4.1. Material vegetal

CAPITULO 4. MATERIALESY METODOS

Se andlizaron 25 variedades de maiz de distintos colores proporcionadas por la
fundacion PRODUCE de estado de Puebla. Las muestras eran originarias de diferentes

regiones del estado de Puebla y fueron cultivadas durantes los ciclos agricolas de

primavera-verano de 2002 y 2003 bajo diferentes modalidades de riego.

Tabla4.1. Descripcion de las variedades analizadas

Muestra Municipio Comunidad | Modalidad Variedad Ciclo
Agricola
1° Xochitlan Xochitlan Riego Pioneer 32R21  PrimVer-03
Todos Santos | Todos Santos
22 Tecamachalco | Rancho San Riego Pioneer 32R21  PrimVer-03
Isidro
32 Tecamachalco | Rancho San Riego Pioneer 30R07  PrimVer-03
Isidro
4° Tecamachalco | Rancho San Riego Pioneer 32355 PrimVer-03
Isidro
5¢ Xochitlan Xochitlan Riego Pioneer 30R07  PrimVer-03
Todos Santos | Todos Santos
6" Mazapiltepec | Rinconada Temporal Apros AS-600  PrimVer-02
(Amarillo
zanahoria)
e Tlacotepecde | Rancho Rojas | Riego Pioneer 32R21  PrimVer-03
Benito Juérez
g Mazapiltepec | Rinconada Temporal Criallo PrimVer-02
Amarillo de
M azapiltepec
g Mazapiltepec | Rinconada Temporal Criollo Prim-Ver-02
Amarillo de
Tlachichuca
10¢ Tepanco de San Cristobal | Riego Hartz Seed Z- PrimVer-02
L 6pez 806
11° Tlacotepecde | Rancho Rojas | Riego Pioneer 3099 PrimVer-02
Benito Juérez
122 | Tlacotepecde | Rancho Rojas | Riego Pioneer 32355  PrimVer-02
Benito Juérez
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13° M azapiltepec Rinconada Temporal Criallo Prim-Ver-03
Amarillo de
Ocotenco (Prod:
Luz Alvarado)
14" | Oriental Oriental Temporal Criollo Prim-Ver-03
Amarillo de
Tlachichuca
(donado por
SDR)
15° Tecamachalco | Xochimilco Riego Criollo Azul de | PrimVer-03
Xochimilco
16" M azapiltepec Rinconada Temporal Criollo negro de | Prim-Ver-03
M azapiltepec
17 Oriental Oriental Tenporal Cridllo Prim-Ver-03
Amarillo de
Oriental
18 Libres Nuevo Temporal Cridllo Prim-Ver-03
México Amarillo de
Nuevo México
19° San Felipe San Felipe Temporal Criollo Rojode | PrimVer-03
Teotlalzingo Teotlazingo San Felipe
Teotlalzingo
20° San Felipe San Felipe Temporal Criollo Azul de | PrimVer-03
Teotlalzingo Teotlalzingo San Felipe
Teotlalzingo(2)
21° Acatzingo San Sebagtidn | Temporal Criollorojode | PrimVer-03
Tetdles San Sebastian
Teteles(2)
27 Acatzingo San Sebastian | Temporal Criollorojode | PrimVer-03
Tetdles San Sebastian
Teteles (1)
23’ | SanFelipe San Felipe Temporal Criollo Azul de | PrimVer-03
Teotlazingo Teotlalzingo San Felipe
Teotlalzingo (1)
24 LosReyesde | Virreyesde Temporal Criollo Azul de | PrimVer-03
Juarez Juarez Virreyesde
Juérez
25° Acatzingo San Sebagtidn | Temporal Criollo Azul de | PrimVer-03
Tetdles San Sebastian
Teteles

* Estas muestras llegaron frescas, se liofilizaron y se mantuvieron en refrigeracion para evitar la pérdida
de pigmentos
@V ariedades amarillas

b\ ariedades negras-azules

°Variedades rojas
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4.2. Andlisis proximal

Todos los andlisis proximales se llevaron a cabo de acuerdo con la metodologia
descrita en las Normas Mexicanas vigentes para cada caso en € orden mostrado a

continuacion;

Figura4.1. Andsis proximal

Cenizas Humedad
Grasas Proteinas
Fibra
4.2.1. Humedad

El contenido de humedad en las muestras de maiz se determind siguiendo €
procedimiento reportado en la Norma NM X-F-83-1986. En dicha Norma, se entiende por
humedad |a pérdida en peso que sufre un alimento a someterlo alas condiciones de tiempo

y temperatura prescritos.

