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OBJETIVO.

Probar la efectividad de un nuevo método colorimétrig
co para medir metionina, en hidrolizados de proteflnas de
origen vegetal y animal, y su comparacifn con el método

cromatogréfico.

INTRODUCCION.

Las proteinas son macromolé&culas que actfian como ca=-
talilzadores, elementos estructurales, reserva de elemen-
tos nutritivos, vehiculos de transporte, elementos de pro
teccibn y como ﬂormonas. Se encuentran constitﬁ!das co~
munmente por 20 amino&cidos. Ocho de ellos son conside-
rados como esenciales para el hombre, debido a que no pue
den ser sintetizados en el cuerpo al ritmo requerido para
un desarrollo normal. La metionina es uno de los amino-
&cidos esencilales, de ahf la Iimportancia de su determina-
cién y medicibn.

. Este trabajo propone probar un nuevo método colorimé
trico, para la cuantificacién de metionina. Siendo sen-
cillo, répido, reproducible y més sensible que los méto-
dos colorimétricos existentes,

La metodologia consiste en realizar una hidr6lisis
alcalina de las muestras, a determinadas condiciones de
temperatura, tiempo y presi6n. Posteriormente, la metio-

nina presente en el hidrolizado reacciona con el reactivo



de yodoplatinato, efectulndose una reaccién de oxidorre-
duccibn. La cantidad de metionina presente en el hidro-
lizado, se obtiene interpolando la absorbancia de los
hidrolizados en una curva patrbn, que resulta de grafi-
car diferentes concentraciones de solucibn esténdar de
metionina y las absorbancias que se obtienen en un espec
trofotémetro. El método no requiere de equipo costoso y
complicado, como ocurre en el método de cromatograffa de
intercambio i6nico, siendo en la actualidad el método
ideal. '

Finalmente en el presente trabajo, se comparan los
resultados obtenidos por el método coloriméfrico y croma
togrfico, para determinar si hay diferencia significati

va entre los dos mé&todos.



I. GENERALIDADES

1.1 DEFINICION Y ESTRUCTURA QUIMICA DE LA METIONINA. (1,7)

La metionina es un amino&cidos azufrado. Definién-
dose, como un compuesto orgdnico, que posee grupos amino,
carboxilo y un &tomo de azufre. Tiene un peso molecular
de 149.22 g/mol.

Los nombres quimicos que se le dan son: a-amino-~y-
&cido metiltiobutfrico, a-amino-y-&cido metil mercaptobu-~

tfrico, 2-amino-4-8cido metiltiobutanoico.

Su estructura quimica es:

{ oy
H-C-S—C-f—C-COOH
| | |
H HH NH2

1.2 DISTRIBUCION DE LA METIONINA. (2)

En los alimentos, la metionina y cistina estén pre-
sentes en proporciones que var;an aproximadamente de 1:1
a 3:1. La mayorfa de los cereales y lequminosas, contie-
nen cantidades cercanamente iquales de ambos amino&cidos;

predominando la metionina en protefnas de origen animal.

1.3 SINTESIS DE METIONINA. (3,7)

La DL-metionina es sintetizada a partir de acrolefna,
metil-mercaptanos y alguna fuente de cianuro y de iones

amonio.



CH

La sintesis comercial de metionina empieza con la
reaccién de acrolefna con el metil mercaptano, para dar
3-(metiltio)-propionaldehido, este aldehido reacciona con
cianuro de sodioc y carbonato de amonio, o con otros re-
cursos de iones cianuro y amonio, para dar 5-(2-metiltio)
(etil) hidantoina, y por hidrSlisis de esta hidantoina se
obtiene la metionina.

Alternativamente, el 3-(metiltio)-propionaldehido
puede hacerse reaccionar con dcido cianhidrico, para dar
el corregpondiente 2-hidroxinitrilo; el hidréxilo, es en-
tonces sustituido por un grupo amino, por reaccifn con
amoniaco bajo presiftn, la hidr6lisis del nitrilo da en-

tonces la metionina.

CH,=CH~CHO + CH,SH —————3 CH,~S~CH,~CH,~CHO
NaCN
— N CH.~S-CH. ~CH. ~
CH,-S-CH,~CH, Tf———c]o
NH,).CO
(NH,) ,C04 HN /NH H,0
ﬁ_
3~S~CH,~CH,~CHO o CH3—S—CH2-CH2-'CH-COOH
NH,
HCN NH
b CH,-5~CH,,~CH,~CH(0H) N 3
H,0

1.4 COMPUESTOS ANTAGONICOS DE LA METIONINA. (4)

La eticnina es un compuesto que produce un decremen~



to en la transmetilacibn de metionina a colina en ratas,
sin embargo la formacidn de creatina no es afectada. LoOs
efectos tbxicos de etionina en ratas, son disminuidos por
la administraci6n de colina o bien por metionina. Los
efectos téxicos parecen ser debidos a la formacién de
etil anflogos de los metabolitos esenciales, y a la for-
macifén de protefnas en las cuales, la metionina es reem-
plazada por etionina. La etionina es metabolizada, en

menor grado, por la misma ruta de la metionina.

CH3—CH2~S-CH2-CH2~fH—COOH

NH2

El DL-Seleno-metionina, ha sido encontrado comoc un
antagonista competitivo de L- y D- metionina para el cre
dimiento de Chorella wvulgaris, La toxicidad de este
compuesto fue anulada por la metionina, la cual parece
actuar previniendo la absorcién del antagonista.

