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En nuestro laboratorio se han estudiado diversos métodos
cromatograficos de alcances semi-cuantitativos y aplicables a
amino-acidos (1). Como dan una informacion orientadora ftil,
se estimo de interés estudiar en esta forma las harinas-de pes-
cado mientras se solucionaban limitaciones materiales que nos
impedian emplear los quimicos o microbioldgicos.

a) PROCEDIMIENTO

En una primera etapa se determinaron las mezclas de sol-
ventes que aseguraran la mejor separacion, las condiciones de
temperatura y tiempo, los tipos de reveladores, los valores Rf
para los amino-acidos puros en las diversas condiciones expe-
rimentales. Sobre esas bases se eligié cromatografia ascendente
cn papel Schleicher-Schiill 595, con mezclas de butanol-acido
acético-agua y piridina-agua, a temperatura ambiente y tiempo
cntre 14-20 horas, revelando con ninhidrina. El método se es-
tudio con mezclas patrones de amino-acidos antes de aplicarlo
a la harina de pescado.

En los cromatogramas asi obtenidos se emple6 un sistema
de apreciacion semi-cuantitativa basado en la mediciéon de la
densidad oOptica de la banda cromatografica, empleando un
densitémetro y leyendo milimetro a milimetro en la direccién
del recorrido del solvente. Enseguida se construyeron curvas
de distribucidn y, con planimetro, se midi6 el area total bajo la
curva y las parciales bajo cada una de las “cimas”, identifi-
cando los amino-acidos o grupos de ellos por sus valores Rf.

* Presentado a la Soc. Chilena de Nutricién y Bromatologfa en la sesién del 20 de
septiembre de 1955.
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Se considera que la superficie total de la curva corres-
ponde a la cantidad total de proteina, o sea, representa su
100%. Las areas parciales corresponden asi a la proporcion
en que cada amino-acido o grupo de ellos participa en el color
total de la banda cromatografica. Si bien dichos valores por-
centuales no significan cantidades de contenido absoluto (que
podran determinarse posteriormente por andlisis quimico o
microbioldgico), ellos son, sin embargo, suficientes para orien-
tar rapidamente sobre la presencia o ausencia de determinado
amino-acido y para indicar proporciones relativas que permi-
ten comparaciones entre diversas proteinas. De aqui que el
método pueda estimarse semi-cuantitativo.

Para su analisis las harinas de pescado se hidrolizaron pre-
viamente por la micro-técnica de Zahn (2) y se determiné su N
por micro-Kjehdahl sobre materia seca desgrasada, pues los
lipidos interfieren con el proceso de la cromatografia. Los hi-
drolizados se aplicaron en diversas diluciones sobre el papel.
Si bien obtuvimos cromatogramas muy aceptables, la técnica
debera afinarse al ser aplicada a estos hidrolizados proteicos,
pues en algunas regiones no se obtiene suficiente separacién.
En estos casos en que hubo la misma migracién o superposi-
cion se ha preferido expresar un solo valor porcentual con-
junto que tentar una discriminacién entre los amino-acidos no
suficientemente segura.

Por cuanto el triptéfano se destruye en la hidrolisis, se lo
determind microbioldgicamente, usando el Lactobacillus ara-
binosis, cepa 17-5 (8014 ATCC) (3). También se aprecio cuan-
titativamente la arginina por mediacién de la urea obtenida
por la accién de arginasa sobre el hidrolizado (4).

Con estas técnicas se estudiaron dos muestras de harina de
pescado extranjeras y cuatro nacionales correspondientes a
las fabricas A, C, E y F (5).

b) RESULTADOS

En la Tabla N° 1 se presentan nuestros resultados en su ex-
presion de porcentaje de “color” (densidad optica) dentro del
area total, junto con los valores para el N total del producto
y su equivalente en prétidos. Por la diversidad intrinseca de
las muestras no era del caso calcular valores promedios. Den-
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tro del alcance de la separacion obtenida se aprecia la pre-
sencia de los siguientes amino-acidos o grupos de ellos: cistina,
arginina-lisina-histidina, serina, glicina-ac. aspartico, treonina-
ac. glutamico, alfa.alarlina, tirosina, metionina-fenil.alanina-

valina, leucina-isoleucina.

