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INTRODUCCION

En las dltimas tres decadas el consumo de jugos de fruta ha aumentado
considerablemente. La parte de la cosecha que se consume en forma procesada
es mayor que el consumo de fruta fresca. La mayor conveniencia de las formas
procesadas, su disponibilidad durante todo el tiempo y su calidad, mejor y mas
uniforme, han sido los principales factores que han influido en este cambiol.

Los principales productos derivados de la extraccidon de la fruta son jugos, bebi-
das y néctares. De acuerdo con la Federal Standards of Identity de los E.U.A. las
caracteristicas de los productos anteriores son?:

JUGO DE FRUTA: Es el fluido no diluido y no fermentado resultado de la
extraccion de la fruta.

BEBIDA DE FRUTA: Es el jugo de fruta diluido que puede contener en forma
adicionada agua, aztcar, dcido citrico, goma arabiga, colores y sabores artifi-
ciales.

NECTAR DE FRUTA: Es un jugo de fruta con pulpa al cual se le pueden afiadir
jarabe de azicar, acidos, vitaminas, pectina, esencias y agua.

Una bebida de fruta contiene no menos del 25% de jugo natural y un néctar de
fruta contiene no menos de un 50% de jugo natural.

Frutas Citricas

Los citricos son las bebidas de fruta natural méas comunes y muchos opinan que
el desayuno sin ellos es incompleto, y con mucha razén, porque el sabor de los
citricos se encuentra entre los mas populares y su jugo llena un importante lugar
en la dieta. El sabor acido natural del acido citrico, con una cantidad razonable de
azicares para equilibrarlo y sazonado en forma natural con una combinacion de
aceites esenciales (ésteres, aldehidos y cetonas), constituye una bebida tan
refrescante que es dificil de igualar. Inclusive, lJa mayoria de los refrescos se basa
en sabores de citricos!.



ELABORACION DE JUGOS DE CITRICOS

El procesamiento de la fruta es continuo desde que el producto sale de la planta
agricola hasta que se asegura su proteccion contra los microorganismos. La
cosecha, clasificaciéon, manejo, almacenamiento, lavado, pelado, calentamiento,
etc., son todas etapas que forman parte de la cadena de eventos.

Materias primas

La calidad de un jugo depende totaimente de la calidad de las frutas, pero ésta,
a su vez, depende de numerosos factores entre los que se pueden mencionar los
siguientes:

a) La variedad. Esta juega un papel fundamental para las cualidades gustativas.
En naranjas se utilizan diversas variedades, por ejemplo, la variedad "Navel"
(temprana) y "Valencia" (tardia) son empleadas en Estados Unidos y Francia.

b) Las condiciones de cultivo tales como el clima, suelo, irrigacion, tratamientos,
etc., también tienen un papel importante ya que influyen en la concentracion de
los diferentes compuestos quimicos que imparten el sabor y olor a la fruta.

c) El estado de maduracidn en el momento de la cosecha también es factor
fundamental. Debido a que la concentracion de los componentes varia a lo largo
del tiempo de maduracion, es esencial encontrar la relacion optima de A4ci-
dosy azlcares para la elaboracion del jugo,

d) Los métodos de recogida y transporte pueden ser decisivos. Manipulaciones
bruscas originan pardeamientos enzimaticos o la activacién de enzimas pectoliti-
cas.

Cosecha

La fruta se muestrea periddicamente para ver si ha alcanzado el grado apropiado
de madurez. Cuando se juzga conveniente, se realiza la cosecha por el método
manual tradicional o en forma mecanica; también pueden utilizarse productos
quimicos que profundicen la capa de abscicién como la cicloheximida o el
etileno. La fruta cae directamente a la tierra y se recoge a mano o mediante
barredoras mecdnicas.



Procesamiento de frutas citricas

La fruta citrica se recibe en la planta enlatadora en donde se muestrea para que el
inspector oficial la utilice en la determinacion del rendimiento del jugo, de
solidos solubles (°Brix*) y contenido de acido, lo cual determina si la fruta llena
los requisitos de madurez. De esta manera se decide si la fruta se empleara para
jugo enlatado, jugo congelado o concentrado congelado.

La fruta de varios tambores se mezcla para lograr la produccion de un articulo
uniforme. El jugo se extrae de la fruta en maquinas automaticas que manejan
aproximadamente de 300 a 700 frutas por minuto. En la figura 1 se describe el
funcionamiento de un extractor en linea marca FMC.