CH3-Se—CH2-CH2-?H~COOH

NH2

Otros antagonistas de la metionina son:
2-amino~5-8cido heptanoico {(Crotilalanina). Inhibe el

crecimiento de E. coli.

CH3-CH=CH-CH ~CH,~CH~COOH

272

NH2

[S, ]
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Metoxinina. Tiene efecto bacteriost8tico la DL-metoxinina
en E. coli. y St. aureus, y 8ste puede ser anulado por la

L-metionina, pero no por el D-isfmero.

CH30~CH2—CH2-%H—COOH

NHZ

Metionina sulfoximina. Es un antimetabolito efectivo del

acido glutdmico, asi como de la metionina.

CH3—ﬁ-CH2~CH2-?H-COOH
NH NH2

Norleucina, es otro antagonista de la metionina.

CH3-CH2-CH2—CH2-fH-COOH

NHZ

1.5 METODOS DE CUANTIFICACION DE METIONINA,

Los aminofcidos se obtienen como productos finales
de hidrb6lisis de las proteinas, cuando %e calientan por
algunas horas con un &cido, 8lcalil o por la accién de
ciertas enzimas. La metionina, puede ser cuantificada
déspués de una hidr6lisis de las protefnas. (5)..

Un gran n@mero de aminolcidos, son destrufdes duran
te la hidr6lisis alcalina, entre estos estén: serina,
treonina, arginina, cistefna y cistina. BAquellos amino-
&cidos que son estables en 8lcali, son racemizados en un

grado. considerable. (6).



En la hidr6lisis &cida, una peguefia cantidad de cis
tina, serina y treonina son destrufdas. (1}.

La hidr6lisis varfa como una funcifn de la tempera-
tura, presibn, concentracién de acido o &lcali, y de la
presencia de sustancias no proteicas. (6).

A continuacifn se describen los métodos més importan

tes para la cuantificacitn de metionina.

1.5.1 METODOS VOLUMETRICOS. (7).
1.5.,1a Desmetilacifn reductiva de la metionina con &ci-
do yodhidrico. El método involucra, la hidrélisis de la
protefna con &cido yodhfdrico (HI), la transferencia del
yoduro de metilo liberado, por aereacifn, dentro de una
.solucisn alcohflica de nitrato de plata y la determinacibén
del exceso de plata por titulaci®n con tiocianato.

Alternativamente, el yoduro de metilo puede ser oxi-
dado a yodato por transferencia a una mezcla de &cido acé
tico glacial/acetato de sodio, que contiene bromo liguido.
La solucién de yodato tratada con yoduro de potasio, pro-
duce yodo libre, el cual puede ser determinado por titula-
cibn con tiosulfato.

Aminofcidos como triptofano, tirosina y cistelna, de-
ben ser eliminados por oxidacién con dcido bromoacético.

El intermediario formado por la metionina y el yodo,
es estable a niveles de pH tan bajos como 4. El triptofa-

no consume 6 &tomos de yodo a todos los niveles de PH, en



tanto que la tirosina reacciona a pH=6 con 4 &tomos de yo
do, pero no a pH iqual a 4.

A continuacibdn se hace una descripcién de los c&leu-
log a realizar, para determinar la concentracifn de trip~

tofano, tirosina y metionina.

Muestra1 + so0l., de Yodo (STD.)-wE§3§—~—aQ‘(yodo total)
T = Triptofano X 6 + Tirosina X 4 + Metionina X 2

Muestra, + sol. Tiosulfato (STD.)—-—Rﬂii——e P (yodo unido

irreversible)
P es la cantidad total de yodo consumido por triptofano y

tirosina.
P = Triptofanc X 6 + Tirosina X 4
M=17T«~R

M es-la cantidad total de yodo consumido por metionina.
Muestra, + sol. de yodo (STD.)-—-EEii—-e N

N es igual al consumo total de yodo, debido a los residuos

de triptofano y metionina.
N = Triptofano X 6 + Metionina X 2.

Por lo tanto: T - N = Tirosina X 4.



O\
COOH {OOH N b'
HyN-CH AL, CH -1+, ~CH — s Hy~N-CH
i) THy s,
CH, ¢H, cH
S-CH, SH S

CH3I+AgNO3(STD.) > Agl

oxidacién I

CHBI' > (se titula con tiosulfato)

2
1.5.1 b MEtodo de particién del azufre.

Este mBtodo se basa en la hip6tesis, de que todo el
azufre de la molécula de protefna se encuentra presente
como cisteina, cistina, metionina y sulfato. Se aprove-~
cha la ventaja de que Gnicamente una cantidad desprecia-
ble del azufre de la metionina se oxida a sulfato, por
tratamiento con &cido nftrico fumante, en tanto que todo
el azufre de la cistina-cisteina si es oxidado. Asf{, la
suma de la cantidad de sulfato liberado en una hidr6li-
g8is con Acido clorhidrico (HC1l), después de aque la mues-
tra ha sido tratada con 4cido nftrico, proporciona una
medida de la cantidad de metionina, ya cue se resta al
valor obtenido del contenido total de azufre de la mues-~
tra.
1.5.1c Método Iodométrico.

Consiste en la adicién de un exceso de yodo a pH =
7-9, efectudndose la reaccién con formacién de un inter-
mediario. El exceso de yodo libre se remueve con tiosul

fato, seguida de una acidificacién de la mezcla de reac-
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cién, con el objeto de hacer reversible la reaccifn y li-

berar una cantidad estequiométrica de yodo.

