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. . RESUMEN
La calidad nutritiva de un alimento fuente de proteinas esta determinada por
la cantidad total de proteinas y por el patrén de aminoacidos; el cual nos indica
cuales y en qué cantidad estan cada aminoacido presente. En el pais como en la
regibn centroamericana no existe instituciones que realicen analisis para
determinacion del patron de aminoacidos en alimentos.
En la actualidad, la técnica mas eficiente y utilizada para determinar el
patréon de aminoacidos de los alimentos es la cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC).

El objetivo de este trabajo fue implementar y evaluar una técnica de

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), para determinar el patrén de
aminoacidos en alimentos. La técnica incluye la hidrélisis acida del alimento ( HCI
6 N, 110 °C, 24 horas ). El hidrolizado se analiza por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de fase reversa (silica gel, C-18), con derivatizacion pre-
columna (o-ftaldialdehido/2-mercaptoetanol) y deteccién de fluorescencia (exita 330
y emite a 450 nm). La elucién se realizd6 con un gradiente que consistia en
metanol-acetato de sodio (composiciéon inicial 26/74, composicion final 100/0). El

analisis duré 60 minutos.

El método era lineal (> 0.99) para 13 de los 15 aminoacidos estudiados. Los

limites de deteccién se encuentran de entre 0.01 - 1.11 ug/ml. Porcentajes de

recuperacion (exactitud) se obtuvieron rangos de entre 28 y 94 por ciento. Maxima



concentracién detectable del método fue de 100 ug/ml. La reproducibilidad entre

dias fue adecuada (porcentaje de error estandar entre 0.6 a 9).

El método fue exitosamente aplicado para la determinacién de aminoacidos
de la harina de soya, gushnaii (Spathiphylium phryniifolium) , chomtee (Lycianthes
synanthera), ambas plantas comestibles nativas de Guatemala y para salchicha de

ternera.



Il. INTRODUCCION

El patrén de aminoacidos de un alimento es la descripcién cuantitativa de los
aminoacidos presentes. Es decir, se indica cuales y en que cantidad estan cada
uno de ellos.

La calidad nutritiva de un alimento fuente de proteinas esta determinada por
la cantidad total de proteina, el patréon de aminoacidos, la digestibilidad y la
biodisponibilidad. El contenido total de proteina en un alimento es un parametro de
calidad que brinda muy poca informacién al respecto. Esta informacién debe ser
complementada con datos sobre el patron de aminoacidos, la digestibilidad y la
biodisponibilidad, que son parametros mas dificiles de determinar.

En Guatemala, como en toda regién latinoamericana, la desnutricion
proteinico calérica es uno de los principales problemas nutricionales de la
poblacién, ya que la produccion de alimentos no satisface a la poblacion en
crecimiento. Una accién de largo plazo para solventar esta deficiencia lo constituye
la promocién de la produccién y el consumo de alimentos de bajo costo y ricos en
proteinas de buena calidad.

Para identificar los alimentos que pueden ser promocionados en cuanto a su
produccién y consumo, es necesario contar con datos sobre su calidad nutritiva.
Estos estudios normalmente se inician con la determinacién de su patrén de

aminoacidos.
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La determinacion del patron de aminoacidos de un alimento implica
’ dificultades analiticas debido principalmente a que este normalmente posee una
matriz compleja, a la presencia de otros compuestos y, sobre todo, a que esta
implica el analisis de veinte compuestos intimamente relacionados. El analisis de
aminoacidos de un alimento se ha realizado por medio de cromatografia de gases y
cromatografia de intercambio iénico con derivatizacion  post-columna.
Recientemente se ha desarrollado métodos de cromatografia liquida de alta
resolucion que permiten el analisis mediante derivatizaciéon pre-columna y
deteccion de fluorescencia, que son mas rapidos y sensibles que los anteriores.

En este trabajo se implementé y evalué una técnica de cromatografia liquida

de alta resoluciéon (HPLC) de fase reversa y deteccién de fluorescencia, para la
identificacion y determinacion de aminoacidos en hidrolizados acidos de alimentos,

lo que permitira establecer el patrén de aminoacidos del mismo.




lll. ANTECEDENTES

1. AMINOACIDOS.

Los aminoacidos son compuestos que tienen carbono ( C ), hidrégeno (H), oxigeno
(O) y nitrégeno (N) , y tres de ellos sulfuro (S). En su molécula poseen un grupo
carboxilico (acido) y un grupo amino (basico) ; estos grupos estan insertados en el
mismo atomo de carbono ( alfa o ) por lo que son llamados o- aminoacidos. Dado
que esta presente una funciéon aminica primaria en ocasiones se usa el término
aminoacido primario. Son las unidades fundamentales de las proteinas, unidos en
una secuencia lineal por enlaces peptidicos. Los aminoacidos tienen un centro
quiral (excepto la treonina y la isoleucina que poseen 2 y la glicina que no posee ),
la unica forma esterecisomera que se encuentran en los seres vivos es la forma -L-

(1).

El ser humano necesita ingerir en sus alimentos una cantidad regular de
ciertos aminoacidos por que su cuerpo no los puede sintetizar a partir de otras
sustancias. A estos aminoacidos se les conoce como: Aminoacidos esenciales,
mientras que los que el cuerpo es capaz de sintetizar a partir de otras sustancias

son los Aminoacidos no esenciales (2,3).
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TABLA No. 1

Clasificacion de los aminoacidos de la dieta desde el punto de vista

nutricional
Esenciales | = Parcialmente = | Noesenciales
s e __esenciales e
Histidina * Cisteina Alanina |
Isoleucina Tirosina Arginina ‘
Leucina Asparagina ;
Lisina Acido Aspartico E
Metionina | Acido glutamico |
 Fenilalanina ‘ Glutamina
‘Treonina | Glicina |
Triptéfano | Prolina ;-
Valina | | Serina |

*

Esencial para la nutricion de los lactantes.
e Fuente: FAO/OMS/UNU. Ginebra 1985

Los requerimientos de los aminoacidos esenciales para los humanos y
animales varian dependiendo de la especie. La arginina es requerida para el
crecimiento de las ratas. La glicina es requerida en los pollos y la taurina en los
gatos. La mayor parte de los aminoacidos no son esenciales en los rumiantes; el

requerimiento es escaso en otros herbivoros que tienen una poblacién substancial

de microorganismos intestinales (4).




El caracter unico de cada «-aminoacido se debe a la estructura de su grupo
R que a menudo se denominan cadenas laterales. El grupo R puede variar desde
un simple atomo de hidrégeno en la glicina ( el aminoacido mas sencillo) hasta una
estructura mas compleja, como el grupo guanidina de la arginina. En el caso de la
prolina, el grupo R forma parte de una estructura aminica secundaria ciclica, por
consiguiente, la prolina se considera un aminoacido secundarioy en ocasiones se
le da el nombre de iminoacido. Se sabe que existen alrededor de 300 aminoacidos
diferentes de origen natural. Muchos de ellos sélo se observan en determinadas
formas de vida y algunos sélo aparecen en una especie. Sin embargo, todos los
organismos utilizan sélo veinte de ellos para la biosintesis de proteinas los cuales

son llamados aminoacidos protéicos (1).

En la tabla No. 2 se presentan las estructuras, los nombres comunes y las
abreviaturas de los nombres de los veinte aminoacidos proteicos. Las siete
categorias que se presentan en la tabla se basan en la composiciéon quimica del
grupe R: hidrocarburo no aromatico (alifatico), -OH presente (hidroxilados), S
presente (azufrados), hidrocarburo aromatico (aromaticos), con un grupo - COOH
adicional (acidos) y los correspondientes derivados amidicos (acido amidicos), con
-NH2 adicional o un grupo relacionado (basicos o alcalinos) y con una estructura

aminica secundaria ciclica =N-H (iminicos) (1,2).

El caracter polar o apolar de los grupos R de los aminoacidos es crucial para

comprender algunos aspectos bioquimicos de las proteinas. Un grupo R polar es



8
hidrofilico (afin al agua) lo que significa que es solvatado con facilidad por las
moléculas polares del agua. La polaridad puede deberse a la presencia, a pH 7, 4
(pH fisiolégico), de una carga positiva o negativa completa en un grupo R ionizable
( polar cargado), o bien a la presencia de cargas parciales en los enlaces tipo dipolo
permanente de grupo R no ionizable (polares, no cargados) . Un grupo R apolar es
hidrofébico (repelente al agua), lo que significa que el agua no lo solvata con
facilidad. La apolaridad se debe a la ausencia de las caracteristicas de polaridad
antes mencionadas o a una contribucion minima de ellas y a la presencia de
muchos enlaces apolares C-C y C-H. La clasificacién completa se muestra en la

tabla No, 3.

El grupo R puede ionizarse o no. En el segundo caso se dice que es neutro
y que no presenta carga. Si puede ionizarse, el grupo R es basico (alcalino)
cuando funciona como una base Bronsted para formar un grupo R con carga
positiva; o es acido cuando funciona como un acido Bronsted para formar un grupo

R con carga negativa (1,2).






TABLA No. 3

POLAR CARGADO | POLAR NO CARGADO | APOLAR

Lisina “ Asparagina Glicina* :
| Arginina Glutamina 1 Valina L
i Acido Glutamico r Serina L Leucina |I
Acido Aspartico ' Treonina : Isoleucina |
 Histidina ; Cisteina I Metionina
; , Tirosina : Fenilalanina

| ! Alanina |

i ' Triptofano

} J Prolina

Nota: Las polaridades se basan en la estructura del aminoacido a pH 7
* Clasificado en ocasiones como polar

e Ref (1)

1.A PROPIEDADES FISICAS

En el estado sélido y en solucién los aminoacidos tienen dos propiedades
faciles de observar y que suministran informacién acerca de su estructura. Con
ciertas excepciones, son insolubles en agua y bastante insolubles en los solventes

orgéanicos no polares del tipo éter, cloroformo y acetona.

Un analisis mas a fondo de la estructura de los aminoacidos en soluciéon nos

lleva a considerar el comportamiento de los aminoacidos como electrolitos, pueden
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reaccionar con los acidos como con los alcalis -sustancias anféteras-:

debido a ello, tienen una carga eléctrica neta que depende del pH de la solucién.

La carga de una molécula influye en el tipo de interaccion con otras
moléculas; esta propiedad es util para el aislamiento y purificacién de los

aminoacidos.
1.B ESTEREOISOMERISMO DE LOS AMINOACIDOS

Con excepcion de la glicina, el atomo de carbono alfa de los aminoacidos
esta fijo en forma tetraédrica a cuatro atomos o grupos de atomos diferentes. Este
tipo de carbono se denomina quiral o asimétrico. Debido a esta disposicion, los
aminoacidos pueden existir en diferentes configuraciones esteroisoméricas, las
cuales se distinguen entre si por la orientacién espacial de los grupos fijos al
carbono alfa. Los dos éstereoisémeros se denominan configuraciones L y D y
representan dos estructuras con imagenes especulares que no se pueden
superponer; estas estructuras se denominan enantiomeros ( de los veinte
aminoacidos comunes, sélo la treonina y la isoleucina tienen mas de un carbono

asimétfico).

La unica propiedad fisica que distingue a los enantimeros es su capacidad
de hacer girar un plano de la luz polarizada (con longitud de onda) con igual

magnitud pero con sentidos opuestos.

La importancia biolégica de estas configuraciones es que en las proteinas

sélo se conoce la existencia de L-aminoacidos. Aunque hasta el momento no se
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tiene pruebas de la existencia de D-aminoacidos en las proteinas, estos se
encuentran en muchos seres incluso en los humanos tanto libre y como en

componentes estructurales distintos a las proteinas.

1.C REACCIONES DE LOS AMINOACIDOS

Si bien su capacidad para actuar como electrélitos es una propiedad quimica
importante de los aminoacidos, tienen igual significado las reacciones en las cuales
intervienen las funciones a-carboxilo, a-amino y los diversos grupos R.

1.C.1 Reacciones del grupo carboxilo. Los grupos carboxilos de los
aminoacidos pueden esterificarse con los alcoholes, o bien formar una amida en
presencia de amoniaco.

Cuando la amina que interviene en la formacién de la amida no corresponde
al NH; sino al grupo «-amino de otro aminoacido, se constituye un dipéptido. El
enlace amido que une a los dos aminoacidos se conoce con el nombre del enlace
peptidico.

1.C.2 Reacciones del grupo amino. El grupo amino de un aminoacido
reacciona con el acido nitroso (HNO;), que es un agente oxidante fuerte, para
liberar N». Esta reaccion al ser estequiométrica, resulta importante en la estimacion
de los grupos c-amino de los aminoacidos.

El grupo amino de los aminoacidos puede oxidarse con un agente oxidante

mas suave, la ninhidrina, para formar amoniaco, COz2 y el aldehido.
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El orto-ftaldialdehido (OPA) también llamado fluoroaldehido es un reactivo
de revelado al igual que la ninhidrina pero mas sensible, con el cual pueden
detectarse concentraciones de aminoacidos de orden de picomoles (109 a
femtomoles (10°'%). Esta enorme sensibilidad se debe a la formacién de productos
intensamente fluorescentes. Después de la reaccion, la exposicién a una radiaciéon
de 360nm provoca una emision fluorescente a 455 nm, cuya intensidad se
relaciona con la concentracion del aminoacido. Esta reaccién ocurre con rapidez si
se trata de aminoacidos primarios, pero no cuando son secundarios.

