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RESUMEN

Se estudia por cromatografia liquida automética la degradacion de
aminoacidos patrén sometidos a un proceso hidrolitico dcido a distintas
temperaturas, tiempos y concentraciones de dcido tioglicolico. '

La utilizacion de este reactivo al '5 %, permite cuantificar un alto
porcentaje de triptéfano, sin afectar grandemente a los restantes amino-
acidos.

INTRODUCCION

Estad ampliamente reconocida la gran importanicia que tiene para el
estudio de Jas proteinas vegetales el conocimiento de su composicién ami-
noacidica, sobre todo, como una de las formas mdas apropiadas para lograr
su diferenciacion.

Este estudio Ileva implicito la hidrélisis previa de las mismas, que ge-
neralmente se realiza por un proceso de digestién enzimatico, basico o aci-
do. Este ¢ltimo es el més utilizado, ya que requiere una menor manipu-
lacién de la muestra y ademis, porque los aminoicidos que se degradan lo
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hacen generalmente en meunor proporcion (11,12,16). No obstante, estos
compuestos se descomponen en proporciones variables al estar sometidos
durante cierto tiempo a unas condiciones de acidez y temperaturas eleva-
das, siempre necesarias en todo proceso hidrolitico 4cido. Este hecho ha
stdo puesto de manifiesto frecuentemente (10,14,21,24).

El triptéfano es un constituyente basico de las proteinas, aunque cuan-
titativamente interviene en menor proporcién respecto a otros amincaci-
dos. Desde el punto de vista nutritivo, es esencial para los animales y en
las plantas ejerce un papel importante como regulador de su crecimiento
(7,18). Por estos motivos, su determinaciéon ha sido objeto de numerosas
investigaciones.

La bibliografia consultada (9,11,21) y los resultados de un trabajo ante-
rior (5), indican que el triptéfano se destruye casi totalmente si se le so-
mete, junto a los otros aminoacidos, a unas condiciones de hidrdlisis dcida.
Por ello y para este caso concreto, es necesario aplicar otros procedimien-
tos: hidrélisis alcalina (22,26,27); enzimdatica (3,13); espectrofotometria
directa (6,8,19) o bien utilizar determinados compuestos en el proceso hi-
drolitico 4cido, que limiten al maximo su destruccién.

En esta tltima linea de investigacion, se ha experimentado reciente-
mente un notable desarrollo. Asi, se puede destacar, el empleo de un flujo
continuo de nitrdgeno en el recipiente de hidrélisis, para eliminar todo
vestigio de oxigeno (25); o bien, la utilizacién de ciertas sustancias tales
como 4dcido toglicdlico (9,17).

En este trabajo se aborda el estudio de la recuperacion del triptéfano
utilizando como agente protector el acido tioglicdlico y la posible influen-
cia que este puede ejercer sobre otros aminoicidos sometidos a condicio-
nes hidroliticas 4cidas,

MATERIAL Y METODOS

Como aminoacidos patron se utilizaron los siguientes: tirosina, fenilala-
nina, lisina, histidina, triptéfano, arginina, acido aspartico, 4cido glutimi-
co, hidroxiprolina, treomina, serina, prolina, alanina, glicina, valina, cis-
tina, metionina, isoleucina y leucina. Todos ellos de calidad R.A.

Para la realizacién de la experiencia se prepararon mezclas patrén que
contenian 025 uM/ml de cada uno de los aminoicidos citados anterior-
mente.

El procedimiento seguido para el tratamiento hidrolitico es: En ma-
traces Erlenmever de 250 ml, se introducen 150 ml de icido clorhidrico
6 N, la mezcla de aminoacidos patrdn -——en la concentracidn anteriormen-
te citada— y acido tiogliclico. Seguidamente se procede a su desairea-
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cién aplicando el vacio durante 8 minutos.y se aisla del exterior, median-
te un cierre hermético. A continuacién se les insufla nitrégeno purisimo,
hasta que la presién en su interior alcanza un valor de 1'5 kg/cm?®. Final-
mente, se introducen en una estufa y se mantienen a 110 + 2 6 145 = 2 °C,
durante tiempos de 8, 16, 24 y 32, 6 4, 8, 12 y 24 horas respectivamente.

