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SuUMMARY

* Lysine and trytophan contents from chickpeas and lentils by ion exchange me-
thod using columns of 4 per cent cross-linked sulfonated polystyrene (Dowex
50 W X4), Moore and Stein technique was determined.

Filter paper ascending and Stahl thin layer chromatography techniques were
applied for the identification of the amino acids in the effluents.

The results obtained were compared with the results given by other authors
and with the F. A. O. Provisional Amino Acids Pattern (1957).

Protein scores hy F. A. O. method for chickpeas and lenti's were calculated.

INTRODUCCION

El hombre ha modificado su modo de alimentarse y seguird mo-
dificAndolo. Los hechos no confirman la opinién, bastante pesimis-
ta, adoptada por ciertos investigadores, de que es imposible cam-
biar los métodos de alimentarse de los pueblos en proceso de des-
arrollo o subdesarrollados.

En muchas de las zonas afectadas, la poblacién general no pue-
de consumir leche ni productos lacteos, y la carne y el pescado fi-
guran en la dieta mis bien como condimentos, que como verdade-
ros alimentos.



Tampoco hay posibilidades inmediatas de producir alimentos ri-
cos en proteinas en cantidad suficiente y a un costo que, por eco-
némico, permitan utilizarlos en la lucha en gran escala contra la
deficiencia proteinica,

Las proteinas de origen vegetal se emplean en alimentar mas de
dos tercios de la poblacién humana mundial y a casi todos los ani-
males domésticos, y es evidente que hay un vasto notencial para
la suplementacion de proteinas vegetales.

Continuando con la linea de investigacion trazada en la Catedra
de Nutricién de nuestra Facultad, el presente trabajo de valoracion
de Lisina, Triptéfano, completa el estudio de los aminoacidos esen-
ciales en lentejas y garbanzos presentado como una contribuciéon
al mejor conocimiento de las proteinas vegetales consumidas por
nuestro pueblo.

PARTE EXPERIMENTAL
1. MUESTRA Y PREPARACION,

Se trabajo con muestras de lentejas y garbanzos provenientes de
Mulchén (provincia de Bio-Bio) v de Cabrero (provincia de Con-
cepcidn) respectivamente,

La muestra fue molida en molinillo para granos y luego en mo-
lino de bolas; separando la cascara en los garbanzos, ya que es asi
como de preferencia se consumen.

2. DETERMINACIONES PRACTICADAS Y TECNICAS USADAS.

a) Humedad : Por desecacion a 105" C, hasta peso constante (1).

b) Contenido de nitrdgeno: Por el método de Kjeldahl, em-
pleando solucion de rojo de metilo y azul de metileno como indi-
cador (2).

c) Aminodcidos: Lisina y triptofano; por separacion cromato-
grifica en columnas con resinas de intercambio idnico (3) y valora-
cion fotocolorimétrica con reactivo ninhidrina (4, 5).



Lisina y tripiéfano

Se emplearon dos columnas de vidrio cargadas con resina de in-
tercambio ionico Dowex S0W-X4 de 400 mesh y en su forma sédi-
ca (3); una para la separacion de lisina y otra para triptofano. Am-
bas de 15 cm de alto por 0,9 cm. de didmetro interno y revestidas
‘por una camisa de vidrio, tipo refrigerante, que permite la circu-
lacién de agua calentada a 50° C; temperatura que se mantuvo cons-
‘tante mediante un termostato. k

Preparacién de las columnas

Se llenerano las columinas con una suspension de resina en regu-
lador del pH 8.25, previamente preparada, mediante un chorro con-
tinuo. Luego que sedimenté la resina se retird el regulador sobre-
nadante por succién; se equilibré la columna con regulador del
pH 3.23 hervido, evitindose asi la formacién de burbujas de aire
en la resina al calentar la columna a la temperatura requerida para
el trabajo (3).

La velocidad de flujo fue de 18 ml. por hora, velocidad que se
‘mantuve constante regulando el goteo de la columna.

Columna A.

Para la separacién de [lisina se cargé la columna con 2 ml. de
‘muestra del hidrolizado (hidrdlisis acida), ajustado previamente a
pH 4 (3) y se eluy6 con regulador del pH 6.8 (3), recogiendo frac--
ciones de 3 ml. en un colector automatico de fracciones de volumen
coustante. ’

Hidrdlisis dcida.

Se traté 1 g. de cada una de las muestras de harina en una am-
‘polla de vidrio con 25 ml. de HCl al 20 % ; se hizo vacio, se cerra-
Ton a la llama y luego se sometié a calentamento por seis horas a
110° C. El hidrolizado se evaporé a sequedad, se lavo con agua tres
veces, evaporando cada vez y en seguida se completé a un volu-
‘men de 25 ml. (6). Algunos autores aconsejan separar la parte pro-
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teica (7), pero aqui se trabajé con la muestra total, como lo hacen
Stockes y cols. (8).

Se comprob¢d la hidrélisis total mediante la reaccién de Biuret y-
para dipéptidos, siendo ambas negativas.