Reactivos, aparatos y equipo

- Balanzaanalitica con sensibilidad de 0.1 mg
- Crisoles de porcelana a peso constante

- Horno de secado con control de temperatura
- Desecador

- Pinzasparacrisol
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Procedimiento

Se pesaron 10 g de muestra pulverizada en un crisol previamente tarado y se
colocaron en € horno de secado a 100 °C durante 24 horas. El crisol se transfirié a un
desecador, se dgj6 enfriar a temperatura ambiente y se pesd. Este procedimiento se repitié

hasta obtener peso constante.

Nota: A las muestras 1-5 y 14 no se les midié humedad ya que fueron liofilizadas

inmediatamente después de que llegaron.
Céculos

El porcentae de humedad se calculd de acuerdo a la formula que se presenta a
continuacion:

% de humedad :@' 100

2

Donde:

P = peso del recipiente con la muestra hiimeda en gramos
P1 = peso del recipiente con la muestra seca
P> = peso de la muestra en gramos

4.2.2. Cenizas

Las cenizas son € residuo inorganico que queda después de la incineracion de la
materia organica. Estos residuos estén compuestos de 0xidos y sales que contienen aniones,
tales como fosfatos, cloruros, sulfatos y cationes como sodio, potasio, calcio, magnesio,
hierro y manganeso. La metodologia que se siguio esta descrita en la Norma NM X-F-066-
S-1978.
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Reactivos, aparatos y equipo

- Crisoles de porcelana a peso constante

- Pinzasparacrisol

- Desecador

- Mufla

- Balanzaanalitica con sensibilidad de 0.1 mg

- Acido nitrico concentrado

Procedimiento

En un crisol a peso constante se pusieron 20 g de muestra pulverizada. En vez de
colocar € crisol con muestra en una parrilla para quemar lentamente e material, el método
se modificd dgjando toda la noche la muestra con 20 mL de &cido nitrico. Al dia siguiente
el crisol se llevd a la mufla para calcinarla completamente a 600 °C durante 24 horas,
después de las que se dgjo enfriar en lamuflay se transfirié a un desecador para que se

enfriara completamente y asi determinar la masa del crisol con cenizas.

Cdculos

) P-p).
% de cenizas :(I\/I—p) 100

Donde:
P = masadel crisol con las cenizas en gramos

p = masadel crisol vacio en gramos

M = masa de la muestra en gramos
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4.2.3. Grasa cruda (extracto etéreo)

Grasa cruda es € término que se emplea para referirse a la mezcla de materiales
liposolubles presentes en una muestra. Estos pueden incluir mono, di y triglicéridos,
fosfolipidos, esteroides, &cidos grasos libres, vitaminas liposolubles, carotenos, clorofilas,
etc. Para la determinacion se siguié el procedimiento descrito en la Norma NM X-F089-S-
1978.

Reactivos, aparatos y equipo

- Eter etilico anhidro

- Extractor Soxhlet

- Cartuchos de extraccion de tamafio adecuado para €l extractor
- Reostato y manta de calentamiento

- Estufa(100-110°C) con termostato y termometro

- Balanzaanalitica con sensibilidad de 0.1 mg

- Matraz de fondo plano a peso constante

Procedimiento

Se pesaron 4g de muestra seca y pulverizada en un filtro Whatman no. 42, que se

doblay seintroduce en & cartucho de extraccién. El cartucho se coloco dentro del extractor

Soxhlet.
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Se hizo pasar agua a 10°C por € refrigerante. En la parte inferior se colocé un
matraz de fondo plano con 100 mL de éter etilico anhidro y se calentd hasta obtener una

frecuencia de aproximadamente 2 gotas por segundo.

La extraccion se efectud por 6 horas, después de las cuales se suspendio el
calentamiento, se evaporé e éter del matraz y se secd a 100°C hasta que alcanzd un peso

constante.

