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RESUMEN
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vez m4s con el producido por nuestros pafses vecinos, tenemos que disponer de un
método que sea capaz de analizar el contenido nufricional de la Harina de Pescado sobre
la base de su composicién de aminodcidos (Triptéfano) ademds de preciso y répido, por
lo tanto la presente tesis ha obtenido las condiciones experimentales 6ptimas para el
andlisis de Triptéfano en Harina Pescado por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién,
tomando como referencia el método “Determinacién de Triptéfano en Formulas Infantiles
y medicamentos nutricionales” ®

El marco tebrico nos introduce en el desarrollo de un método cromatogriéfico, es
muy importante que un investigador conozca que pardmefros puede manejar para el
desarrollo de una técnica; también hablamos sobre los tipos de enzimas proteoliticas esto
es con el fin de ilustramos un poco acerca de la bioquimica, y ver que no estamos

aislados con respecto a las otras ramas cientificas.

La parte experimental presenta la curva de Triptéfano, se han evaluado
pardmetros como coeficiente de correlacién que da 0,9999, que demuestra la linealidad
en el rango de trabajo. Ademds expone los ensayos que hemos realizado para optimizar
la digestién de la muestra, las variables a considerar son el tamafio de muestra, cantidad
de enzima, tiempo de digestién y fase mévil adecuada para la muestra; asf después de
haber realizado el estudio se ha llegado a la conclusién que las mejores condiciones son:

Tiempo de digestién: 6 horas

Cantidad de enzima: 10 unidades

Cantidad de muestra: 50 mg
Estos ensayos se aprecian en grificas que se encuentran en la parte experimental y nos

permiten visualizar las variaciones de cada parémetro.

También hemos realizado ensayos para probar la repetibilidad del método
obteniendo 0,73 g/100g M y una desviacién estindar de 0, lo que nos muestra que es
preciso; ademds tenemos ensayos de muestras con adiciones de estdndar que presentan
porcentajes de recuperacién de 98,0 y 99,4%, que verifica su exactitud. Ademds se ha
evaluado el limite de cuantificacién el cual nos da 0,08 mg/100g de muestra.
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I. INTRODUCCION
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interferencias para la determinacién de Triptéfano, La adecuacién se ha hecho porque la
técnica original es para formulas infantiles y medicamentos nutricionales. Como es de
conocimiento general casi todos los amino4cidos pueden ser analizados por hidrélisis
4cida menos el Triptéfano, incluso por hidrélisis bésica sé isomeriza, la forma mds
exacta para su determinaci6n es la hidrélisis enzimatica.

El marco teérico de este trabajo introduce al lector en el mundo de la
cromatografia liquida practica, sobre todo en los pardmetros mds importantes que se
deben tener en cuenta al momento del desarrollo de un muevo método, la parte
experimental nos da el detalle de los ensayos que se han realizado para el ajuste de cada
parametro.

Las proteinas de origen animal, en este caso harina de pescado, suelen ser de
calidad superior a las de origen vegetal, lo que puede demostrarse comparando el
contenido de aminoédcidos de las distintas proteinas con el patrén FAO, elegido para
satisfacer adecuadamente las necesidades de los nifios de corta edad.

Cuando la composicién aminoacidica de la dieta difiere mucho de la ideal se
habla de "desequilibrio aminoacidico” y puede llevar consigo una eficacia reducida de la
utilizacién de los aminodcidos; se desarrolla una dermatitis escamosa y pigmentada en
las zonas expuestas al sol. En funcién al tipo de vestiduras que se utilicen y de las
superficies cutdneas expuestas, las zonas més afectas suelen ser: rostro, cuello, dorso de
las manos, un retraso del crecimiento y/o un deterioro permanente de la capacidad mental
de los nifios.

La suplementacién excesiva puede conducir al "antagonismo aminoacidico” e
incluso producir efectos téxicos. El antagonismo da como resultado un incremento de las
necesidades de algunos amino4cidos, por haber aumentado el nivel de otros en la dieta.
Asf, por ejempio, un consumo de leucina muy en exceso de las necesidades (como puede
ocurrir al alimentar con sorgo y maiz a los pollos) deprime la utilizacién de triptéfano e
isoleucina y aumento, por consiguiente, las necesidades de estos aminodcidos.

Un elevado exceso de metionina, cisteina, tirosina, triptéfano e histamina inhibe
el crecimiento, reduce el consumo de alimentos y genera determinadas condiciones

patolégicas en los animales.



II. OBJETIVOS

) Encontrar las condiciones 6ptimas de: cantidad de enzima, tiempo de digestién y
cantidad de muestra para la determinacién de triptéfano en la harina de pescado.

) Evaluar su precisién a través de la repetibilidad, exactitud a través de los
porcentajes de recuperaci6n y limite de cuantificacion.

) Buscar una alternativa en la determinacién de triptéfano, ya que este aminodcido
no puede ser tratado por hidrélisis dcida.