Para elaborar un jugo enlatado, una vez verificada la relacién aziicar/acidez, el
jugo pasa a través de una pasteurizadora para inactivar a las enzimas pectines-
tearasas y destruir a los microorganismos. Esto se lleva al cabo a una
temperatura de 54°C. El jugo caliente se bombea a las llenadoras automaticas de
latas. Las tapas se sellan y se esterilizan.

Los jugos frios se envasan de manera semejante a los enlatados, excepto que se
utilizan recipientes de vidrio en lugar de latas, y el producto se mantiene bajo
refrigeracidon a 10°C o menos. El jugo es esterilizado por calentamiento rapido a
115°C durante unos cuantos segundos y se enfria rapidamente hasta 4°C para su
envase. El almacenamiento a baja temperatura proporciona un sabor que se
asemeja al del jugo fresco ya que el sabor bajo estas condiciones cambia poco,
atin durante varios meses.

Para la elaboracion de un jugo concentrado congelado las naranjas se manejan de
manera similar a aquellas destinadas a producir jugo enlatado en lo que se refiere
a extraccién y terminado del jugo. El jugo se calienta brevemente antes de
concentrarlo para inactivar a las enzimas, que de otra manera causarian la
formacién de geles sélidos en el recipiente, lo que produciria la clarificacion del
jugo después de ser reconstituido. Antiguamente se utilizaban evaporadores de
baja temperatura (26°C o menos) pero este proceso requeria tiempos muy
prolongados de concentracidn, por lo cual han sido sustituidos por evaporadores

* El grado Brix, determinado con un hidrémetro o con un refractémetro, corresponde
aproximadamente al contenido porcentual en peso en azdcares.



Figura 1. Extractor en serie marca FMC.

A) La fruta se recibe en una fila de tazas estriadas. B) Se exprime por otra taza similar
que desciende y embona en la taza estacionaria. C) El jugo, las semillas y las
membranas interiores de la fruta pasan a través de un orificio de una pulgada que se
corta en la parte inferior de la fruta por medio del extremo afilado de un tubo. Una
extension del tubo afilado sirve como un tamiz perforado para separar el jugo de la
pulpa gruesa.



de etapas multiples con gradientes de temperatura. El jugo pasa una vez a través
de cada etapa, durando el proceso de concentracion solo unos minutos. En la
segunda etapa el calentamiento del jugo alcanza los 96°C, con lo cual se logra la
inactivacion de las enzimas. En las siguientes etapas la temperatura de evapora-
cion va disminuyendo. Los vapores de cada etapa proporcionan energia para las
etapas a menor temperatura. En la tabla I se muestran las temperaturas y las
concentraciones logradas en cada una de las etapas3. El concentrado se extrae
hasta alcanzar 50-65 grados Brix. La esencia acuosa se recupera de los vapores
de las primeras etapas del evaporador y se concentra en una columna de
fraccionamiento para adicionarla al concentrado final y mejorar el sabor fresco.
También se agrega el aceite extraido en frio de la céscara para equilibrar el
sabor.

TABLA 1
Funcionamiento de un concentrador de etapas multiples.

ETAPA TEMPERATURA CONCENTRACION
DEL PRODUCTO

°C °Brix

Jugo natural . 21 12

| 40 13

2 96 16

3 86 33

4 76 40

5 63 48

6 46 56

7 40 63
Enfriador

"relampago” 16 65

Tomado de Introduccion a la bioquimica y tecnologia de los alimentos. Chefiel J. C.;
Cheftel H. Ed. Acribia, 1976. p. 199



AMINOACIDOS EN JUGOS DE FRUTA

Composicion de los productos citricos

La composicion quimica de un jugo estda directamente relacionada con las
condiciones de cultivo y con los parametros de procesamiento. En la tabla II se
puede observar la composicién porcentual del jugo de naranja y de toronjal. Es

importante sefialar que en jugos de citricos, solamente del 5 -15% del nitrégeno
total es proteinas, mientras que del 50 - 70% proviene de los aminoacidos libres2.

TABLA 11

omposicidn porcentual de jugo de Naranj e Toronja.

Naranja Toronja

Carbohidratos 10.70 10.90
Sélidos 11.80 11.80
Cenizas 0.38 0.32
Proteinas* 0.65 0.56
Fibra Cruda 0.05 0.04
Extracto Etéreo 0.06 0.04

* El contenido de Nitrogeno total, determinado por el método Kjeldahal, se multiplica
por el factor 6.25 y el resultado se reporta como proteinas. El nitrégeno total en
jugos incluye proteinas, aminoacidos, aminas fendlicas, amidas, nucleétidos, acidos
nucleicos, fosfolipidos, vitaminas y sales inorgénicasz.