TABLA N° 1

PROPORCION PORCENTUAL REPRESENTADA POR AMINOACIPOS
O GRUPOS DE ELLOS EN LA DENSIDAD OPTICA Y AREA TOTAL
CROMATOGRAFICA *

Fabh. Fab. Fab. Fabh.
Amino-&acidos Alemania Sud-Africa A Cc E F
Cistina . . . . . . . 0,3 1,3 2,0 ind. — 1,0
Arginina . . . . . . 1,3
Lisina . . . . - « .+ . 10,0 8,4 10,6 17 287 87
Histidina . . . . . . 4,4
Serina . . . . . . . 94 8,6 91 84 —_ 81
Glicina
Ac. aspartico . . . . 838 " 13,6 10,0 10,5 83 96
Treonina
Ac. glutdmico . . . . 84 135 —_ 13,0 94 6,7
Alfa, alanina . . . . 9,3 6,7 9,2 9,3 60 87
Tirosina . . . . . - . 8,0 70 4,6 6,8 60 98
Metionina
Fenil, alanina . . . . 23,0 12,0 25,4 23,2 210 244
Valina
Leucina .
Isoleucina . . . . - - 221 16,8 21,0 16,1 174 213
g. N/100 g. subs.
seca desgrasada . . . 11,7 11,9 12,8 84 109 109
g. prét./100 g. subs.
seca desgrasada . . . 73,0 74,6 76,0 52,4 68,0 684

* Descripcién y alcance de las cifras, en el texto.
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TABLA N° 2

CONTENIDO DE TRIPTOFANO Y ARGININA EN HARINAS
DE PESCADO *

(Cant. en g./100 g. proteinas)

F4ab. Fab. Féab. Fab,

Alemania Sud-Africa A C E F
dl-tript6fano . . . . 457 0,44 0,17 0,40 0,20 0,70
Arginina . . . . . . 0,83 3,76 2,76 0,45 4,84 1,80

# dl Triptéfano por método microbiolégico; arginina, por quimico.

Proporcionalmente no se observaron diferencias de signi-
ficacion entre los productos extranjeros y nacionales. La cis-
tina contribuye poco mientras los dos ultimos grupos dan, en
conjunto, del orden del 40% de la densidad dptica total; los
otros muestran magnitudes relativamente semejantes, con par-
ticipacion del 5% al 10%.

El contenido de triptéofano y arginina, cuantitativamente
determinados (Tabla N? 2), se mostraron muy fluctuantes;
llama la atencién los altos valores para el primero en la mues-
tra alemana y para la segunda en la sud-africana. No podemos,
en este momento, explicarnos estas diferencias ni las obser-
vadas en los productos nacionales.

¢) CONCLUSIONES

1.—Se informa sobre un método de interpretar resultados de
cromatografia de amino-acidos que permite apreciacion semi-
cuantitativa, dejando constancia de sus limitaciones, pero, al
mismo tiempo, de su utilidad orientadora.

2.—Las muestras de harina de pescado nacionales dan cro-
matogramas muy semejantes a las extranjeras. En ellos se
aprecian los siguientes grupos de amino-acidos: cistina, argi-
nina-lisina-histidina, serina, glicina-ac. aspartico, treonina-ac.
glutamico, alfa.alanina, tirosina, metionina-fenil.alanina-valina,
leucina-isoleucina.

3.—Los dos ultimos grupos de amino-acidos representan del
orden del 40% de la banda cromatografica total; la cistina
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contribuye muy poco y el resto participa en proporciones del
5% al 10% cada uno.

4—Se observan marcadas fluctuaciones en el contenido de
triptéfano y arginina, determinados cuantitativamente por mé-
todos microbioldgico y quimico, respectivamente.

SUMMARY

A semiquantitative method for the appreciation of several
groups of amino acids has been used for the analysis of 6
samples of fish meals. In all samples the following groups
were detected: cystine; arginine-lysine-histidine; serine; gly-
cine-aspartic acid; threonine-glutamic acid; alanine; tyrosine;
methionine-phenylalanine-valine; leucine-isoleucine.

The last two groups make up about 40% of the cromatogra-
phic bands, cystine very little, and the rest between 5% and
10% each.

There were marked differences in the content of the sam-
p.les in tryptophane and arginine, which were analysed quan-
tltatlively by a microbiological and chemical method, respec-
tively.

ZUSAMMENFASSUNG

Es wurden mit einer papierchromatographischen Methode
Gruppen von Aminosduren in 6 Mustern von Fischmehl
bestimmt und zwar die folgenden: Cystin; Arginin-Lysin-
Histidin; Serin; Glycin-Asparginsdure; Threonin-Glutamin-
sdure; Alanin; Thyrosin; Methionin-Phenylalanin-Valin; Leu-
cin-Isoleucin.

Die beiden letzten Gruppen machten etwa 40% der gesamm-
ten chromatographischen Streifenbreite aus, Cystin war sehr
wenig nachweisbar und die Restgruppen zwischen 5 und 10%
jede.

Wesentliche Unterschiede zwischen den Mustern wurden im
Gehalt an Tryptophan und Arginin ermittelt, die mit einer
mikrobiologischen bzw. chemischen Methode quantitativ be-
stimmt wurden.
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