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RESUMEN

Se presenta un método analitico para la determinacldn de aminoécidos,
basado en una combinacién de métodos de cromatografia y electrofore-
sis en papel a2 bajo voltaje. Las muestras que contienen los aminodcidos
se aplican a cintas de papel de filtro, y luego son fracclonados por elec-
troforesis, en aminoicidos béisicos, neutros y acidos, a un pH de 5.3. TI-
fiendo la mitad de la cinta con solucién de ninhidrina es factible localizar
las diferentes fracciones que contienen los aminoAcidos, las que a su vez
pueden cortarse de la otra mitad de la cinta que no ha sido tefiida. La
separacién individua! de los aminoéicidos bésicos se consigue por medio
de electroforesis a un pH de 11,5, y la de los neutros, por cromatrografia
descendente con butanol, icido acético y agua. En e] caso de ciertos amino-
dcidos que son dificiles de separar en la forma mencionada es necesario
aplicar primero la ecromatografia y después la electroforesis, a un pH de
1.85. Se citan eJemplos de la aplicacién de este método en problemas de
suplementacién y fitomejoramiento, asl como en la determinaclén de ami-
noficidoa libres en tejidos, dindose a conocer sus ventajas y limlitaciones
en relaclén con otros métodos analiticos.
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I. INTRODUCCION

El mejoramiento del valor nutritivo de los alimentos ba-
sicos a través de la suplementacion con proteinas de buena
calidad o mediante el agregado de aminoacidos puros, es una
técnica que progresa rapidamente, evidencidndose su aplica-
cidén practica en la mayor disponibilidad comercial de alimen-
tos suplementados para consumo humano o animal (1-7).

Por otro lado, los fitomejoradores trabajan intensamente
en la seleccién y produccion de variedades de semillas de alto
valor nutritivo. Estos mejoramientos genéticos han dado ya
resultados positivos, como es el caso del maiz opaco-2, cuyo
contenido de lisina es superior al del maiz comin y su concen-
tracion de zeina inferior a la de cualquier otro maiz que no
contenga este gene (8-10). Los progresos logrados por la cien-
cia de los alimentos y la genética exigen también avances ra-
pidos en las técnicas analiticas a fin de que éstas permitan
detectar los cambios que pueden ocurrir en los alimentos du-
rante su preparacién culinaria (11-13), los procesos industria-
les (14) y el almacenamiento (15) a que se someten estos ali-
mentos antes de ser consumidos por el piiblico. Asimismo, el
control de los procesos genéticos mediantes analisis quimico es
de suma importancia para obtener o detectar los cambios de-
seables o indeseables que se desea investigar.

El propdsito de este trabajo fue desarrollar un método
analitico rapido en comparacion con otros métodos disponibles,
v de bajo costo para el anilisis de hidrolizados proteinicos y
aminoacidos libres en sueros y tejidos animales y vegetales.

II. METODOLOGIA

A. Reactivos

1. Mezcla de solventes para cromatografia:
N-butanol: 4cido acético glacial: agua
(450: 50: 125 v/v/v)

2. Buffers para electroforesis:

(a) Piridina - dcido acético, a un pH de 5.3
(1% de piridina en solucién acuosa de acido acé-
tico al 0.4% (v/v) )
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(b) Carbonato de sodio, a un pH de 11.5
(solucién acuosa de carbonato de sodio anhidro
al 0.53%)

(e) Fosfato, a un pH de 6.0
(0.129 g% de Na:HP: en soluciéon acuosa de
KH.PO:x al 0.906%)

(d) Acido férmico - acético, a un pH de 1.85
(2.5% de 4cido férmico en solucion acuosa de
acido acético al 7.8% (v/v) )

3. Soluciones de ninhidrina:

(a) Neutra - 0.20 g% de ninhidrina en acetona + 5
ml de agua destilada

(b) Acida-0.20 g% de ninhidrina en acetona + 5 ml
de agua destilada + 5 ml de &cido acético glacial

(c¢) Alcalina - 0.20 g% de ninhidrina en etanol + 0.5
ml de KOH 10 N

B. Aparatos
1. Cromatografia

Para este estudio se us6é un tanque rectangular equi-
pado con cubetas de vidrio de aproximadamente 200
ml de capacidad. El fondo de este tanque se cubri6
con la mezcla de solventes utilizada para desarrollar
las cintas, con el objeto de mantener saturada la at-
mosfera interior del tanque.