1.C.3 Reacciones del los grupos R. Dos reacciones que sufren los
residuos R frecuentemente son de interés biolégico, como en caso de la serina y la
cisteina. Con frecuencia el grupo hidroxilico de la serina se fosforila en las
proteinas biolégicamente activas. La proteina de la leche, la caseina, poseen un
gran numero de residuos de serina fosforilados. El grupo sulfhidrilo de la cisteina
sufre las reacciones tipicas del grupo -SH. Una de ellas es la oxidacion reversible
con otra molécula de cisteina para constituir a la cistina, que contiene un enlace
disulfuro. La insulina, por ejemplo, contiene tres enlaces disulfuro, dos de los
cuales mantienen unidas a dos cadenas polipéptidicas de la molécula

fisiolégicamente activa (1,2,4).



2. PROTEINAS Y AMINOACIDOS EN LOS ALIMENTOS

Los alimentos consisten principalmente en tejidos de origen animal o vegetal
que contienen concentraciones variables de proteinas, péptidos y aminoacidos
libres. Estas sustancias son absorbidas y utilizadas por el cuerpo humano en
proporciones variables. El grado en que una proteina de la dieta contribuye a
formar proteina tisular nueva define su valor nutritivo. Esta expresién se usa
frecuentemente como sinénimo de Calidad protéica. Sin embargo, esta Ultima esta
relacionada con el contenido y el patrén de aminoacidos y con su digestibilidad, en
tanto que el concepto de valor nutritivo implica, ademas del concepto de calidad
protéica, el de contenido total y la biodisponibilidad. Cuando se evalta una fuente
alimentaria de proteinas, se debe tomar en cuenta varios factores: a) El contenido
total de proteina y/o de nitrégeno;b) su patrén de aminoacidos; c) su digestibilidad:

d)la biodisponibilidad de los aminoacidos que forma parte de ella (5,6).

2.A Satisfaccion de requerimientos de Proteinas y aminoacidos con

Dietas comunes

El aminoacido esencial presente en concentracién mas baja en relacién a los
requerimientos se denomina aminoacido limitante. La limitacién en la calidad
protéica de una dieta mixta para humanos usualmente se debe sélo a unos cuantos
aminoacidos: la lisina, los aminoacidos azufrados (metionina y cisteina), la treonina

y el triptéfano.
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Las consecuencias de la privacion continua, incluso de sélo uno de los
aminoacidos esenciales, puede ser terrible y hasta fatal. El aporte alimentario de
aminoacidos esenciales es necesario para satisfacer los requerimientos de
nutrientes.

En cuanto a su composicion quimica, las proteinas que contienen
cantidades suficientes de todos los aminoacidos esenciales son mejores que
aquellas que son deficientes en uno o mas de ellos, es decir que contienen uno o
mas aminoacidos limitantes.

Las proteinas de origen animal tienen generalmente concentraciones
relativamente altas de aminoacidos esenciales. La calidad de las proteinas de la
mayor parte de los vegetales, en cambio, esta limitada por uno 0 mas aminoacidos .
Tal es el caso del trigo y el maiz, que contienen cantidades bajas de lisina. La soya
y las variedades genéticamente mejoradas de maiz, sorgo y cebada, con alto

contenido en lisina, constituyen excepciones notorias (7,8).

2. B Calidad Proteinica de Alimentos

2.B.1 Composicion total de aminoacidos

La combinacién de dos o mas proteinas con distintas proporciones de
aminoacidos esenciales, puede resultar en una mejoria de la calidad proteinica.
Asi la combinacion de una proteina que esta limitada respecto a un aminoacido
especifico con otra proteina que tenga cantidades relativamente altas de ese
aminoacido, resulta en una complementacién reciproca al patrén ideal de

aminoacidos. Este principio ha sido la base para la formulacién de mezclas
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vegetales con alto valor proteinico. El concepto de complementacién aminoacidica
también permite calcular la proporcion éptima en que se deben combinar diversos
alimentos para preparar dietas de calidad proteinica mas alta, asi como comprender
por qué el agregado de cantidades relativamente pequefias de proteinas de origen
animal, puede mejorar considerablemente la calidad proteinica de dietas
predominantemente vegetales.

La calidad también es susceptible de mejorar fortificando los alimentos con
el agregado de aminoacidos puros, como sucede con la harina de trigo fortificado
con lisina.

Otra forma de mejorar esa calidad es mediante modificaciones genéticas que
resulten en proteinas vegetales con mejor contenido en aminoacidos esenciales. El
Centro Internacional para el mejoramiento de Maiz y Trigo , con base en México, ha
logrado un avance importante en este sentido al desarrollar una variedad de maiz

con mayor cantidad de lisina y triptéfano (9,10).

2.B.2 Calidad protéica y valor nutricional de una proteina

La digestibilidad y composicién quimica de una proteina permite predecir su
valor nutricional en relacién a una proteina de referencia. Esta ultima usualmente
es la proteina de la leche, huevo o carne. Por ejemplo, si una proteina tiene
digestibilidad de 90 por ciento comparada con la leche, y su composicion de
aminoacidos indica que sélo tiene 80 por ciento de lisina en relacion al patrén de
aminoéacidos, la calidad de dicha proteina es (0.90 x 0.80) x 100 = 72 por ciento,

comparada con la proteina de leche. Pero la calidad nutricional de una proteina ,
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aun cuando es el factor principal, no refleja necesariamente la calidad proteinica de
la dieta. Esta ultima puede ser influenciada por otros componentes de la dieta, la
combinacion de las proteinas que contiene, la forma de almacenar los alimentos, su
procesamiento y la preparacion de las comidas.

La incorporaciéon de una proteina de calidad nutricional excede a una dieta
en que los demas ingredientes tienen muy pocas proteinas, puede resultar en una
dieta con concentracién proteinica tan baja que requiera la ingestion de volimenes
muy grandes para satisfacer los requerimientos del organismo. A pesar de la
composicion quimica y digestibilidad de su proteina, esta dieta tendria una calidad
proteinica pobre.

La concentracién pobre de una dieta puede mejorar cuando se le agregan
alimentos con un alto contenido de proteinas, como huevos y carne, o concentrados
proteinicos y productos deshidratados, como leche en polvo, harinas integrales de
leguminosas y proteinas aislada de soya. Los procesos culinarios que producen
evaporacién de agua también resultan en alimentos mas concentrados (11).

2.C ASPECTOS NUTRICIONALES

2.C1 Requerimientos de aminoacidos en la dieta

Un comité de expertos convocados por los organismos de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la salud (OMS), vy la
Universidad de las Naciones Unidas (UNU), propuso los requerimientos que se
muestran en las primeras cuatro columnas de la tabla No. 4, basados en
informacién experimental recabada entre el 1955 y 1981 por un nimero reducido

de investigadores, que incluia a cientificos del INCAP.(14)
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' TABLA No. 4
REQUERIMIENTOS DE AMINOACIDOS ESENCIALES ESTIMADOS PARA

DIVERSOS GRUPOS ETARIOS (MG/KG/DIA)

~ Lactantes Preescolares Escolares Adultos Adultos
S (34 meses) (25afos) (10-12afios)
Fenilalanina+

) tiropsina 125 69 22 14 39

) Histidina 28 ? ? (8-12)? --
Isoleucina 70 31 28 10 23
Leucina 161 73 44 14 40
Lisina 103 64 44 12 30-42
Metionina+cistina
Treonina 58 27 22 13 13-16
Triptofano 87 37 28 4 15-21
Valina 17 125 o] 95 6

93 38 25 10 20-24

Total (sin histidina)
714 352 216 84 186-211

Primeras cuatro columnas: Valores sugerldos por FAO/OMS/UNU
Ultima columna: Valores sugeridos por Young et. al. 1986

De esos valores y de los “niveles seguros” de ingestién proteinica para los diversos
grupos etarios, se propuso los patrones (o composiciones proporcionales)
adecuados de aminoacidos esenciales que, como minimo, deberian tener las
proteinas de una dieta. La expresién de esos patrones como mg de cada
aminoacido esencial por gramo de proteina, implica que al ingerir proteinas en
cantidad suficiente para satisfacer las necesidades del nitrégeno alimentario,
también se llenarian las necesidades de aminoacidos esenciales.

Los patrones propuestos por FAO/OMS/UNU sugieren que a medida que la

edad progresa, las necesidades de aminoacidos esenciales disminuyen en relaciéon |

a las necesidades totales de proteinas : 43, 32, 22 y 11 por ciento de las proteinas

\ 3 para lactantes, preescolares, escolares y adultos, respectivamente. Ademas, como
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los requerimientos de aminoacidos esenciales aparentemente son tan bajos en los
adultos , se sugirié que la composicion quimica de las proteinas en casi todas las
dietas no tenia mayor importancia para evaluar la calidad proteinica para adultos.
Sin embargo, no hay una explicacion metabdlica satisfactoria para esa aparente
reduccion en las necesidades de aminoacidos esenciales con la edad. Ademas
un analisis critico de las investigaciones hechas entre 1955 y 1981 e
investigaciones mas recientes usando aminoacidos marcados con isétopos
estables han puesto en duda las recomendaciones y patrones sugeridos por

FAO/OMS/UNU, particularmente para escolares y adultos (12,13).

Young, Bier y Pellett (1995), re-evaluaron los requerimientos de aminoacidos
esenciales para adultos con base en un analisis factorial de pérdidas obligatorias
de Nitrégeno, investigaciones sobre recambio de proteinas y estudios cinéticos con
aminoacidos marcados isotépicamente. Sus estimaciones expresadas por Kg de
peso corporal, son mayores que las sugeridas por FAO/ OMS/UNU. Ellos
calcularon esos requerimientos en relacion a las necesidades promedio de
proteinas y propusieron un patrén de aminoacidos para adultos (ver tabla 5) muy
similar al de los preescolares. Debe considerarse, sin embargo, que
FAO/OMS/UNU usaron el nivel “seguro” de ingestion de proteinas para calcular los
patrones de aminoacidos, mientras que Young y colaboradores usaron el promedio
de los requerimientos. En todo caso, esos estudios apoyan y refuerzan el
argumento de que, excepto para nifios menores de un afio de edad, la evaluaciéon

de la calidad de las proteinas se debe hacer en funcion de su digestibilidad y del
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patrén de aminoacidos esenciales para nifios preescolares, el cual esta basado en

las investigaciones del INCAP (Ver tabla 5) (7,14).

TABLA No. 5

INGESTA DIARIA DE PROTEINAS RECOMENDADA, CON UN MARGEN DE
SEGURIDAD PARA CUBRIR LAS NECESIDADES DE CASI TODA LA
POBLACION

36 mese:s;“

6-9 meses 1.65 (2.30)
9-12 meses 1.50 (2.10)

1-2 meses 1.20 (1.65)

2-3 meses 1.15 (1.60)

3-5 meses 1.10 (1.55)
5-12 meses 1.0 (1.40)

Hombres Mujeres

12-14 afios 1.0 (1.40) 0.95 (1.30)
14-16 afios 0.95 (1.30) 0.90 (1.25)
16-18 afios 0.80 (1.25) 0.80(1.10)

18 y mas 0.75 (1.05) 0.75 (1.05)

Necesidades diarias adicionales para
mujeres durante:

s embarazo 6 (8) g/dia
e lactancia (primeros 6 meses) 17 (24) g/dia
-+ lactancia (despuésde6meses) 120N gidia e,

2.C.2 Concentracion proteinica de la dieta
A continuacién se muestras tablas de los contenidos de aminoacidos de
diferentes alimentos consumidos diariamente por la poblacion guatemalteca, asi

como las diferencias de los mismos durante su coccion.



Tabla No. 6

VARIACIONES DE LOS AMINOACIDOS DURANTE LA COCCION DEL MAIZ

(g/16gN)

 alimentos MAIZ TORTILLA  MASA

aminoacidos

Acido aspartico 6.2 6.2 6.9
Acido glutamico 203 19.0 19.5
Alanina 8.8 8.8 8.1
Arginina 5.1 42 46
Cisteina - - 1.7
Cistina 1.0 09 -
Fenilalanina 3.7 3.8 5.2
Glicina 4.8 438 4.3
Histidina 2.0 24 2.8
Isoleucina 42 45 38
Leucina 12.2 96 13.4
Lisina 3.0 29 27
Metionina 1.9 1.9 29
Prolina 1.0 101 10.7
Serina 45 4.2 50
Treonina 38 3.8 46
Tirosina 3.0 30 38
Triptéfano 0.5 05 g
Valina 4.5 48 93 e

Fuente: Bressani y Scrimshaw, 1958, Sanderson et Al 19
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CONTENIDO DE AMINOACIDOS ESENCIALES EN SOYA, CALABAZA Y

Tabla No. 8

MORRO EXPRESADOS EN MILIGRAMOS POR 100 GRAMOS DE ALIMENTO

| : a'!irneh’tb i ‘granode soya | torta de semilla de ‘ harina de semilla de
I ahiinoaicido _ cala_bgza : : morro
[Fenilatanina 2055 649 | -
Histidina | 1051 | 379 | 1091
]‘ Isoleucina ! 1889 41 | 2017
| Leucina 3232 | 859 2540
'Lisina | 2653 | 565 | 1000
Metionina . 552 211 | 5976
| Prolina , - \ - -

| Serina - - | -

i Tirosina 1303 - | "

' Treonina " 1603 ‘ 326 | 1120
; Triptéfano | 532 | 166 | 1098
| Valina 1| 1995 | 652 : 2487
i Cisteina ‘ 40

1

P ———

Fuente: Kolar. E

al. 1985.