Céculos
% degrasacruda = % 100

Donde:

P = Masa en gramos del matraz con grasa
p = Masa en gramos del matraz sin grasa

M = Masa en gramos de la muestra
4.2.4. Nitrégeno total (proteinastotales)
La Norma que describe la determinacién de proteinas en productos alimenticios es
la NMX-F-068-S-1980. El procedimiento se basa en el método de Kjeldahl, en d cua €
nitrégeno organico se convierte a sales de amonio, que se libera mediante la adicion de una

base no volé&til. Después de la destilacion, el amonio se determina por titulacion.

Para € andlisis de las muestras se hizo una modificacion de la norma citada

anteriormente utilizando un aparato de digestion Digesdha para la digestion &cida de la
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muestra (micro Kjeldahl) y el método de Nessler para la cuantificacion del nitrégeno en un

espectréometro HACH DR/4000 como se describe a continuacion.

Reactivos, aparatos y equipo

- Espectrofotometro Hach DR/4000

- Aparato de digestion Digesdhal

- Matraces de digestion Digesdha secos
- Columna de fraccionamiento conectada a una bomba aspiradora
- Acido sulfurico concentrado

- Peroxido de hidrogeno a 30%

- Lentgas de hidréxido de sodio

- Probetas graduadas con tapon de 25 mL
- Indicador TKN

- Hidréxido de potasio 1 N

- Estabilizador mineral

- Alcohol polivinilico

- Reactivo de Nesser

Digestion Hach

Se transfirieron 0.5 g de muestra seca y pulverizada en una matraz de digestion
Digesdhal. El aparato para digestion se gjusté a una temperatura de 440 °C y se encendio6 la
bomba aspiradora. Una vez que se tuvo la temperatura deseada, al matraz con la muestra se
le agregaron 4 mL de H,SO, concentrado y se coloco en e aparato seguido de la columna
de fraccionamiento para dejarlo ebullir por 4 minutos. Pasado este tiempo se agregaron,
mediante un goteo lento, 15 mL de H,O, a 30%. Después de la adicidn se calentd por un
minuto mas para eliminar e exceso de peroxido, se saco del calentador y se dgjo enfriar a
temperatura ambiente antes de remover la columna de fraccionamiento del digestor.
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Una vez a temperatura ambiente, las muestras se aforaron a 25 mL con agua

desionizaday el pH se gustd a 2.5 usando lentejas de NaOH.

Se digirio una cantidad de agua igua a la de la muestra para utilizarla como blanco

parae andlisis.

Andlids

La cuantificacion del nitrégeno total presente en las muestras se llevo a cabo en un
espectrofotébmetro Hach DR/4000.

Se colocaron 1 mL de muestray 1 mL del blanco en diferentes probetas graduadas.
A cada una se le adicioné una gota de indicador TKN y posteriormente gotas de KOH 1N
hasta que aparecié un color azul permanente. El volumen se gusté a 20 mL con agua
desionizada, se agregaron 3 gotas de estabilizador mineral a cada probeta y se mezclaron
varias veces por inversion. Posteriormente se adicionaron 3 gotas de alcohol polivinilico, se
mezclaron y se gjusto e volumen a 25 mL. Finamente, se agregdo 1 mL del reactivo de
Nessler a cada pipeta y se esperaron 2 minutos antes de medir la absorbancia en €
espectrofotdmetro a 460 nm, con el programa 2410 del Hach DR/4000 predisefiado para

medir nitrogeno total.

Célculos

Para obtener la concentracién de nitrégeno (en partes por millén) a partir de &

lectura del espectrofotdmetro en cada muestra se emplea la siguiente formula:

A
ppm deN=——
B"C
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Donde:

A= lectura del espectrofotdmetro en mg/L
B= gramos de muestra utilizados para la digestion (0.5 Q)

C= mililitros de la muestra digerida tomados para €l andlisis (1 mL)

Para calcular € porcentgje de nitrégeno en cada muestra los resultados expresados
en partes por millén se multiplicaron por 1* 10 para expresarlos en términos de gramos de

nitrégeno por cada 100 gramos de muestra.

El contenido de nitrogeno en diferentes proteinas es aproximadamente de 16% por
lo que multiplicando e porcentaje de nitrdgeno obtenido por un factor de 6.25 se obtiene la
cantidad de proteinas presentes en los granos de maiz.