2. Electroferesis

Para las separaciones de los aminoacidos por electro-
foresis se utilizaron celdas tipo “Durrum” de la Casa
Beckman.

C. Procedimiento

Para cuantificar los aminoacidos de un hidrolizado pro-
teinico o de una mezcla, se procede en varias etapas:

1. Separacién de los aminodcidos en los grupos bdsicos,
neutros y dcidos por medio de electroforesis, a un pH
de 5.3 (Grifica 1).
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La muestra se aplica a cintas de papel de filtro Whatman
No. 1, que miden 30 em de largo por 6 cm de ancho. Cuando
el propdsito es aplicar la muestra en forma de banda para ob-
tener una mejor separaciéon de los aminoacidos, es necesario
usar un aplicador de 6 cm; sin embargo, para este trabajo s6-
lo se contaba con un aplicador de 3 cm de ancho.

A BdSsicos Neutros  Acidos

ELECTROFORESIS

pH 5.3 (1% Puridina en 0.4% Ac. Acéltico)
2 horos a 0.02 ma /cm

BASICOS NEUTROS
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Grifica 1. Esquema de separacion de aminoacidos por electroforesis y
cromatografia.
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Por las razones apuntadas hubo necesidad de hacer un
agujero en la parte media de la cinta a fin de aplicar la mues-
tra a ambos lados del agujero, y repartirla asi uniformemente
en todo el ancho de la cinta. Las cintas se colocan después en
una celda de electroforesis tipo “Durrum” y equilibradas con
un buffer de piridina y acido acético a un pH de 5.3 Luego
se les somete a una corriente constante de 0.02 ma/cm, duran-
te dos horas, 1o cual separa los aminoacidos en basicos, neutros,
y acidos, orientados del catodo hacia el 4nodo, respectivamen-
te, con el acido aspartico moviéndose mas rapido que el acido
glutamico. Después de la electroforesis, las cintas de papel
se secan en un horno a 90° C durante 10 minutos. Luego se
corta cada cinta por la mitad a lo largo, obteniéndose asi dos
cintas: A y B, de 3 ¢cm de ancho cada una.

La cinta A se tifie con una soluciéon de ninhidrina neutra
y se desarrolla el color a 95° C durante 5 minutos, con lo cual
las fracciones que contienen los aminoacidos se hacen visibles.

Esta cinta A, tenida en la forma descrita, se coloca junto
a la cinta B para reconstruir la cinta ancha original. Las frac-
ciones que contienen los aminoacidos basicos y neutros se cor-
tan de la cinta B usando como guia la cinta tefiida con los
aminoacidos segun se aprecia en la Figura 1, la cual mues-
tra una cinta ancha después de someterse a electroferesis, a
un pH de 5.3.

2. Separacién de los aminodcidos bdsicos por electrofore-
sis, a un pH de 11.5 (Grdfica 1)

Los trocitos de papel que contienen las fracciones de los
aminoacidos basicos obtenidos previamente a un pH de 5.3,
se prensan contra nuevas cintas de papel de filtro entre dos
planchas de vidrio de 4 cm de ancho. Estas dltimas se man-
tienen unidas por medio de bandas de hule, ya que el propo-
sito es que el trocito de papel que contiene la muestra se man-
tenga en intimo contacto con la nueva cinta de papel de filtro.
Todo esto se coloca en las celdas de electroforesis, con un buf-
fer de carbonato de sodio a un pH de 11.5 y cuando éste as-
ciende por capilaridad en la nueva cinta, arrastra automatica-
mente los aminoacidos basicos. Estos Gltimos pueden separar-
se individualmente aplicando una corriente constante de 0.005
ma/cm durante 15 horas, teniendo cuidado de colocar el polo
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Grifica 2. Esquema de separacién de aminoicidos por cromatografia y

electroforesis.

positivo hacia donde van a migrar los aminoacidos, o sea al
extremo de las cintas que no estan prensadas con los vidrios.