2.C.3 Factores que influyen en la biodisponibilidad de las proteinas

La digestibilidad de las proteinas de una dieta puede determinarse
experimentalmente usando técnicas de balance metabélico, o bien, se puede
calcular en base a la digestibilidad ponderada de sus componentes. La
digestibilidad aproximada de una dieta en que el 40por ciento de proteina proviene
de arroz, 35 por ciento de frijol negro, 15 por ciento de trigo integral y 10 por ciento
de leche y huevos seria igual a 82 por ciento.

En términos generales, las dietas latinoamericanas basadas en cereales
integrales y vegetales tiene una digestibilidad “real” de 75 a 80 por ciento; las
basadas en cereales refinados y proteinas animal, 85 a 95 por ciento; y las que
incluyen todos esos alimentos, 85 a 90 por ciento.

Algunos ingredientes de la dieta pueden afectar la digestibilidad de las
proteinas. Entre ellos, un contenido abundante de fibra, particularmente
hemicelulosa y salvados de cereal, asi como taninos y otros polifenoles aumentan
la excrecion fecal de nitrégeno alimentario.

La biodisponibilidad de algunos aminoacidos esenciales puede disminuir
como consecuencia del almacenamiento de los alimentos en condiciones
inadecuadas, debido a su procesamiento industrial o cuando las proteinas se
someten a calentamiento intenso en presencia de azucares o lipidos oxidados.

El organismo humano usa preferentemente grasas y carbohidratos como
sustratos alimentarios para producir energia. Cuando éstos no son suficientes, las

proteinas se utilizan en mayor proporcién como fuente energética, y la dieta debe



aportar mas proteinas para satisfacer las necesidades del organismo. En contraste,
cuando la dieta aporta fuentes de energia en cantidades suficientes, las proteinas
se utilizan de manera mas eficiente.

El efecto de “proteccion” que tiene la energia alimentaria sobre las proteinas
no es igual con todo tipo de substrato energético. Asi, el metabolismo proteinico es
mas eficiente y hay un mayor “ahorro” de proteinas cuando se ingieren mas
carbohidratos que cuando se ingieren mas grasas. En todo caso, una deficiencia

energética alimentaria exige una mayor ingestiéon de proteinas (15,16).

2.C.4 Relacion proteinas-energia como indicador de la calidad de la
dieta

La relacion entre el aporte de nutrientes y el aporte de energia en una dieta
ha sido usada como indicador de la calidad de esa dieta en relacion al nutriente en
cuestion. Esto se basa en el principio de que cuando una buena dieta se consume
en cantidades que permitan satisfacer las necesidades de energia, también
deberia satisfacer las necesidades de nutrientes especificos. Por lo tanto, se ha
sugerido usar el indicador de este aspecto de la calidad de la dieta para humanos.
La relacién generalmente se expresa como porcentaje y no como fracciéon | y
tradicionalmente se identifica como PE por ciento.

El PE por ciento simplemente indica un aspecto de la calidad proteinica de
una dieta. Por otra parte, el PE por ciento no dice nada de la calidad nutricional de

las proteinas en la dieta para humanos
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Se debe recordar que los requerimientos de proteinas y energia cambian en
forma desproporcionada con el estilo de vida o circunstancias biolégicas y
nutricionales de las personas. Por lo tanto, el PE por ciento recomendable varia de
acuerdo a esas circunstancias , y debe aplicarse en funcién de las caracteristicas
especificas del grupo de poblacién (17,18).
2.D Caracteristicas de las dietas en Latinoamérica
Las dietas latinoamericanas en los estratos socioeconémicos alto y medio
tiene una composicién proteinica similar a la de las poblaciones de Estados Unidos
o Europa Occidental, con mas de S0 por ciento de las proteinas alimentarias de
origen animal. Las personas de clases socioecondémicas mas bajas subsisten a
base de dietas con un fuerte predominio de proteinas vegetales, especialmente en
las areas rurales. En algunos paises existen programas de ayuda alimentaria que
incluyen distribucion de leche de vaca, pero ésta generalmente es para uso de
nifios y mujeres embarazadas . En las regiones donde hay una produccién
abundante y barata de productos carnicos y lacteos, las poblaciones tienen mas
acceso a ellos. En general, la mayoria de personas en las clases pobre y medio-
baja de América Latina dependen de alimentos vegetales como la fuente de 70-80
por ciento de su proteina alimentaria, y hay muchos que ingieren menos de 15 por

ciento de proteinas de origen animal (Ver tabla No. 9) (19).



TABLA No.9

P Proteina animal %  Comentarios
Uruguay 65 %
Argentina 64 3
Guayana Francesa 62 *
Panama 54 Poblacion urbana
Panama 52 N
Panama 44 Poblacioén rural
Venezuela 50 5
Honduras 50 Poblacion urbana
Honduras a3 Poblacion rural
Honduras 28 X
Cuba 49 *
Ecuador 49 =
Nicaragua 49 Poblacion urbana
Nicaragua 37 Poblacion rural
Belice 43 i
Surinam 45 *

Costa Rica 44 Poblacion urbana
Costa Rica 36 Poblacion general
Costa Rica 32 Poblacion rural
Colombia 42 "

El Salvador 41 Poblacion urbana
El Salvador 22 Poblacion rural
Guyana 39 £
Paraguay 39 *

Santo Domingo 38 "

Chile 25 -

Chile 38 Adultos urbanos pobres
Guatemala 23 Poblacion urbana
Guatemala 15-25 *
Guatemala 18 Adultos rurales
Guatemala 37 Preescolares rurales
Peru 37 -

Brasil 30 it

Brasil 32 Hombres rurales
México 32 e

Bolivia 15 )

Haiti k

PROPORCION DE PROTEINAS DE ORIGEN ANIMAL COMO PORCENTAJE DE
LAS PROTEINAS TOTALES EN DIETAS DE PAISES LATINOAMERICANOS

Fuente: FAO/OMS/UNU: Roma 1986
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Algunos alimentos de las dietas tradicionales en América Latina contienen
proteinas de alto valor biolégico, pero la calidad de la mayoria de proteinas de
cereales esta limitada por su contenido de lisina y triptéfano o treonina, y la de las
leguminosas, por su contenido de aminoacidos azufrados y triptéfano . La
proporcion en que esos alimentos figuran en la mayoria de dietas no es la que
resultaria en una complementacién éptima de aminoacidos. Ademas, la baja
disponibilidad y concentracién proteinica y lo voluminoso de la mayoria de los
alimentos vegetales, obligan a ingerir cantidades relativamente grandes de la dieta
para satisfacer los requerimientos de nitrégeno total y aminoacidos esenciales.
Aunque los adultos y nifilos mayores si pueden hacerlo, la capacidad gastrica de
los infantes y preescolares, y el bajo apetito de los ancianos, impiden o dificultan
la satisfaccién de esos requerimientos con tales dietas.

En resumen, en la mayoria de las areas rurales y en los estratos
socioeconémicos pobres de las ciudades latinoamericanas, las dietas de consumo
habitual no tienen una calidad proteinica muy buena. No obstante, esa calidad
puede mejorar con modificaciones en las proporciones de alimentos vegetales y

con el agregado de alimentos de origen animal (20).
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3 METODOS UTILIZADOS PARA LA DETERMINACION DE AMINOACIDOS Y
PROTEINAS EN ALIMENTOS

En bioquimica se emplean métodos de laboratorio diferentes para la
identificacién y cuantificacion de proteinas. Entre las metodologias que mas se han
utilizado para este propésito estan: La determinaciéon de nitrégeno, cuantificandose
la presencia de proteinas relacionando el % de nitrégeno proteico presentes en las
mismas. Se cuentan con métodos fisicos, los cuales se basan fundamentalmente
en espectroscopia y turbidimetria y por ultimo existen métodos para la separar e
identificar las proteinas como son: cromatografia en papel, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de capa fina y electroforesis (21).
3.A Proteinas

e Método de Kjeldahl

Se caracteriza por el uso de ebullicién con acido sulfurico concentrado que
causa la destruccién oxidativa de la materia organica de la muestra y la reduccién
del nitrégeno organico a amoniaco. El amonio es retenido como bisulfato y puede
ser determinado in situ o por destilacién alcalina y titulacién. Se utilizan los
siguientes catalizadores: Oxido de mercurio, selenio o mezcla de sulfato de cobre y
selenio, mezcla de sulfato de cobre y diéxido de titanio.

* Método de Dumas
Se caracteriza por pirélisis completa de la muestra y medicién del contenido

de nitrégeno de los gases de combustién. El nitrégeno puede ser medido con un
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mandémetro después de la absorcion del dioxido de carbono en una solucién
alcalina o por conductividad térmica en métodos automatizados.

3.A.1 Métodos Fisicos

Son mas simples, rapidos y el costo por analisis es menor, aunque el costo
de los equipo es elevado. La exactitud de estos métodos se relaciona con las
caracteristicas del material a analizar. La concordancia con nitrégeno total depende
de que el material no varie de muestra en muestra.

Entre éstos se encuentran:

a) Espectroscopia infrarroja: Se aprovecha la absorcion del grupo amida del

enlace peptidico a 6,46 Tm.

b) Espectroscopia infrarroja reflectante: La muestra se ilumina con seis

longitudes de onda cercanas a la radiacién infrarroja (0,75-2,5 Tm) y se
detecta la luz reflejada.

c) Espectrofotometria ultravioleta: Mide proteinas en solucién con

absorcién maxima a 280 nm atribuible a los anillo aromaticos de tirosina ,
triptéfano y fenilalanina en el rango 180-220 nm.

d) Meétodos refractométricos: Mide la refraccion directa de la proteina en

solucién o el cambio de indice de refraccién causado por la remocién de
la proteina de la solucién.

e) Meétodo turbidimétrico. Mide la reduccién de la intensidad de la luz al

pasar por una suspension de particulas de proteinas. Este cambio se

relaciona con el contenido de proteina.
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f) Espectroscopia electrénica: Se irradia el material con rayos X y se

cuantifica los fotoelectrones liberados, caracteristicos del atomo de N en el
grupo amida de la proteina.

g) _Polarografia: Determina trazas de proteina.

3.A.2 Métodos Quimicos
Las proteinas presentan un amplio rango de comportamiento quimico a los
distintos grupos funcionales de los aminoacidos y a los enlaces peptidicos. Entre

ellos estan:

a) Método de Biuret. La reaccion se caracteriza por una coloracién purpura cuando

los iones cupricos son complejados por los enlaces peptidicos a pH alcalino. El
matiz del color depende del tipo de proteina y su intensidad depende del
contenido de proteina presente.

b) Método “dye-binding": se caracteriza por la formacién de un coagulo de proteina

coloreado e insoluble producto de la reaccién de la proteina con una solucién
coloreada de acido sulfénico a pH 2. El anién coloreado se une por asociaciones
electrostaticas a los sitios basicos de la proteina, por ejemplo a los grupos amino
de lisina, guanidina de arginina, imidazol de histidina y aminos terminales.
Ademas se producen atracciones intermoleculares por interacciones hidrofébicas
entre la proteina y la mitad no iénica del anién y entre el anién unido a proteina y
la mitad no i6nica del anién en solucién. El coagulo se separa por filtracién y el

exceso de colorante en el sobrenadante se mide colorimétricamente.
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c) Métodos de destilacion alcalina: La hidrolisis de las amidas en medio alcalino

fuerte da origen a amoniaco el cual es destilado y su valor es relacionado con el
contenido de proteina. Se ha encontrado que el rendimiento de amonio es
altamente reproducible para una proteina dada.

d) Método de Lowry: Cuando se agrega reactivo de Folin (Acido fosfomolibdico-

fosfotiingstico) a una proteina, ésta se reduce a un complejo azul de molibdeno
por la oxidacién de los aminoacidos tirosina, triptéfano, cistina, cisteina e

histidina.

e) Métodos de titulacion con formol: A la muestra neutraliza con alcali se le agrega
formaldehido en exceso el cual reacciona con cada grupo basico de lisina y
arginina. El exceso de formaldehido se neutraliza a su vez con un exceso de
alcali estandar el cual se titula, el valor se relaciona con el contenido de

proteina.