OOH ioou
HoN=CH + 1, PL=17 o pyy-Cu + 2 HI
=1
(fﬂz)z (%Hz)2
§-CH, S-CH,

1.5.1d oOxidacién con PerSxido de Hidr6geno.

Este procedimiento consiste en una oxidacién selec-
tiva de metionina, por excesc de perbxido de hidré&geno,
en presencia de icido perclérico. La mezcla de reaccién
se trata con una solucién que contenga yoduro de potasio
y molibdato de amonio como catalizador. El yodo libera-

do se titula con solucibn estindar de tiosulfato de sodio.
+

H
CH3-S-CH2-CH2-?H-COOH + H202 —_— CH3-§-CH2-CH2 fH-COOH +
NH2 0 NH2
+ HZO + KI

1.5.2 METODOS COLORIMETRICOS.
1.5.2a Reaccibn con Nitroprusiato de sodio. (8,9,10)

En 1941 McCarthy y Sullivan, propusieron un mé&todo
que se basa en la adicién de nitroprusiato de sodio a una
solucibn alcalina de metionina, seguida de una acidifica-
cibn de la mezcla de reacci6n, desarrolldndose un color
rojo fuerte. Con excepcifn de triptofano e histidina,
cualquier otro aminofcido comunmente encontrado en hidro-
lizados de protefnas, no desarrolla color. E1 triptofa-

no, es un amino&cido que es destrufdo por hidrélisis &cida
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de una protefna. La interferencia de histidina es elimi
nada por adicifn de un exceso de glicina. Las desventa-

jas que presenta este método son: Las muestras que tie~

nen alto contenido de carbohidratos, producen una colora
cibén que interfiere en la determinacién. Esta coloracibn
‘es debida a la reaccién de Maillard, y por lo que es di-

ffcil de encontrar la reproducibilidad.

Ussary y Gehrke (1970), hicieron una adaptacién a la
reacci6n de McCarthy y Sullivan, con nitroprusiato de so-
dio sobre hidr6lisis enzimética (papaina) usando un equi-
po automatizado. Hess y éullivan, emplearon cloruro de ti
tanio para prevenir la formaci6n de humina, en la hidr6li-~
sis 4cida de la protefna.
1.5.2b Degradacién con Ninhidrina. (7)

La reaccién involucra un calentamiento de la mezcla
de aminofcidos con un exceso de ninhidrina, produciéndose
aldehfdos vol&dtiles, que son atrapados en una solucién
&cida de 2,4-dinitrofenilhidrazina, formindose los corres
pondientes 2,4-fenilhidrazonas. La fenilhidrazona de la
metionina, puede ser separada cromatbgraficamente de otras
fenilhidrazonas en una columna de sulfato de magnesio (mo~
lido) y luego ser medida colorimétricamente. Esté proce-
dimiento presenta varias ventajas, como son: La metionina
libre puede ser distinguida de sus péptidos (los cuales no
reaccionan), si la determinacién se realiza antes y después

de la hidr6lisis 8cida de las muestras. Proporciona una
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35 de la metionina,

separacifén rdpida del azufre marcado S
de otros compuestos con azufre en una mezecla, por lo tan-

to la determinacién de la actividad especffica es simple.

Ninhidrina

CH3 5 CH2 CH2 ?H COCH CH3 SCH2 CH2 CHO + NH3 + CO

NH2

2,4~dinitrofenil
hidrazina

CH4=5=CHy~CH,~CH=N-NHC,H, (NOZ) 5

1.5.2 ¢ Reaccifn con yodoplatinato. (11)

Es un m&todo simple propuesto por N.L. Njaa para la
determinacidén de metionina en hidrolizados de Ba(OH)z,
usando el reactivo de yodoplatinato. La metionina es de-
terminada directamente, después de la reduccién con triclo
ruro de titanio del sulféxido de metionina presente, dando
la cantidad de metionina sin oxidar. La metionina total,
no incluye la metionina sulfonada. En este m&todo, hay
varios compuestos azufrados que interfieren: homocistef-
na, homocistina, etionina, cistationina, etil &ster metio-
nina, N-acetilmetionina, cisteina y cistina. La interfe-
rencia de cistefna-cistina es eliminada, por la adicién
de pequeiias cantidades de acetato de'cadmio o plomo antes
de la hidr6lisis. No se usa con muestras gue contienen
menos de 20% de proteina en base seca., Las ventajas que
presenta son:

a. La sensibilidad del método es alta. Los estdndares

mds pequefios que se han usado son soluciones 20 micro

2
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molar, en contraste con el usado por Ussary & Gehrke
{1970}, en una versibn automatizada del método de Mc
Carthy & Sullivan (1941), que fueron soluciones 300
micromolar.

b. Wo presenta problemas de coloracifn.

c. No presenta interferencia de otros aminolcidos, a
excepcifn de cisteina y cistina, pero esta interfe-
rencia ge elimina adicionando acetato de plomo o cad
mio.

La desventala que tiene, es la de utilizar un reac-
tivo caro, aunque las cantidades que se requieren son pe

queflas (miligramos).