3. Separacion de los aminodcidos meutros por cromato-
grafia descendente (Grafica 1)

La fracciéon de los aminoacidos neutros obtenida a un pH
de 5.3 se prensa a una nueva cinta de papel de filtro What-
man No. 1, de 3 em de ancho por 80 cm de largo, entre dos
placas de vidrio que se mantienen juntas por bandas de hule;
Iuego se corre cromatografia descendente con una mezcla de
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butanol, acido acético y agua, durante 18 horas. Al final de es-
te periodo las cintas se secan a temperatura ambiente con ayu-
da de un ventilador y el proceso cromatografico se repite dos
veces mas, con la misma mezcla de solventes, y secando las
cintas después de cada irrigacidn.

4. Separacion de histidina (Grdfica 2)

En el proceso descrito anteriormente para la separacion de
los aminoicidos bésicos a un pH de 11.5, la histidina corre
fuera de la cinta al compartimiento del buffer. Cuando se de-
sea determinar este aminoacido y fosfoetanolamina, o ambos,
puede emplearse electroforesis a un pH de 6.0, localizandose
la histidina entre la fraccion de los aminoacidos basicos y los
neutros, en la mitad de la cinta correspondiente al catodo;
la fosfoetanolamina, por su parte, se encuentra entre la frac-
cion de los aminoacidos neutros y acidos, en la mitad de la
cinta correspondiente al anodo.

5. Separacion de ciertos aminodcidos neutros dificiles de
obtener solo por electroforesis o cromatografia (Gra-
fica 2)

Los aminoacidos serina, glicina, taurina, metionina y vali-
na forman grupos al tratar de separarlos por cromatografia o
electroforesis. Sin embargo, esa separacion es factible si se
emplea primero cromatografia y luego electroforesis. Cuando
se usa como mezcla de solventes, butanol, acido acético, y agua
durante 24 horas, es posible obtener por cromatografia des-
cendente la separacion que se muestra al lado derecho de la
Grafica 2 con los grupos de serina-glicina-taurina y de metio-
nina-valina. Si se procede a cortar y tefiir la mitad de las cin-
tas, como se mencioné anteriormente para la separacion de los
aminoacidos basicos después de electroforesis a un pH de 5.3,
pueden aislarse las fracciones que contienen dichos aminoaci-
dos. Estas pueden ser separadas en sus componentes indivi-
duales aplicando electroforesis a un pH de 1.85 durante 4
horas, a 0.02 ma/cm.

D. Estimacién Cuantitativa

Una vez se ha llevado a cabo la cromatografia o la electro-
foresis, las cintas se secan en un horno a 95° C durante 10 mi-
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nutos; luego se tifien por inmersién en la solucién de ninhi-
drina mas apropiada:

1. Solucién de ninhidrina meutra para las cintas desa-
rrolladas en cromatografia con N-BuOH, Acido acéti-
co y agua, y las desarrolladas en electroforesis a un
pH de 4.0 a 6.0.

2. Solucién de ninhidrina dcida para las cintas desarro-
lladas en electroforesis a un pH mayor de 6.0.

3. Solucion de ninhidrina alcalina para las cintas desa-
rrolladas en electroforesis a un pH menor de 4.0.

Las cintas tefiidas se secan al aire por 20 minutos; segui-
damente se colocan en el horno a la temperatura de 95° C
durante 5 minutos, con lo cual aparece el color producto de
la reaccion de la ninhidrina con los aminoacidos. Se dejan en
reposo durante 30 minutos para que se equilibren con las con-
diciones ambientales del laboratorio y luego se procede a cor-
tar las fracciones que contienen los aminoacidos, y una parte
de la cinta sin aminoicidos que es la que servira de control.

Para la extraccién del color, los trocitos de papel recién
cortados se ponen dentro de una jeringa de plastico a la cual
se le coloca previamente un filtro de algodén en la punta; és-
te debe estar comprimido en tal forma que deje pasar liquido
solamente por centrifugacion.

