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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se basé en la optimizacion de una
metodologia para la determinacién de balenina (B-alanil-1-metil-L-histidina),
carnosina (B-alanil-L-histidina) y anserina (B-alanil-3-metil-L-histidina) en
muestras céarnicas, mediante la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) por intercambio ionico y una deteccion con UV a 214 nm. Se comparoé
5 métodos de extraccién y desproteinizacion de muestra, siendo el que
permiti6 mayor recuperacion de los dipéptidos el de agua caliente (95+5°C)
en agitacion, en la proporcién 1:4 (p/v). Como en la actualidad no existe patrén
comercial de balenina disponible en el mercado, esta fue aislada del musculo
de cerdo Longissimus y cuantificada. De igual manera, para reducir el
contenido de sal que acompariaba a la balenina en la disolucion obtenida, se
ensayO dos métodos de desalado en extracto de dipéptidos (por columnas
SPE con sorbente HLB y por precipitacion con disolventes organicos) para
evitar posibles interferencias. La mezcla metanol-agua (75:25) con el extracto
permitid la mayor recuperacion de dipéptido y menor disoluciéon de sal.
Posteriormente, la disolucion de balenina final se utiliz6 como patrén para su
analisis, junto con el de carnosina y anserina, en diferentes cortes de carne
de especies animales y productos carnicos de cerdo.

PALABRAS CLAVE: balenina, carnosina, anserina, HPLC, extraccion,
desproteinizacion, desalado, carne, productos carnicos.
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RESUM

El present treball de recerca es va basar en l'optimitzacié d'una
metodologia per a la determinacio de balenina (B-alanil-1-metil-L-
histidina), carnosina  (B-alanil-L-histidina) ianserina (B-alanil-3-metil-L-
histidina) en mostres carniques, mitjancant la cromatografia liquida d'alta
resolucié6 (HPLC) per intercanvi ionic i detecci6 amb UV a 214 nm. Es va
comparar 5 metodes d'extracci6 i desproteinizacié de mostra, sent el que va
permetre major recuperacié dels dipéptidos el d'aigua calenta (95+5°C) en
agitacid, en la proporcié 1:4 (p/v). Com en l'actualitat no existeix patrd
comercial de balenina disponible en el mercat, aquesta va ser aillada del
muscul de porc Longissimus i quantificada. D'igual manera, per a reduir el
contingut de sal que acompanyava a la balenina en la dissolucié obtinguda,
es va assajar dos meétodes de desalad en extracte de dipéptids (per
columnes SPE amb sorbent HLB i per precipitacié amb dissolvents organics)
per a evitar possibles interferéncies. La barreja metanol-aigua (75:25) amb
I'extracte va permetre la major recuperacio de dipéptid i menor dissolucid de
sal. Posteriorment, la dissolucié de balenina final es va utilitzar com a patro
per tal d"analisar-la, juntament amb la carnosina i anserina, en diferents talls
de carn d'especies animals i productes carnics de porc.

PARAULES CLAU: balenina, carnosina, anserina, HPLC, extraccio,
desproteinizacio, desalad, carn, productes carnics.

ABSTRACT

The present research work was based on the optimization of a
methodology to determine balenine (B-alanyl-1-methyl-L-histidine), carnosine
(B-alanyl-L-histidine) and anserine (B-alanyl-3-methyl-L-histidine) in meat
samples, through cation- exchange high performance liquid chromatography
(HPLC) and ultraviolet detection at 214 nm. Five methods of sample extraction
and deproteinization were compared, but the one that allowed the highest
recovery of the dipeptides was the method that applied hot water (95x5°C)
under stirring, in the proportion 1:4 (w/v). Nowadays, the balenine dipeptide is
not commercially available as a standard, so it was isolated from pork muscle
Longissimus and then quantified. Moreover, in order to remove salt from the
obtained balenine solution, two desalting methods were tested (SPE HLB
cartridges and precipitation with organic solvents). The mix methanol-water
(75:25) with the extract allowed the highest dipeptide recovery and the lowest
salt solution. Afterwards, the final balenine solution was used as a standard to
analyze this dipeptide, along with carnosine and anserine, in different cuts from
animal species and pork meat products.

KEYWORDS: balenine, carnosine, anserine, HPLC, extraction,
deproteinization, desalting, meat, meat products.



1. INTRODUCCION

La carne y los productos carnicos llevan mucho tiempo formando parte
importante de la dieta europea, no sélo por sus caracteristicas nutricionales,
sino también, por sus apetecibles y Unicas caracteristicas de aroma y sabor,
especialmente de productos céarnicos curados o cocidos, que le ofrecen un
valor afiadido importante para su consumo (Mora, 2010).

El consumo per capita de carne en Espafa es de 47.60 kg por persona 'y
afo. De esta cantidad, el 73.4% corresponde a carne fresca; el 24.0%, a carne
procesada y el 2.6%, a carne congelada. En términos de volumen, el 37.2%
de los kilogramos de carne fresca consumida pertenecen a carne de pollo; el
29.3%, a cerdo; el 14.8%, a ternera; el 4.3%, a ovino/caprino; el 3.3%, a conejo
y el restante a otros tipos de carne. Asimismo, el 25.3% de los kilogramos de
carne procesada corresponde a jamén curado/paleta; el 14.5%, a jamoén
cocido; el 11.4%, a chorizos; el 8.2%, a fuet/longanizas; el 5.2%, a
salchichén/salami; el 3.3%, a lomo embuchado y el restante a otros tipos de
productos carnicos procesados (Ministerio de Agricultura y Pesca,
Alimentacion y Medio Ambiente, MAPAMA, 2018).