III. MARCO TEORICO

Calidad de la proteina

Los tratamientos térmicos en presencia de oxigeno causan la destruccién parcial de los
restos de triptéfano de las proteinas. Tanto el triptéfano libre, como el que estd formando
parte de las proteinas, se oxida a formilquinurenina en presencia de periodato sédico u
ozono o por foto oxidacién en presencia de riboflabina. . El tript6fano también se oxida
en presencia de peréxido de hidrégeno, pudiéndose detectar por cromatografia liquida
tres o cuatro derivados mas polares que el triptéfano, que absorben a 278nm. @

Caracteristicas def’l‘riptdl‘ano:

DL - Cristales blancos, algo solubles en agua, estable en soluciones alcalinas, se
descompone en dcidos fiiertes.

D(+) — Sabor dulce, punto de fiisién 275 — 290 °C , soluble en agua, alcohol caliente e
hidréxidos alcalinos, insoluble en cloroformo.

L(-) - Insipido, ofras caracteristicas idem. D(+) %%

Proteinas de Pescado

=  Estructurales (70 - 80%) : Miocina - Actina - Actomiosina - Tropomiosina
Actinina - Troponina

= Tejido conjuntivo ( 2 a 3%) : Col4geno

= Proteinas sarcoplasmdticas (20 - 30%) : Mioglobulinas - Globulinas — Albiminas

Diversas enzimas.



ENZIMAS PROTEOLITICAS

secuencialmente los amino4cidos o péptidos a partir de un extremo y las proteasas que

atacan las cadenas peptidicas en los enlaces no terminales. Una nueva subdivisién se

fimda en los grupos existentes en el centro activo. A continuacién:

1.- Serin - proteasas.
Se trata de un grupo de enzimas cuya actividad se halla entre pH 7 — 11, por lo que
también se denominan proteasas alcalinas. Enzimas de animales tipicas son la tripsina,
quimotripsina, elastasa, plasmina y trombina. Muchas bacterias y hongos producen
serin proteasas. Por ejemplo, Bacillus cereus, B. Firmus, B. Licheniformis, B.
Megaterium, B. Subtilis, Serratia marcescens, Streptomices fradiae, S. Griseus,
Tritirachium album, Aspergillus flavus, A. Oryzae, A. Sojae. En el cenfro activo de
esta enzima existen juntos un resto de serina y un resto histidina, La escisién de la
proteina ocurre con formacién intermedia de una acilenzima.
Su inactivacién puede efectuarse con reactivos tales como diisopropilfluorofosfato
(DIFP) y fluorofenilmetansulfonilo(PMSF) que acilan de modo irreversible el resto
serina activo.
La inhibicién irreversible ocurre también con metilcetonas halogenadas que son
andlogos del sustrato que alquilan el resto histidina activo y por inhibidores de las
proteasas, que son proteinas, que forman con la enzima un complejo inactivo que se
encuenfran ampliamente distribuidos en los 6rganos de animales y vegetales
{(pdncreas, calostro, clara de huevo, patata, semillas de muchas leguminosas).
La especificidad de la serin protesas es muy diversa. En tanto que la tripsina
solamente rompe enlaces de restos de aminoécidos con cadenas laterales bdsicas
(enlaces lisilo, argililo) y la quimotripsina preferentemente restos de aminodcidos con
cadenas laterales aromdticas (fenilalanilo, tirosilo, friptofanilo), los enzimas

microbianos son en general muy poco especificos.

2.- Tiol - Proteasas
Representantes tipicos de este grupo son la papaina (de la papaya) (Carica
papaya),bromelaina (del jugo y tallos del Ananas comosus), ficina (del Ficus latex y

otros Ficus spp.), asf como las proteasas de estreptococos. La zona de actividad de



esta enzima es muy amplia y se encuentra, dependiendo del sustrato, a pH 4,5 — 10 con
un méximo a pH 6 - 7,5.
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existe un resto cisteina. Por unién covalente se forma un tioester intermedio. Estas

enzimas son muy sensibles a la oxidacién. Actian, en general, en presencia de agentes
reductores (por ejemplo, cisteina) y formadores de complejos ( por ejemplo, EDTA).
Su especificidad no es muy estricta.

3.- Métalo - proteasas.
A este grupo pertenecen tanto exopeptidasas como carbopeptidasas A y B,
aminopeptidasas, dipeptidasas, prolidasa y prolinasa, asi como también proteasa de
bacterias y hongos, tales como Bacillus cererus, B. Megaterium, B. Subtilis, B.
Thermoproteolyticus (termolisina), Streptomyses griseus (Pronasa; también contiene
carboxi y aminopeptidasas), Aspergillus oryzae.
Estas enzimas contienen un mol de Zn * por mol de proteina; la prolidasa y prolinasa
un mol de Mn . En la carbopeptidasa A el ién metdlico actia como un 4cido de
Lewis, estableciendo contacto con el grupo carbonilo del enlace péptido que se va a
escindir. La disposicion de los otros restos participantes del centro activo, ha sido
estudiada por andlisis estructural con rayos X del complejo enzima-sustrato.
Las enzimas son activos en las zonas pH 6 — 9 ; la especificidad de estas proteasas es
en general pequefio. El grupo es inhibido por formadores de complejos (EDTA) y por
dodecilsulfato sédico

4.- Carboxil-proteasas (Proteasa dcidas)
Representantes tipicos de este grupo son las enzimas animales pepsina y renina
(enzima-lab), que actiian a pH 2 — 4, asf como la catepsina D, que segiin el sustrato y
origen tiene un pH 6ptimo entre 3 y 5. A pH 6-7 la renina escinde con mayor
especificidad un enlace de la k-caseina y desencadena con ello la coagulacién de la
leche.
Las proteasas dcidas de los microorganismos se pueden dividir en enzimas tipo
pepsina y tipo renina con accién coagulante de la leche. Las primeras son producidas,
por ejemplo, por Aspergillus usamii y Mucor spp., asi como M. Pusillus.
En el centro activo de estas enzimas existen dos grupos carbonilo, de los cuales uno
no estd disociado.