Posteriormente y de la disolucién, se elimina el acido clorhidrico por
evaporacidén a vacio a baja temperatura. La operacién se repite, adicio-
nando agua bidestilada, hasta que el pH de la misma alcanza un valor
de 5 a 6.

La determinacién de los aminodcidos se realiza por cromatografia li-
quida automitica, tal y como se describe en un trabajo anterior (5).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla I, se exponen los resultados obtenidos en una primera ex-
periencia, en la que se pone de manifiesto la influencia del acido tioglied-
lico sobre los aminodcidos de la muestra patrén en unas condiciones con-
cretas de hidrdlisis 4cida,

Los datos indican que en las citadas condiciones hidroliticas, el 4cido
tioglicdlico impide notablemente la destruccion del triptéfano, en parti-
cular, cuando se utiliza en concentraciones comprendidas entre 05 y 4 %,
intervalo que queda dentro de lo establecido por otros investigadores
(9,17). En la Figura 1 ce representa este hecho.

También se puede observar que, dentro del error experimental tolera-
ble, el acido tioglicdlico al 05 %, no ejerce practicameute influencia sobre
los restantes aminoicidos, salvo para la cistina (por su total reduccién a
cisteina) y el acido glutdmico. El aumento de la concentracién del dcido
tioglicélico proporciona una mayor conservacion del triptéfano, pero en
cambio produce notables diferencias en la determinacion cromatografica
de otros aminoicidos, especialmente, en la de los dcidos aspartico y
glutdmico, hidroxiprolina y treonina, que no pueden ser cuantificados
perfectamente a causa de la variacidn que experimenta la linea base del
cromatograma obtenido, sobre todo cuando la concentracién del 4cido
tioglicélico alcanza valores del 4 %.
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TABLA I

Accién de distintas concentraciones de dcide tioglicdlico sobre muestras de
aminodcidos patrén sometidas a condiciones de hidrélisis acida: temperatura
110 °C, Tiempo 16 h, CIH 6 N. Atmdésfera de N,

Concentracion del Acido tioglicdlico

Aminoécidos
0% 0,6 % 1% 2 % 4 %

Tirosina 91,36 91,11 88,65 106,77 108,47
Fenilalanina 92,84 95,09 92,36 08,46 97,13
Lisina 92,56 96,18 96,10 96,00 97.36
Histidina o - 95,36 95,05 94,77 95,47 95,09
Triptéfano — 81,51 89,59 89,63 90,39
Arginina 95,06 93,66 92,57 92,51 101,28
Acido Aspartico 91,20 97,80 —_ — —
Acido Glutamico 101,80 114,00 — e —
Hidroxiprolina 91,10 90,73 76,99 77,72 —
Ireonina © 92,86 94,73 95,61 95,34 —
Serina 94,85 93,98 96,30 99,99 —
Prolina 95,37 92,68 97,83 96,71 91,18
Alanina 91,02 91,60 94,43 97,34 84,38
Glicina 102,07 104,10 107,55 111,96 117,33
Valina 104,16 103,21 123,61 130,88 130,81
Cistina 90,31  — = = Z
Metionina - 77,61 79,59 80,34 84,07 83,74
Isoleunina 86,25 38,84 160,37 98,48 101,11 -
Leucina 96,28 99,73 101,89 . 101,89 108,26 .

Los valores vienen expresados en porcentaje ¢on respecto al patrén sin tratar.
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FIGURA 1

Conservaclon del triptéfano en condiciones de hidrélisis &cida, por accién del acldo
tioglicélico a diversas concentracionses.
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Los datos aportados por esta experiencia nos inducen a sugerir:

1°) La utilizacién del 4cido tioglicélico al 05 % en todo proceso hi-
drolitico 4cido de proteinas, es suficiente para cuantificar el triptéfano y
los restantes aminoicidos, excepto cistina, Por lo tanto, sélo serd aconseja-
ble la incorporacién de dicho 4cido, cuando se pretenda conocer también
la cantidad de triptéfano presente en la proteina,

2.°) En el caso de que interese exclusivamente la determinacion de este
altimo, se podrian utilizar concentraciones de 4cido tiogliclico compren-
didas entre 1 y 4 %.