La carne es un alimento que representa una fuente de proteinas de alto
valor biolégico, vitaminas (especialmente del grupo B), minerales (hierro) y
elementos traza (Zn, Se, entre otros) biodisponibles. No obstante, no son
muchos los estudios que abordan en profundidad la presencia de compuestos
bioactivos en la carne, que a pesar de estar presentes en pequefas
cantidades, pueden aportar un beneficio importante para la salud de los
consumidores (Song et al., 2014; Toldra, 2010). Entre estos compuestos, se
encuentran los dipéptidos naturales de la carne, cuyo origen no es proteico,
como la balenina (B-alanil-1-metil-L-histidina), carnosina (3-alanil-L-histidina),
anserina (B-alanil-3-metil-L-histidina) y homocarnosina (y-aminobutirico-L-
histidina) que se encuentran en el musculo esquelético de mayoria de los
animales vertebrados (Boldryrev et al. 2013; Marusic et al., 2013).

Los dipéptidos de histidina han permitido identificar las especies animales
utilizadas como ingredientes en productos carnicos, asi como la presencia de
proteinas de origen animal en piensos para rumiantes (Aristoy y Toldra, 2004),
pero también, poseen caracteristicas de actividad biolégica, como:
antioxidantes, protectores contra radicales libres, neurotransmisores,
reguladores de glucosa en sangre, vasodilatadores, tamponantes vy
reguladores de iones. De igual modo, han sido relacionados con la percepcion
sensorial de alimentos e inclusive en la generacion de compuestos de aroma
y sabor en productos carnicos (Aristoy et al., 2016; Boldryrev et al., 2013;
Peiretti et al., 2011; Sauerhofer et al., 2007; Leinsoo et al., 2006; Chen y Ho,
2002; Pereira-Lima et al., 2000).

El contenido de estos dipéptidos es especialmente elevado en muasculos
con metabolismo glucolitico, aunque éste también va a depender de la
especie animal, la edad y la dieta (Aristoy et al., 2016; Mora et al., 2007). La
balenina se encuentra en altos niveles en el tejido muscular de mamiferos
cetaceos, como ballenas y delfines; y en reptiles, como las serpientes.
Ademas, dentro de los mamiferos terrestres, la balenina se encuentra
presente en mayor concentracion en lomo de cerdo que en otros tipos y cortes
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de carne, cuyas concentraciones son muy bajas o no detectables. Por otro
lado, la carnosina se encuentra en niveles elevados en carnes de cerdo y
vaca; mientras que la anserina es predominante en aves, pescados y focas.
Sin embargo, la homocarnosina se ha detectado en mayor proporcién en
cerebro que en musculo esquelético en mamiferos (Boldyrev et al., 2013;
Aristoy y Toldra, 2004).
La técnica mas utilizada para el analisis de los dipéptidos de histidina es la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC); esto se debe a su
versatilidad, corto tiempo de analisis y gran eficacia (Mora et al., 2007). Los
meétodos que incluye son: i) cromatografia por intercambio i6nico y deteccion
UV o tras derivatizacién post-columna con OPA, aumentando la sensibilidad
con deteccion fluorescente; también se ha empleado la deteccion
amperomeétrica de pulsos. ii) cromatografia liquida por fase reversa con
derivatizacion pre-columna y deteccion UV o fluorescente. ii) o la
cromatografia liquida de interaccion hidrofilica (HILIC) y deteccion UV (Aristoy
et al., 2016; Mora, 2010; Aristoy et al., 2004; Nardiello y Cataldi, 2004).
Si bien es cierto, ya se han desarrollado investigaciones de carnosina y
anserina en carnes (Jung et al., 2013; Mateescu et al., 2012; Peiretti et al.,
2011), hasta la actualidad, hay muy pocos estudios sobre la presencia de
balenina en diferentes tipos de carne y productos carnicos. Una de las
complicaciones para este analisis, es que las casas comerciales de reactivos
no disponen de balenina patrén.
Por lo tanto, los objetivos de la presente investigacion fueron:
¢ Optimizacion de la metodologia de extraccion de balenina y otros
dipéptidos de histidina a partir de lomo de cerdo.
¢ Extraccién, aislamiento y confirmacion de la identidad de la balenina
extraida.

¢ Desalado y valoracion de la disolucion estandar de balenina.

¢ Analisis de dipéptidos de histidina (balenina, carnosina y anserina) en
diversos cortes de carne (cerdo, pollo, ternera y conejo) y productos
carnicos derivados del cerdo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Muestras

Los cortes de carne de cerdo: lomo cafia (Longissimus), lomo cabecero
(Trapezius) y jamon (Biceps femoris); pollo: pechuga (Pectoralis major),
contramuslo (lliotibialis) y muslo (Quadriceps femoris); ternera: aguja
(Trapezius); conejo: lomo (Longissimus); y el lomo curado (de cerdo “Duroc”
y de cerdo “Ibérico”) provinieron de supermercados locales. Mientras, el jamon
“serrano”, salchichon y chorizo fueron elaborados en la planta piloto del
Instituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC).



2.2.Reactivos quimicos

Acetonitrilo, metanol y etanol absolutos (HPLC ultragradiente) y acido
clorhidrico al 37% de Scharlau (Barcelona, Espafia). Nitrato de plata, acetato
sédico anhidro, fosfato sédico dibasico anhidro, cloruro de sodio y fenol
cristalizado de Panreac (Madrid, Espafa). L-carnosina, sal de L-anserina
nitrato, B-alanina, 1-metil-L-histidina, L-histidina, 3-metil-L-histidina, acido y-
aminobutirico, trans-4-hydroxy-L-proline, &cido trifluoroacético (TFA),
fenilisotiocianato (PITC) y trietilamina (TEA) de Sigma Aldrich (San Luis, MO,
USA).

2.3.Preparacion de muestras

La preparacion de muestras incluye la extraccion de los dipéptidos y
desproteinizacion del extracto para evitar interferencias. La puesta a punto se
realizé empleando lomo cafia (Longissimus) de cerdo. Se ensayé 5 métodos
que se clasificaron en dos apartados.

2.3.1. EXTRACCION CON HClI Y DESPROTEINIZACION CON
DISOLVENTES ORGANICOS

Los 3 primeros métodos de extraccion se realizaron empleando HCI 0.1 N
y para la posterior desproteinizacion, se empleé respectivamente tres
disolventes organicos (acetonitrilo, etanol y metanol absolutos), realizandose
una adaptacion de los métodos propuestos por Mora (2010), Mora et al. (2007)
y Aristoy et al. (2004).

