valina.

Los resultados se resumen en las Tablas 11 y II1.
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TABLAII

Frace. 1 Frace.2 Frace.3 Frace.4  Frace.5  Fracc. 6

I. laminarioides Arginina | Trazas - Trazas de | Neutros | Neutros
(libres) arginina neutros y y y
acidos acidos acidos
L ciliata Lisina Lisina — Trazas de | Neutros | Neutros
(libres) arginina | arginina neutros y y y
trazas dcidos icidos acidos
I. laminarioides Lisina Lisina - Trazas de | Neutros | Neutros
(hidrolizado) arginina | arginina neutros y y y
trazas acidos acidos icidos
L. ciliata Lisina Lisina — Trazas de | Neutros | Neutros
(hidrolizado) arginina | arginina neutros y y y
trazas | dcidos acidos acidos
TABLA III
A, Az B, B,
Glicina + + + +
Arginina + % -+ ¥
Valina = + - +
Triptofano + - + -
Isoleucina - - - -
Ac. aspdrtico . + + +
Lisina = b + +
Leucina + % + +
Ac. glutamico + # + +
Alanina + + + +
Metionina - + = +
A, : aminodcidos libres de I. laminarioides
A, : aminodcidos de hidrolizado de I. laminarioides
B, : aminodcidos libres de L. ciliata
B, : aminodcidos de hidrolizado de I. ciliata
(+) : presencia de aminoacidos
(-) : ausencia
DISCUSION

M. Takagi” estudid un total de 32 especies de algas pertenecientes a las divisiones
Chlorophycophyta, Phaeophycophyta v Rhodophycophyta encontrando que la composicion
y proporcion en aminodcidos libres era muy variable. Dentro de las especies de la division
Rhodophycophyta (algas rojas), sin embargo, encontrd que los aminodcidos mds abundantes
y que aparecian en todas las especies eran alanina, glicina y los aminodcidos glutdmico y
aspartico. Estos mismos resultados se encontraron en el presente trabajo.

También Takagi estudio los aminoacidos de la especie 1. laminarioides proveniente de
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las zonas de Nanahema y Moheji en el litoral japonés, describe los mismos aminodcidos que
se encontraron en nuestro laboratorio con excepcion de leucina, entre los aminodcidos libres,
que para el caso de la muestra de la costa chilena aparece en proporcion considerable.

Cabe serialar que Takagi trabajo con alga secada a 100° y no con muestras frescas.

Los resultados encontrados por Silva y colaboradores para el contenido total de ami-
noicidos en I. laminarioides difieren en que estos autores detectaron isoleucina que no se
identifico en este trabajo, pero no encontraron arginina ni triptofano. La ausencia de tripto-
fano se debe probablemente a las condiciones de hidrolisis en medio dcido.

El nimero de aminodcidos identificados en hidrolizados de ambas algas fue superior al
nimero de aminodcidos libres, siendo aquellos que se encontraron en mayor proporcidn
alanina, acido glutamico y dcido aspartico. Estos resultados concuerdan con los valores
publicados en literatura para otras especies de algas rojas.

Las cromatografias en papel y en placas de celulosa unidimensional en diferentes
sistemas de solventes permitieron obtener estas conclusiones. Los resultados obtenidos por
cromatografia en placa bidimensional no fueron concluyentes.

Se encontrd un porcentaje aproximado de proteina en I ciliata del 16.49/o v en L
laminarioides de 9.19/o, estos valores estan dentro del rango encontrado para otras algas
rojas. En otras especies de algas rojas se ha encontrado mayor porcentaje de proteina, por
ejemplo en Rhodymenia palmata (23-270/0) y en Porphyra tenera (22-429/0), dos especies
que forman parte de la dieta humana desde hace muchos afios en el noroeste de Europa y en
Japén, respectivamente." ®
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