Sin embargo, la degradacion de los aminoicidos estd asimismo notable-
mente afectada, por la temperatura vy el tiempo a la que quedan sometidos
durante el proceso hidrolitico 4cido. Por ello’y para averiguar la influen-
cia de estos factores se realizaron experiencias a temperaturas de 110 ¥
145 °C (valores limite corrientemente empleados) (4, 10, 20, 23), v periodos
de tiempo comprendidos entre 4 y 32 horas.

En la experiencia a 110 °C, las mezclas de aminoicidos patrén se some-
tieron a tratamiento con acido tioglicélico al 0,5 % a 110°C, durante perio-
dos de tiempo de 8, 16, 24 y 32 horas consecutivas. Posteriormente y en
cada muestra, se determinaron sus contenidos.

En la Tabla II se exponen los porcentajes de recuperacién de cada
aminoacido respecto a la muestra cromatografica directamente, es decir, sin
ser sometida al proceso hidrolitico.

TABLA II

Degradaciéon de aminodcidos patrén sometidos a condiciones de hidrélisis
acida, a 110°C y tiempos distintes en presencia de acido tioglicélico al 075 %.
Va]ores expresados en porcentaje con respecto al patrén sin tratar.

Tiempo en horas

Aminokcidoa
' 8 16 24 32
Tirosina 96,95 91,40 90,35 85,94
Fenilalanina 97,90 95,07 93,37 89,23
Lisina 99,29 96,18 93,97 91,95
Histidina 99,82 97,72 95,78 93,37
Triptéfano 94,72 87,51 84,92 81,18
Arginina 97,44 94,04 93,96 90,91
Acido Aspartico 99,15 97,83 . 96,18 93,20
Acido Glutamico 120,27 119,10 120,70 118,60
Hidrexiprolina 98,45 90,73 83.24 79,06

Treonina _ 94,81 94,74 93,57 93,40
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Serina 97,21 93,98 87,33 84,67
Prolina 99,39 92,68 92,00 89,86
Alanina 97,52 91,60 90,30 88,78
Glicina 111,53 104,10 101,85 102,17
Valina 107,98 103,21 102,18 101,74
Metionina 83,16 79,59 73,67 69,25
[soleucina 98,90 88,84 84,58 84,88
Leucina 101,04 99,73 _ 98,23 96,34

En la experiencia a 145°C, las muestras de aminodcidos patron se some-
tieron al mismo tratamiento durante periodos de tiempo de 4, 8, 12 y 24
horas, Tabla IIIL

TABLA III

Degradacién de aminoacidos patrén sometidos a condiciones de hidrdlisis
acida, a 145°C y tiempos distintos en preszencia de dcido tioglicolico al 0°S %.
Valores expresados en porcentaje con respecto al patrén sin tratar.

Tiempo en horas

AminoAcidos
4 8 12 24
Tirosina 80,06 80,06 80,04 78,45
Fenilalanina 87,13 86,28 85,14 83,98
Lisina 92,10 91,69 91,27 89,25
Histidina 092,93 91,96 90,68 88,39
Triptofano 76,77 73,22 69,73 65,17
Arginina 89,14 86,05 84,68 83,03
Acido Aspartico 115,63 114,70 113,20, 109,71
Acido Glutamico 126,83 117,89 117,43 110,10
Hidroxiprolina 84,03 83,36 76,23 71,17
Treonina 96,55 92,73 84,21 78,10
Serina 86,07 80,07 69,95 61,81
Prolina 102,43 99,97 92,96 87,67
Alanina 92,19 91,78 91,92 91,38
Glicina 106,00 105,10 106,06 104,62
Valina 110,95 112,32 112,49 111,06
Metionina 79,43 78,95 76,11 71,63
Isolencina 92,78 92,62 90,83 83,45

Leucina 104,36 104,88 104,02 100,82
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Al comparar los datos obtenidos en las experiencias anteriores se dedu-
ce, en primer lugar, que la degradacién general es considerablemente
mayor cuando el proceso se verifica a 145°C. Este hecho queda patente
en la Figura 2.
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FIGURA 2

FPorcentajes de recuperacion de la surna de aminoécidos patrén sometidos a condiciones
de hidrélisis acida a 110° y 145°C y tiempos distintos.