Se tom6 una muestra de lomo (aproximadamente 25 g), se trituro
finamente y se pes6 5 g por cada método. Se homogeniz6 cada muestra con
20 mL de HCI 0.1 N en el stomacher (IUL, Espafia) a 4°C por 8 min. Se
centrifug6 el homogenizado a 15 000 rpm x 20 min a 4°C (modelo Avanti J-26
XP, Beckman Coulter, USA). Se filtré el sobrenadante con lana de vidrio. A 2
mL de cada uno de los 3 extractos obtenidos, se les adicion6 6 mL de
acetonitrilo, etanol y metanol respectivamente (proporcion 1:3, v/v) y se
centrifugdé en las mismas condiciones. Se filtr6 el sobrenadante utilizando
filtros de jeringa de membrana de nylon (didametro de poro de 0.45 um) y se
coloco en viales de inyeccion para su posterior analisis por HPLC. Se
almacend el extracto restante en congelacion a -18°C. Se realiz6 3
repeticiones.

2.3.2. EXTRACCION Y DESPROTEINIZACION SIMULTANEA POR AGUA
CALIENTE (95+5°C) EN AGITACION

Para la extraccion de dipéptidos, Schoner (2002) emple6 agua como
disolvente, una relacién de muestra y agua bidestilada 1:4 (p/v) en agitaciéon
durante 2 h a temperatura ambiente, filtr6 el extracto y realizé una
desproteinizacion con acido 5-sulfosalicilico. Por otra parte, Aristoy y Toldra
(2004) manifiestan que los dipéptidos de histidina presentan buena estabilidad
a tratamientos con calor, inclusive a temperatura alta de 120°C por 20 min.



Aprovechando esta informacion, se evalud utilizar como método de extraccidon
agua caliente (95+5°C) en agitacion, que permitia la desproteinizacion
simultanea de la muestra, buscando asi, obtener extractos menos diluidos.

Por lo cual, se ensay6 dos proporciones de muestra- agua 1:4 y 1:10 (p/v)
(se les llamara “AC 1:4” y “AC 1:10” respectivamente de aqui en adelante).
Para ello, se peso6 dos porciones de 5 g de lomo triturado, que se introdujeron
respectivamente en dos tubos sovirel con 20 y 50 mL de H20 bidestilada. Se
mantuvo los tubos en bafio Maria a 95£5°C por 30 min, en agitacion magnética
a 560 rpm. Se dejo enfriar los extractos y se centrifugaron a 15 000 rpm x 20
min a 4°C. Se realiz6 dos filtraciones consecutivas de cada sobrenadante, la
primera con papel Whatman (diametro 70 mm, retencion de particulas > 11
pMm) y la segunda con filtro de jeringa de membrana de nylon (diametro de
poro de 0.45 uym); y se colocaron en viales de inyeccion para su posterior
analisis por HPLC. Se almacend el extracto restante en congelaciéon a -18°C.
Se realizé 3 repeticiones.

2.4.Analisis cromatografico por HPLC

Los dipéptidos fueron analizados por intercambio catidbnico mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (IC-HPLC) tal como describen Aristoy
y Toldra (2004), pero con cambios, ya que no se realizé la derivatizacion post-
columna y la deteccion fue por UV a una longitud de onda de 214 nm.

Para este analisis, 5 yL de cada extracto se inyectaron a una columna
Waters Spherisorb SCX de 4.0 X 250 mm (Waters, Wexford, Irlanda) en un
sistema HPLC modelo 1100 de Agilent Technologies (Palo Alto, CA, USA). La
fase moévil estuvo compuesta por: fase A, 20% acetonitrilo en HCI 6 mM y la
fase B, compuesta por fase A con 0.8 M NaCl. El flujo fue de 1 mL/ min. La
separacion se logré mediante un gradiente del disolvente B como sigue:
después de 5 min de elucion isocratica con 20% B, se aplicé un gradiente de
10 min hasta 50% B, seguido de un lavado de 10 min con 100% B, se retorno
a condiciones iniciales y se tuvo un tiempo de espera de 15 min antes de la
siguiente inyeccion. Se trabajé a una temperatura de 40°C.

2.5.0btencion de rectas de calibrado con disoluciones patron de
dipéptidos de histidina

Se obtuvo las rectas de calibrado de carnosina y anserina a partir del
analisis por regresion lineal de los nanogramos inyectados versus las areas
de pico de disoluciones de los dipéptidos, empleando 5 niveles de
concentracion (0.11, 0.23, 0.68, 1.14 y 1.60 mg carnosina/ mL y 0.01, 0.03,
0.09,0.15 y 0.20 mg anserina/ mL). Para determinar las areas de pico, se
realiz6 un analisis cromatografico por IC-HPLC, inyectando 5 pyL de cada
disolucion, bajo las condiciones explicadas en el apartado 2.4. La recta de
calibrado de balenina se calcul6 después de obtener una disolucion y
valorarla, como se describe en el siguiente apartado.



2.6.0btencion de una disolucion valorada de balenina patron
2.6.1. EXTRACCION Y CROMATOGRAFIA PREPARATIVA

La disolucién valorada de balenina se obtuvo a partir del lomo de cerdo,
procediéndose a la extraccion y desproteinizacion “AC-1:4", explicado en el
apartado 2.3.2. El proceso se repitié 2 veces.

De igual manera, se procedido a la separacion cromatografica de los
extractos por IC-HPLC, bajo el procedimiento descrito en el apartado 2.4, pero
inyectando 100 pL. Se realizo repetidas inyecciones y se fue recogiendo la
fraccion correspondiente al pico que eluia a 14.1 min (concentracion de 0.39
M NaCl) *. Asi, se realizé 40 inyecciones por extracto, obteniéndose un
volumen recogido total de 40 mL de fraccion pico por cada extracto (extracto
1 y extracto 2). Las fracciones (40 mL por cada extracto) se llevaron a
sequedad, independientemente, mediante evaporacion rotatoria a 40°C.