Columna B.

"~ Se empleé para la separacion de triptdfano, Se cargd la columna.
con 2 ml. de muestra del hidrolizado (hidrélisis alcalina). Se eluyé-
con regulador del pH 6.8 (3), recogiendo fracciones de 3 ml, en un
colector automitico de fracciones a volumen constante,

Hidrdlisis alcalina.

Se tratd 1 g. de las harinas con ampolla de vidrio (HO),Ba0.38M ;-
se hizo vacio, se cerraron a la llama y se sometié a un calentamien-
to a 100° C por tres horas. Luego se traté con 5 ml. de H,50, 1.9 M,
se enfrié para precipitar todo el SO,Ba, se centrifugé y el liquido
sobrenadante se evapord; se lavd tres veces con agua, evaporando-
cada vez; se completéd a un volumen de 25 ml. (9).

Poder de resolucidén

Se calculd el poder de resolucién de la resina para la lisina en la
columna ‘A 'y para el triptéfano en la columna B, con soluciones de
los aminoacidos respectivos en concenfraciones conocidas, siendo
para:

Lisina (columna A)w.. oo coo v s v e s B44 9
Triptéfano (columna B)... ... ... .. .. ... 93.7%

Coeficiente de color

El coeficiente de color para los aminoacidos en cuestién se deter-
mind en 2 ml. de una solucion 0,1 mM en el buffer en que el amino-
acido emerge de la columna; en este caso fue en regulador del
pH 6.8 para ambos casos. Ellos fueron: para la lisina 1.2 y para el
triptéfano 1.09 (10).



Cromatogramas revelados con el reactivo ninhidrina-Cu de Moffat y Lytle

(Tabla nim. 1a y nim. 1b)
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Regeneracidn de la resing en las cohwmnas

Después de eluidos los aminodcidos a separar se regenerd la re-
sina con OHNa 0.2 N, libre de CO, y se equilibré con regulador del
pH 3.25 (11).

Andlisis cuantitativo v cualitative de lisina y triptdfano

Los eluidos fueron analizados fotocolorimétricamente (Klett-
Summerson) de acuerdo al método de Moore y Stein (4, 5) emplean-
do filtro verde 54 y reactivo de ninhidrina al 0,2 %.

El pH 6.8 al cual emergen los aminoicidos se llevé a pH 5 con
CIH 0.5 M (3) para tener las mismas condiciones en las que se hizo
la curva standard de leucina.

La identificacién de los «peaks» de lisina y triptéfano en los elui-
dos se efectué mediante cromatografia monodimensional en capa
fina (12, 13 y 14) y en papel Whatman 1 (13, 14) con trazadores
puros de soluciones en regulador del pH 6.8 para tenerlos en las
mismas condiciones que emergen de las columnas. (Ver tabla nil-
mero 1),

Cdlcnlos con la muestra

La cantidad de aminoacidos presente se calculé por integracién
analitica. La absorbancia de la muestra se convirtié a mili-moles de
leucina mediante una curva standard (4). Luego se calculé la suma
de los mili-equivlentes de leucina y la cantidad de amino4cidos pre-
sentes en los ml. de eluidos, dada por la siguiente férmula (5):

. aXLXM
X =xc o0 ™)

@ = ml. de fraccién eluida;

b = ml. de muestra usada;

C = coeficiente de color del aminoicido (leucina = 1);
L. = suma de mili-moles de leucina;

M = peso molecular del aminoicido (lisina = 18266 ; triptéfano = 204.23),



‘ResuLTADOS

TaBLA NUM. 1

Coloraciones obtenidas gl revelar los aminodcidos puros con el reactivo ninkidrina-Cu-
de Moffat y Lytle (14) para la comparacidn con los obtenidos por elucidn

Solventes Amino Acidos RI (18°C) Coloraciones

a) Metiletilcetona; n-buta-

nol; agua..... .. .. .. Lisina 0.032 Pardo que pasa a rosado-
amarillento por reposo
2: 2: Do v oo .. ... Triptéfano 0.49 Violeta

En capa fina (12) ... ...
b) n-butanol! Aacido acéti-

CO; AZUAe wer ver wen oee Lisina 0.19 Pardo que pasa a rosado
amarillento por reposo-
(25: 6: 23) ..o vie e e Triptofano 0.53 Violeta
En papel Whatman nt-
mero 1 (13) ... ... ..