4.25. Fibracruda

Con este andlisis se determinan las sustancias organicas libres de grasa en insolubles
en medio &cido y alcalino. La metodologia se encuentra descrita en la Norma NM X-Y -094-
SCFI-2001. En ésta se define ala fibra cruda como la pérdida por ignicion del residuo seco
remanente después de la digestion de la muestra con solucién de &cido sulfarico a 1.25% e

hidroxido de sodio a 1.25% bajo las condiciones especificas de la prueba.

Reactivos, aparatos y equipo

- Solucion de écido sulfurico a 1.25%

- Solucién del hidroxido de sodio a 1.25%
- Agua hirviendo

- Matraces de bola de 500 mL
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- Papd filtro Whatman no. 41

- Horno de secado con control de temperatura
- Mufla

- Desecador

- Refrigerante

- Rebstato y manta de calentamiento

- Embudo Buchner

- Matraz Kitasato

- Papd filtro Whatman no. 41

- Crisol de porcelanaa peso constante

Procedimiento

Se pesaron 2 g de muestra pulverizada, seca y desengrasada, se colocaron en un
matraz de bola de 500 mL y se agregaron 100 mL de &cido sulfarico a 1.25 % y perlas de
ebullicion. Esta mezcla se puso a ebullicidon con reflujo durante media hora, después de la
cual la solucién se filtré a vacio y se enjuagd con agua hirviendo hasta que el agua de
lavado alcanzd pH neutro. El residuo se transfirié al matraz de bola y se adicionaron 100
mL de hidroxido de sodio a 1.25% y se puso a ebullicion con reflujo durante media hora
Nuevamente se filtrd la solucion (a través de un papel filtro pesado previamente) y se
enjuag6 con 10 mL de &cido sulfarico a 1.25% y luego con agua hirviendo hasta que €l
agua de lavado acanzo6 un pH neutro. Este residuo, junto con el papel filtro, se coloco en un
crisol apeso constante y se degjé secar en la estufa a 130 °C durante 2 horas. El crisol con la
muestra se dgjé enfriar en un desecador y se pesd. Finalmente, se calciné en la mufla
durante 30 minutos a 600 °C, se dgjo enfriar y se peso.

Célculos

El porcentgje de fibra de la muestra se obtuvo con la siguiente formula
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% deFibra = M2~ M2- I‘\’A@de' Ppe - 19

Donde:

M = peso de la muestra en gramos
M1 = peso de lamuestra, el papel y € crisol después del secado en la estufa en gramos

M2 = peso del crisol con las cenizas en gramos
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4.3. Analissde Xantofilas

4.3.1. Extraccion

Reactivos, aparatos y equipo

- Metanol

- Hexano

- Hidroxitolueno butilado (BHT)
- Papd filtro Whatman no. 41

- Centrifuga

Procedimiento

El procedimiento de extraccion de xantofilas empleado es una modificacion del
meétodo descrito por Kurilich y Juvik (1999). Todos los andlisis se realizaron por duplicado.
El material se recubrié de papel auminio para mantener a las muestras en la oscuridad
durante todo € proceso y se agregd hidroxitolueno butilado (BHT) a 0.1% como
antioxidante a los disolventes utilizados.

Las muestras se pulverizaron hasta obtener particulas finas. Se tomaron 0.5 g de
cada muestras y se degjaron en 25 mL de metanol con 0.1% de BHT en la oscuridad y con
una agitacion ligera durante 48 horas. Después de este tiempo las muestras se filtraron con
un embudo Buchner a través de un papel filtro Whatman no. 41 y los pigmentos se

transfirieron a hexano como se describe a continuaci on:

En tubos de centrifuga se virtieron 3 mL de hexano con 0.1% de BHT, se agregaron
3 mL del extracto metandlico y 1 mL de agua desionizada, se mezclaron con un vortex y se
centrifugaron durante 5 minutos. En la capa superior queda la fraccién con hexano y ésta se
coloco en un via por separado y la capa inferior se extrgo dos veces méas con hexano. Las
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fracciones combinadas de hexano se concentraron en un rotavapor a 40 °C y con presion

reducidapara poder ser reconstituidas en la fase movil.