La identidad de la balenina en los extractos fue confirmada por hidrélisis
y andlisis de aminoacidos componentes (ver apartados 2.6.2 'y 2.6.3).

(*) Cabe resaltar que también se recolecto las fracciones de los picos
correspondientes a carnosina y anserina, que eluian a 11.9 y 12.7 min (a
concentraciones de 0.33 y 0.35 M NaCl respectivamente); y se reservaron en
congelacion a -18°C.

2.6.2. HIDROLISIS

Las fracciones secas 1 y 2 se redisolvieron respectivamente en 2 mL
metanol- H20 (75:25) (segun se optimizd, como se describira en el apartado
2.7). Las disoluciones se filtraron rapidamente empleando filtros de jeringa de
membrana de nylon (diametro de poro de 0.45 pm), de tal manera que, la
mayor cantidad de sal quedo sin disolver y/o retenida en los filtros. Para la
hidrdlisis, se tomd 100 pL de cada disolucién de los extractos (estimando que
se tendria 3.8 pug de balenina aproximadamente por extracto, empleando la
recta de calibrado de anserina), se los coloc6 en tubos de hidrdlisis y se
agrego 20 pL de hidroxiprolina 1mM (0.13 mg/ mL) como patron interno (PI) a
cada tubo.

Siguiendo la metodologia de Aristoy et al. (2004), la hidrdlisis de los
extractos de balenina se realiz6 a vacio, con HCI 6 N y conteniendo fenol al
1% (p/v), en fase vapor, a 110°C por 22 h en un equipo “Pico Tag™
Workstation” (Waters, Milford, MA, USA). Transcurrido el tiempo de la
hidrolisis, se dejo enfriar, se retird el exceso de HCI de los tubos de hidrdlisis
con pafos humedos y se evaporaron a sequedad.

2.6.3. ANALISIS DE AMINOACIDOS

Para confirmar la identidad de los dipéptidos, se procedi6 a la
identificacion de los aminoacidos tras la hidrélisis, ayudandose de patrones.
Para ello, se prepard 5 disoluciones patron a concentraciéon 1 mM de: [3-
alanina (0.09 mg/mL), 1-metil-L-histidina (0.17 mg/mL), L-histidina (0.21
mg/mL), 3-metil-L-histidina (0.17 mg/mL) y y-aminobutirico (0.10 mg /mL). A



partir de estas disoluciones, se preparé mezclas de cada aminoacido (50 L),
con 50 pL de hidroxiprolina 1mM (0.13 mg/ mL), como patron interno, en tubos
Eppendorf; se llevaron a sequedad en un evaporador centrifugo a vacio
(Jouan, USA) y se sometieron al analisis de aminoacidos.

El andlisis de aminoacidos se realiz6 previa derivatizacion de los
aminoacidos con fenilisotiocianato y cromatografia de fase reversa, de
acuerdo a un método adaptado de Pérez-Palacios et al. (2010), como se
describe a continuacion.

2.6.3.1. Derivatizacion

La derivatizacion de los aminoacidos fue llevada a cabo con
fenilisotiocianato (PITC). Para lo cual, a cada tubo con muestras de dipéptidos
hidrolizados y disoluciones patrén de aminoacidos, se le agregé 20 uL de
reactivo de secado (metanol: agua: trietilamina 2:2:1, viviv) y se llevo a
sequedad. A continuacion, se les afiadié 15 uL de reactivo de derivatizacién
(metanol: agua: trietilamina: fenilisotiocianato 7:1:1:1, v/v/v/v) en cada tubo a
analizar, se dejo reaccionar por 20 min y se sec6 de nuevo, quedando listos
para el analisis cromatogréfico.

2.6.3.2. Analisis cromatografico por HPLC

El contenido de aminoéacidos fue determinado por cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (FR-HPLC), utilizando un cromatografo
Agilent 1200 (Agilent Chromatography, Milford, MA, USA) y una columna Pico
TagR (3.9 x 300 mm) para andlisis de aminoéacidos libres (Waters Co.,
Wexford, Irlanda, E.U). La deteccion de los aminoacidos se realizé por UV a
una longitud de onda de 254 nm. El flujo fue de 1 mL/ min a un gradiente del
disolvente B como sigue: inicial 0% B, 13.5 min de gradiente lineal a 3.0% B,
3 min de gradiente lineal a 3.1% B, 2.5 min de gradiente lineal a 3.5% B, 2 min
hasta 4.5% B, 3 min hasta 6.0% B, 1 min hasta 6.9% B, 1 min hasta 8.0% B,
2 min hasta 8.8% B, 2.5 min hasta 9.0% B, 20 min hasta 34% B y se mantuvo
por 10 min a 34% B, se lavo la columna a 100% B durante 10 min. La columna
se equilibré durante 20 min en condiciones iniciales, antes de la siguiente
inyeccion. La columna se mantuvo a 52°C.

Para el andlisis, se disolvié la muestra (disolucién hidrolizada de balenina
con PI) y las disoluciones patrén de aminoacidos en 300 pL de disolvente
(fosfato sddico dibasico anhidro 5 mM a pH 7.4 con acido fosforico y con 5%
de acetonitrilo). Las muestras se centrifugaron a 13 000 rpm x 5 min a 5°C en
una microcentrifuga (modelo 22R, Beckman Coulter, USA) y se colocé el
sobrenadante en viales para su analisis por FR-HPLC.

Se inyecté 20 uL de cada muestra y cada solucién patréon derivatizada.
Como se conocia la composicion de los dipéptidos de histidina (balenina = -
alanina +1-metil-L-histidina ; carnosina = B-alanina + L-histidina; anserina = 3-
alanina +3-metil-L-histidina y homocarnosina = y-aminobutirico +L-histidina),
la identificacion se basé en el tiempo de retencion de picos cromatograficos
resultantes (B-alanina= 9.56 min, 1-metil-L-histidina= 12.95 min, L-histidina=
11.64 min, 3-metil-L-histidina= 20.90 min y y-aminobutirico= 12.60 min). Por



consiguiente, si los tiempos de retencién de los aminoacidos tras la hidrdlisis
de la balenina coincidian con los de los patrones de B-alanina y 1-metil-L-
histidina, entonces se confirmaba la presencia de balenina en la muestra.