La inhibicién se consigue con diversos esteres de diazoacetilamino4cidos, que

reaccionan con el grupo carbonilo del centro activo, asi como por pepstatina que es

— umamezcla de péptidos de diversos estreptomicetos con fa formula general (R: acido
i-valerianico o 4cido n-caproico; AHMHA: 4cido 4 — amino — 3 — hidroxi — 6 — metil
— heptanoico.®

DESARROLLO DE UN METODO CROMATOGRATFICO

1.- Eleccién de la fase mévil
En cromatografia liquida muchas separaciones requiren el uso de fases méviles de dos
o mds componentes. . Ademds el tipo de cromatografia elegido y los detectores
disponibles imponen ciertas condiciones en la seleccién de los liquidos que han de
utilizarse en la composicién de la fase mévil. La fase mévil no debe ser un liquido en
el cual sea totalmente insoluble la muestra a analizar. Por tanto el procedimiento
sistemético de seleccién debe empezar por la determinacién de la solubilidad de la
muestra en varios de los disolventes normalmente usados. Esta evaluacién de las
solubilidades es esencial para evitar una fase mévil que pueda precipitar en el
instrumento toda la muestra o parte de ella. La evaluacién no resulta completa si no se
ensaya también la estabilidad de la muestra en el disolvente cromatografico. Resulta
mucho menos costoso observar la posible inestabilidad de estas soluciones iniciales
de la muestra en los viales que conocer el problema posteriormente a través de
columnas estropeadas o cromatografias inestables.
Cantidad de muesira:
Si el objetivo es la cromatografia preparativa, con las correspondientes cantidades
mayores de muestra, automdticamente se restringe la eleccién del tipo de
cromatografia a utilizar, debido fundamentalmente a las limitaciones del disolvente.
Los liquidos utilizados con mayor frecuencia en la cromatografia liquida en fase
inversa son tetrahidrofirano, acetonitrilo o metanol mezclados con agua. En general
estos disolventes se sobrecargan fiicilmente con la muestra y los andlisis se efectfian
normalmente en el limite de solubilidad de la muestra en la fase mévil. Por tanto, se
evita el uso de la cromatografia en fase inversa para el trabajo preparativo y se
prefiere la cromatografia de adsorcién.
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Influendia del detector:
La seleccion de la fase mévil también depende de algunas consideraciones

~—— relacionadas com el detector, como el intervalo espectral de transparencia del
disolvente y 1a longitud de onda de méxima absorcién del compuesto. Si el disolvente

que inicialmente se pensaba utilizar enmascara la absorcién del compuesto, se debe

emplear ofro disolvente.

Pureza:

En cromatografia liquida es importante que tanto la disolucién de la muestra como los
disolventes de la fase mévil sean liquidos puros, libres de cualquier particula sélida.
Por tanto hay que filtrar la muestra antes de su inyeccién en el cromatografo. También
se deben filtrar los disolventes utilizados en la fase mévil a través del mismo tipo de
filtro que el empleado para la muestra.

2.- Eleccién de la Fase Estacionaria:
La cromatografia de adsorcién liquido-sélido, en fase reversa, se lleva a cabo
normalmente utilizando como soporte gel de silice con fases enlazadas, primero

describiremos la fase estacionaria.

Fase Estacionaria:

Formado por particulas completamente porosas o de bolas de vidrio esféricas que
estdn recubiertas por una delgada capa superficial de gel de silice distribuida
regularmente. La superficie del gel de silice de cualquier tipo estd recubierta de
grupos Si-OH y 8i-O-Si que pueden interaccionar con las moléculas de la muestra
En la superficie del gel de silice hay dos tipos de hidroxilos: los hidroxilos libres
(OH) con niveles de energias de unas 7 Kcal/mol, y los hidroxilos reactivos (dos
grupos hidroxilos consecutivos enlazados por puentes de hidrégeno), que presentan
una energia enlazante de unas 13 Kcal/mol.

Para la cromatografia liquida de fase reversa se preparan la fase estacionaria por
reaccién de los grupos Si-OH situados en la superficie de las particulas del soporte

con diversos reactivos, por ejemplo:
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CH;-(CH,)-(CH5);-SiCl + H-O-Si-

Fase Estacionaria

~—  HCI ¥ CH-(CH)-(CH)-Si-0-Si-|

Los rellenos de fase enlazada en cromatografia de fase inversa resultan muy atiles con
muestras insolubles o moderadamente insolubles en agua. Las columnas de
octadecilsilano son probablemente las de mayor uso, si bien pueden sustituirse
eventualmente por columnas de fase enlazada que tengan una cadena alquilica mds
corta y mis flexible, como el tipo C-8 o RP-8, que contienen grupos octilsililo. Si
bien ambas fases contienen grupos alquilo, existen diferencias entre ellas, existiendo
acuerdo general en que las cadenas cortas (Octilo) ofrecen una mayor selectividad
frente a compuestos moderadamente polares, en tanto que las fases ODS deben
utilizarse fundamentalmente para muestras apolares (lipofilicas).