1.5.3 -METODOS CROMATOGRAFICOS. (12,13)

La cromatograffa de intercambio ifnico, es en el pre
sente lo ideal para la medicisn de metionina, pero los ma
teriales requieren una preliminar oxidacifn de las unida-
des de metionina, a su correspondiente forma sulfonada més.
estable. El intercamblo iénico es un proceso en el cual
ocurre un intercambio de iones de signo igual entre una so
lucién esencialmente insoluble en contacto con la solucibn,

La cromatograffa de intercambio i16nico, se realiza en
un autoanalizador de aminofcidos, el_cual estd constitufdo
de: sistema de introduccifn de la muestra, sistema separa
dor (columna}, sistema detector y sistema registrador. FEl
sistema detector es un colorfimetro que trabaja a una longi

tud de onda intermedia (410 nm).
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La cromatografia de gases, ha sido propuesta pero su
uso no ha sido posible; parece ser, ¢ue no pueden hacer-
se extensivos los resultados con proteinas puras a los ma
teriales complejos, como son las mezclas de protefnas con

otros materiales, como son los alimentos.

1,5.4 METODOS MICROBIOLOGICOS. (14)

Los ensayos microbiol6gicos, son los que pueden uti
lizarse a gran escala para la determinacifn de metionina,
y parece ser uno de los mejores. Las ventajas de este mg
todo son que no se requiere de un equipo especializado ni
costoso. La desventaja es gue la precisibn es relativa-
mente baja, por lo que se requiere de personal capacitado
en manipulaciones microbiol&gicas.

Dunn y col., encontraron que la metionina puede ser
cuantificada con Leuconostoc mesenteroides P-60. Stokes
y col., emplearon Str. faecalis para la determinacién de

metionina en varias protefnas y alimentos.

1.6 METABOLISMO DE METIONINA. (1,15). *

En sujétos humanos normales cerca del 30% de la me~-
tionina ingerida es convertida a cist(e)ina), via ruta de
transsulfuracifn.

En la ruta de transsulfuracién, la L-metionina se
condensa primero con ATP formando 5-adenosil-metionina
{("metionina activa"). El grupo S-metilo activado, es lue
go transferido a cualquiera de una amplia variedad de com

puestos aceptores. Los Compuestos cuyos grupos metflicos



derivan de la S~adenosil metionina incluyen a las betai-
nas, colina, creatina, epinefrina, melatonina, sarcosi-
na, varios aminodcidos N-metilados y diversos alcaloides
de origen vegetal. Después de la eliminaci6n del grupo
metilo, se forma S-adenosilhomocisteina mé&s adenosina.

La homocistefna se condensa con una molécula de serina
formando el aminolcido cistationina. El desdoblamiento
hidrolfitico de la cistationina forma L-homoserina y cis-
tefna, de manera que el efecto neto es la conversién de
la homocistefna en homoserina y de la serina en cistelna.
Estas dos reacciones, por lo tanto, tambi€n intervienen
en la biosfntesis de la cistelna a partir de la serina.
La homoserina, es entonces convertida en alfa-cetobutira
to, en una reaccibn catalizada por la homoserindeaminasa.
La conversién del alfa-cetobutirato en propionil-CoA tie
ne lugar enseguida, de la manera usual para la descarbo-
x1lacibn oxidativa de los alfa-cetolcidos, que forma de-
rivados de la acil-CoA, por ejemplo: piruvato, alfa-ceto

glutarato. Lo anterior se resume en el diagrama I.

1.6.1 EFECTO DE LA VITAMINA B6 y B12 EN EL METABOLISMO
DE METIONINA.

La metionina, homocisteina, serina y glicina, estén
involucradas en el metabolismo del &cido f£6lico y por lo
tanto indirectamente en la produccifn de DNA timina; la
variaci6n en la cantidad de esos amino8cidos afecta la

megaloblastosis. La megaloblastosis es caracterizada mor



Diagrama I
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,N-dimetilglicina

Betafna~homocistefna

metiltransferasa
\\\betaina

* Ns-metiltetrahidrofolato-homocisteina metiltransferasa.
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folbgicamente por maduracifin nuclear retardada y biogui-
micamente por sintesis defectuosa del DNA. La regenera-
cibn del 4cido tetrahidrof6lico (THFA) de 5-metil THFA,
depende de la vitamina 812 y requiere la metilacibn de

la homocistefna a la forma de metionina. La disminucibn
de esta vitamina, reduce la transmetilacién y puede dis-
minulr los niveles de metionina, los cuales son bajos en
la anemia perniciosa. (16)

El efecto de una deficiencia de vitamina B, en el me

tabolismo de metionina es hasta ahora poco conocido. (17)

l.6.2 EFECTOS BIOLOGICOS DE LA METIONINA,
1.6.2a Efectos carenciales y tbxicos.

En el hombre han sido realizados estudios que indi-
can éue la perdida de apetito y un balance de nitr6geno
negativo, son resultados de la ausencia de algunos amino-
&cidos.

Rose y col., afirman que los requerimientos de metio
nina en el hombre joven est&n entre los limites de 800-
1,100 mg/dfa en ausencia de cistina, para este cllculo se
témo en consideracibn que la cistina podrfa reemplazar B80-
89% de los requerimientos minimos de metionina. (18),
Reynolds y col., reportan que 290 mg de metionina més 260
mg de cistina mantienen el equilibrio de nitrfgeno en el
hombre joven. (19)

La deficlencia de metionina causa dafios heplticos y

renales. La metionina y algunos otros metil donadores,
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actfan como agentes lipotr6picos para curar hfgados gra-
sosos, debidos a la deficiencia de colina, La colina pue
de ser sintetizada usando grupos metilo l&biles, donados
por la metionina en el proceso de transmetilacibén. (15)