2.6.4. VALORACION DE LA DISOLUCION DE BALENINA

Se analiz6 la concentracion de balenina en la disolucion obtenida, a partir
del analisis de cualquiera de sus aminoacidos componentes, en base a que:
“1 mol balenina = 1 mol B-alanina + 1 mol 1-metil-L-histidina”. Para este
ensayo, se empled la B-alanina y se obtuvo previamente una recta de
calibrado de este aminoacido en relacion al patron interno hidroxiprolina,
evaluando mezclas de 50 uL de hidroxiprolina 1mM (0.13 mg/ mL) y 20, 40,
60 y 80 pL de la disolucion B-alanina 1 mM (descrita en el apartado 2.6.3). La
recta se obtuvo por regresion lineal de los mg B-alanina/ mg patron interno
versus las areas B-alanina/ areas patrén interno, obtenidas realizando el
analisis aminoacidos explicado en el apartado 2.6.3.

2.7.Desalado

Los extractos de balenina obtenidos a partir de la cromatografia por
intercambio catidénico presentaron una muy alta concentracién de sal que
intereso reducir al maximo. Se estudio la forma de desalar los extractos de
balenina (0.39 M NaCl, tiempo de retencién= 14.10 min), debido a que la sal
no volatiliza y puede producir interferencias en el analisis de aminoacidos o
en estudios posteriores de medidas de actividad bioldgica de balenina
purificada (Macia et al., 2012; Mora, 2010). Se disefié dos procedimientos de
desalado para los extractos.

El primer procedimiento de desalado estuvo basado en el método
empleado por Macia et al. (2012), donde utilizaron una columna de extraccién
en fase soélida (SPE: “solid phase extraction”) con sorbente HLB. Se tomé una
alicuota de 3 mL del extracto carnico inicial “AC 1:4" (apartado 2.6.1) y se
diluyé en 3 mL de TFA 0.1% (se llamara al conjunto “muestra inicial”). Se
acondiciond la columna SPE (Oasis HLB 6cc-200 mg, Waters Corporation,
USA) con 3 mL de acetonitrilo y 3 mL de TFA 0.1%. Se cargd la muestra inicial
y se recolectd el eluido. Se inyect0, respectivamente, 20 yL de la muestra
inicial y del eluido filtrados (filtro de jeringa de membrana de nylon, didmetro
de poro de 0.45 um) para realizar un analisis por IC-HPLC y analizar la
presencia de los dipéptidos (de acuerdo a las condiciones cromatograficas del
apartado 2.4). Igualmente, se les realizé una prueba con nitrato de plata para
detectar la presencia de sal en ellos, al formarse un precipitado blanco de
cloruro de plata.

Por otro lado, Ferraro et al. (2011) afirman que los solventes organicos
son utilizados frecuentemente en aplicaciones analiticas e industriales para
precipitar especies inorganicas, como NaCl, de soluciones acuosas, ya que
permiten la recuperacion proteinas, péptidos y aminoacidos disueltos en ellas.

El segundo procedimiento de desalado se baso en encontrar la proporcién
de metanol-agua o etanol-agua que impidiera la solubilizacion de la sal y a la



vez, permitiera la mayor solubilizacion de balenina y con ello, su mayor
recuperacion a partir de un extracto seco de la misma.

Para el presente ensayo, se calculé (mediante el analisis cromatogréafico
del apartado 2.6.1.) la cantidad de carnosina que hay en una fraccion (84 mL)
recogida tras repetidas inyecciones (40 inyecciones) del extracto de carne. La
fraccion contenia 6 mg de carnosina (mediante recta de calibrado de figura 2)
y sabiendo que este dipéptido eluia a una concentracion de 0.33 M NacCl
(tiempo de retencion= 11.9 min), se estimd que la fraccion contenia 1.62 g sal
aproximadamente. Las mezclas de disolventes que se ensayaron fueron:
metanol-agua (75:25 y 50:50) y etanol-agua (75:25 y 50:50), asi 5 mL de cada
una de estas mezclas, por duplicado, se adicionaron a los 6 mg carnosina y
1.62 g sal, dispuestos en vasos de precipitados previamente tarados. Se agitd
para su disolucién, se dejo reposar, se retird el sobrenadante de cada vaso
cuidadosamente y se analizé por IC-HPLC, bajo las condiciones del apartado
2.4. El residuo de cada vaso fue secado por estufa a 50°C para ser pesado
posteriormente y determinar la cantidad de sal no disuelta. A partir de los
resultados, se determiné qué proporcion de disolvente permite la mayor
recuperacion de dipéptidos con una menor disolucion de sal.

2.8.Andlisis de dipéptidos en diferentes especies animales y productos
carnicos

En base al método de extraccion y desproteinizacion simultanea “AC 1:4”
(apartado 2.3.2), se procedi6é a preparar las muestras de cortes de carne de
cerdo: lomo cafia (Longissimus), lomo cabecero (Trapezius) y jamon (Biceps
femoris); pollo: pechuga (Pectoralis major), contramuslo (lliotibialis) y muslo
(Quadriceps femoris); ternera: aguja (Trapezius) y conejo: lomo
(Longissimus). De igual forma, se analiz6 muestras de productos carnicos
derivados del cerdo como: jamon “serrano”; lomo curado de cerdo “Duroc” y
de cerdo “Ibérico”; salchichén y chorizo. Posteriormente, la cuantificacion de
balenina, carnosina y anserina presentes en las muestras descritas, se realiz6
mediante las condiciones de IC-HPLC indicadas en el apartado 2.4. y con las
rectas de calibrado de carnosina y anserina calculadas segun el apartado 3.1;
ademas, de la recta de calibrado de balenina obtenida tras la preparacion de
su disolucion valorada, conforme al apartado 3.3.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1.0ptimizacion de la extraccion de la muestra

Como se describi6 en el apartado 2.3, se analizO 5 métodos de
preparacion de muestra, de los cuales 3 emplearon HCI para la extraccion y
disolventes organicos (acetonitrilo, etanol y metanol absolutos
respectivamente) para la desproteinizacion. Mientras, en los otros 2 métodos,
se realizd la extraccion y desproteinizacion simultdnea por agua caliente
(95+5°C) en agitacion, en proporciones muestra- agua 1:4 y 1:10 (p/v) (“AC
1:4” y “AC 1:10").
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Cuando se realiz6 la desproteinizacion con etanol, se pudo observar que
el extracto obtenido tenia apariencia gelatinosa y no se podia separar tras la
centrifugacion. En consecuencia, sélo se realiz6 el analisis de dipéptidos por
IC-HPLC a los extractos de los 4 métodos restantes. La eleccion del mejor
método de extraccidn y desproteinizacion se basé en la mayor sencillez y
rendimiento en la extraccion de carnosina y anserina, evaluada por el analisis
de dipéptidos mediante IC-HPLC.