3.A.3 Métodos radioquimicos

a) Activacién neutrénica: Se irradia una cantidad pesada de muestra con

neutrones lo que produce el paso de '*N a '*N. Este positrén tiene una vida media
de 10 minutos y emite radiaciones gamma la que se registran en un contador de
centello. Las cuentas se relacionan con el contenido de nitrégeno de la muestra.

b) Activacién proténica: Similar al anterior con la variante de que la muestra se

irradia con protones y se efectua la conversién de '*N a "0, un isétopo que decae
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con la emisién de un proton y de radiaciones gamma, las que son registradas con

el contenido de nitrégeno de la muestra (22,23,24).

3.B METODOS DE DETERMINACION DE AMINOACIDOS
Los aminoacidos constituyen la estructura primaria de la proteina y le
confiere el valor nutricional a los alimentos. Para el analisis de los aminoacidos es
necesario romper los enlaces peptidicos de las proteinas por medio de hidrélisis
que puede ser acida, alcalina o enzimatica. La hidrélisis acida se realiza con acido
clorhidrico de concentracion 6N. EI reactivo debe ser puro y no debe dejar
residuos por lo que se recomienda una hidrélisis en fase gaseosa. Para que la
hidrélisis de las proteinas se a completa es necesario tener en cuenta factores
como la razén acido/proteinas, la temperatura y el tiempo de hidrélisis y evitar la
presencia de oxigeno en el medio aplicando vacio y nitrogeno para minimizar la
oxidacion de los aminoéacidos.
Para el analisis de los aminoacidos es necesario romper los enlaces
peptidicos de las proteinas por medio de hidrélisis que puede ser acida con HCI,
2504 y HCIO o bésica con NaOH. La mas comun es la hidrélisis acida utilizando
HCI con concentracién de 6 N a 110 °C durante 24 horas, debido a que se
realizaron diferentes estudios y se logré determinar que a esa concentracion,
tiempo y temperatura, se realizaba una hidrélisis adecuada y no habia pérdida de

aminoacidos en las muestras a analizar (22).
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3.B.1 Cromatografia en Papel:

Uno de los primeros recursos durante el desarrollo de técnicas
cromatograficas fue el uso de una hoja de papel filtro (celulosa) como base
estacionaria inerte para sostener un liquido, esta técnica se denomina
cromatografia en papel . El papel se humedece por absorciéon de vapor de agua;
asi, la fase estacionaria es un liquido polar sostenido en papel. Luego se permite
que otro disolvente (sustancia mas apolar) migre hacia arriba o hacia abajo en el
papel por accién capilar. Cuando este disolvente llega al punto del papel en el cual
se puso una porcién de la muestra (origen), cada sustancia de ésta se disuelve en
distinta medida entre la fase apolar migratoria y la fase polar estacionaria. Este
fraccionamiento basado en la solubilidad prosigue mientras el disolvente siga
moviéndose a lo largo del papel. Las sustancias mas solubles en agua se mueven
con mayor lentitud que las mas solubles en la fase organica moévil. Entre los
solventes utilizados estan: Isobutanol, isopropanol , y los reveladores : alanina,
difenilalanina.

3.B.2 Cromatografia de Intercambio idnico.

Después de hidrolizar las proteinas a aminoacidos (usualmente en HCI
concentrado), éstos pueden separarse por medio de cromatografia de intercambio
ibnico. Para eluir a los aminoacidos de la columna de cromatografia se utilizan tres
reguladores de pH sucesivamente mas alto. El orden de elucién depende de la
carga del aminoacido. Los basicos (lisina, histidina y arginina) se unen con mas

fuerza a la resina de intercambio i6nico cargada negativamente. Por medio de esta
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técnica es posible determinar qué aminoacidos se encuentran en el hidrolizado de
una proteina. También puede determinarse la abundancia relativa, midiendo la
concentracion de cada aminoacido. La ninhidrina reacciona con los aminoacidos
formando un derivado de color purpura. Midiendo la absorbancia de la solucion
purpura a 570 nm, se puede determinar la concentracion relativa de cada
aminoacido.
3.B.3 Cromatografia en Capa Fina

El uso de una fase estacionaria sélida dispuesta en forma de una capa
delgada sobre la superficie de una base firme (vidrio o plastico) constituye el
método llamado cromatografia en capa fina. La fase sélida puede funcionar como
adsorbente (por lo comun gel de silice), como intercambio iénico. El procedimiento
es similar al de la cromatografia en papel. Esta técnica tiene gran aceptacion
porque combina las caracteristicas siguientes: la resolucién del soluto y la
posibilidad de reproducir los resultados se consideran de buenas a excelentes;
segln el caso todas las separaciones se efectuan con rapidez (0.5 a 3 horas);
puede usarse para el analisis de casi todo tipo de sustancias; permite detectar
cantidades muy pequefas de solutos (del orden de microgramos) y se trata de un
procedimiento econémico y de facil ejecucion. Se utilizan solventes como: acetato
de etilo, isopropanol, piridina y reveladores : ninhidrina.

3.B.4 Electroforesis.

Consiste en mover particulas cargadas (iones) dentro de un campo eléctrico.

El desplazamiento ocurre en un medio liquido sostenido por una sustancia sélida

inerte, por ejemplo un papel o un gel. El liquido -una solucién salina amortiguadora
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con pH y fuerza iénica conocidos- sirve como medio conductor de electricidad en el
momento que se aplica un voltaje externo. El grado de movimiento de cada
sustancia cargada (molécula) dentro del campo eléctrico se denomina movilidad
electroforética . Esta puede ser en dos tipos: en papel y en gel.

En la electroforesis en papel, una tira u hoja de papel filtro humedecido de
manera uniforme con una solucién amortiguadora se suspende entre dos
compartimientos electrédicos que también contienen amortiguador. Las muestras
se aplican sobre el papel en un punto de origen determinado, el cual puede estar
cerca de uno de los extremos o justo en medio.

En la electroforesis en gel, se emplea como base un gel semisélido, ofrece
resultados muy superior cuando tienen sustancias de alto peso molecular
(proteinas, ADN, ARN) . Los geles de agarosa y de poliacrilamida son los mas
ampliamente utilizados. La porosidad de la matriz de gel implica que la migraciéon
electroforética reflejara de una manera muy exacta las diferencias dimensionales de
los iones en movimiento. Otro factor que influye sobre la migracion es la forma
molecular. Una ventaja del método es que los geles pueden solidificarse en forma
de barras o como placas delgadas, son lo bastante firmes para manipularlos; son

transparentes y eso facilita la observacién de los materiales coloreados (25).




3.B.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

El concepto fundamental de la cromatografia es muy simple. Los materiales
son separados por una columna empacada con un soporte cromatografico llamado
fase estacionaria. La fase moévil (eluente) pasa a través de la columna y los

materiales disueltos en ella pueden interactuar con la fase estacionaria.

Esta interaccién o la falta de ésta provee las bases para la separacién . Si
no hay interacciéon los compuestos se moveran a la misma velocidad de la fase
movil y emergeran de la columna después que una cantidad considerable de

disolvente ha pasado a través de ella.

Algunos materiales seran atrapados totalmente por la fase estacionaria por
las condiciones iniciales para eluirlos requiere un cambio en la composicion de la
fase moévil. Esto puede hacerse con incrementos bruscos, (elucién por pasos) o

mas gradualmente (gradiente de elucién).

Esta técnica da magnificos resultados (excelente resolucién) en poco tiempo.

El método es aplicable a la separacion y el analisis de casi todo tipo de sustancias.

Las razones de popularidad de ésta técnica son su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la
separacion de especies no volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran
aplicabilidad a sustancias que son de primordial interés en la industria, en muchos

campos de la ciencia y para la sociedad en general. Algunos ejemplos de estos
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materiales incluyen los aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,

antibioéticos y una cierta variedad de sustancias inorganicas.

Para poder determinar los aminoacidos en la cromatografia liquida de alta
resolucién, es necesario recurrir a técnicas que incrementen la absorcion de luz
ultravioleta o fluorescencia para poder ser detectados por los diferentes tipos de
detectores utilizados. Estos procedimientos son conocidos como derivatizaciones y
se pueden realizar antes de la separaciéon cromatografica (pre-columna), o bien

después de la misma (post-columna) (26).

Derivatizacion pre-columna

Los derivados formados deben poderse separar con facilidad y ser altamente

fluorescentes

Cuatro reactivos son usados con tal fin pero algunos de ellos ocasionan

algunos problemas.

Los reactivos empleados son:

1. Fenilisotiocianato (PTH)

El fenilisotiocianato forma derivados feniltiocianatos (PTH) de los
aminoacidos libres en una forma similar a los derivados de cadenas polipeptidicas

en la llamada degradacién de Edman (ver anexo No.1).
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La separaciéon de los derivados PTH es muy eficiente y ha sido bien
desarrollada. Tambien la sensibilidad es bastante aceptable. El problema con el
uso del fenilisotiocianato para la separacién de aminoacidos por derivatizacién pre-
columna, es que las condiciones para convertir los aminoacidos protéicos en sus
derivados PTH no son simples y la conversion no es del 100 por ciento. Esta
dificultad radica en que los derivados PTH una vez formados son muy inestables.
La separacion debe hacerse tan pronto como sea posible después de la formacién
del derivado PTH. Esto introduce un elemento adicional de complejidad en el

equipo necesario, si se pretende automatizar el analisis.

2. Cloruro de sulfonil dimetil-amino naftaleno (cloruro de Dansilo).

La reaccién de Cloruro de Dansilo con el grupo amino de los aminoacidos
protéicos produce dansil-aminoacidos. La separacién de los derivados dansilados
de los 20 aminoacidos protéicos se realiza en una sola corrida o en columna de
fase reversa, pero algunas de las separaciones no son completas. Se necesitan
por lo general tres diferentes tipos de gradientes para su perfecta elucién. La
sensibilidad de deteccién, en este caso por fluorescencia, es excelente. En éste
método también existe un ligero problema con la reaccién de derivatizacién, las
condiciones son simples pero para obtener una conversién cuantitativa debe
utilizarse excesos grandes de cloruro de dansilo. E| exceso de reactivo es
hidrolizado para dar acido dansilsulfénico que se encuentra en exceso en
comparacion con los derivados dansilo-amino. Esto a menudo causa problema en

la deteccién ya que el acido dansilsulfénico es fluorescente.




3. O-ftaldialdehido (OPA)

El O-ftaldialdehido (OPA) también reacciona con el grupo amino de los
aminoacidos protéicos, que en presencia de determinados tioles forma un aducto

isoindélico.

La reaccion resulta efectiva en la presencia del 2-mercaptoetanol. Se
consigue una separacion adecuada y la deteccion es por fluorescencia. La
sensibilidad es buena. En algunos casos el reactivo da problemas con la formacién
de los derivados de la cisteina lo que determina poca sensibilidad hacia este
aminoacido y con la prolina, que no reacciona bajo condiciones normales. Si estos
aminoacidos no estan presentes, el método OPA es la mejor técnica de

derivatizacion pre-columna.

4. 9-Fluoronilmetil oxicarbonilo (FMOC)

El FMOC ha sido usado como reactivo bloqueador en la sintesis de péptidos
durante afos, recientemente ha demostrado muchas desventajas como los otros
reactivos derivatizantes. El FMOC reacciona con el grupo amino de aminoacidos
en solucion alcalina pero es diferente al OPA, éste reacciona bien con las aminas
secundarias, lo que significa que la prolina puede ser cuantificada. Los 20
derivados de los aminoacidos puede ser analizados con una simple corrida en una
columna de fase reversa en menos de 30 minutos. La resolucién es alta como con
los derivados PTH y significativamente mejor que con los de aminodansilo, pero el

exceso de reactivo debe ser eliminado con un paso adicional posterior a la
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derivatizaciéon. Por lo tanto, la reproducibilidad no es tan buena como con el OPA.
La presencia de un pico de reactivo es inevitable en el rango cromatografico util.
Ademés la arginina presenta una deriva en su tiempo de retencion con el
envejecimiento de la columna, y la detecciéon fluorescente de la cisteina y el

triptéfano es poco sensible.

Derivatizacién post-columna

Este procedimiento combina la separacion de aminoacidos por medio de una
columna cormatografica y la introduccién continua posterior del reactivo
derivatizante en el flujo de eluyente. Los compuestos son mezclados, y sometidos
a condiciones 6ptimas de reaccién (temperatura, tiempo, pH), para finalmente

detectar los derivados formados.

La separacion puede realizarse por columna de intercambio ionico usado en
HPLC. Los tiempos de separacion pueden reducirse utilizando gradientes de
elucion que pueden ser faciimente controlados con los equipos programables
disponibles en la actualidad. La temperatura de analisis es de 40 °C y puede ser

analizado con relaciones de flujos mas altas si esta presente el isopropano.

. Los reactivos empleados para la derivatizacion post columna:

ninhidrina, OPA y fluorosceina (26).
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3.B.5.1 APLICACIONES DE LAS DETERMINACIONES DE
AMINOACIDOS.