4.3.2. Andlisis

Reactivos, Aparatos y Equipo

- Metanol grado HPLC

- Cloruro de metileno grado HPLC

- Acetonitrilo grado HPLC

- Tretilamina

- BHT

- Esténdar de luteina

- Estdndar de zeaxantina

- Cromatografo de liquidos

- Columna Waters Nova-Pak Cig (5 pm, 4.6 *250 mm)
- Guarda columna Waters Nova-Pak Cyg (4 um, 60 A)

Procedimiento

Las muestras se reconstituyeron en 3 mL de acetonitrilo: metanol: cloruro de
metileno (75:20:5), 0.05% de trietilaminay 0.1% de BHT y se inyectaron por duplicado en

el cromatografo de liquidos. Las xantofilas cuantificadas fueron luteinay zeaxantina.

El andlisis de las muestras se llevd a cabo en un Cromatografo de Liquidos
VARIAN que cuenta con una bomba ternaria modelo 9012; detector de longitud de onda
variable modelo 9050 y detector de fluorescencia ProStar. Se utilizd una columna Waters
Nova-Pak Cig (5 um, 4.6 *250 mm). La fase ndvil estaba compuesta por acetonitrilo:
metanol: cloruro de metileno 75:20:5 (v/v/v). El flujo fue de 0.7 mL/min a 30 °C. La
absorbancia se midié a 450 nm. Con estas condiciones € tiempo de retencion para la

luteinaes de 7.503 min y parala zeaxantina de 7.932 min.
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Para poder cuantificar los resultados se elaboraron curvas de calibracion con
estandares de luteina y zeaxantina proporcionadas por Roche México S.A. Se mangjaron 5

concentraciones diferentes para cada uno, las cuales se presentan en latabla 4.2

Tabla 4.2. Concentraciones de luteina y zeaxantina para elaborar la curva de calibracion
(ng/mL)

Estandar Luteina Zeaxantina
1 30.00 10.00
2 15.00 5.00
3 7.50 2.50
4 3.75 1.25
5 0.93 0.31

Andlisis estadistico

Se hizo un andlisis de varianza para determinar si habia diferencias significativas en
cuanto al contenido de cada pigmento en las diferentes variedades estudiadas utilizando €l
procedimiento ANOVA del programa para andlisis estadistico SAS. Las concentraciones
de compuestos fueron consideradas diferentes significativamente entre cada muestra
cuando p < 0.05.

Con el mismo software se obtuvo la diferencia minima significativa entre las medias
realizando una prueba de Tuckey, la cua sirve para saber entre qué muestras existen estas

diferencias.

Para averiguar la relacion entre e contenido de pigmento y €l color del maiz, b
modalidad de riego y € ciclo agricola en € que fueron cultivadas las diferentes variedades
de maiz se empleo el procedimiento GLM del mismo software y también se compararon las

medias con la prueba de Tukey.
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4.4. Analiss de Aminoacidos

Se cuantificaron los aminoacidos lisina, isoleucina, metionina y triptofano. Los
primeros 3 se extrgjeron de acuerdo con e método oficia 994.12 de la AOAC para €
andlisis de aminoacidos en alimentos (hidrdlisis aciday preoxidacion con acido perférmico
antes de h hidrdlisis). Mientras que para el triptofano (hidrélisis acalina) se siguio la
metodol ogia reportada por Stocchi, et al. (1985).

4.4.1. Hidrdlisis &cida

Reactivos, aparatos y equipo

- Acido clorhidrico 6 N

- Citrato desodio 0.2 N pH 2.2

- Nitrogeno de alta pureza

- Egtandares de lisina, metionina, isoleucinay triptofano
- Refrigerantes

- Reostatos

- Rotavapor

Procedimiento

Se pesaron 300 mg de muestra pulverizada, desengrasada y seca, se colocaron en un
matraz de dos bocas de 500 mL y se agregaron 300 mL de HCI 6 N. El matraz se conect6 a
un refrigerante y se le hizo pasar una corriente de nitrégeno bajo la superficie del &cido. La
muestra se puso a reflujo durante 24 horas manteniendo e burbujeo de nitrégeno, después
de las cuales se dgj6 enfriar a temperatura ambiente y se filtro a vacio através de un papel
filtro Whatman no. 2. Posteriormente, el hidrolizado se evaporé hasta sequedad en un
rotavapor a 40 °C a presion reducida. El concentrado se lavé con agua 'y se reevapord dos
veces para eliminar € écido, se disolvié en un buffer de citrato de sodio pH 2.2 y su

volumen se gjusto a 25 mL con el mismo buffer.
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Por otro lado se hidrolizé bajo las mismas condiciones un estandar que contenia 3
mg de cada aminoacido a analizar para poder calcular posteriormente su porcentaje de
recuperacion.