Las cadenas més largas originan rellenos que muestran una mayor retencién, ademds
una mayor longitud de la cadena permite una mayor cantidad de muestra.

Efecto del aumento de la temperatura en la columna:

s Disminuye la viscosidad de la fase mévil y lograr as{ presiones menores y
aumento de la transferencia de masa.

*  Aumenta la solubilidad de la muestra en la fase enlazada y obtener asi una
mayor eficacia global de equipo, permitiendo la introduccién de una cantidad de
muestra adecuada.

*  Aumenta la velocidad de migracién iénica en los sistemas de imtercambio
iénico, con lo que se obtiene una mayor frecuencia de intercambio por unidad de
longitud de 1a columna, y por tanto un mayor intercambio.

En muchos casos es conveniente el control de la temperatura debido a que en
algunas columnas la eficacia puede variar con muy pequefios cambios de temperatura
de2a4°C
De acuerdo a la técnica cromatogrifica al disminuir el tamafio de la particula aumenta
la velocidad de intercambio entre las fases mévil y estacionaria de manera que se
puedan conseguir eficacias suficientemente buenas.

El efecto del tamafio de las particulas se visualiza, las particulas grandes dejan

espacios relativamente grandes entre ellas. Unas moléculas de la muestra pasan
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répidamente a través de los espacios vacios mientras ofras son retenidas en las
particulas. El resultado es el ensanchamiento del pico. Particulas pequefias rellenan
—— dc munera m4s compacta y 108

consiguiente aumento de la eficacia.

El peligro de usar particulas demasiado pequefias es, naturalmente, que las columnas
pueden quedar rellenas de manera tan compacta que el liquido no puede ser
bombeado.

3.- Eleccion de las Dimensiones de la Columna:

Las dimensiones variables en una columna son el didmetro y la longitud.

( Didmetro de la columna:

La eleccion del didmetro de la columna dependerd de la concentracién de un
componente en el efluente y del volumen de fase mévil que debe consumirse en un
andlisis, todo lo cual puede relacionarse con el candal o, mds correctamente, con la
velocidad de la fase mévil. Como se discuti6é anteriormente en relacién con la teoria
cromatografica, el proceso cromatogréfico es fincién de 1a velocidad lineal de la fase
movil, es decir, la velocidad a la cual pasa a través de la columna. Diversos
pardmetros cromatogréificos, como eficacia y presion de la columna, tiempo de
retencién y resolucién, son fimcién de esta velocidad lineal. La propia velocidad
lineal de la fase mé6vil es funcién del candal volumétrico (mL/min) de la fase mévil y
del didmetro de la columna. Asf, si una columna de 2,6 mm de didmetro interno
necesita, para una velocidad lineal de 1 mm/seg, un caudal de 0,64 mL/min, otra de
4,6 mm de didgmetro interno necesitard 1,99 mL/min, un caudal triple que el anterior.
Si hay que considerar el costo del disolvente, es preferible 1a columna de 2,6 mm.

De modo similar, el volumen de fase mévil en el que sé eluye un componente (es
decir, el volumen de disolvente que contiene el componente o pico) serd tres veces
mayor en la columna de 4,6 mm respecto a la de 2,6 mm. Si una consideracién
importante a tener en cuenta es precisamente la sensibilidad, como en el caso de
andlisis de trazas, los componentes deberdn eluirse en el minimo volumen de
disolvente posible, Por ello serd preferible de nuevo la columna de 2,6 mm.

Cuando son muy pequefios didmetros origina una disminucién de la eficacia. La razdén

no es teérica sino que estd relacionada con la tecnologia del rellenado.

13



Longitud de la columna:

Normalmente se usan columnas de 25 cm de longitud, si se requiere un niimero de

— platos teéricos mayor de fos que se pueden proporcionar estas columnas, se conectan
en serie dos o mds de ellas. La principal razén por la que se prefiere esta forma de
ensamblado esté relacionada con la técnica de llenado de las columnas, ya que resulta
mucho més dificil preparar columnas largas de alta eficacia. Por tanto, dos o mds
columnas cortas conectadas adecuadamente en serie tendrdn una eficacia conjunta
superior a la de una Gnica columna de longitud equivalente.

Manejo de las columnas:

Aunque no estd relacionado directamente con el desarrollo de un método de
cromatografia liquida, el método adecuado para el manejo de las columnas de
separaci6n es una cuestién importante que debe tener en cuenta todo cromatografista
experimental; por lo que se incluyen algunas recomendaciones al respecto.

Hay que asegurarse siempre que el flujo de la fase mévil vaya en direccién indicada
en la columna. Generalmente no es recomendable usar las columnas de cromatografia
liquida, en particular las de fase enlazada, durante largos periodos de tiempo a
temperaturas superior a 80 °C.

Antes de desconectar el instrumento de cromatografia liquida siempre hay que enfriar
la columna hasta temperatura ambiente con flujo de fase mévil. Si se detiene el flujo a
temperaturas altas la eficacia de la columna puede disminuir. También hay que evitar
siempre que sea posible una disminucién brusca de la presién de las columnas, tanto
durante el trabajo como al detener el flujo, ya que da lugar a un flujo en la columna en
sentido inverso.