En Italia 1989, Stocchi V. realizé un estudio por medio de HPLC, sobre la

determinacion de aminoacidos primarios y secundarios utilizando la derivatizacion
pre-columna con (DABS-CI), la cual es sumamente sencilla y rapida (10 minutos a
70°C ). La separacion de los aminoacidos se realizé en 25 minutos utilizando una
columna LC-18. El propésito del estudio fue la determinacién de los aminoacidos
utilizando diferentes técnicas de hidroélisis de proteinas (HCI, acido metanosulfénica
e Hidréxido de sodio). Este método se puede realizar con pequefias cantidades de
proteinas (1 a 5 microgramos). Llegandose a la conclusiéon que el corto tiempo
del analisis, juntamente con su reproducibilidad y los niveles tan bajos de deteccion
(sensibilidad) , hacen de este método un excelente para la identificacion de
aminoacidos (27).
En 1992 Nagata et al, . Determinaron D y L aminoacidos en rifién de ratén por
medio de HPLC, derivatizando los aminoacidos con 1-fluoro-2 4-dinitrofenil-5-L-
alanina amida. Cada uno de los aminoacidos fue separado por HPLC de fase
reversa. Se obtuvo buena resolucién de los picos utilizando una columna
empacada con octadecilo. Este experimento se realizé para demostrar la
presencia de D-enantiomeros de alanina, prolina y serina en el rifion de raton
(28,29).

Por otro lado, se realizaron diferentes estudios sobre las proteinas presentes
en los cereales. La purificacién estas proteinas es sumamente dificil debido a su

heterogenicidad, baja solubilidad y tendencia a polimerizarse. En 1983 Bietz JA.
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Realiz6 un estudio sobre éstas proteinas por medio de HPLC. En el cual utilizo
una columna RP-18 usando acetonitrilo como modificador organico en presencia
de acido trifluoroacético, que dio como resultado la obtencién de una excelente
separacion de dichas proteinas (30,31).

Por medio de la cromatografia liquida de alta resolucién se han determinado
aminoacidos como cisteina y metionina en férmulas de infantes o pediatricas, las
cuales son importantes en particular en el sistema redox. Las férmulas pediatricas
se dividieron den tres grupos: alimentos basados en proteinas de maiz, basados
en caseina, y basados con soya (32).

Antes de las determinaciones de los aminoacidos, por medio de
HPLC, las proteinas fueron oxidadas con é&cido performico, este tratamiento
convierte a la metionina en metionina sulfénica y a la cisteina en acido cistéico.
Luego fueron hidrolizadas con HCI 6N y por ultimo derivatizadas con
(etanol: TEA:PITC).

Por otro lado se han realizado diferentes estudios sobre el aminoacido
esencial triptéfano.

Muchos métodos han sido desarrollados para la determinacién de triptéfano
de proteinas puras. Uno de los métodos mas utilizados es la técnica de HPLC con
detector UV. Antes de la determinacion de triptéfano se hidrolizan las proteinas por
medio de una hidrélisis basica. Los alcalis mas utilizados son: LiOH, NaOH y
Ba(OH)2. Este trabajo se aplicé para formulas pediatricas para la determinacion de

triptéfano por HPLC después de la derivatizacion con fenil tiocianato PITC (33,34).
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IV. JUSTIFICACION

La determinacién del patrén de aminoacidos de un alimento, es uno de los

primeros pasos para estudios tendientes a conocer el valor nutritivo del mismo.

La desnutricion proteinico - calérica, la cual es causada por deficiencias
alimenticias de proteinas y calorias, es un problema nutricional grave de la
poblacién guatemalteca. La promocién de la produccién de alimentos ricos en

proteinas de buena calidad puede contribuir a resolver este problema.

En el pais como en la regién centroamericana no existen instituciones que

realicen analisis para determinacién de aminoacidos en alimentos.

El presente trabajo servirda como base para establecer un método para la
determinacion de los patrones de aminoacidos en alimentos en forma rutinaria en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Con esto ademas de favorecer trabajos de investigacion y la presentacién de este
servicio, se estara formando recurso humano capacitado para realizarlo asi como

se estara elevando el nivel académico de cursos en los cuales incluye esta

metodologia en sus contenidos programaticos.
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V. OBJETIVOS

General

Implementar un método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
de fase reversa con derivatizacion pre-columna y deteccion de fluorescencia para la

determinacién de patrones de aminoacidos en los alimentos.

Especificos

e Optimizar y evaluar la hidrélisis de alimentos como paso previo a su

analisis cromatografico.

e Optimizar la derivatizacion de los aminoacidos de un hidrolizado
utilizando Orto - ftaldialdehido, 2-mercaptoetanol (OPA/ mercaptoetanol)

como agente derivatizante.

e Optimizar y validar las condiciones cromatograficas para el analisis
simultaneo de derivados fluorescentes de OPA de los aminoacidos

presentes en un hidrolizado.

e Aplicar la técnica implementada y validanda para el analisis de dos

plantas alimenticias autéctonas de Guatemala y un alimento preparado a

base de una de estas plantas.




V1. HIPOTESIS

Por ser un estudio descriptivo no es necesario aceptar o rechazar una

hipotesis.



VIl. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo

Contenido de aminoacidos presentes en muestras de alimento.
Recursos
¢ Humanos
Br. Karen Darlene Valenzuela (Estudiante de la carrera de Quimica Biologica)
Dr. Rubén Velasquez (Asesor)

Personal de Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia

USAC.
» Institucionales
LABORATOR\OS

Laboratorio de Investigacion del Departamento de Bioquimica . Facultad de

Ciencias Quimica y Farmacia .

Laboratorio de Bromatologia. Facultad de Veterinaria y Zootecnia USAC.
BIBLIOTECAS

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Instituto de Nutricion de Centroamérica y Panama (INCAP)

e Econémicos

El equipo de laboratorio (cromatégrafo, integrador y demas equipo), parte de

reactivos, cristaleria Yy muestras a analizar fueron proporcionados  por el
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Departamento de Bioquimica. Otra parte de reactivos fue donado por el Laboratorio

de Bromatologia del la Facultad de Veterinaria.
» Materiales
Reactivos
- Borato de sodio 0.5 M pH 9.5 (tetraborato de sodio, HCI 1N)
- Reactivo OPA/mercaptoetanol (orto-ftaldialdehido, metanol, 2-mercaptoetanol)
-HCIO0.7S N
- Acetato de sodio S0mM
- Metanol HPLC
- Solucién HCI 0.1N
- Solucién NaOH 0.1N
- Solucién NaAc - MeOH (74:26%)
- Agua HPLC
Equipo de Laboratorio
Sistema de HPLC Merck-Hitachi, consiste en:
- Bomba HPLC Modelo L-6200A
- Detector Merck Hitachi Modelo F-1050 Fluorescente con una lampara HG-XE
- Integrador Merck Hitachi Modelo D-2500
- Columna: Merck Lichrocart 100 R-18 Sum ID 250 x 4 mm

- Inyector Reodyne, modelo 7125 LC Organizer, con loops de 20 y 200 ul.



- Balanza analitica y semianalitica, marca MD Toledo modelo 10036 y 10146.

- Potenciémetro

- Estufa

- Agitador Vortex Lab-line Intruments Inc. Modelo 1190 serie 095-0075
- Equipo especial para filtracion y desgasificacion de solventes .

- Membrana de filtracion Whatman (0.45 um) Nylon 47mm de diametro
- Centrifugadora Clinica Modelo Cl| Serie 18965p-4

Cristaleria

- Balones aforados de 25 y 10 ml

- Vasos de precipitacion 25, 50, 100, 250 y 1000 ml de capacidad

- Probetas 10, 25, 100, 500 y 1000 ml

- Agitadores magnéticos

- Pipetas volumétricas 1, 5y 10 ml

- Agitares magnéticos

- Micropipetas ajustables con capacidad de 500 ul , 250 ul, 100 ul y S0 ul.
- Viales de polietileno tipo Eppendorf

- Kitasato de 1 litro

- Equipo especial para Filtracion y desgasificacion HPLC



PROCEDIMIENTO

Para la implementacién de la técnica de HPLC para la cuantificaciéon de

aminoacidos de alimentos se procedié de la siguiente manera:

1. Se establecié6 un método para la hidrélisis acida de las proteinas de
muestras alimenticias. Para tal fin se utilizé un protocolo utilizado en el
Departamento de Alimentos de la Universidad de Valencia (35). La
hidrélisis se probé con muestras que presentaron distintas matrices
(harina de pescado, harina de soya, salchicha). Se evalu6 la temperatura

y tiempo de hidrélisis, asi como la repetibilidad.

2.Con los hidrolizados obtenidos, se probé un procedimiento de
derivatizaciéon, el cual ha dado resultados o6ptimos con patrones
conteniendo mezclas de diecinueve aminoacidos proteicos (46). Se
evalué la concentracién del compuesto derivatizante (OPA). Ademas se

evalué la repetibilidad de la derivatizacion.

3. Con los derivados generados con los hidrolizados, se evalud el analisis
cromatografico. Se evalué la presencia de picos inespecificos, que

puedan interferir con la separacion o deteccion de los aminoacidos .

4. Para la validacién del método, se analizé repetidamente muestras patréon
de aminoacidos. Los resultados de estos analisis se analizaran

estadisticamente para establecer los valores de los siguientes parametros:
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Linealidad, repetibilidad, reproducibilidad, sensibilidad, limites de

cuantificacion y exactitud o porcentaje de recuperacion.

Optimizacion de la Hidrdlisis:
e Se pesa 0.0432g de la muestra , se le agrega 2.5 ml de HCI 6N, se dejan las
muestras durante 24 horas a 110° C. Al finalizar este periodo se enfrian las

muestras a temperatura ambiente y se filtran con papel Whatman . Se llevan a

un volumen de 10 ml con agua destilada.

e Las muestras se guardan en congelaciéon a -10 °C o en refrigeracion si el

hidrolizado se analiza como maximo en los dos dias siguientes.

Optimizacion de la derivatizacion:

e Se pipetean 200 ul de la muestra hidrolizada y filtrada , se le agrega 200 ul de

buffer de boratos. Se agita durante 10 segundos

e Luego se le agrega 50 ul de OPA/mercaptoetanol (25 mg de ortofenildialdehido,
2.2 ml de metanol , 200 ul de buffer de boratos y 25 uL de mercaptoetanol), se
agita de nuevo 10 segundos y se deja reposar durante 210 segundos (3’ 30"

minutos).

e Seagrega 100 ul de HCI 0.75N y se agita durante 10 segundos.



e Se toma una alicuota de 50 ul y ésta se diluye en 500 ul de NaAc/MeOH .

¢ Se inyecta 20 uL de esta mezcla (35).

Condiciones Cromatogréficas.

Una vez optimizadas las condiciones con las cuales se obtuvo el derivado,
se procedié a establecer las condiciones cromatograficas para la separacién e

identificacion de los aminoacidos presentes de los alimentos.

o Parametros del Integrador

!_:_ngqcidaddé.fpapel:. _: Ez.s mi/min i
Aeruacitn |7 |
ildentfﬁcac.‘éndel pico:  ; | Tiempo de retencién i
EPtcosTraslapados | . | Todos

Escalcetomp: s |
Fommtbdefmpres.'on - |Numero del pico,!

Tiempo de retencién !

(tr), Area y
Altura

Impresién delpico: |Identificado

Tiempo del anéfisis: |60.00minutos
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Tabla No. 10

Gradiente de elucion para realizar la separacion de aminoacidos

Deteccién: EX 330/EM 450

| nmin) | %A ! %E . wuc FLUJO (mi/min)
| 0 I ‘ 0 74 1.0 |
| 10 2% | o |74 10 |
| 25 38 B 62 | 1.0 |

30 s | o | s | 1.0 |
| 40 - o | 55 1.0 |
| 50 o, [ Sel | % | 1.0 |

55 75 0 ' 25 \ 1.0 g
59 100 o | o | 10 |
| 60 | 26 | o 1 74 | 1.0 !
65 % b 50 74 1.0 |

A: metanol. B: agua; C: acetato de sodic

Validacion del Método

Inyectar muestras de los siguientes aminoacidos estandares: tirosina,
triptéfano, alanina, metionina, fenilalanina, acido glutamico, acido aspartico,

cisteina, lisina, serina, asparagina, treonina, isoleucina, leucina, histidina y valina

* Linealidad: Inyectar la mezcla de aminoacidos, nueve distintas

concentraciones en un rango de 2.56 x 107 - 0.1 mg/ml.
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' _Repetibilidad: Inyectar siete veces seguidas la misma muestra en el
mismo dia (dicha muestra debe ser de una concentracién conocida y

ubicarse en medio de rango de concentraciones anteriormente dicho).

Reproducibilidad: Inyectar la misma muestra siete veces en dias

diferentes.

e Sensibilidad: Determinar la concentracion maxima detectable y minima

detectable realizando inyecciones de concentraciones conocidas.