Al compararse los efectos en el crecimiento de pollos,
de una dieta deficiente y en exceso en metionina, se encon
tr6 que los pollos alimentados con una dieta deficiente,
retuvieron menos protefna, excretaron mis nitrégeno en for
ma de 8cido QGrico y el peso corporal ganado fue menor, que
los pollos alimentados con un exceso de metionina, (20)

La metionina tiene varios compuestos antagfnicos, uno
de ellos es la etionina, que también causa hfgados graso-
sos. La accién de la etionina, se piensa que sea debida a
una declinacién en el RNA mensajero y la sfntesis protelca,
causada por una reduccifn en la disponibilidad de ATP. Es
to ocurre, cuando la etionina que reemplaza a la metionina
en la S-adenosil metionina atrapa adenina disponible y asi
evita la sfintesis de ATP. Esta hipétes;s esti sostenida,
por el hecho de que el efecto de la etiéﬁina puede ser in-
vertido por la administracién de ATP o adenina. (15)

Asf como la deficiencia causa la formacién de higados
grasosos, los procésos que utilizan excesivamente los gru-
pos metilo, o las dietas pobres en protefnas (conteniendo
metionina) o lecitina (conteniendo colina), tienden todos
a favorecer la producci6n de hfgados grasosos. (15)

Los estudlos realizados sobre el consumo de niveles
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excesivos de metionina, indican que al menos tres rutas
estén involucradas en la utilizaci6n del grupo metilo de
la metionina. Una involucra la sintesis de colina, otra
la formacién de sarcosina (N-metil glicina). La tercera
ruta, es competitivamente inhibida por la S-metil-L-cis-
teina y parece gue utiliza una gran parte de metionina,

a concentraciones altas de &sta. Por esta ruta, se for-
ma un producto tBxico, es un intermediario en la degrada-
¢ién de metionina. (21},

Un exceso de metionina en la dieta ingerida por ra-
tas, causa retraso en el crecimiento vy efectos patolbgi-
cos en Srganos come el bazo o péincreas. Cuando la inges-
ti16n de energfa es limitada, el exceso de metionina produ
ce una mayor reduccib6bn de lipidos en el cuerpo, por lo que
este exceso parece acrecentar los requerimientos de ener-
gla, probablemente por su catabolismo? (22)

Para disminuir la toxicidad de metionina en ratas ma-
chos, éstas se alimentaron con niveles altos de retinol.
El tratamiento parece no ser t6xico, porque afecta el cre-
cimiento y la cantidad de alimento ingerido. En las ratas
machos tratadas con retinol, se present8 un mejor creci~
miento e ingestibén de alimento, un incremento en el alma-
cenamiento de retinol en el higado y también cerca de un
50% de decremento en la concentracién de metionina en plas
ma. Sin embargo, la oxidacibén de metionina a Co, no es

significativamente incrementada. (23). El tratamiento con
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retinol (800 Ul/g dieta por 10 dfas), parcialmente contra
rresta el efecto causado por la ingestibn elevada de metio
nina. Para disminuir la toxicidad de metionina se utiliza
glicina o serina en ratas machos pretratadas con un exceso
de retinol; las pretratadas tienen una mayor respuesta a
pequefios suplementos con glicina o serina y mantienen el
miximo nivel de crecimiento en un amplio rango de suplemen
tacibn. (24}

1.6.2b Produccién de Arterioesclerosis,

Se ha demostrado experimentalmente que la homocist(e)~-
inuria elevada produce placas de arterioesclerosis. La Gni
ca fuente significativa de homocist{e)ina es la metionina
de la protefna contenida en la dieta, por lo que las dietas
que tienen altas concentraciones de metionina producen ar-
terioesclerosis en el hombre, aunque no hay informacién dis
ponible sobre si la restriccién de metionina reduce la arte
rioesclerosis. (17).
1.6.2c Efecto antiinflamatorio Y analg%sico,

La DL-metlonina produce efectos antiinflamatorios y
moderada actividad analgésica, en ratas con edema inducido
por carragenina, o artritis inducida por formaldehfdo, o
en ratas con sacos de granuloma. Por esta razbn podrfa
atribuirsele como un efectivo antiinflamatorio que no cau
sa irritacibn g8strica. (25)

' 1.6.24 Efecto en la cicatrizaci6n.

Trabajos experimentales han permitido probar que la



metionina es un aminodcido esencial para corregir los efec
tos frenadores de la hipoprotefnemia. La administracibn
de este aminodcido, a los animales sometidos a dietas con
bajo contenido protefco, mejora r&pidamente la curacién de
la herida. La metionina es transformada en cistina y, en
esta forma, es utilizada en el proceso reparativo, aunque

el mecanismo de su accibén no es conocido. (26)

21.
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II. PARTE EXPERIMENTAL

Para el presente trabajo, se escogib el método de yo-
doplastinato propuesto por N.L. Njaa, por las ventajas que

se mencionaron anteriormente.