Siempre que no esté utilizando la columna hay que colocar los tapones en los extremos
para evitar que se seque.

14



4.- Eleccién del detector
El detector de uso més corriente es esencialmente un espectrofotémetro UV que puede

T A SO S~ T selecoion de Ta Tonmitad do-onda-dentro

de un intervalo determinado. Si se conocen las propiedades de los compuestos a
separar, la eleccién del detector y de la longitud de onda resulta relativamente
gencilla Los detectores de longitud de onda variable asi como los de indice de
refraccion pueden presentar limitaciones respecto a los liquidos que pueden utilizarse
como fase mévil en este intervalo de longitudes de onda. Otro punto a tener en cuenta
es la sensibilidad que se necesita Si no se puede concentrar la muestra
adecuadamente antes de la elucién, puede ser preciso trabajar con detectores de
médxima sensibilidad, como los espectrofotémetros de fluorescencia, otros detectores
utilizados algunas veces cuando se requiere gran sensibilidad es el detector
electroquimico. ©

DETECTOR DE FLUORESCENCIA

Es probablemente el més sensible de todos los detectores de cromatografia
liquida por lo tanto es usado frecuentemente para andlisis de trazas. Cuando los
compuestos que poseen determinados grupos fiuncionales especificos se excitan con
energia de ciertas longitudes de onda (cortas) y emiten radiacién de mayores longitudes
de onda. Normalmente la emisién se determina en direccién perpendicular a la
excitacién, v naturalmente la capacidad real de fluorescencia de grupos quimicos
especificos es fincion de las longitudes de onda de la excitacién y de la emisién. ©
El detector es muy sensible a veces su respuesta es lineal sobre un rango de
concentracion limitado. En efecto, para trabajos exactos, el detector no puede ser
asumido lineal sobre un rango de concentracién de mas de dos ordenes de magnitud.
Oftra desventaja de este detector es que la mayoria de sustancias no tienen fluorescencia
natural y los derivados fluorescentes deben ser sintetizados para ser detectados. @

1.- Efecto de la Temperatura y ¢l disolvente:
La eficacia cudntica de la fluorescencia disminuye en muchas moléculas con el
aumento de la temperatura, ya que el aumento de la frecuencia de las colisiones a

temperatura elevada hace aumentar la probabilidad de desactivacién por conversién
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externa. Una disminucién en la viscosidad del disolvente también anmenta la

probabilidad de conversién externa y produce el mismo resultado.

—

——La fiuorescencia en wma molécula dismimye en presencia de disolveries que contienen

dtomos pesados o de solutos con tales 4dtomos en su estructura; por ejemplo
tetrabromuro de carbono y el ioduro de etilo. El efecto es similar al que tiene lugar
cuando se introducen #tomos pesados en compuestos fluorescentes; las interacciones
orbital spin desembocan en un aumento de la velocidad de formacién del triplete y una

correspondiente disminucién de la fluorescencia. ®

2.- Efecto del PH:

El espectro de fluorescencia de compuestos aromdticos ionizables, estos
contienen grupos fincionales dcidos o basicos, son criticos dependen del pHy de los
enlaces puente de hidrégeno con las moléculas del solvente. Controlar exactamente el
pH de la elucién es importante para trabajar con estos tipos de compuestos.

3.- Concentracion:

En el andlisis de fluorescencia la intensidad de la luz emitida es proporcional a la
concentracién de la fluorescencia en el rango de trabajo. Sin embargo, a altas
concentraciones la relacién llega a ser no lineal ocasionado por el efecto de filtro
interno. Este fenémeno es ocasionado por la reabsorcién de luz emitida por su
fluorescencia o por otros compuestos que pueden estar presentes. La no-linealidad
también puede ocurrir cuando la concentracién de la fluorescencia es tal que el haz de
excitacién es absorbido antes que llegue al centro de la celda.

4.- Atenuacion del oxigeno:

La atenuacién de la fluorescencia por la molécula de oxigeno puede ser un
problema si los solventes no han sido degasificados. Esto es esencial, por lo cual, los
solventes deben ser degasificados y mantenerse bajo una atmésfera de helio para
prevenir la absorcién de oxigeno del aire. ®
Esto se produce como consecuencia de las propiedades paramagnéticas del oxigeno
molecular, el cual provoca cruzamientos entre sistemas y conversiones de las
moléculas excitadas al estado friplete. Otras especies paramagnéticas también tienden

a atenuar la fluorescencia. ¢
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

Cromatégrafo Liquido - Loop 50 ul - Bomba Perkin Elmer Modelo 250, Homo
para columna SSI Modelo 505, Detector de fluorescencia Modelo 240, Estacién de
coleccién de datos PE Nelson Modelo 1020.

Columna cromatogrifica C-8 {(Octil silano) Marca Waters  (3,9mm x 150 mm)
Bafio Maria con temperatura.

Membrana 0,45 um.

Potenciémetro

Balanza analitica

Bomba de vacio

Reactivos:

Acetonitrilo grado HPLC - Metanol HPLC.

Agua bidestilada

Acido fosférico 85%

Fosfato monobésico de sodio.