¢ Limites de cuantificacion:

e Limite inferior: Extrapolacion de datos obtenidos a partir de

linealidad.

e Limite superior: El aparato indicé la concentracién over, o sea
cuando sobrepase los limites de la concentracién maxima

detectable (36).

o Exactitud o porcentaje de recuperacion:

Para esto se hidrolizaron y analizaron muestras de harina de soya
enriquecidas con 0.04 g de isoleucina, 0.01g de serina, 0.01g de triptéfano y

0.01g de fenilalanina. Estos resultados fueron comparados con las muestras
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de harina se soya no enriquecidas. El porcentaje de recuperaciéon se calculéd

de la siguiente forma:

% de recuperaciéon = m Enriquecida - m no Enriquecida X 100

gramos de enriquecimiento

Los porcentajes de recuperacion de aminoacidos enriquecidos se

muestran en la tabla No. 6 de resultados.
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1 HIDROLISIS

Para optimizar y evaluar la hidrdlisis de los alimentos, como paso previo a su analisis cromatografico,
se estudio el efecto del tiempo sobre la hidrélisis de la harina de soya y de pescado. En las gréficas 1y 2
se muestra la concentracion de doce distintos amincéacidos, luego de hidrolisis acida (HCI6N a, 110°C ) a
distintos tiempos (12 - 36 hrs.). Para la harina de soya, el tiempo optimo de hidrolisis fue de 24 hrs; mien-
tras que para la harina de pescado no se tiene un patrén similar para todos los aminoacidos.

GRAFICA No. 1
EFECTO DEL TIEMPO EN LA HIDROLISIS ACIDA (HCI 8N, 110°C)
DE LA PROTEINA DE HARINA DE SOYA
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conlinuacion de Gréfica No. 1 ( Efecto del tiempo sobre la Hidrolisis Acida de la proteina de soya)
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GRAFICA No. 2
EFECTO DEL TIEMPO EN LA HIDROLISIS ACIDA (HCI 6N, 110°C)
DE LA PROTEINA DE HARINA DE PESCADO
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Continuacion Gréfica No. 2 | Efecto del tiempo sobre la Hidrolisis Acida de fa Proteina de Harina de Pescado)
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2 DERIVATIZACION:

o0

Para optimizar las condiciones de derivatizacion , se estudié el efecto de la concentracion de QPA
y la relacién moles de aminoacido a moles de reactivo (OPA) sobre el rendimiento de la formacior
de derivados fluorescentes (fluorescencia). Para esto se analizo una solucién patrén con 15 ami-
noacidos, utilizando distintas concentraciones de OPA en la mezcla de reaccion.

GRAFICA No. 3
Comportamiento de una solucién patrén con 15 aminoacidos ( 0.4 ug/ml ) expuesta a diferente:
concentraciones del agente derivatizante OPA/2-mercaptoetanol
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< Continuacién Grafica No.3 ( Comportamiento de una solucion patrén expuestas a diferentes concentraciones de OPA)
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- Continuacién Grafica No.3 ( Comportamiento de una solucién patron expuestas a diferentes concentraciones de OPA )

[

=] Fenilalanina Isoleucina
! 2000000 | ! 2500000
: et || l
‘ 1500000 + N 2000000 +
11~ ' @ 1500000 +
' 8 1000000 + 1] 8 |
| < ; : < moooooT
| 500000 + : 500000 4
; 0 PSS 3 bsinibibiiid | 0 ! WL T 3 }
515 10.3 20.61 | ! 515 10.3 20.61 |
Concentracion OPA mg/ml i ; Concentracion OPA mg/mi
o Whle Boeat e i Il e e B
Lisina
1250000 +
. 1200000 ‘
; § 1150000 + ;
& 1100000‘- L
1050000 $
i 1000000 -
- 950000 ——
ol 515 10.3 2061 |

Concentracion OPA mg/ml




o3

TABLA No. 1
Total de umoles de 15 aminocidos presentes en una solucién patron
a una concentracion de 0.4ug/m|

ORI s
Acido Aspartico 6.10E-04
Cisteina 6.60E-04
Acido Glutamico 5.44E-04
Asparagina 6.05E-04
Serina 7.54E-04
Histidina 5.16E-04
Treonina 5.14E-04
Metionina 5.36E-04
Tirosina 4 42E-04
Triptéfano 3.92E-04
Alanina 9.00E-04
Valina 6.82E-04
Fenilalanina 4.84E-04
Isoleucina 6.10E-04
Lisina 5.14E-04
TOTAL 8.76E-03
TABLA No. 2

Cantidad de umoles del reactivo OPA que reacciona
con umoles de aminodcidos presentes en una solucion
patrén (0.4 ug/ml)




3 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
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continuacion Separacion de picos

Se observan picos separados para cada uno de los aminoacidos con separacion éptima entre ellos
cen excepcion de Acido asartico y Cisteina que difieren Unicamente en 0.84 minutos en tiempo de reten-
cion. Los tiempos de retencion de los derivados fluorescentes de los aminoaacidos se presentan en la
tabla No. 3

TABLA No. 3
Identificacion de aminoacidos estandares
Aminoacido Tiempo de Retencion
minutos +2

Acido Aspartico 3.83
Cisteina 4,67
Acido Glutamico 579
Asparagina 7.06
Serina 13.23
Histidina 16.38
Treonina 21.46
Metionina 2415
Tirosina 2995
Triptéfano 34 54
Alanina 36.51
Valina 48.62
Fenilalanina 49 .43
Isoleucina 52.03
Lisina oo




3.2 VALIDACION:

Linealidad:

00

Los resultados del analisis de soluciones patron de 15 aminoacidos, cada uno con concentraciones
entre 2.56 ng/ml a 20 ug/ml muestran lineas rectas (r > 0.99) al graficar las concentraciones en el eje
de las abscisas versus la fluorescencia (areas del pico) en el eje de las ordenadas. Los aminoacidos
Tirosina (r=0.75) y Lisina (r = 0.45) , no muestran un comportamiento lineal.

Grafica No. 5
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Continuacion Grafica No. 5 (Linealidad de/ Método)
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TABLA No. 4
RANGO DE LINEALIDAD DE 14 AMINOACIDOS PATRONES

AMINOACIDOS RANGO DE LINEALIDAD] COEFICIENTE
mg/mi DE

concentracion maxima 0.02|CORRELACIO
Acido Aspartico > 0.000032 0.99
Acido glutamico > (0.000032 0.99
Asparagina > 0.0000064 0.99
Serina > 0.0000064 099
Histidina > 0.0008 099
Treonina > 0.00016 099
Metionina > 0.00016 099
Tirosina > 0.00016 075
Triptéfano > 0.00016 0.99
Alanina > 0.000032 099
Valina > 0.00016 0.99
Fenilalanina > 0.0000064 0.99
Isoleucina > (0.0000064 0.99
Lisina > (0.000032 0.45




Reproducibilidad:
Los resulados del analisis repetido, de una mezcla de 15 aminoacidos a una concentracion de

160 ng/ml, produjeron porcentajes de error estandar entre 7 y 34, lo cual puede observarse en
la tabla No 5. En el mismo estudio para los analisis realizados en dias diferentes mostraron
porcentajes de error estandar de entre 0.6-9 por ciento.

TABLA No. 5
Resultados de la reproducibilidad en un mismo dia, al analizar una solucion
patrén de 13 aminodcidos, cada uno en una concentracién de 160 ng/mi
realizado en un dia, durante tres dias consecutivos

Acido Aspartico S
Acido glutamico 13 5
Asparagina 25 o
Serina 34 3
Histidina 29 9
Treonina 15 2
Metionina 23 2
Tirosina T 1
Triptofano 7 06
Alanina 28 S
Valina 20 1
Fenilalanina 21 2
|soleucina 22 5

* (DS/X) x 100

09
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Exactitud o porcentaje de recuperacion

El porcentaje de recuperacion obtenido de cuatro aminoacidos estudiados,vario de entre 28 y 94%
Los aminoacidos Isoleucina y Serina presentaron porcentajes de recuperacion altos mientras que
los aminoacidos Triptéfano y Fenilalanina porcentajes bajos como se muestra en la tabla no 6

Tabla No. 6
Porcentaje de recuperacion de 4 aminoacidos en muestras enrriquecidad de Harina de Soya
depués de su hidrélisis

13756882

soleucina

Serina 395359 23447409
Triptéfano 356652 1469181

Fenilalanina 5620277 8032350

Limites de Deteccién y Limites de cuantificacion

La concentracién minima detectable fue de 2.56 E-05 ng/ml. A esta concentracion fueron detectables
los 15 aminoéacidos pero cuantificables solo 6 debido a que por el tamafio y forma del pico, no
permitid conocer con exactitud los picos generados por esas cantidades

Los limites de deteccidn, calculados para una razén sefial:ruido de 3:1 estan expuestos en la
tabla No. 6 para cada uno de los aminoacidos.

TABLA No.7
LIMITES DE DETECCION PARA 15 AMINOACIDOS PROTEICOS
(razén sefal:ruido de 3:1)

Acido Aspartico 0.68
Cisteina 0.15
Acido Glutamico 111
Asparagina 0.09
Serina 042
Histidina 0.06
Treonina 1.03
Metionina 0.07
Tirosina 0.01
Triptéfano 0.48
Alanina 0.68
Valina 017
Fenilalanina 0.35
Isoleucina 0.56
Lisina 8.15




R e

’ ' 4, APLICACION:

El método implementado se aplicé en dos plantas autéctonas y dos
alimentos comunes de la poblaciéon guatemalteca, determinandose el patrén de
’ aminoacidos para cada uno de éstos. En las tablas 8 y 9 se presentan los patrones
de aminoacidos de los alimentos, expresados como mg de aminoacido/g de
proteina y de mg de aminoacido/g de alimento, respectivamente.

Tabla No. 8
Patrén de Aminoacidos de algunos alimentos (mg de aminoacido/ g de proteina)
determinados con la técnica establecida

;Ac';éﬂ"a“s';’s?éza | 045 | 00037 | 0126 | 0.05

iCisteina 296 0.0667 | 0.022* n.d

| Acido glutamico 1 054 | nd 03013 | 1.22 |
\Asparagina | 02933 | 00047 | nd | n.d |
' Serina 00002 | nd 00642 0.04

%Histidina 18 0.0134 00363 | 0.05 l
| Treonina | 0.33 | 0.068 0.182 i 0.35 .
EMetionina | 01667 | 00043 2,07 | 0.04 |
' Tirosina *! 17.25 | 0.499 4517 | 5.2 |
i Triptéfano i 0.0017 n.d | 0.14 ‘r 0.001 1
Alanina | 0427 | 0014 0.056 | nd |
'Valina | 015 | 0002 | 0.025 | 0.03 |
Isoleucina \ 0657 | 0038 | 0041 | 009 |
} Lisina 049 | nd 1.22 | 0.42 |
i Fenilalanina : n.d 1 0.006 00327 | 0.03 ‘

n.d = no detectado
* = dato no confiable por los valores obtenidos de la curva de calibracion



Tabla No. 9

Patrén de aminoacidos de algunos alimentos (mg de aminoacido/ g de alimento)

'Acido aspartico

13.88 0.10 5.84 ‘ 0.587 |
cisteina 91.28 180 | 1.00* i n.d
' Acido glutamico 16.65 n.d ’ 13.72 ; 15.33
| Asparagina | 9.04 0.13 | n.d | n.d |
Serina ‘ 6x10° | nd | 2.9 | 0.47
' Histidina | 4934 | 036 | 1.65 | 0.679 |
| Treonina 1017 | 183 8.28 L g |
'Metionina ; 5.14 0.12 12.36 | 0.553 |
' Tirosina . 5369 | 1346 36.21 | 21.3 '
| Triptofano . 0.052 } nd 7.37 l 0.1 ,
Alanina 1317 | 038 | 255 % n.d |
'Valina 463 | 005 l 1.14 | 0.446
Isoleucina 2026 | 103 | 187 R T
Lisina 15.11 | nd . | 555 | 5.31 '
Fenilalanina | nd 016 ’ 1.49 . 039

n.d = no detectado

* = dalo no confiable por los valores obtenidos de la curva de calibracion




IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Como primer paso para la implementacion de la técnica de determinacion
del patréon de aminoacidos en un alimento, es necesario conocer el tiempo 6ptimo
al cual se debe someter el alimento a hidrélisis acida. Los factores que mas
influyen en la hidrélisis de las proteinas son: concentracion del acido, tiempo y
temperatura de hidrélisis. Estudios previos (35) han demostrado que el acido
clorhidrico 6 N y la temperatura de 110 °C son 6ptimas para lograr la hidrélisis total
de proteinas contenidas en un alimento. El tiempo de hidrélisis con las anteriores
condiciones es un factor que debe ser controlado, ya que tiempos menores al
6ptimo puede determinar que no todos los enlaces peptidicos sean hidrolizados,
con la consecuente subcuantificacion de aminoacidos. Por el contrario, si el tiempo
excede al 6ptimo, se puede causar la degradacién de aminoacidos, con lo cual, de
igual manera, se subestima la cantidad de aminoacidos presentes en el alimento.