Tomado de Elementos de Tecnologia de Alimentos. Desrosier N. W. Compaiiia
Editorial Continental S. A. de C. V. Sexta Impresion. 1989. p. 278.



Determinacion de aminoacidos libres

Entre las diferentes sustancias constituyentes de frutas y vegetales, los aminoaci-
dos han tomado gran importancia y, por diferentes razones, su determinacion
analitica es cada vez mas necesaria, Ademas del valor nutritive que proveen a Jos
alimentos, los aminodcidos juegan un papel muy importante en el campo de las
bebidas de frutas, en donde han resultado ser un pardmetro de caracterizacion4.

La determinacién de aminodcidos en bebidas ha sido utilizada con diferentes
propdsitos. Estas aplicaciones han sido reportadas y podriamos clasificarlas de la
siguiente manera:

1) Indicadores del tiempo de cosecha.

Uno de los problemas mds dificiles e importantes relacionados con la elabo-
racidn de los jugos de fruta es juzgar el tiempo en el cual la fruta esta en
condiciones éptimas para producir un jugo con las caracteristicas de sabor y
aroma deseados2. Algunos de los procedimientos tradicionales utilizados para
juzgar e] grado de madurez son:

a) Apariencia (color y textura).

b) Relacion entre el contenido de azicar y acidez. (°Brix / Acidez).

c) El rendimiento del jugo.

Una alternativa para evaluar el tiempo de cosecha es la determinacion de los
aminoacidos libres en la fruta, La concentracion de estos aminoacidos duran-
te el madurado de las frutas eambia significativamentes.6,de manera que se
ha sugerido la determinacién de su concentracidbn como un pardmetro
alternativo para estos fines>.

Por otro lado, la determinacion del contenido de aminoacidos en diferentes
frutas, entre ellas naranja, pifia y manzana, resulté ser una prueba rapida de
evaluacion con el fin de aceptar o rechazar una carga de materia prima antes
de que ésta sea descargada en la planta?,

2) Parametro de control de calidad para la fabricacion de productos
fermentados.

Los aminoéacidos son una parte importante en la nutriciéon de los microorga-
nismos que realizaran la fermentacion>.8, Se ha comprobado que durante és-



ta y otras formas de actividad microbiana ocurren muchos cambios entre las
concentraciones de los diferentes aminoacidos. Estos tienden a desaparecer
y mas tarde a reaparecer en pequefias cantidades, pero en mayor variedad,
como resultado de la excrecién de las levaduras y su autolisis. Los
aminoacidos también influyen en el contenido de compuestos volatiles
{alcoholes superiores y ésteres) los cuales pueden causar cambios en el sabor.

En la elaboracidn de la cerveza la determinacidon de aminoacidos libres en
mosto es de gran importancia, ya que las levaduras metabolizan a cada uno de
ellos en una manera diferente y las deficiencias de lisina, histidina, arginina y
leucina en el mosto pueden traer consigo importantes cambios en el
metabolismo inducido de las levaduras sobre el nitrégeno, disminuyendo, de
esta manera, la calidad Gltima de la cerveza®.

3) Como parametro de control de calidad en jugos de fruta procesados.

El control de calidad de productos citricos es un factor vital en la aceptacion
del consumidor y en el incrementado consumo de estos productos. La cali-
dad ha sido determinada por muchos factores como el sabor, los grados Brix,
la acidez titulable, estabilidad fisica, etc. Sin embargo, se propone la
determinacion de aminoacidos libres como andlisis alternativo. Esta ha sido
reportada como una prueba altamente sensible y confiable para llevar al cabo
el control de calidad y la deteccién de a) adulteraciones y b) alteraciones.

a) Adulteraciones.

Un alimento se considera adulterado cuando su naturaleza, composicion o
calidad no corresponde a la presentacion con que se etiquete, anuncie, se
expenda o suministre; ademas cuando no corresponda a lo especificado en
las reglamentaciones y cuando haya sufrido tratamiento que disimule su
alteracion o se encubran defectos en su proceso o en la calidad.