Esténdar L - Triptéfano. % P = 98% (Céd. LAA-21, Cat. SIGMA )
5 - Metil - D,L- Triptéfano. %P =100% (C6d. M0534, Cat. SIGMA )
Pronasa (Céd. P5146, Cat. SIGMA )

Tris (hidroximetil) aminometano (TRIZMA)

Acido clorhidrico IN

Materiales:

Frascos de 20 ml con tapa

Fiolas de 10, 50, 100, 200, 1000 mL
Pipeta volumétricade 1, 3, 5, 10 mL
Pipeta graduada 5, 10 mL
Micropipeta 100 — 1000 uL

Vasos de 250, 1000 mL

Equipo de filtracién.

Baguetas.
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Preparacion de soluciones:

destilada. Ajustar el pH a 8.5 con 4cido clorhidrico 1.0 N. Diluir a 1 L con agua
destilada.

2.- Solucién stock de pronasa: Disolver 0.2000g y llevar a 50 mL con el buffer de
digestiéri (Evitar la formacién de espuma._no agitar).

3.- Solucién stock estdndar interno : Disolver 0.4000g de 5-metil-D,L-triptofano con
agua destilada, hasta un volumen final de 500 mL

4.- Solucién stock de triptéfano: Disolver 0.1000g de triptofano en agua destilada y diluir
alL.

5.- Soluciones estindar de trabajo : Preparar 5 soluciones esténdar en fiolas de 50 mL.
A cada fiola adicionar 0.5mL de estindar interno y 10 mL de solvente seguidamente
adicionar a cada fiola 1mL, 6mL, 10mL, 16mL v 20 mL a cada fiola respectivamente.
Diluir a 50 ml con agua destilada.

6.- Fase mévil: Disolver 13,8000 g de fosfato monobésico de sodio in 2 L de agua que
contengan 7 ml de dcido fosférico y agitar.
Filtrar a través de filtro 0,45 um. Colocar en el reservorio del cromatégrafo.

Ensayos experimentales para la obtencién de los parimetros optimos para la
determinacion del triptofano:
De acuerdo con la técnica hemos realizado una optimizacién de la digestién de la

enzima, para lo cual se efectuaron los siguientes ensayos:

e Cantidad de enzima, este ensayo se realizé porque estamos fratando con otra matriz.
Peso de muestra 0,0500g .

Ensayos por duplicado.
2 unidades ----- 0,100 ml.
5 unidades ----- 0,250 mL
10 unidades ----- 0,500 mL
15 unidades ----- 0,750 mL
20 unidades ----- 1,000 mL
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Tamafio de muestra
Ensayos por duplicado.

—~

Ensayos: 30mg - 40mg - 50 mg - 60 mg - 70 mg

Tiempo de digesti6n, se han realizado estos ensayos porque se trata de otra matriz.
Peso de muestra 0,0500g.
Ensayos por duplicado.

Ensayos (4, 6, 8 y 10 horas)

Modificacién de la fase mévil.
Buffer = Fosfato monobésico de sodio pH=2.1
Fase Mévil: (Acetonitrilo:Buffer) (10 : 90)

19



V.

DATOS OBTENIDOS

y limite de cuantificacion:

Datos que genera la curva para el ensayo tiempo de digestion y cantidad de enzima:

Datos que_genera;l—a curva para el ensayo cantidad de muestra, repetibilidad

TABLAN ‘1
Conc. TRP(ug/ml) AREA TRP AREA S-MT
2 5460813 47734948
2 5273466 48155196
6 16032790 49349956
6 15685609 49292648
10 26013242 49657908
10 26250094 49280204
16 41945804 49339176
16 41784812 49206640
20 52210704 50159500
20 51934352 50238904

TABLAN °2
Conc. TRP(ug/ml) AREA TRP AREA 5-MT
2 6740967 58524804
6 18987474 59472748
10 31541322 59373344
16 50693164 59458048
20 62847992 59721348
Datos que generan la curva para la evaluacion de la exactitud:
TABLAN °3
Conc. TRP(ug/ml) AREA TRP AREA 5-MT
2 4726080 40289088
10 21676356 40506900
20 43205964 38444620




Datos para evaluar el tiempo de digestion:

TABLAN %4
TIEMPO DE DIGESTION AREA TRP AREA 5-MT
Bk 10 unidades 2824547 62459688
4 horas 22461536 61381180
4 horas 22369296 61231360
6 horas 23904778 60089328
6 horas 23769968 60054264
8 horas 23378988 60495912
8 horas 22722556 61168216
10 horas 23179982 61036696
10 horas 22618036 61494832
Datos para evaluar cantidad de enzima:
TABLAN °5
CANTIDAD DE ENZIMA AREA TRP AREA 5-MT
Bk - 2 unidades 685691 63638344
M - 2 unidades 14983934 61435816
M - 2 unidades 14931316 60859816
Bk - 5 unidades 1533677 62608768
M - 5 unidades 21054974 60626216
M - 5 unidades 20227644 60868480
Bk -10 unidades 2824547 62459688
M - 10 unidades 23904778 60089328
M - 10 unidades 23769968 60054264
Bk -15 unidades 4232729 62222764
M - 15 unidades 26334858 60177712
M - 15 unidades 25826188 60155776
Bk-20 unidades 5044001 61961424
M - 20 unidades 28176874 59615896
M - 20 unidades 27754884 59876056
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~— — Dalos para cvaluar la canfidad demmestra T