Los hidrolizados disueltos en € buffer de citrato de sodio se mantuvieron a 4 °C
hasta el momento de su andlisis.

4.4.2. Oxidacion con Acido Performico e Hidrdlisis Acida

Con este método |os aminoacidos que contienen azufre son oxidados para poder ser
liberados de las proteinas y asi poder ser extraidos eficientemente mediante la hidrolisis

&cida. Lacisteina es oxidada a acido cistéico y la metionina a metionina sulfona.

Reactivos, aparatos y equipo

- Acido perférmico (Se mezclan 72 mL de &cido férmico a 100% con 1.5 mL de
metanol y 7.5 mL de perdxido de hidrogeno a 30% y se deja reposar a temperatura
ambiente por dos horas)

- Acido clorhidrico 6 N

- Citrato desodio 0.2 N pH 2.2

- Estadndares de lising, isoleucina, metioninay triptofano

- Nitrogeno de alta pureza

- Refrigerantes

- Reostatos

- Rotavapor

Procedimiento

Se pesaron 300 mg de muestra pulverizada, desengrasada y secay se colocaron en

un matraz de bola con unas gotas de acido perférmico. La mezcla se enfrié en hielo por 30

66



minutos y se agregaron otros 25 mL de acido perférmico dejandola esta vez toda la noche a
4°C.

Al dia siguiente se agregaron 25 mL de agua y 2 mL de acido bromhidrico
mezclando bien. La mezcla se evapord a sequedad para eliminar € acido en un rotavapor.
Donde se recibe e &cido se colocd un poco de NaOH para neutrdizarlo. Una vez
concentrada la muestra se siguié la misma metodologia descrita anteriormente para la

hidrolisis acida

A un estdndar con 3 mg de cada uno de los aminoécidos a cuantificar < le dio €

mismo tratamiento para evaluar su porcentaje de recuperacion.

4.4.3. HidrdlisisAlcalina

Como € triptofano se degrada durante la hidrdlisis &cida, se recomiendala hidrélisis

alcalina para extraerlo.

Reactivos, aparato y equipo

- Solucion de hidroxido de sodio 4.2 M (burbujeada con nitrégeno toda la noche)
- Octanol

- Citrato de sodio 0.2 N pH 4.25

- Bombade vacio

- Centrifuga

- Vialesdevidrio parasdlar a vacio

- Nitrogeno de alta pureza

- Hido seco

- Aceona

- Estandar de triptofano
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Procedimiento

Se pesaron 300 mg de muestra pulverizada, desengrasaday secay se pusieron en un
vial. Se agregaron 10 mL de hidroxido de sodio 4.2 M y 3 gotas de octanol. Esta mezcla se
congeld en hielo seco, mientras que € via se evacud y se sell6. Posteriormente se coloco
en un recipiente con agua a temperatura ambiente hasta que se fundié la muestra. El vial se
metié a horno a 110 °C durante 20 horas. Pasado este tiempo, se dgj6 enfriar y se abrio.

El hidrolizado se transfirio a un matraz lavando dos veces con1 mL de citrato de
sodio pH 4.25y el pH se gjusto a4.25 con acido clorhidrico. El volumen se gjusto a 25 mL
con agua, la solucion se centrifugd durante 30 minutos, se filtré con un embudo Buchner a
través de un papel filtro Whatman no. 41 y se guardo a4°C hasta su andlisis.

A un estéandar con 10 mg de triptofano se le dio € mismo tratamiento para evaluar

Su porcentaje de recuperacion.

44.4. Andlisis

Todas las muestras, independientemente de su procedimiento de extraccion, se
derivatizaron con or toftalaldehido y se inyectaron para su cuantificacion en el cromatografo

de liquidos como se describe a continuacion.