Los cromatogramas obtenidos se ilustran en la figura 1, donde se aprecia
que la carnosina y la anserina eluyen a tiempos de retencion de 11.9y 12.7
min (a concentraciones de 0.33 y 0.35 M NacCl respectivamente). De igual
manera, se puede ver que aparece un tercer pico (“P3”), que eluye a 14.1 min
y habia sido identificado previamente como balenina (Aristoy et al., 2004), de
estructura B-alanil-1-metil-L-histidina. No obstante, otros autores no lo
identifican como balenina, sino como homocarnosina (Aldini et al., 2004), de
estructura y-aminobutirico-L-histidina. Por esta razon, hubo que confirmar la
identidad de dicho compuesto mediante el analisis de aminoacidos, como se
explicara posteriormente.

1000

— 900 CAR
2 Acetonitrilo
c 800
— Metanol
= 700
g 600 AC 14
by AC1:10
S 2% ANS
.g 400
& 300 P3
2
S 200
o]
<t 100
0
-5 0 5 10 15 20 25 30

-100
Tiempo (min)

FIGURA 1. Comparacion de cromatogramas de los métodos de extraccion y
desproteinizacion analizados.

Una vez identificados los dipéptidos de carnosina y anserina, empleando
patrones, se utilizé sus respectivas rectas de calibrado (ver figuras 2 y 3) para
determinar la concentracion de los dipéptidos en los extractos, cuyos
resultados se exponen en la tabla 1.
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TABLA 1. Concentracion® de dipéptidos (mg dipéptido/ 100 g muestra
himeda) por método de extraccion y desproteinizacion.

i ok

METODO Prfrr'?sdl\il(())SINSAD ProrﬁgloﬁERlNASD PromeF;?o SD
Acetonitrilo 363.94 7.91 12.91 0.08 20.90 0.69
Metanol 444.37 5.23 17.23 1.63 26.72 0.83
AC 1:4 511.81 3.49 22.00 1.77 29.72 1.62
AC 1:10 478.25 26.95 18.21 0.31 28.88 2.30

(*) Datos calculados de 3 repeticiones.

(**) Valor estimativo. Se empled la misma recta de calibrado de anserina para calcular la
concentracion de “P3”, debido a que se carece de patron comercial para el dipéptido
en cuestion (balenina u homocarnosina) y lograr la obtencién de este patrén es uno de
los objetivos de esta investigacion.

Se determind que el mejor método extraccion y desproteinizacion fue el de
agua caliente (95+5°C) en agitacion, proporcion muestra-agua 1:4 (p/v)
(denominado “AC 1:4"), debido a que permitié obtener las concentraciones
mas altas de carnosina, anserina y “P3” (511.81 mg, 22.00 y 29.72 mg
dipéptido/ 100 g muestra hiumeda respectivamente). Ello probablemente se
deba, a que la muestra fue menos diluida y sufria menos dafios mediante este
método. En consecuencia, se eligio este tratamiento para la obtencién de la
disolucion valorada de balenina patréon a partir de lomo cafia de cerdo
(musculo Longissimus).

3.2.0ptimizacién de desalado

Como se indicé en el apartado 2.7, se estudid dos métodos para el
desalado del extracto de balenina, por la posibilidad de que su concentracion
rica en sal (0.39 M NacCl) genere interferencias en los analisis posteriores.

En el primer procedimiento de desalado, se empled una columna SPE con
sorbente HLB, que permitia la elucidén directa de los dipéptidos del extracto
“AC 1:4” y la separacion de la sal, confirmandose mediante el analisis por IC-
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HPLC y prueba del nitrato de plata respectivamente, tanto a la muestra inicial
como al eluido obtenido; y cuyos resultados se presentan en las figuras 4 y 5.
Como indicaban Macia et al. (2012), la sal si quedaba retenida en la columna,
ya que no se formaba el precipitado blanco, luego de agregar el nitrato de
plata al eluido, tras cargar la muestra en la columna. Sin embargo, menos del
50% de los dipéptidos de la muestra se detectaron en el eluido (ver figura 5).
Por ello, se establecié que la columna SPE no pudo eluir cuantitativamente
los dipéptidos en estudio y se descarto su aplicacion posterior en el desalado
del extracto de balenina.

I v
Muestra Inicial Acondicionamiento Cargado
3 mL extracto “AC 1:4” 3 mL ACN
3ImLTFA 0.1% 3 mL TFA @
| 7 L]
5 T
0O O
Eluido
AgNOa IC-HPLC Agl\[Da |c HPLC
Leyenda: ® Dipéptidos de histidina % NaCl |

FIGURA 4. Resultados de desalado de con columna SPE.
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FIGURA 5. Comparacion de cromatogramas de muestra inicial y eluido de
cargado con columna SPE.
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En el segundo procedimiento, se demostré que la mezcla de disolvente
gue permitia una Optima reduccion de sal (88.34%) y la mayor
recuperacion de carnosina (98.51%) fue la de metanol-agua (75:25), tal
como lo evidencian la tabla 2 y la figura 6. Asimismo, este método permitia
desalar mayor cantidad de muestra a menor costo que el primero (con
columna SPE). Por lo tanto, este procedimiento y esta mezcla de
disolvente es la que se utiliz6 para desalar la disolucién aislada de
balenina previa hidrolisis (ver apartado 2.6.2).