TABLA No 6

CANTIDAD DE MUESTRA AREA TRP AREA 5-MT
Bk-10 unidades 2099161 50237528
30 mg 13521884 48948100
30 mg 13272443 49529796
40 mg 16742987 48531752
40 mg 17085944 48339256
( 50 mg 19927906 48381904
50 mg 19684068 47075880
60 mg 22957006 47071236
60 mg 23036200 46842488
70 mg 26643942 47523560
70 mg 26419732 47727716

Datos para evaluar la repetibilidad:
TABLANe 7

MUESTRA AREA TRP AREA 5-MT
Bk-10 unidades 2099161 50237528
M-1 19849780 47178780
M-2 19915338 46693948
M-3 19902654 46957824
M-4 20020424 47023948
M-35 19815936 46597176
M-6 20036046 47624152
M-7 20087602 47233584




Datos para evaiuar {imite de cuantificacion:

TABLA NG 8
BLANCO (BK) AREA TRP AREA §5-MT
Bk-10 unidades 2099161 50237528
Bk-10 unidades 2117539 49624416
Bk-10 unidades 2087833 49581796
Bk-10 unidades 2070203 50006300
Bk-10 unidades 2120512 49096832
Datos para evaluar la exactitud:
TABLANo 9
MUESTRA AREA TRP AREA 5-MT
Bk-10 unidades 2099161 50237528
M-1 16762784 42262100
M-2 16900872 42037336
M-1* 17826020 41766032
M.-2* 19054184 42182564




CALCULO DEL CONTENIDO DE TRIPTOFANO
EN HARINA DE PESCADO

= Areapico de triptéfano
5- = Area pico del standard interno
R = Factor respuesta (pendiente de la curva de esténdares)
SI = Concentracién (ug/mL) esténdar interno en la muestra
M = Masa de la muestra (g)

mg TRP/100 g = TRP/5-MT x SI x 0,05L x 100
R M

Cilculo de la concentracién del Estindar Interno ( 5-MT ) en la muestra ;

Concentracién inicial :
000089 - 1,0 mL
X B Y | I 1 (1 9

x=00004g en 50 mL

0,0000082 x 1000mg x 1000ug = 8ug/mL
mL lg lmg




Debe ser entre 50 a 700 ug Triptéfano. La harina de pescado tiene

aproximadamente 0,70% de triptéfano

Ejemplo de célculo:
0.7gTp  ~---eeemeeemeee 100 g Muestra
KT | J— X Muestra

X =0,007 g Muestra

Entonces se debe pesar entre 0,007g - 0,1 g de Harina de pescado.

Célculo de la adicién:

Se agrega a cada muestra 0,25 mL de la solucién de 100 mg/L de Triptéfano

100 mg 1000 mL
X mg 0,25 mL
X = 0,025 mg Triptéfano

El célculo es para 100 g de muestra, entonces:

0,025 mg 0,05 g Muestra
X mg 100 g Muestra

La adicién es 50 mg en 100g de muestra
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Célculos de datos de latablaN  ° 2 (Seccién V):

Conc. TRP(ug/ml) AREA TRP AREA 5-MT
2 6740967 58524804
6 18987474 59472748
10 315341322 50373344
16 50693164 59458048
20 62847992 59721348
Con. TRP/Con. 5-MT AREA TRP /AREA 5-MT
0,25 0,115181368
0,75 0,319263438
1,2 0,531237082
2,00 0,852587088
2,50 1,052353875
m = (,41894956
r = 0,9999
R=m
TABLA No 11
Calculos de datos de latablaN  ° 3 (Seccion V):
Conc. TRP{ug/ml) AREA TRP AREA S5-MT
2 4726080 40289088
10 21676356 40506900
20 43205964 38444620
Con.TRP/Con. 5-MT Area TRP/Area S-MT
0,25 0,117304219
1.25 0,535127497
2,5 1,123849423
m = 0,448321625
r = 0,9994
R=m
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TABLA N ° 12 (TIEMPO DE DIGESTION)

Horas TRP (g/100%)
0 0
4 0,61
6 0,67
8 0,64
10 0,63
Grafico I
0
g
)
12
(
Leyenda:

TRP (g/100g) = Concentracién de Triptéfano
horas = Tiempo de digestién
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TABLA N ° 13 (CANTIDAD DE ENZIMA)

Pronasa
(umidades) TRP (g/100g) mg Bk/100g
0 0 0
2 0,47 20,6
5 0,60 46,8
10 0,67 86.4
15 0,70 1299
r 20 0,74 155,4
GRAFICO T
250
T 200
o
= T 150
B
o 1 100
0 T T T T 0
0 5 10 15 20 25
‘§ Pronasa (unidad)
Leyenda :
TRP (g/100g) = Concentracién de Triptéfano
Pronasa (unidad) = Unidades de enzima empleadas
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TABLAN ° 14 (CANTIDAD DE MUESTRA)

Muestra (mg) TRP (g/100g)
30 0,74
40 0,7
50 0,72
60 0,72
70 0,71
GRAFICO IIT
0,90
0,80 -
3 4 o °
% 0,70 - -»
E’ 0.60
0,50 -
0,40 T T Y T T
20 30 40 50 60 70
Cantidad de muestra (mg)
Leyenda :