Las jeringas (sin émbolos) con los trocitos de papel se co-
locan dentro de un tubo de centrifuga; luego se introducen 3
ml de etanol al 75% en cada una de ellas, se agitan por 10 mi-
nutos y se centrifugan por otros 10 minutos a 1,500 rpm, con
1o cual todo el alcohol en el que se ha disuelto el color de los
aminoicidos pasa al tubo de centrifuga. Esta extraccién se
repite una vez mis en la misma forma y la densidad éptica
del extracto se mide en un colorimetro a 540 mu, usando el
extracto del trocito de papel sin aminoacidos, como control.

La Figura 2 muestra las jeringas de plastico dentro de los
tubos de centrifuga y el extracto alcohdlico coloreado que se
obtiene después de la centrifugacion.

Las concentraciones de los aminoécidos se calculan de una
curva estandar en la regién donde las densidades Opticas si-
guen la ley de Beer-Bouger, la cual se construye usando ami-
noicidos puros.
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A titulo ilustrativo, la Grafica 3 muestra las curvas estan-
dar de lisina y triptofano obtenidas por el método descrito.
Segtin puede observarse, aun usando 5 microgramos de estos
aminoicidos es factible conseguir lecturas que permitan cal-
cular su concentracion en las muestras.

W22 o
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w0 15 2
Micregromos da coda Aminodesdo

1 cnp 70.387

Gréfica 3. Curva estéindar de lisina y triptofano.
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1II. APLICACION DE ESTE METODO A PROBLEMAS
DE SUPLEMENTACION

Los cambios o pérdidas que pueden ocurrir en los alimen-
tos suplementados durante su preparacién culinaria, los pro-
cesos industriales, y el almacenamiento a que se someten, han
sido objeto de numerosos estudios por Bressani y colaborado-
res (1, 11-14, 16). Con el propdsito de comprobar la utilidad
del método que aqui se presenta, en el control de estos cam-
bios, se obtuvieron muestras de masa de maiz libres de suple-
mento y suplementadas con levadura torula, lisina y tripto-
fano, las cuales serian utilizadas en otro estudio por Elias y
Bressani (17). Muestras en duplicado fueron extraidas con
acido clorhidrico 0.1 N, de manera similar a la ya citada en
la seccion precedente al abordarse el tema de extraccién del
color, o sea colocando 1.5 g de la muestra dentro de una je-
ringa de plastico de 10 ml, y extrayendo los aminoacidos su-
plementados, por agitacion y centrifugacion, con tres porcio-
nes de 8 ml de HC1 0.1 N para luego llevarla a volumen de
25.0 ml con agua destilada.

Aprovechando el hecho de que el triptofano es un amino-
acido neutro cuyo punto isoeléctrico ocurre al pH de 5.9, y
que la lisina es un aminoacido basico con un punto isoeléctri-
co al pH de 9.7, la separacion de estos dos aminoacidos suple-
mentarios mediante electroforesis fue relativamente sencilla
al pH de 5.3. Como puede apreciarse en la parte inferior de
la Figura 2, el triptofano esta situado en medio de la cinta, y
la lisina al lado izquierdo de la misma.

Se extrajeron también con HCl, y se separaron, muestras
libres de suplemento, restandose las densidades dpticas de las
fracciones obtenidas de las muestras ya suplementadas; dichas
fracciones representaban los aminoicidos libres de la masa
de maiz y eran comunes a ambas muestras,es decir, las no su-
plementadas y las suplementadas.

Con el fin de evitar que durante la electroforesis hubiese
contaminaciéon de los aminoicidos suplementarios con cual-
quier cantidad de proteina extraida por el HCI, las muestras
fueron aplicadas a una pulgada del centro de la cinta en la
mitad correspondiente al anodo. Los aminoacidos migraron
asi hacia el catodo, y siendo las proteinas moléculas de mayor



456 ARCHIVOS LATINCAMERICANOS DE NUTRICION

tamarfio, la velocidad de movimiento fue menor que la de los
aminoAcidos. Para comparar estos resultados con los obteni-
dos por métodos microbiolégicos se hicieron extracciones con
acido clorhidrico en muestras similares. Luego, los extractos
fueron analizados, siguiendo las técnicas y usando los medios
de cultivo recomendados por Steele et al (18).