Para conocer el tiempo 6ptimo de hidrélisis, se utilizé6 harina de soya y de
pescado. Estos productos alimenticios, por separado, fueron hidrolizados (HCI 6 N,
110 °C) durante lapsos que variaban entre las 12 y 36 horas. En el hidrolizado de
harina de soya obtenido después de 24 horas de hidrélisis, se encontraron las
mayores concentraciones de cada uno de los aminoacidos ( Ver grafica No. 1). Las
graficas para cada uno de los 14 aminoacidos analizados, muestran un incremento
de la concentracién en funcién del tiempo, cuando la hidrélisis transcurrio en

tiempos menores a 24 horas. Después de ese tiempo, las concentraciones
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declinaron, sobre todo en aquellos aminoacidos reportados como poco estables
bajo las condiciones de hidrélisis (ej. fenilalanina y triptéfano). Por otro lado, para
la harina de pescado se observaron distintos tiempos éptimos de hidrélisis para
cada aminoacido. Estos fueron de 24 horas para 7 de los aminoacidos (acido
aspartico, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina y fenilalanina), mientras que
para otros fue mayor (acido glutamico, e histidina) o menor (lisina y metionina). En
la harina de pescado se han reportado cantidades considerables de aminas
biogénicas, estas poseen reactividad y comportamiento cromatografico similar a los
aminoacidos, con lo cual pueden interferir en la formacion de derivados
fluorescentes con el reactivo de OPA y/o con la separaciéon cromatografica de los
mismos. Otro factor que puede influir es el mayor numero relativo de tipos de
proteinas en la harina de pescado. Si proteinas distintas se comportaran de forma
diferentes a la hidrélisis acida, esto podria explicar los resultados obtenidos.
Posterior a la hidrélisis de los alimentos se optimizé la derivatizaciéon. Esta
se basa en la reaccién entre el grupo amino primario de un aminoacido y el o-
ftaldialdehido, en presencia de un reductor (beta-mercaptoetanol). El producto de
esta reaccion es un isoindol substituido que posee fluorescencia ( Ver anexo No. 3).
Para que todos los aminoacidos presentes en un hidrolizado reaccionen, se debe
contar con la concentracién adecuada de OPA. Para determinar esta se realizé un
estudio en el cual se probaron distintas concentraciones de OPA en la mezcla de
reaccion (5.15, 10.3 y 20.61 mg/ml). Con cada una de las concentraciones
mencionadas se hizo reaccionar una mezcla patrén de 15 aminoacidos, cada uno

en una concentracién de 0.4 ug/ml. A medida que se incrementé la concentraciéon



de OPA, aumentaba en forma no considerable la fluorescencia, excepto para los

aminoacidos asparagina, metionina y valina, para los cuales se obtuvo
fluorescencias menores con la mayor concentracion de OPA (Ver grafica No.3).
Estos resultados nos permiten apreciar que la concentraciéon de OPA mas
adecuada para realizar la derivatizacion es de 10.3 mg/ml. El calculo de la relacién
moléculas de aminoacido : moléculas de OPA permite conocer que en cada una de
las concentraciones utilizadas, el reactivo OPA estaba en exceso, condicion
necesaria para permitir la derivatizaciéon de todos los aminoacidos presentes. Para
que se alcance una formacién 6ptima de los derivados fluorescentes, por cada

molécula de aminoacido debe haber alrededor de 500 moléculas de OPA.

Una vez obtenidos los derivados fluorescentes de los aminoacidos, estos
son analizados por cromatografia liquida de alta resoluciéon. Se inyectan los
mismos en un cromatégrafo liquido, la mezcla se fracciona por medio de una
columna, de donde eluyen en forma separada. El eluido se hace pasar por un
detector de fluorescencia, el cual envia sefiales al detector. El paso de un
compuesto fluorescente, genera un pico, cuya altura y area es proporcional a la
intensidad de la fluorescencia y consecuentemente a la cantidad o concentracion
del derivado. El orden de elucién de los derivados correspondié con su polaridad,
eluyendo primero los polares: acido aspartico, cisteina, acido glutamico,
asparagina, serina, histidina y treonina. Seguido por los apolares : metionina,

tirosina, triptéfano, alanina, valina, fenilalanina, isoleucina y por ultimo lisina el cual



teniendo caracteristicas polares, eluyé de ultimo por tener dos grupos amino, lo
que disminuye su polaridad ( Ver Grafica No. 4 A).

Cada aminoacido eluye a un tiempo especifico (tiempo de retencién, tg). El
tiempo de retencién permite la identificacion de los aminoacidos presentes en una
muestra. Para conocer el tiempo de retencion de cada aminoéacido, se analizaron
mezclas por separado de derivados fluorescentes de aminoacidos protéicos.
Posteriormente, se analizaron mezclas conteniendo hasta 15 derivados de
aminoacidos. Con las condiciones cromatograficas utilizadas, se obtuvo una buena
separacion de los derivados, los cuales presentaban distintos tiempos de retencién.
En el caso del acido aspartico y cisteina, los tiempos de retencién difieren
unicamente 0.84 minutos, lo cual dificulta la identificacién y cuantificacion de la
cisteina (por ser un pico con area y altura mas pequefias que el aminoacido acido
aspartico).

En la Grafica No. 4 B se observa un cromatograma de harina de soya picos
del hidrolizado que permiten identificar aminoacidos presentes. No se observan
picos inespecificos que pudieren interferir con la identificacion de los aminoacidos
presentes. No se pudo establecer los tz de los aminoacidos: glutamina, arginina,
leucina y glicina por carecer de patrones de los mismos; esto no permitié identificar
a los picos correspondientes en el cromatograma del hidrolizado de harina de soya.
Sin embargo, tomando en consideracion su estructura y polaridad, se puede
suponer que el pico cuyo tz es de 13.71 que se observa en la grafica 4 B es muy
probable que sea el aminoacido glutamina. En el rango de tiempo de retencion de

6.28 - 7.24 se observan algunos picos, uno de los cuales puede corresponder a la



arginina. Lo mismo puede inferirse con los picos cuyo tz es de 195 y 38 que
corresponderian a glicina y leucina, respectivamente. La Prolina no reacciona con
OPA/2-mercaptoetanol por ser un iminoacido. Esto quiere decir que no tiene el
grupo amino libre para poder formar derivado fluorescente.

Una vez optimizadas las condiciones de hidrélisis, concentracion del
reactivo y cromatograficas, se continuo con la validacién del método empezando
con el parametro de linealidad. Para esto se preparé una serie de soluciones
patrén de aminoacidos en una concentracién de entre 2.56 ng/ml a 20 ug/ml. A
estas soluciones se les realizé el analisis cromatografico. A partir de las areas de
los picos que produjeron cada uno de los aminoacidos en cada una de las
concentraciones, se graficaron curvas de calibracién y se calcularon los
coeficientes de correlacion. De catorce aminoacidos determinados, se obtuvieron
coeficientes de correlacion ( r ) de 0.99 para doce de éstos. Mientras que para los
aminoacidos (tirosina y lisina) se obtuvieron valores de coeficiente de correlacion
de 0.75 y 0.45 respectivamente ( Ver grafica No. 5).

Los rangos de concentraciones utilizados para la determinacion de la
linealidad del método, estan muy cercanos a la concentraciéon de los aminoacidos
presentes en los alimentos estudiados, incluso en aquellos con altos contenidos de
proteinas como es el caso de la harina de soya. Esto significa que a partir de las
curvas de calibracién mencionadas , se puede determinar la concentracion real de
cada uno de los aminoacidos presentes en el hidrolizado, y asi calcular el contenido

de aminoacidos en el alimento.
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A partir del estudio realizado de linealidad se calculé la concentracion
maxima detectable de 100 ug/ml. A esta concentracién los picos sobrepasan el
limite de la sefial del detector.

Usando una razén de 3 :1 como sefial : ruido, se encontré que los limites de
cuantificacion para las muestras patron de 14 aminoacidos se encuentra en el
rango de entre 0.01 -1.11 ug/ml. Ver tabla No. 7

Para evaluar la exactitud o porcentaje de recuperacién de la técnica, se
prepararon soluciones patrén de cuatro aminoacidos (triptéfano, fenilalanina, serina
e isoleucina). Estas soluciones fueron agregadas a muestras de harina de soya
(enriquecimiento). A este alimento enriquecido, se hidrolizé, derivatizé y se le
realizé el analisis cromatografico. Para los aminoacidos mencionados, se comparé
el pico en muestras enriquecidas y no enriquecidas y se calculé el porcentaje de
recuperacion, obteniendo un amplio margen de 28 a 94 por ciento (ver tabla no.6).
Los aminoacidos triptéfano y fenilalanina, reportaron porcentajes de recuperacion
de 27 y 28 respectivamente. Esto significa que hubo una pérdida de
aproximadamente tres cuartos de la cantidad inicial agregada de cada uno de
éstos. Lo cual puede deberse a que ambos aminoacidos una vez liberados por la
hidrélisis acida a la que son sometidos, son destruidos facilmente en el lapso de 24
a 30 horas ( Ver grafica No. 1). Por el contrario los porcentajes de recuperacion de
los aminoacidos serina e isoleucina, fueron de 88 y 94 respectivamente (Ver tabla
No. 6). Se puede observar en la grafica No. 1 que el comportamiento de estos
aminoacidos, después de haber experimentado una hidrélisis de 24 horas,

permanecen mas estables. Si se hubiese realizado dicho estudio con otros
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aminoacidos como acido aspartico, el porcentaje de recuperacién debera ser
mucho mas alto (cercano al 100 por ciento) por la estabilidad que presenta dicho
aminoacidos. Con estos resultados se recomienda que se debe tener cuidado en el
tiempo de hidrélisis de un alimento, el cual estrictamente debe de ser de 24 horas.
Para evaluar la reproducibilidad del método, se analizé repetidamente (n=7)
una mezcla patréon conteniendo 15 aminoacidos en una concentracién de 160
ng/ml. Este ensayo se repiti6 durante tres dias diferentes para evaluar la
reproducibilidad entre dias. Con los resultados obtenidos se calculé el porcentaje
de error estandar, este vari6 de entre 7 y 34, para tirosina y serina
respectivamente. Mientras que la reproducibilidad entre dias fue de 0.6 a 9 por
ciento de error estandar para triptéfano e histidina. Ver tabla No. 5. Esta aparente
contradiccién se explica al observar los resultados de los siete analisis sucesivos.
Se puede observar que existe muy poca variacién entre los analisis y de la cuarta
inyecciéon en adelante el valor detectado de cada aminoacido tiende a disminuir.
Esta disminucién observada puede deberse después del tercer analisis con la
consecuente pérdida de poder de resolucién, la deformacién de los picos y
dificultados de integracion o calculo de las areas bajo los picos. Otras
posibilidades consistirian en la leve degradacion del reactivo OPA/mercaptoetanol
y/o de los aminoacidos a ser analizados. Estos cambios indeseables podrian ser
solucionados incrementando el tiempo entre inyeccion e inyeccion, lo que
permitiria regenerar y estabilizar la columna. Ademas seria recomendable
mantener el reactivo de OPA y aminoacidos a ser analizados en bafio de hielo y

cubierto de la luz.




El método descrito fue aplicado para la determinacién del patrén de

aminoacidos en los alimentos: harina de soya, gushnaii, chomtee, ambas plantas
comestibles nativas de Guatemala y para salchicha de ternera ( Ver tablas 8 , 9
anexos 4, Sy 6).

Los resultados fueron reproducibles, con la excepcion de los analisis
realizados en la harina de pescado ( Ver grafica No. 2). En esta se observé una
gran variacién en los resultados obtenidos, lo cual es consiguiente con el

comportamiento observado al estudiar el efecto del tiempo sobre la hidrélisis acida.

Los resultados obtenidos no se pudieron comparar con estudios anteriores
que reportan el patron de aminoacidos en alimentos, debido a que no explican la
forma de hidrélisis a la que expusieron los alimentos y cual fue la técnica que
utilizaron posteriormente para determinar el patrén de aminoacidos presentes ( Ver

anexo No. 7).
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X. CONCLUSIONES

. Para determinar cuales y en qué cantidad estan presentes los aminoacidos en
los alimentos, el tiempo éptimo de hidrélisis de los alimentos es de 24 horas en

medio (HCI 6 N) y a una temperatura de 110 °C

. Para la derivatizacién con el reactivo orto-ftaldialdehido / 2-mecaptoetanol (OPA),
es necesario ajustar las condiciones para que por cada molécula de aminoacido

existan alrededor de 500 moléculas de OPA.

. Con las condiciones cromatograficas descritas se obtuvo una separacion de
quince aminoéacidos cuando se analiza una mezcla patrén o un hidrolizado de un

alimento.

. La técnica validada de HPLC, para la determinacién del patron de aminoacidos
presentes en los alimentos, posee valores aceptables de reproducibilidad,

linealidad, exactitud, limite de detecciéon y limite de cuantificacion.

. La técnica puede ser exitosamente aplicada para la determinacion del patron de
aminoacidos en los alimentos como: harina de soya, chomtee, gushnaii y

salchicha de ternera.




XI. RECOMENDACIONES

1. La Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia debe de establecer y brindar a
centros interesados, el servicio de determinacién del patrén de aminoacidos en
los alimentos, el cual sirve para velar el bienestar y la salud nutricional de la

poblacién guatemalteca.