Curva de calibracidn con leucing
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Curvas de elucion de aminodeidos
a) Lentejas
b) Garbanzos
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TaBLa xGM. 2

Contenido en agua, nitrégeno, lisina y triptdfane de lentejas ¥ garbanzos

Muestras Humedad 'Nitrégeno Lisina Triptofano
Ne g/l g g/ g mg/gN mg/gN
Lentejas (Lens esculenta),. 12 8,43 3,97 482 63
Garbanzos (Cicer arieti-
707 R 10 9.97 2,66 572 52

TabLy xCOM. 3

Comparacién de valores con otros autores

Triptolano mg/gN Lisina mg/gN
Leutejas Garbanzos Lentejas Garbanzos
Depto. Agro USA (") voo wer oot 54 51 — 431
Harvey USA (*) ... ... .. . .. 19 38 — 400
Huges India (*) . .. oo s oo — 29 — -
Colobraro Sanahuja (7) ... ... ... — 29 — -
FOA O (" v e e e e 30 49 — 433
Mét. quimico Ros y cols. (*) ... — 39.7 - 489
Met. microb., Ros y cols. () ... — 24.98 — -
CATEDRA ... i et et e e e e 33 52 182 572

(*} Citados por M. Ros, K. Alamo e 1. Penmacchiotti (13).

Discusiox

El empleo de la cromatografia monodimensional, tanto en papel
‘Whatman nfimero 1, como en capa fina segiin Stahl (12), dio bue-
nas separaciones de los aminoicidos en estudio al emplear tanto el
disolvente metil etil cetona, butanol, agua (2: 2: 1) como el n-bu-
tanol, icido acético, agua (23: 6: 25) (13) y el revelador reactivo
ninhidrina-Cu de Moffart y Lytle (14). Las coloraciones y Rf obte-
nidos se dan en tabla nim. 1.

Los valores encontrados para lisina indican un mavor contenido
de este aminoicido en garbanzos que en lentejas. Para triptéfano,
en cambio, son las lentejas las que lo contienen en mayor cantidad
(tabla nam, 9).



Comparacidn de los valores encontrados en la proteinag de lentejas y garbanzos cow
el Patrén de aminodcidos de la Froteina Provisional (F. A. O. 1957)

so0r i .
'/[[ /]| Proteina Provisionat .
Lentejas, _
400+t
M

300
=z
O
~ —1
!
o> 200t
€

100f

L .,
Treonina  Valina Metionina Isoleucina Fenilglaninag Leucing Lising Triptéfano

Fig. 4 a.—Lentejas.

' 7777777 Proteina Provisional

00 {____ ] Garbanzos.

800

s
r_.

2"00'
2
<
< 3
o
E .

200r

EW é ‘ Z | 2l
Treoning Valina  Metionina Isoleucing Fenilalaning Leucing  Lising Triptdfono

Fig. 4 b.—Garbanzos.



Los resultados obtenidos dan valores de triptéfano en lentejas y
garbanzos cercanos a los dados por Dpto. of Agr. (U.S. A.), pero
superiores a los de Harvey; Huges; Ros Alamo y Pennacchiotti (15)
y Colobraro y Sanahuja (7).

Los valores obtenidos para lisina en garbanzos son algo supe-
riores a los de otros autores. Para lisina en lentejas no se encontra-
ron referencias,

Ewvaluacidn nutricional

Se estimo conveniente presentar en este trabajo, no sélo la com-
paracion de los valores de lisina y triptéfano con el patrén de amino-
4cidos de la Proteina Provisional de F. A. O. (1957) (16), sino que
aprovechando los estudios anteriores de Sanzana (17) y Torres (18),
evaluar la calidad nutricional de las proteinas de lentejas y garban-
zos; comparando su contenido en aminoécidos esenciales con el de
la Proteina Provisional de F. A. O. (1937).

Tanto en la proteina da lentejas como en la de garbanzos el ami-
noacido limitante encontrado fue metionina y valina en segundo tér-
mino. En base a esto se obtuvo para la proteina de lentejas un limite
proteinico de 20.8 en términos de metionina y de 62.9 en términos
de valina, y para la protema de garbanzos fue de 39y 76 respec-
tivamente,

RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se determind el contenido de lisina y triptéfano en lentejas y
garbahzos por cromatografia en columna usando resina Dowex
50W-X4 segtn Moore y Stein. ‘

' Para la identificacién de los aminoéicidos eluidos se utilizé la tée-
nica cromatografica monodimensional en papel y capa fina emplean-
‘do como solventes: metil etil cetona, n-butano, agua (2: 2: 1) y
n-butanol, 4cido acético, agua (25: 6: 25), y como revelador nin-
hidrina-Cu, segtn Moffat y Lytle.

Los resultados obtenidos se compararon con los otros autores y

con el patrén de aminoicidos de la Proteina Provisional de F. A. O.
{1957).

Se calculd el limite proteinico de la proteina de lentejas y de



garbanzos con la complementacion de datos obtenidos en estudios.
anteriores, dando 20,8 y 39 en términos de metionina para la pro-
teina de lentejas y de garbanzos, respectivamente.

De donde se deduce que:

o) En ambas proteinas el aminoacido limitante es metionina, se-
guido de valina como segundo aminoacido limitante.

b) La proteina de lentejas y la de garbanzos por si solas no son
satisfactorias para el crecimiento y mantenimiento humano, por te-
ner un limite proteinicc bajo.

¢) La proteina de garbanzos posee mejor calidad nutricional
que la de lentejas,
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