Resultados

Las recuperaciones de lisina y triptofano de las muestras
suplementadas, obtenidas por métodos microbiolégicos y por
electroforesis, se comparan en el Cuadro No. 1, notindose que
los resultados de ambas determinaciones son similares. Sin
embargo, en general las obtenidas por electroforesis son ligera-
mente mayores que las que rindieron los métodos microbiol6-
gicos, excepto en la recuperacion del triptofano que se agre-
g0 a la tortilla sometida a seis minutos de coccion.

IV. APLICACION EN PROBLEMAS DE
FITOMEJORAMIENTO

Se hidrolizaron en el autoclave durante 8 horas, a 16 li-
bras de presién y a una temperatura de 121°C, muestras de
diversas variedades de maices, algunas de las cuales ya tenian
incorporado el gene opaco-2. Para ello se pesaron 2.0 g de
muestra y se les agregd 25 ml de HC1 6 N a cada una de ellas.
A dos de las muestras se les agregé 100 mg de lisina pura an-
tes de hidrolizarlas, con el objeto de calcular el porcentaje
de recuperacién del aminoacido agregado. Después de la hi-
drélisis las muestras se filtraron, se llevaron a un pH de 6.8
y a un volumen de 100 ml. Una parte de los hidrolizados se
us6 para la determinacién de lisina por métodos microbiold-
gicos (18), y la otra para la determinacion de lisina por el
método de electroforesis aqui comentado.

Resultados

En el Cuadro No. 2 donde se comparan los dos métodos, se
observan los resultados de estas pruebas, siendo evidente su
similitud. Asimismo, puede apreciarse la mayor concentra-
cién de lisina en los maices a los que se incorpor6 el gene
opaco-2.



CUADRO N° 1

COMPARACION DE LAS RECUPERACIONES DE LISINA Y TRIPTOFANO COMO SUPLEMENTOS
DE MASA DE MAIZ Y TORTILLAS, POR METODOS MICROBIOLOGICOS Y ELECTROFORETICOS

Recuperacién®, %

Muestras Microbiolégicos Electroforéticos
Lisina Triptofano Lisina Triptofano
Masa de maiz 4+ 0.3% lisina + 0.1% triptofano 106.3 95.2 107.8 110.7
Tortilla 3 minutos 4+ 0.3% lisina 4+ 0.1% triptofano 103.2 94.0 106.7 100.0
Toriilla 4.5 minutcs + 0.3% lisina 4+ 0.1% triptofano 97.7 117.8 103.2 111.4
Tortilla 6 minutos <+ 0.3% lisina 4+ 0.1% triptofano 08.8 117.8 107.9 74.3
Masa de maiz + 3% torula 4+ 0.15% lisina 96.5 — 111.0 —_—
Teortilla 3 minutos + 3% torula 4 0.15% lisina 101.9 — 1117 —_
Tortilla 4.5 minutos 4 3% torula + 0.15% lisina 92.0 — 103.1 _—
Tortilla 8 minutos + 3% torula 4 0.15% lisina 104.1 — 113.0 —_—

* De dos muestras.
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CUADRO N° 2

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE
LISINA POR ELECTROFORESIS Y POR METODOS MICROBIOLOGI-
COS EN HIDROLIZADOS ACIDOS DE MAICES*

Muestras Electroforesis Microblolégicos
9% 9%
Tuxpeiio, grano duro 0.181 0.198
Bolita x 0, sibbed 0.378 0.353
Tuxpeinin V 520 C 0.212 0.280
Ceroso chalquefio 0.214 0.218
Pepitilla x 0, 5055 No. Tep GG B 0.422 0.378

* En duplicado.

Los hallazgos resultantes de la determinaciéon de lisina
por electroforesis, en los maices a los que se adicioné 100 mg
de lisina antes de la hidrdlisis, se presentan en el Cuadro No.
3, observandose que las recuperaciones fueron de 100 y 117%
en las dos muestras analizadas, respectivamente.