2. Continuar con estudios que verifiquen la calidad nutricional de los alimentos,

para que los guatemaltecos ingieran en su dieta, alimentos con altos contenidos

de nutrientes y asi mejorar su calidad de vida.
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Xlll. ANEXOS

ANEXQO No. 1

ALGUNOS ASPECTOS DE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

1. INSTRUMENTACION

Las partes fundamentales de un cromatégrafo liquido de alta precisién son:

1. Recipientes con solvente
2. Sistema de bomba de alta presion
3. Inyector de alta presion
4. Columna
5. Detector
6. Reproductor de sefial
BOMBAS:

Una variedad de bombas son obtenibles para cromatégrafos liquidos. Estas
bombas son disefiadas para forzar una variedad de solventes sobre la columna
densamente empaquetada. A causa de la alta resistencia a flujo sobre la columna,
las bombas pueden circular a altas presiones, obteniendo un exceso de 1,000 psi.
Algunas bombas son capaces de operar a presiones arriba de 8,000 psi, pero
aplicaciones en las que se requiere presiones altas SON poco comunes. Sin
embargo, estas son dos desventajas para tener un sistema de bombeo con
capacidad de alta presién. Primero, bombas con alta presiéon tienen menos

problemas de trabajo a bajas presiones: pueden tener mas duracién y no induce a




variaciones en flujo. También, otra ventaja es que es posible utilizarlas a altas

velocidades de flujo para disminuir el tiempo de analisis en una separacién.

Existen dos formas de clasificar los sistemas de bombeo : de presiéon

constante y de desplazamiento constante.

a. Bombas a presion constante: Estos son tipos de bombas de presién constante.
Este tipo de bombas son usados en algunos cromatégrafos, sin embargo estas
causan algunos problemas ya que hacen que el liquido se sature con gas y este
produzca ruido, y ademas forman gradientes de eluciéon de solventes flexibles
pero con dificultad . Son utilizadas en sistemas en el que se requiere altas

presiones de flujo en aplicaciones preparativas.

b. Bombas de desplazamiento constante: Bombas de desplazamiento constante
son usadas para disminuir los efectos adversos de cambios en velocidad de flujo
sobre las separaciones o andlisis. Este tipo de bombas pueden ser divididos en
dos grandes clases, reciprocas y bombas de desplazamientos sencillo a de
jeringa. Una ventaja primaria en bombas reciprocas es su bajo costo . Pero
estas bombas reciprocas tienen limitaciones: puede tener pérdida con solventes
que son de alta volatilidad. Esto limita su utilidad con solventes como son

cloruro de metileno, pentano o éter etilico.

Las bombas de jeringa poseen un flujo uniforme del solvente sobre la columna y un
detector, diminuyendo el ruido con detectores sensibles al flujo de las bombas de

jeringa son mas costosas que las demas bombas.
Solventes y su tratamiento:

La pureza de los solventes es una consideracién muy importante en la
operacién sucesiva de un cromatégrafo liquido. Los solventes necesitan estar
puros para que no den problemas. Debido al uso de detectores de absorcién 6ptica
que son los mas comunes. Recientemente, solventes especificamente purificados

para HPLC han aparecido en el mercado.
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Si el solvente posee impurezas, estas pueden pasar en la columna y ser

detectadas por el detector produciendo picos no deseados.

Solventes no polares pueden ser purificados tratandolos con acido sulfurico
concentrado para remover impurezas basicas. El solvente puede pasarse sobre
una columna de vidrio o teniendo silica gel y alumina. Los solventes polares
pueden ser purificados de la misma manera o también haciéndolos pasar sobre un
filtro de membrana. Algunos otros contaminantes pueden ser removidos

combinando destilacién y purificacién cromatografica.

Otro factor muy importante es mantener los solventes en recipientes bien

cerrados y desecarlos después de purificarlos para evitar que contengo agua.

Los solventes mas utilizados son: hexano, heptano, acetonitrilo, metanol,

isopropanol, benceno y acetato de etilo.
Sistemas de Inyeccion

La muestra debe ser introducida al interior de la columna con perturbacion

minima sobre el empaque de la columna. Existen dos modos generales:
a. Flujo detenido
b. Solvente fluido

La inyeccién de la muestra por la introduccién de la jeringa y forzando la
jeringa en una septa elastica es una técnica simple de inyeccion. Los inyectores
con septas para cromatografia liquida son pocos utilizados. La septa entra en
contacto con el solvente a alta presion, se debe tomar en cuenta en la busqueda de

una septa, que no sea deteriorada por el solvente.
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Columnas y Empaques:

Las columnas para HPLC se fabrican con tubos de vidrio de pared gruesa o
acero inoxidables de calibre muy preciso, las primeras se utilizan para presiones
por debajo de 40kg/cm2. Una columna tipica tiene una longitud de 15 a 150 cm
con un diametro interno de 2 a 3 mm. Las columnas mas largas (de pasta un metro
0 mas) se preparan conectando secciones de columna mas cortas. Tambien se
utilizan columnas en espiral a pesar de que ésta configuraciéon da lugar a cierta

pérdida de eficiencia.
Las columnas pueden ser divididas por dos grandes grupos:

a. Analiticas. Tiene un diametro interno de 2 a 6 mm. La longitud depende del tipo

de empaquetado.

b. Preparativas: Generalmente tiene el diametro de 6 mm y longitudes de 25 a 100

cm. Las columnas son generalmente operadas a temperatura ambiente.

Los empaques son dependientes sobre el modo de HPLC utilizado
(LSC,LLC, intercambio iénico ). El tipo mas comun de empaque es el gel de silice

finamente dividido. En algunas ocasiones se utiliza alumina y célite.
Detectores Utilizados:

Probablemente los detectores mas comunes para la cromatografia liquida de
alta resolucién son los que se basan en la absorcion de la radiacién ultravioleta |
fluorescencia y visible. También existe el detectores de infrarrojo, separan las
soluciones del disolvente y de la placa de vidrio montada en un angulo tal que se
produce la reflexion del rayo incidente cuando ambas soluciones difieren en su

indice de refraccién .
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Amplificador y Procesamiento de Senales:

La conversion de la sefial del detector al integrador se da una manera similar
a la cromatografia de gases. Este paso es acompafiado por el despliegue de la
sefial del detector sobre un reproductor de sefial. La composicion puede ser
determinada después manuaimente obteniendo las areas de los picos. Sin
embargo, en afios recientes técnicas electronicas convierten directamente la sefal
a composicion. Esto toma lugar a la invencién de minicomputadoras o grandes

procesadores de datos (21,26).



ANEXO No. 2
VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacién de un método analitico es el proceso por medio del cual se establece,
a través de estudios de laboratorio, que caracteristicas del método cumplen con los
requerimientos necesarios para la aplicacién analitica propuesta. La validacion es
requerida para cualquier método nuevo o cuando se modifica alguna condicién de
un método pre-establecido, para asegurar que es capaz de proporcionar resultados
confiables y reproducibles, cuando es utilizado por diferentes operadores que usan

equipos analogos, ya sea en el mismo o diferente laboratorio.

El tipo de programa de validacién requerido depende totalmente del método

en particular y su aplicaciéon propuesta.

Para la validacion de métodos deben tenerse en cuenta los siguientes

parametros:

Precision: Es una medida de la reproducibilidad de los resultados del
procedimiento bajo circunstancias normales de operacion. El parametro
caracteristico de la precisién es la desviacion estandar relativa . Describe el error

eventual.

Exactitud: Esta indica la desviacién entre el valor encontrado y el valor real. Esta

desviacion puede ser causada por errores sistematicos constantes y/o




proporcionales. Como medida para la exactitud se utiliza se utiliza el error
sistematico. Puede ser determinado por medio de aplicar el método a muestras
con concentraciones conocidas. La exactitud es luego calculada de los resultados

de prueba como un porcentaje del analito-recuperado del ensayo

Sensibilidad: Por esto se entiende la accion que los factores ambientales, tales
como la luz, el oxigeno o la temperatura, ejercen sobre las pruebas de analisis,

pudiendo alterar dichas pruebas y modificar los resultados.

Linealidad: Esta es la habilidad del método para obtener resultados ya sea en
forma directa o después de una transformacién matematica que sea propercional a
la concentracién de analito dentro de un rango determinado. En otras palabras es
la relacién funcional entre la sefial y la concentracién de la sustancia a medir. Se
puede expresar con la ecuaciéon Y= a x + b, o por medio de un célculo de regresién

lineal entre los resultados y la concentracion.

Rango: Es el intervalo entre el limite inferior y superior en el que el analito ha sido
determinado con una precision, exactitud y linealidad aceptable. Este es

determinado por una curva ya sea lineal o no.

Robustez: Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el

analisis de la misma muestra, bajo una variedad de condiciones un poco diferentes.

Limite de deteccidon: Se refiere a la minima concentracion que puede ser
detectada en la muestra, bajo un estado de condiciones experimentales. Es de

gran importancia debido que a veces es necesario realizar pruebas de pureza o
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ensayos de dosificacion. Generalmente se cuantifica como la concentraciéon

sensible a una razén de sefal:ruido de 2:1.

Limite de Cuantificacion Se refiere a la concentracién minima del analito que
puede ser determinada por el sistema con una precision y exactitud aceptable. Se
define como concentracién minima cuantificable a la que tenga una relacion sefial

ruido de 10:1 y se puede confirmar analizando muestras cercanas a este valor.

Selectividad y Especificidad La selectividad es la capacidad para medir exacta y
especificamente el analito en la presencia de otros componentes en la matriz de la

muestra.

La especificidad se refiere a asegurar que la sefial de la medicién proviene
de la sustancia de interés y no de una interferencia del excipiente o de una

impureza.

Confiabilidad: La confiabilidad de un método expresa la variacion de series de
mediciones de la misma muestra. Las condiciones en las cuales estas series son

medidas definen la repetibilidad (condiciones idénticas) y la reproducibilidad (36).
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ANEXO No. 3

Reaccién que se lleva a cabo durante la derivatizacién de los aminoacidos

presentes en hidrolizados de alimentos.

CHZ_'CHon
CHO COOH B-mercaptoetanol S COOH
HS = CH,— CH,~0H L
CHO £rupo amino = [
o-ftalaldehido g H

isoindol sustituido




ANEXO No. 4

Cromatograma de un hidrolizado de la planta comestible gushnaii, en el que

muestra todes les amincacidos presentes.

C.S 1.25 ATT 7?7 OFFS 8 83-25/99

. 4 J9%¥cisteina
D 19 .66 Asparagina
15 .31 Histidina

"1%4 .6 & Metionina
P 299 Tirosina

3% 134 Alanina

"43%28 ;lalinn

443536 Fenilalaning
53 .23 Isoleucina

< o Acido Aspértico

19.95 I_regm_na

P3:40
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ANEXQO No. 5

Cromatograma de un hidrolizado de la planta comestible chomtee, en el que

muestra todes los amincacidos presentes.

CH. 1 C.5 1.25 ATT 18 OFFS @ ©83/24,/99 13:52
i Acido Aspértico
e ———————————— 3
= e Asparagina Acido glutdmico Cistefna
iRz ? 11.10 Serina i
132 17 .34 Histid
= . Histidina
282 29 .38 Treonina
= - 1
25z — 26 .46 Metionina
3a:z 29 .56 Tirosina
35§ T2 .14 yriptétano
s 4} 542 Alsnina
ez 46 .pa Vaina
595 F.nla nini i
= = Isoleucina’
552 55288 Lisina
68=
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ANEXO No. 6

Cromatograma de un hidrolizado de salchicha de ternera, en el que muestra todos

los aminoacidos determinados.

SR LLR SR T | S NBEED B lis1¢+98 18339

E 1 a2 Acido Aspartico

qi:: Acido glutamico

11 .56 Serina
ab .42 Histidina
== 21 .42 Treonina
24—t 25 .42 Metionina

'S.P%Jk I3 .56 Tirosina

C 32 .73 Triptétano

4/ .95 Valina
— Fenilalanina

e i | 4
B
~—= 55.59 Lisina F@o‘?uc:ﬂa



ANEXO No. 7

Patron de aminoacidos reportado del grano de soya obtenido de la USDA Nutrient
Database for Standar Reference, Release 12 (March 1998). En este reporte ne

mencionan el tratamiento del alimento , ni el métedo de cuantificacion.

Soy flour, full-fat, raw, crude protein basis (N x 6.25)

NDB No: 16415

Value per
Nutrient Units IQO grarﬂs.of Sg::,?:: Esrl:'jor
edible portion
Amino acids
T g 0502 0 J[0.000]
Threonine g 15000 0 ]f0.000
Isoleucine g 1.675f O " 0.000]
Leucine g 2812 O 0. OOOI
[Lysine [ s 2298 0o J[0.000]
[Methionine g 0466 0 J{0.000
[Cystine g 0.556ff 0 |(0.000
Phenylalanine g 1.802f O [0.000
Tyrosine g 1.306] 0 ]o0.000]
Valine g 1.72f O 0.000
Arginine g 2679 o Jo.000]
Histidine g 0931 o Jo.000]
Wanine g 1627 O W
[Aspartic acid g 4342 o Jo.000
[Glutamic acid - g 6_689_” 0 ]0.000
|Glycine g 15971 o Jo.000]
Proline g 20200 0 ]0.000]
[Serine g 2002 0 M)@JI

USDA Nutrient Database for Standard Reference, Release 12 (March 1998)
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