TABLA 2. Valores* de carnosina recuperada y sal no disuelta con mezclas
de disolventes.

Concentracion

Mezcla de Pesq NaCl %NacCl carnosina %Carnosina

. no disuelto .

disolvente @) no disuelto recuperada recuperada

9 (mg/mL)
Me}‘;g_oz'gjzo 1.43 88.34 1.18 98.51
Meggpslg;zo 1.13 69.80 1.18 94.82
Et‘z‘%o_'ZTSH)ZO 1.45 90.63 1.17 94.30
Et"(j‘S”OO_'ES‘OH)Zo 1.16 71.64 1.22 97.15
(*) Datos calculados de promedio de dos repeticiones

£ 1000 CAR

€ 900

S 800

S 5288 Metanol-H,0 (75:25)

2 ESOO Metanol-H,O (50:50)

S —400 Etanol-H,0  (75:25)

B ;88 Etanol-H,0  (50:50)

{;3 100

0

-5 -100 ¢ 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

FIGURA 6. Comparacion de cromatogramas de mezclas de disolventes.
3.3.Identificacién de balenina y valoraciéon de la disolucion obtenida

Aldini et al. (2004) observaron que el dipéptido homocarnosina (y-
aminobutitil-L- histidina), presenta un tiempo de retencion cercano al de
balenina (B-alanil-1-metil-L-histidina) y lograron la diferenciacion de estos
mediante la cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC/
MS/MS). En la presente investigacion, la confirmacién de la identidad de la
balenina se realiz6 mediante su aislamiento, hidrolisis y analisis de sus
aminoacidos componentes.
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El resultado de la hidrdlisis del pico “P3” dio $-alanina y 1-metil-L-histidina,
aminoacidos componentes de balenina. De igual modo, se estudio los otros
dos picos correspondientes a la carnosina y anserina, confirmando su
identificacion y en ninguno de los picos aislados en los extractos, se detectd
y-aminobutirico, aminoacido caracteristico de homocarnosina.

La valoracion de la disolucion de balenina se realiz6 en funciéon a su
concentracion de B-alanina, ya que son equimolares, como se describio en el
apartado 2.6.4. Una vez identificada y cuantificada la B-alanina (ver figura 7),
se determind la concentraciéon de la disolucion preparada de balenina en los
extractos 1y 2 (ver tabla 3), obteniéndose que estos presentaban valores de
balenina muy similares (29,82 y 28,91 ug /mL respectivamente), lo que sefiala
que el método de extraccion/desproteinizacion aplicado es reproducible.

Una vez cuantificada la balenina en los extractos, se procedio a calcular su
factor de respuesta mediante una recta de calibrado (ver figura 8), empleando
como disolucion patrén al extracto 1 (29.82 pg balenina/mL), teniendo en
cuenta 9 niveles de concentracion (2.98, 5.96, 8.95, 11.93, 14.91, 17.89,
20.87, 23.86 y 29.82 ug balenina/mL) y siguiendo las condiciones
cromatograficas IC-HPLC del apartado 2.4.

_alani el Balenina
oo B-alanina S 160000
z =0,4077x
E y = 0.5556x % 0000 R2 = 0.9845
1,50 R2=0,9819 X ) )
= < 1000,00
= xe]
'S 1,00 © 800,00
o O
© 9 600,00
® 0,50 £ 400,00
a0 o)
S 8 200,00
0,00 £ 0,00
1,00 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 8 0 2000 4000
-0,50 ) ) }
Area B-alanina/ Area PI Area
FIGURA 7. Recta de calibrado de FIGURA 8. Recta de calibrado de
B-alanina. balenina.

TABLA 3. Comparacion de resultados de determinacion de concentracion de
balenina en los extractos aislados 1y 2.

Concentracion

Extracto B-alaﬁﬁig (ng) B'ferlT:rI]?:a balei(ier?g(pg) de balenina Sb
(ng/mL)
1 1.12 0.01 2.98 29.82
0.64
2 1.08 0.01 2.89 28.91
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3.4. Analisis de dipéptidos en diferentes especies animales y productos
carnicos

En la tabla 4, se expone los resultados de cuantificacion de balenina,
carnosina y anserina (mg/100 g de peso de muestra himeda) en cortes de
carne de diferentes especies animales y productos carnicos derivados del
cerdo (cuyos extractos se obtuvieron en base al apartado 2.8). Para lo cual,
se tuvo en cuenta los valores de area de los dipéptidos por analisis IC-HPLC
y los factores de respuesta de balenina, carnosina y anserina calculados (ver
figuras 8, 2 y 3 respectivamente).

TABLA 4. Concentracion* (mg/100 g peso de muestra humeda) de balenina,
carnosina y anserina (expresada como promedio + desviacion estandar) en
cortes de carne de diferentes especies animales y productos carnicos.

TIPO DE CARNE BALENINA CARNOSINA ANSERINA
ESPECIE CORTE Promedio SD Promedio SD Promedio SD
Lomo cafia 14.19 3.63 469.01 23.99 13.68 3.15
(Longissimus)
Cerdo Lomo cabecero 7.03 0.99 288.90 16.13 11.15 0.70
(Trapezius)
Jamoén 8.84 0.28 395.99 9.75 15.71 1.70
(B. femoris)
Pechuga 3.66 0.23 142.18 0.88 399.59  15.09
(P.major)
Pollo
Contramuslo 1.51 0.05 65.25 0.85 201.36 10.19
(lliotibialis)
Muslo 0.96 0.14 55.39 5.46 85.03 0.74
(Q. femoris)
Ternera Aguja 0.50 0.14 159.40 4.34 20.27 0.46
(Trapezius)
Conejo Lomo ND 72.82 8.15 131.69 15.82

(Longissimus)