FUNDAMENTO,

La determinacifn cuantitativa de metionina se basa en
la reaccibn de oxidorreduccién que se efectfia entre el sul
furo y el ién yodoplatinato; el platino es reducido y el
sulfuro presente es oxidado a sulfbxido. Se forma un com-
plejo,que presenta una menor absorcibn a una mayor concen-
tracién de metionina, debido a la decoloracién que sufre
el i6n yodoplatinato. El complejo es medido a una longi-

tud de onda de 505 nm. (27)

[pe1]" + 2cH,~s-cH

. Z-G{Z—(i.’.l{—COOH %2, (ai3—ﬁ-a{2—qi2—clm—oooa) L] 421,

NH2 0 N@z
REACTIVOS:
Solucién Buffer de fosfatos, 0.15 M pH=7. (30)
Solucifn estdndar de metionina 1 mM y 0.1 mM. (Sigma Co.
St. Louils, Mo.)
Solucibén de Hexayodoplatinato de potasio, Kz(PtIG). Para
prepararla se pesan 30 mg de yodoplatinato sélido (Merck,
México). Se disuelven en 0.3 ml de agua destilada, de es-
ta solucién se toman 0.05 ml y se colocan en un matraz afo

rado de 50 ml. Se adicionan 2 ml de yoduro de potasio
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(0.66 M) vy 2 ml de agua destilada, se mezclan y se pone al
abrigo de la luz durante 12 horas. Después de este tiempo,
la solucibn se afora con &cido acético (1 M}. Ambas solu-
clones se guardan en refrigeracibn,

Se realizé la curva esténdar de metionina, se fijaron
las condiciones a las cuales es reproducible y se encontra
ron los limites de concentraciones en que se tiene lineari

dad. (Tabla I}.

Tabla I

Solucién esténdar de Soluci6n Buffer  Solucién de Hexayodo-

metionina 1 mM (ml) de fosfatos (ml) platinato (ml)
0.1 0.9 1
0.2 0.8 1
0.3 0.7 1
0.4 0.6 1
0.5 0.5 1
0.6 0.4 1
0.7 0.3 1
0.8 0.2 1
0.9 0.1 1
1.0 0.0 1
*0.0 1.0 1

*Blanco. El % de transmitancia del blanco se resta al % de
transmitancia obtenido en los tubos gue contienen
diferentes concentraciones de metionina.
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Después de la adicién del Hexayodoplatinato, los tu-
bos se colocaron en un bafio de agua a 30°C, durante 10 mi
nutos. La lectura se hizo a una longitud de onda de 505
nm. Se ajust6 al 100% de Transmitancia con -soluci®én buffer
de fosfatos pH=7, ya que con el blanco todos los puntos de
la curva daban una lectura mayor del 100% de Transmitancia,
debido a que a mayor concentraci6n de metionina, menor es
la coloracifén que ge presenta, es decir ocurre una decolo-
racién. El color que se observa es tinto o vino. Las lec
turas de § de Transmitancia que se obtuvieron estaban en
el rango de 70-95% de Transmitancia, por lo que se proce-
di6 a disminuir la cantidad de solucién de hexayodoplati-
nato, adicionando 0.5 ml y a aumentar la cantidad de solu
cibn buffer de fosfatos. Al correr la curva con estas mo
dificaciones, se logr6 que los valores de % de Transmitan
cla estuvieran dentro de una zona aceptable: 40-65% de
Transmitancia. La curva modificada es la que se muestra

en la Tabla 2.



Tabla 2

Solucitn estindar de Solucién Buffer de

Solucién de Hexayo-

metionina 0.1 mM (ml)  fosfatos (ml) doplatinato (ml)
0.1 1.4 0.5
0.2 1.3 0.5
0.3 1.2 0.5
0.4 1.1 0.5
0.5 1,0 0.5
* 0.0 1.5 0.5
*Blanco

25.

Como se puede observar, el volumen total de los tubos

es de 2 ml y la solucién esténdar de metionina fue menos

concentrada (0.1 mM).

Al trazar la curva esténdar, graficande absorbancia

contra microgramos de metionina, se observa una recta con

pendiente negativa, y que sigue una linearidad en el si-

guiente rango de concentracién:

metionina (0.1-0.5 ml de solucibn est&ndar de metionina

0.1 mM).

1.492.-7.460 microgramos de

La curva estindar quedb establecida, procediéndose al

an&lisis de las muestras de origen animal v vegetal.

muestras estudiadas fueron las siguientes:

Las



NOMBRE $ PROTEINA

Gelatina 98.33
Frijol Bayo blanco 18.33
Soya 45.45

Semilla de cacahua

nano desengrasada

{(Gliricidia sepium) 55.26
Aislado protéico de

plasma de suero de

bovino o o 82,83
Frijol Negro de Que

rétaro 21.95
Semilla de Erythri-

na breviflora desen-

grasada, sin alcaloide : 47.52
Harina de trigo 9.42
Semilla de algodén

desengrasada 26.45
Lisozima ‘ 90.00

Leche en polvo desg-

cremada k ) 35.32
Casefna ' 91.10
Huevo desengrasado 62.00
Protefna de ajonjoll 57.61

Albumina de huevo 75.68
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Para la determinacibén de metionina se utilizaron 7

muestras de origen animal y 8 de origen vegetal.

PRIMER ENSAYO:

El método propuesto por N.L. Njaa, incluye una hidré-
lisis alcalina, pero debido a que los datos cromatogrifi-
cos fueron obtenidos a partir de hidrolizados &cidos, se
pensé en hacer una modificacién del método, haciendo una
hidr6lisis 8cida. Por lo que se siguib la metodologla ya
conocida. (6)

Se corrif la curva estfndar y se relizb la reaccibn
colbrida con el reactivo de hexayodoplatinato de potasio
de los hidrolizados &Scidos. Se tomf una alfcuota no ma-
yor de 1.5 ml del hidrolizado, tratando de que las lectu-
ras de % de Transmitancia quedaran dentro de la curva es-
tandar.