Materiales, reactivos y aparatos

- Solucion de o- ftaladehido (OPA) lista para su uso de Pierce
- Metanol grado HPLC

- Tetrahidrofurano grado HPLC

- Acetato de sodio

- Fosfato de sodio

- Acido acético

- Estandar de lisna
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- Estadndar de isoleucina

- Estdndar de metionina

- Estandar de triptofano

- Cromatografo de liquidos

- Columna XTerra RP1g (5 pm, 4.6*250 mm)

Procedimiento

Antes de su derivatizacion se hizo una dilucién 1:3 de los hidrolizados con buffer de
citrato de sodio. De ésta se tomaron 2 uL, se mezclaron con 200 pL de la solucién de OPA

y se degj6 reaccionar por 1 minuto antes de inyectar al HPLC.

Los aminoécidos derivatizados se separaron con una columna XTerra RP1g (5 um,
4.6* 250 mm) y se detectaron por fluorescencia a unalongitud de onda de excitacion de 250

nmy una de emision de 480 nm.
Lafase movil estaba compuesta de 2 eluyentes:
- A: Metanol a 65%

- B: Acetato de sodio 50 mM, fosfato de sodio dibasico 50 mM, 25 mM de écido
aceético, 0.25 M de tetrahidrofuranoy 0.49 M de metanol; pH 7.5

La separacion se llevo a cabo como se describe a continuacion:

Tabla 4.3. Programa de €lusion para la separacion de aminoécidos

Tiempo (min) % A Flujo
0 20 0.8
5 28 0.8
35 58 0.8
40 75 0.8
56 95 0.8
56.1 95 1.0
60 96 1.0
61 100 1.0
68 100 1.0
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Para poder evaluar €l porcentaje de recuperacion y cacular la cantidad de
aminoécidos se elaboraron curvas de calibracion para lising, isoleucina, triptofano,
metionina y metionina sulfona. Las concentraciones empleadas para elaborarlas se

presentan en latabla4.4.

Tabla4.4. Concentracion de aminoacidos para elaborar las curvas de calibracion (ug/mL)

Estandar Metionina | Triptofano | Isoleucina Lisna Metionina
sulfona
1 0.4000 0.4000 0.4000 0.8000 0.5000
2 0.2500 0.2500 0.2500 0.5000 0.2500
3 0.1250 0.1250 0.1250 0.2500 0.1250
4 0.0625 0.0625 0.0625 0.1250 0.0625
Céculos

El porcentge de recuperacion para cada aminoacido se calcula de la siguiente

manera

_ mg de aminoacido detectados por el HPLC .
mg de aminoacido hidrolizad os

% de recuperacion 100

Para obtener la cantidad de aminoécidos presente en cada muestra, €l resultado
reportado en pg/mL por el HPLC se multiplicé por €l factor de dilucion empleado (7575) y

por el porcentgje de recuperacion de cada aminoécido.

Con estos calculos la cantidad de cada aminoacido queda expresada en mg, pero
para poder anaizarlos y evaluar la calidad de las proteinas estos resultados tienen que
dividirse entre la cantidad de nitrégeno proteico presente en cada muestra para obtener €l

contenido de aminoacidos en términos de mg de aminoécido/g de nitrégeno proteico.
Estos resultados pueden dividirse entre el contenido de cada aminoécido en la

proteina patron de la FAO (ver tabla 3.2) para obtener su puntuacion quimica (chemical
score).
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Andlisis estadistico

Se hizo un andlisis de varianza para determinar si habia diferencias significativas en
cuanto al contenido de cada aminoacido en las diferentes variedades estudiadas utilizando
el procedimiento ANOVA del programa SAS. Las concentraciones de compuestos fueron

consideradas diferentes significativamente entre cada muestra cuando p < 0.05.

Con & mismo programa se calculé la diferencia minima significativa entre las
medias realizando una prueba de Tuckey, la cua sirve para saber entre qué muestras

existen estas diferencias.

Para averiguar la relacion entre e contenido de aminoacidos 'y € color del maiz, la
modalidad de riego y €l ciclo agricola en e que fueron cultivadas las diferentes variedades
de maiz se empleo & procedimiento GLM y también se compararon las medias mn la

prueba de Tukey.
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