CUADRO N? 3

RESULTADOS DE LA DETERMINACION DE LISINA POR ELECTRO-
FORESIS EN HIDROLIZADOS ACIDOS DE MAICES*

Muestras Lisina Recuperacién

g% %
Tuxpefio, grano duro 0.152 —_
Tuxpefio, grano duro 4+ 100 mg lisina 0.292 100
Bclita x 0, sibbed 0.380 —
Tuxpeio V 520 C 0.172 —_
Tuxpeiio V 520 C 4 100 mg lisina 0.289 117
Ceroso chalquefio 0.225 —_
Pepitilla x 0, 5055 No. Tep 66 B 0.404 —_

* En duplicado.
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V. APLICACION EN LA DETERMINACION DE
AMINOACIDOS LIBRES, EN SUERO Y EN TEJIDOS

Los aminoacidos libres del suero o de un homogeneizado
de tejidos al 20%, pueden obtenerse por precipitacién de la
proteina con 4 ml de etanol absoluto por cada 0.5 ml de mues-
tra. Después de 15 minutos de centrifugacién a 2,000 rpm se
separa el sobrenadante, al cual se le agregan 3 voliimenes de
cloroformo. Luego se agita fuertemente y se centrifuga du-
rante el mismo tiempo y a la misma velocidad, con lo cual se
separan dos capas liquidas en el tubo de centrifuga: la supe-
rior, que es acuosa y contiene los aminoacidos libres, y la in-
ferior que es la mezcla del alcohol con cloroformo y contiene
la grasa del suero o de los tejidos. La capa superior se separa
con un gotero de vidrio llevandose a sequedad en un horno
con aire a 65°C; seguidamente se redisuelve en una cantidad
conveniente de agua destilada, por lo general de 30 a 60 mi-
crolitros, y se usa para la separacion de los aminoicidos.

Resultados

En el Cuadro No. 4 se presentan los resultados que se ob-
tuvieron al aplicar el método descrito en la determinacion de
los aminoacidos individuales de 10 muestras del mismo homo-
geneizado de rifidn. Segiin puede apreciarse, los resultados
obtenidos tanto con el método de extraccion de los aminoéci-
dos libres con etanol y cloroformo, asi como su determinacion
por la combinacion de electroforesis y cromatografia, son bas-
tante constantes.

VI. DISCUSION

Si bien es cierto que muchas de las técnicas que se utili-
zan en la actualidad para el analisis de aminoéacidos, como son
los métodos microbiolégicos (18), la cromatografia de gas
(19-23), o las resinas de intercambio i6nico (24-26), asi como
la electroforesis de alto voltaje (27, 28), etc., permiten exce-
lentes separaciones de aminoacidos. También hay que reco-
nocer que adolecen de uno o varios de los siguientes inconve-
nientes: requieren equipos costosos; el precio por anilisis es
elevado; el niimero de muestras que pueden completarse du-
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CUADRO N? 4
ANALISIS DE DIEZ MUESTRAS DEL MISMO HOMOGENEIZADO

DE RINON
Aminoicidos Micromoles/g de rifién
Esenciales
Lisina 2.88 +* 0.12*
Treonina 3.70 + 0.20
Valina 419 x 0.32
Leucina-isoleucina 5.72 + 0.14
Fenilalanina 1.85 - 0.10
Metionina 1.50 + 0.09
Histidina 2.26 — 0.18
Arginina 1.63 + 0.08
Total 23.73 + 0.47
No eaenciales
Ornitina 1.05 +* 0.08
Serina 5.75 * 0.22
Glicina 4.58 + 0.25
Cistina 0.96 = 0.08
Asparagina 3.52 + 0.12
Glutamina 2.47 + 0.15
Alanina 7.84 + 0.24
Prolina 8.45 + 0.30
Tirosina 2.07 = 0.10
Acido aspértico 3.36 + 0.14
Acido glutamico 4.82 + 0.16
Total 44.87 + 0.98
Esenciales
0.52 + 0.03

No esenciales
* Error Estiandar. Cada valor es el promedio de diez diferentes anélisis.

rante el dia es limitado, y la obtencion de aminoacidos indi-
viduales presenta dificultades.