Las muestras que se utilizaron fueron 5. En la ta-

bla 3 se muestran los resultados.
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Tabla 3
MUESTRA CONTENIDO DE METIONINA
(mg met/g N)
METODO CROMATOGRAFIOD METODO COLORIMETRIQO
Harina de trigo 104.94 530.47
517.21
Albumina de huevo 292,61 482,625
442.0
Gelatina 50.935 10.56
21.58
Huevo desengrasado 275.635 431.0
358.0
Casefna 195.795 202.62

Haciendo un anflisis de la tabla anterior, se conclu

y6 que se estaban cuantificando metionina y otros compuestos

azufrados, puesto que los valores resultados ser muy ele-

vados, excepto en la muestra de gelatina cuyo valor obteni

do por el método colorimétrico fue mas bajo gue el valor

cromatogr&fico.

SEGUNDO ENSAYO:

Por los resultados obtenidos en el primer ensayo, se

decidid realizar la hidrélsis alcalina propuesta por N.L.

Njaa (ver diagrama 2).
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MATERIAL Y EQUIPO

Tubos de ensayo de 13 X 100 mm
Pipetas volumétricas (10 ml)

Pipetas graduadas

Matraces aforados de 50 ml

Embudos de cola larga

Tubos de vidrio con tapbn de rosca (capacidad 50 ml)
Varillas de vidrio

Vasos de precipitado de 100 ml
Balanza Analitica

Espectrofotémetro Coleman Junior II A
pH metro Corning Modelo 10

Digestor 20/40, Tecator ab

PROCEDIMIENTO:

Se pesa una cantidad de material que contenga 100 mg
de protefna, se colocan en tubos de vidrio con tapén, se
adicionan 2.1 gramos de Ba(OH) ,.8H,0, 2.5 ml de agua des-
tilada, 0.25 ml de acetato de plomo (0.1 M), se mezcla per
fectamente con una varilla de vidrio, la cual se lava con
una pequefia cantidad de aqua destilada (aproximadamente 5
ml). Los tubos se cierran con tapén de rosca y se colocan
en el digestor durante 10 horas, a 15 Psi y a 120°C. Des~-
pués de transcurrido el tiempo indicado, los tubos se en-
frfan. El hidrolizado se transfiere a un vaso de precipi-
tado y se ajusta a un pH=3-4 con 4cido clorhfdrico (6N).

Se transfiere el hidrolizado a un matraz aforado de 50 ml,
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DIAGRAMA 2

-

Muestra . Adicibn de Adicibn de Mezclar
Ba(OH)z.BH 0 agua y ace-

Solucién A

Filtrar a tra

vés de papel
Whatman # 41

Tomar una alf

cueta de la sol.
———p Ay colocarla

en un matraz afo

rado de 50 ml

2 tato de plomo

—————0
Hidr6lisis:

Lavar la 120°C, 15 psi,
varilla 10 horas.

Ajustar el
¢———— hidrolizado ., —
a pH=3-4

Muestra hi-
drolizada

Adicibn de
cloruro de
bario y sul
fato de sodio

Aforar
Filtrar Solucibn

B

“0€g
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llevindose a la marca con solucidén buffer de fosfatos
(0.15 M, pH=7). Solucibn A.

La solucibn A se filtra sobre papel Whatman # 41, Se
toma una alfcuota de 10 ml, v se coloca en un matraz afo-
rado de 50 ml. Se adicionan 6 ml de cloruro de bario
(0.53 M) v 6 ml de sulfato de sodio (0.56 M), se agita y
finalmente se afora con solucién buffer de fosfatos. Se
filtra sobre napel Whatman ¥ 41. Soluci6én B,

Se toma una alfcuota de la solucién B, no mayor de
1.5 ml, para hacer la medicién de metionina con el reac-
tivo de hexayodoplatinatoc., La cantidad de metionina pre-
sente en los hidrolizados, se obtiene interpolando las ab-
sorbancias en una curva estdndar. Las determinaciones fue

ron hechas por duplicado en cada muestra,
CALCULOS:

1 mg de metionina _
1000 ug de metionina

49 de metionina X

_ . Aforo de Solucitn A Aforo de Soluciétn B
=mg de metionina X Alfcwota de Solucidn A X AIicwota & Sol. b

=mg de metionina X
100 mg de Protefna 16 mg Nitrbgeno

= metionina
g NﬁEBEEB

Dependiendo de la muestra es el factor gue se utiliza:

100 mg de Proteina X 1000 mg NitrSgeno
I g Nitrbgeno

6.25 para la mayorfa de las muestras, 6.38 para la leche y

derivados, y 5.71 para la soya.
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TERCER ENSAYO:

Este experimento tuvo por objeto averiguar si la cis-
tina interfiere en la determinacifn de metionina por el mé
todo de yodoplatinato. Para esto se.realizé el siguiente
disefio experimental:

. Se selecciond una muestra cuyo valor obtenido por el
método colorimétrico fuera casi igual al cromatogrifico,
por lo que se eligi8 casefna. Se hicieron los hidroliza-
dos alcalinos con cinco variantes, siendo estas las siguien
tes:

a) Casefna; b) Caseina + Metionina (1 mg); ¢) Casefna +
Cistina .(0.2 mg); d8) Casefna + Cistina (0.2 mg) + Metioni-
na {1 mg); e) Sin Casefna + Metionina (i mg) + Cistina

(0.2 mg). Se adicion6 un miligramo de metionina que equi-
vale de acuerdo a su contenido de nitrSgeno a 63.81 mg de
metionina/ g de nitrégeno. La cantidad de metionina y cis-
tina adicionada equivale al 30% del contenido de ambos ami-
nodcidos en la casefna.