TRP (g/100g) = Concentracién de Triptéfano
Muestra(mg) = Cantidad de muestra

L)
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

En el grafico I, vemos el incremento progresivo deﬁ’cﬁﬁéﬁffﬁ?&iﬁﬁﬁ?ﬁ?_'
en la muestra hasta las 6 horas, después observamos que esta concentracién se hace
constante esto sucede porque Ia enzima ha hidrolizado toda la muestra y pasa a una forma
inactiva

En el grafico II, puede observarse la relacién que mantiene la concentracién de
triptéfano y la concentracidn aparente del blanco, debemos decir que la concentracién
aparente del blanco se debe a la autélisis de la enzima, por lo tanto con el aumento de las
unidades de enzima aumentard considerablemente el blanco, entonces de acuerdo al
grafico podemos ver que si es verdad que aumenta la concentracién de triptéfano en la
muestra, la concentracién aparente del blanco también anmenta, entonces de acuerdo al
grafico vemos que el punto més idéneo donde ni la concentracién aparente del blanco es
demasiado alta v la concentracién de Triptéfano se acerca al valor teérico del contenido
de Tript6fano en la harina de pescado (0,73% Segin Boletin Técnico CERPER) ¥ es
con 10 unidades de enzima.

En el grafico I, de acuerdo a la técnica que se tomo como base , la masa de
muestra debe estar enfre 10 y 100 mg, por esto hemos trabajo con un rango intermedio
entre 30 y 70 mg de muestra, en la grifica cantidad de muestra Vs. Concentracion de
triptéfano vemos que a los valores bajos la concentracién de triptéfano es inestable, en
cambio a valores intermedio como 50 y 60 mg los valores son constantes y nos indica
que este son las masas idéneas para el andlisis, en cambio a valores mas altos la
concentracién comienza a descender esto se debe a que la muestra es demasiada para la
concentracioén de enzima que esta tiene.

De acuerdo con los emsayos de repetibilidad con las mejores condiciones de
digestion, apreciamos que la técnica tiene un alto grado de precisién, el cual se grafica en
la desviacién estindar igual 0.

De igual manera la exactitud aqui se evalia con la adiciéon del estandar
Triptéfano 100 mg/L a la muestra y obteniendo porcentajes de recuperacién de 98,0 y
99.4% estando estos valores dentro de lo esperado.

Definitivamente el limite de cuantificacién queda delimitado por la concentracién
aparente del blanco, que como ya se dijo es producto de la autélisis de la enzima, para
obtener este limite se han hecho 7 ensayos que contienen 10 unidades de enzima que han

sido digestado por 6 horas, el limite ha sido fijado en 0,1mg/100g Muestra.



En esta técnica un punto muy importante es el pH de la fase mévil, la molécula de

triptofano presenta los siguientes equilibrios:

+ e =

R-CH-CO=2R-CH-COOO—/R-CH-CO0OH
OH™ OH™
NH2 NH3 NH3
+ +
Aniénico o Tén hibrido I Catiénico

Debido a estos equilibrios es que el pH del buffer fosfato monobdsico de sodio
debe ser ajustado si es necesario con la ayuda de un potenciémetro, las proporciones de
sal y de 4cido son precisas para obtener este pH, pero atn asf debe ser verificado y
ajustado si es necesario, de lo contrario habria un descenso de la fluorescencia causado
por que la molécula no se encuentra en la forma que fluoresce; pero sino es el caso el
buffer debe ser regulado con la ayuda de un potenciémetro y ajustado con Ia adicién de
dcido clorhidrico 1 N, e inmediatamente después de su uso se debe dar un correcto
lavado de la columna.

El cambio en la fase mévil de metanol a acetonitrilo, se debe principalmente a
que siendo la harina de pescado una matriz con alto contenido de grasa, esta tiende a
quedarse en la colummna, por lo que es aconsejable un solvente de mayor polaridad que
sea capaz de arrastrar los restos de grasa y asf proteger la columna cromatografica de
posibies dafios.
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VIII. CONCLUSIONES

~ L= Parala determinacion del vontenido de Iriptofano en la harina de pescado se han

encontrado las siguientes condiciones 6ptimas para la digestién de 1a matriz:
- 6 horas en un bafio maria con movimiento
- 50 mg de muestra

- 10 unidades de enzima
2.- El limite de cuantificacién es 0,1 mg/100g Muestra

3.- El método es exacto y preciso, esto ha quedado demostrado por los porcentajes de
( recuperacién y la repetibilidad respectivamente.

4.- Es necesario el ajuste del pH del buffer a 2,16 para tener tanto al triptéfano como al

S-metil triptéfano en la forma i6nica correcta que produzca fluorescencia.
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CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

BOMBA

INTEGRADOR

HORNO

DETECTOR

COLUMNA

VOLUMEN DE INYECCION
FLUJO

TEMPERATURA DEL HORNO
LONGITUD DE EMISION

LONGITUD DE EXCITACION

:Perkin Elmer Modelo 250
:PE — Nelson Modelo 1020
:SSI Modelo 505
‘Fluorémetro Modelo 240
Novapack C-8 Marca Waters
:50ul

:1 mL/min.

:50 °C

:345 nm

:295 nm

(3,9mm x 150mm)
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