El método descrilo en este trabajo liene la ventaja de que
requiere un equipo relativamente barato como son las celdas
de electroforesis a bajo voltaje y tanques de cromatografia
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que —ademas de ser utilizados para la determinacién de amino-
acidos— pueden usarse para diferentes analisis. Por otro lado,
el costo por analisis y el tiempo empleado son inferiores a los
requeridos por cualquier otro método, y el niimero de mues-
tras que pueden completarse por dia, es superior. Ademas,
para separar los aminoacidos que son de interés para el inves-
tigador, puede escogerse la combinacién méas apropiada de
electroforesis y cromatografia, o viceversa, ya que en muchos
casos solo se necesita conocer la concentracién de uno solo de
estos compuestos.

Como ventaja adicional cabe destacar que los problemas
que se presentan con los métodos microbioldgicos debido a
la racemizacion de ciertos aminoicidos, en particular tripto-
fano, durante la hidrélisis alcalina no surgen con el método
descrito en esta comunicacidn, ya que siendo este ltimo un
método quimico, no es afectado por tales cambios. Asimismo,
la presencia de proteinas en los extractos acidos de los alimen-
tos suplementados con aminoacidos puros, no tiene importan-
cia, pues siendo las proteinas moléculas mas grandes que los
aminoécidos, migran a velocidades menores en el campo eléc-
trico, permitiendo asf la separaciéon de estos ltimos.

Una de las criticas a los métodos de cromatografia y elec-
troferesis en papel, ha sido la dificultad de cuantificar el eolor
de los aminoacidos después de su reaccién con ninhidrina.
Ello aplica especialmente cuando no se cuenta con un densi-
tometro apropiado que mida directamente la mancha del pa-
pel; sin embargo, consideramos que este problema puede so-
lucionarse con el uso de jeringas y de centrifugacién para ex-
traer el color, como ya se describi6, puesto que dos extraccio-
nes con etanol al 75% bastan para obtener en forma liquida
el 100% del color del amino4cido tefiido. Esto permite el uso
de un colorimetro corriente para su estimacion cuantitativa.

El examen de los datos aqui presentados indica que este
método tiene muy buena reproducibilidad, siendo sus resulta-
dos comparables a los obtenidos por métodos microbiolégicos.

A pesar de las limitaciones de este método para la deter-
minacién individual de leucina e isoleucina, los autores con-
sideran que esta técnica puede ser de gran utilidad para algu-
nas de nuestras universidades latinoamericanas. Por limita-
ciones econdmicas y falta de equipo de laboratorio, muchas
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veces sucede que en ellas no se aprovecha al maximo el po-
tencial humano que poseen para emprender investigaciones
de orden cientifico que conduzcan a la solucién de problemas
especificos del area.

SUMMARY
A method for amino acid determination applicable to supplementation,
plant Improvement, and nutritional biochemistry problems

An analythical method for the determination of amino acids, based on
paper cromatography and electrophoresis at low voltage Is presented. Sam-
ples containing the amino acids are applied to filter paper strips and then
fractionated by electrophoresis In basic, neutral and acidic amino aclds,
at a pH of 5.3. Dyeing of half of the strip with a ninhydrin solution allows
observation of the different fractions containing the amino aclds, which
can be cut out from the other half of the strip that has not been dyed.
The Individual separation of the basic amino acids Is achieved by elec-
trophoresis at a pH of 11.5, and the neutral amino acids by descendent
chramatography with butanol, acetic acid and water. In the case of certaln
amino acids which are difficult to obtain in the above-mentioned form,
it is necessary to apply first, the chromatography and then the electro-
phoresis at a pH of 1.85. Examples of the application of this method on
supplementation and plant improvement problems are shown, as well as
in the determination of free amino acids in tissues, showing the advan-
tages and limitations of the method in relation to cther analytical proce-
dures.
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