La metionina y cistina se adicionaron antes de efec-
tuar la hidr6lisis alcalina, con el objeto de determinar la

cantidad de metionina y cistina que se pierde durante la
hidr6lisis,
CUARTO ENSAYO:

En este experimento se traté de averiguar si era posi

ble hacer la determinacibén de metionina por el método de
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Nitroprusiato (9), a la misma concentracidn que en el mé-
todo de Yodoplatinato, para esto se emplearon los hidro-

lizados alcalinos.

ANALISIS ESTADISTICO., Se realiz6 un andlisis de varianza
y se determin6 t de Student, Coeficiente de correlacién

lineal y Coeficiente de correlacibn poblacional.
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 4 se nuestran los resultados obtenidos.
Como se cbserva, e: alaunas rmuestrar el valor es un poco
menor y en otras mayor, pero en gereral son casi iguales
los valores colorimétricos a los cromatogr&ficos.

En la tabla 5 se muestran los resultados del tercer
ensayo, que tenfa como prondsito calcular el % de recupe-
racién de metioniﬁa y la posible i:nterferencia de cistel-
na y cistina. Como se puede observar la adicién de cisti-
na no incremento los vaicras €2 me.lonina.

En el cuarto ensavo no se obtuvo ningln resultado,
pues como ya se habfa mencionado es de muy baja sensibili
dad el método de Nitroorusiato, y no fué posible detectar
la metionina a las concentraciones en que se encuentra en

los hidrolizados.

Tabla 5

MUESTRA ¢ TRANSMITA?IA mo “ETIONIN',g N % RECUPERACION

DE METIONI.A
Caseina 48,75 198.24
Caseina + Metio
nina (1 mg) 42,25 276.71 105.59
Caseina + Cisti
na (0.2 mg) 49,25 203.72 102.76

Casefna + Cisti
na (0.2 ng) +
Metionina (1 mg) 41,75 237.21 90.52

Metionina (1 mg)
+ Cistina (0.2 mg) 40.5 58.33 91.41




Tabla 4

MUESTRA CONTENIDO DE METIONINA
(mg met/g N)

METODG CROMATOGRAFICO  METODO COLORIMETRICO

Gelatina 50.935 50.87
Frijol Bayo Blanco 61.74 101.92
Soya 67.95 112.77

Semilla de cacahua-
nano desengrasada
(Gliricida sepium) 78.02 88.955

Aislado proteico
de plasma de suero
de bovino 80.737 133.717

Frijol Negro de
Querétaro 80.92 95.67

Semilla de Erythri-

na breviflora desen

grasada, sin alca-

loide 83.21 78.074
Harina de trigo 104.94 110.15

Semilla de algodén

desengrasada 115.575 132,53
Lisozima 172.795 174.78
Leche en polvo des

cremada 175.45 155,32
Casefna 195.795 191.25
Huevo desengrasado 275.635 230,22
protefna de Ajonjolf 285.35 171.55

Albumina de huevo 292.61 245.29
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un anilisis estadfstico de los resultados
obtenidos por los m&todos: colorimétrico y cromatogrifi-
co, determindndose: t de Student, Coeficiente de correla
ci6én lineal, Coeficiente de correlacifn poblacional y un
anilisis de varianza (F). (28,29)

El coeficiente de correlacifn lineal obtenido fue de
0.91, este valor muestra la existencia de una relacibén 1li-
neal entre los métodos. Los valores de t de Student y F
calculados, indican que no hay diferencia significativa
entre los métodos, puesto que el valor tebrico es mayor al
calculado en ambas pruebas. En la tabla 6 se muestran los

valores tebricos y calculados,

Tabla 6

Tebrico calculado
t de student 1.76 0.265
F 4,20 0.01

Nivel de Significancia = 5%

Probabilidad = 95%

Coeficiente de correlacién poblacional.
Este coeficiente relaciona el coeficiente de correla

cién lineal (r) con los grados de libertad (n-2).



La fSmula para obtener el coeficiente de correlaci6n

poblacional es la siguiente:

Hipbtesis: Si ty = 0, se dice que los valores colorimé-
tricos (X) v los cromatogré&ficos (¥) son no
correlacionados.

Si t,=c¢ (valor tefrico) no se rechaza la hipbtesis

Si to > ¢ se rechaza la hip6tesis.

En nuestro trabajo para 13 grados de libertad (n-2),

y un nivel de significancia del 5%: ¢ = 1.77.

to bresenta un valor de 7.95, por lo tanto se re--
chaza 1la hipStesis, debido a que to es mayor gue c, por
lo que existe una correlacifn en los valores de X (mé&todo

colorimétrico) y Y (método cromatogrdficol.
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IV. CONCLUSIONES

El método colorimétrico de yodoplatinato es 4til por
que cuantifica pequefias cantidades de metionina (microgra
mos), siendo mds sensible que los métodos colorimétricos
existentes.

En un método fdcil de reproducir, répido para llevar-
se a cabo y no requiere de equipo especializado.

Los hidrolizados no presentan problemas de coloracién,
asf como ne hay znterfefencia de los aminodcidos cjigtina y
cistefna en la cuantificacién de metionina,

No existe diferencia significativa entre los resulta-
dos obtenidos por el método de yodoplatinato y el método
cromatogréifico,

Aungue el reactivo de yodoplatinato es caro, este m€
todo no resulta ser tan costoso, debido a que las cantida

des del reactivo que se utilizan son pequeifias (miligramos).
f
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