TIPO DE PRODUCTO

CARNICO
Jamoén “serrano” 12.56 1.14 374.20 67.85 2451 2.81
Lomo curado “lbérico” 38.86 1.20 777.40 2.29 34.19 0.46
Lomo curado “Duroc” 19.18 1.59 695.28 7.47 29.56 2.86
Salchichén 11.75 1.40 389.00 24.37 17.78 1.91
Chorizo 15.46 1.37 344.12 44.01 19.39 1.75

(*) Datos calculados de 3 repeticiones
ND: No determinado
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Como se aprecia en la tabla 6, el tipo y corte de carne que presenta mayor
contenido de balenina fue el lomo cafia, proveniente del musculo Longissimus
de cerdo (14.19 mg/ 100 g). Este valor fue inferior al calculado por Aristoy y
Toldra (2004), que fue de 36.5 mg/100 g. Por otro lado, Boldyrev et al. (2013)
afirmaron que la concentracion de balenina en carne de cerdo > pollo> ternera;
mientras que, en la carne de conejo, no se detectaba presencia del dipéptido.
Este comportamiento se corroboré con los datos obtenidos en esta
investigacion, donde los contenidos de balenina en esas carnes fueron de:
8.84-14.19 mg/ 100 g (cerdo), 0.96-3.66 mg/ 100 g (pollo) y 0.50 mg/ 100 g
(ternera). Asimismo, el lomo de conejo fue el Unico corte de carne que mostré
ausencia del dipéptido.

Mora et al. (2007) examinaron el contenido de carnosina en diferentes
musculos de cerdo, encontrandose que este valor difiere segun el tipo de
metabolismo del musculo. En general, los musculos de metabolismo glicolitico
como “Longissimus thoracis”, tienen un mayor contenido de carnosina que los
que tienen uno oxidativo. Esto se evidencio en el presente estudio, donde en
carne de cerdo analizada, la concentracion de carnosina en el musculo
Longissimus > Biceps femoris > Trapezius (469.01, 395.99 y 288.90 mg/ 100
g respectivamente). De igual manera, en pollo, el contenido de carnosina en
pechuga > contramuslo> muslo (Jung et al., 2013; Aristoy y Toldra, 2004);
tendencia observada en este trabajo, donde las concentraciones del dipéptido
en esas muestras fueron de: 142.18, 65.25 y 55.39 mg carnosina/ 100 g
correspondientemente.

Por otra parte, el contenido de carnosina es predominante en carnes de
cerdo y ternera, mientras es bajo en pollo (Boldyrev et al. 2013; Aristoy y
Toldra, 2004). Ello se verificd en esta investigacién, debido a que las
concentraciones de carnosina en carnes de cerdo (288.90-469.01 mg/ 100 g)
y ternera (159.40 mg/ 100 g) fueron muy superiores a la de pollo (55.39-142.18
mg/ 100 g).

La anserina se encuentra en abundancia en pollo, sobre todo en la
pechuga (Aristoy et al. 2016), pero su contenido es mucho menor en tejidos
mamiferos, a excepcion del conejo, donde el contenido de ésta casi duplica al
de carnosina (Peiretti y Meineri, 2015; Arihara, 2006). Este comportamiento
se comprobo con los valores obtenidos en este estudio, donde el dipéptido se
hall6 en mayor cantidad en pechuga de pollo (399.59 mg/ 100 g); mientras, en
carnes de cerdo y ternera, en conjunto, s6lo se encontraron entre 11.15y
20.27 mg/100 g. Sin embargo, el valor de anserina en lomo de conejo fue casi
dos veces el de carnosina (131.69 mgy 72.82 mg/ 100 g respectivamente).

De igual forma, el lomo curado ibérico fue el producto carnico con mayor
concentracion de balenina, carnosina y anserina (38.86, 777.40y 34.19 mg /
100 g respectivamente). En cambio, el salchichon fue el producto carnico con
menor contenido de balenina y anserina (11.75 y 17.78 mg/ 100 ¢
correspondientemente); y el chorizo, el de menor valor de carnosina (344.12
mg/100 g).

Para estimar lo que sucede con relacion a la concentracion de los
dipéptidos histidina en jamon durante el proceso de curado, se referencio los
datos (tabla 6) a peso seco; asi, considerando una humedad en la carne fresca
de cerdo de 70%, los contenidos de balenina, carnosina y anserina en jamon
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fresco serian de 29.47, 1319.97 y 52.37 mg/ 100 g muestra seca
respectivamente. Al someter al jamon a 9 meses de curado y humedad final
de 58%, los valores de los dipéptidos fueron de 29.90; 890.95 y 58.36 mg/ 100
g muestra seca correspondientemente. Por ende, se considerd que, tras el
curado del jamon, hay una disminucion de la concentracién de carnosina,
mientras que la anserina y balenina no se vieron aparentemente afectadas.
Aristoy et al. (2016), afirmaron que el curado puede generar una ligera
hidrolisis de carnosina a sus aminoacidos componentes y una parcial
conversion de carnosina a anserina por metilacion.

4. CONCLUSIONES

Se optimiz6 un método de determinacion de balenina, carnosina y anserina
en muestras carnicas mediante la cromatografia liquida de alta resolucion por
intercambio cationico (IC-HPLC). El método de preparacion de muestra que
permitia la mayor recuperacion de los dipéptidos fue el de extraccion y
desproteinizacion por agua caliente (95+5°C) en agitacion, proporcion
muestra- agua 1:4 (p/v).

El aislamiento de balenina por IC-HPLC, secado de la fraccion y
redisolucion empleando metanol-agua (75:25) permitié obtener una disolucién
de balenina enriquecida en el dipéptido y con baja concentracion de sal.

La valoracion de la disolucién de balenina obtenida posibilitd su andlisis
en cortes de carne de diferentes especies animales y productos carnicos
derivados del cerdo.

El lomo cafia (Longissimus) de cerdo presentd la mayor concentracion de
balenina y carnosina; la pechuga de pollo, el mas alto contenido de anserina;
y el lomo curado ibérico fue el producto carnico con mayor concentracién de
balenina, carnosina y anserina. Ademas, se estimé que la concentracion de
carnosina disminuyd durante el proceso de curado del jamén, mientras los
valores de anserina y balenina no mostraron cambios aparentes.
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