En segundo lugar se observa también, que a tiempos iguales (8 y 16
horas), los valores de recuperacion correspondientes a 145°C son inferio-
res a los de 110°C. Esto ocurre con todos aquellos aminoacidos que sdlo
sufren un proceso de degradacién. En cambio, si se comparan los valores
obtenidos para el 4cido glutiémico, dcido aspartico, glicina y valina, es-
pecialmente a las 8 horas de tratamiento, se puede senalar, que la recu-
peracion a 143°C es mayor en estos casos.

Tal hecho experimental se podria explicar por la posibilidad de cierta
interaccién de unos aminoacidos con otros (9, 11, 17), 0 por la aparicién
de compuestos originados en las degradaciones que se producen y que
pueden incrementar los valores correspondientes en la determinacién cro-
matogrifica de un aminoacido en concreto (21).

Por ultimo cabe destacar las degradaciones de determinados amino-
acidos representativos de un grupo o aquellas en particular, que muestran
alguna caracteristica especial digna de mencién.

En este aspecto histidina, arginina, fenilalanina y leucina constituyen
un grupo bastante estable y con una degradacién muy anéloga (Figura 3).
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Porcentale de recuperacion de histidina en condicicnes de hidrdélisis
acida a 110° y 145°C vy tiempos distintos,

A 110°C y a las 8 horas de tratamiento, puede observarse que la de-
gradacidén es minima, incrementindose lentamente entre 8 y 32 horas,
aunque no de forma excesiva.

Metionina, hidroxiprolina, triptéfano y serina constituyen un segundo
grupo mucho mas sensible a la degradacion. Figura 4.
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Porcentaje de recuperacién de metioning en condiciones de hidrélisis
acida a 110° y 145° C y tiempas distintos,

Tanto a 110°C como a 145°C, la metionina sufre una notable altera-
cidn ya sea a las 8 6 4 horas de tratamiento respectivamente, acentuandose

considerablemente al ir aumentando el tiempo.
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Como casos especiales de degradacién deben mencionarse los de tiro-
sina y treonina. '

La tirosina (Figura 5) presenta a 110°C una destruccién bastante
acentuada y gradual, si bien a las 8 horas es pequefia. En cambio, a las
4 horas a 145°C, el porcentaje de recuperacion es bajo (80 %), pero este
valor permanece ya practicamente constante a las 8, 12 y 16 horas; esto
indica que toda la pérdida se produce antes de las 4 horas.
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-FIGURA ‘5

Porcentaje de recuperacién de tirosina en condiciones de hidrdlisis
Acida a 110° y 1‘45°C y tiempos distintos.

'El fenémeno inverso se da para la treonina (Figura 6).
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Porcentaje de recuperacidn de treonina en condiciones de hidrélisis
acida a 110° y 145°C y tiempos distintos.
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Este aminoacido a 110°C se degrada en un 5 % antes de las 8 horas
pero practicamente no sufre mds alteraciéon al aumentar el tiempo. Con-
trariamente, a 145°C y 4 horas de tratamiento, la degradacion es s6lo del”
3’5 %, pero el proceso aumenta considerablemente hasta que a las 16 ho-
ras alcanza un 21’9 %.

Por ltimo, citamos aquellos aminodcidos tales como leucina y acido
aspértico, que no parecen sufrir ninguna destruccién al mantener sus va-
lores practicamente uniformes en los rangos de tiempo establecidos, par-
ticularmente a 145°C. (Figura 7).
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FIGURA 7

Porcentaje de recuperacién de la leucina en condlciones de hidréligis
ficida a 110° y 145°C y tiempos distintos.

En estos casos es posible que las interferencias que se presentan en su
determinacién cromatografica, sean mas intensas cuando se producen a
145°C que a 110°C. Por ello, la curva representativa del proceso a 145°C
queda por encima de la correspondiente a 110°C; hecho que como hemos
podido observar, no se da en los restantes aminodcidos.
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