La deteccién de adulteraciones en jugos de fruta ha sido por mucho tiempo
un problema de gran importancia, tanto para las industrias que procesan el
producto como para las agencias gubernamentales que controlan la calidad
del mismo. Este punto también es de interés para el consumidorl0-16,

Existen parametros quimicos bien establecidos utilizados en la evaluacion de
la autenticidad de un jugol9, entre los que se encuentran la determinacion del



Se conoce desde hace mucho tiempo, que los aminoacidos existen en el jugo de
los citricos en estado libre y no como parte componente de una molécula de
proteina. El acido glutimico, el acido aspartico, la glutamina, asparagina, alanina
y serina son amino4cidos que estan presentes en cantidades considerables®,

Contamos con fuentes bibliograficas que demuestran que los aminodacidos libres
proporcionan una gran cantidad de informacioén, tanto de la fruta natural como
de sus productos derivados, tales como jugos, sidras, etc. En jugos de fruta, las
adulteraciones son facilmente reconocidas realizando la determinacidn del perfil
de aminoacidos libres. Esto es posible gracias a que los perfiles de aminoacidos
son diferentes en las distintas frutas4,10,11 y ademas, la adicién de adulterantes
mencionados anteriormente, principalmente hidrolizado de proteina, aumentan la
concentracion de aminoacidos que normalmente se encuentran en cantidades
muy pequefias como la isoleucina, la tirosina y la fenilalaninal©.

Debe tomarse en consideracion que la concentracion de aminoacidos libres en la
fruta estd esencialmente determinada por la especie de la fruta, su grado de
madurez, su variedad y su origenll. De hecho, existen reportes acerca de los
cambtos composicionales en el jugo de naranja que ocurren debido al cultivo, al
origen geografico y la estacion del afio en que se recoge la fruta para la
elaboracion del jugos.11.12,14, Por este motivo, es dificil establecer valores
absolutos de concentracion de cada aminodcido en la fruta. Algunos autores, en-
tre ellos Ooghe y de Waele, han recomendado obtener las relaciones de concen-
tracion entre los mismos8,10,12,16 1o cual representa una mayor probabilidad en
la deteccion de adulteraciones. Sin embargo, también existen numerosos trabajos
en donde se reportan valores absolutos de concentracién y sus intervalos5,6,12,15,

Métodos para el analisis de aminoacidos

Moore y Stein en 1958 fueron los primeros en realizar un estudio sistematico de
la separacion y cuantificacion de aminoacidos. Emplearon la cromatografia de
intercambio i6nico (CII), utilizando columnas empacadas con resina sintética
Dowex-50 para la separacion de aminoacidos en hidrolizados de proteinas. Esta
resina también fue aplicada a una gran variedad de problemas de interés
bioquimico. A partir de este trabajo se desarroll6 el analizador automatizado de
aminoacidos!3. La deteccion de aminoicidos se realizé por medio de una
reaccion post-columna con ninhidrina. Los compuestos formados por la reaccion
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contenido de potasio, de fosforo, de betainas (derivados metilados de glicina),
la determinacion de extracto libre de azucar y la determinacion del titulo de
formol. Esta ultima prueba se fundamenta en la reaccién, en medio neutro,
del grupo amino de los aminoacidos con el formol, para formar el grupo
metilenoimio, -N=CH,. Durante la reaccion se liberan protones los cuales se
titulan17. Esta prueba es la mas utilizada para el control de calidad de jugos,
sin embargo, determina tnicamente el contenido total de aminodcidos, sin
identificarlos.

Las pruebas anteriores pueden ser facilmente manipuladas. Por ejemplo, si a
un jugo diluido se afiaden sales, como fosfato de sodio, los valores de los
parametros anteriores se normalizan. De manera similar, los falsificadores
han encontrado diversas maneras de normalizar el titulo de formol
adicionando, por ejemplo, hidrolizados de proteina, aminoédcidos de bajo
costo, etanolamina, sales de amonio o bien, mezclando con otros jugos mas
baratos.

b) Alteraciones.

Se considera un alimento alterado aquel que por la accion de causas naturales
haya sufrido modificacidon en su composicion intrinseca, de manera que
reduzca su poder nutritivo, lo convierta nocivo para la salud o modifique sus
caracteristicas fisicoquimicas u organolépticas .

Un jugo de fruta natural es obtenido de la fruta por procedimientos
mecanicos, y es un jugo no fermentado que muestra las caracteristicas de
color, aroma y sabor de la fruta a partir de la cual se elaboréll. También se
considera un jugo de fruta natural a un producto hecho a partir de un jugo
concentrado afiadiendo solamente la cantidad de agua removida durante el
proceso. El producto debera tener las mismas caracteristicas organolépticas
y analiticas que el jugo de fruta naturalil,

Por lo tanto, el encontrar alguna diferencia organoléptica o analitica en un
jugo concentrado con respecto a uno natural, indicaria que ha sufrido alguna
alteraciébn y que ésta puede haber ocurrido durante el proceso de
concentracion. '
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de aminoéacidos con ninhidrina son de color parpura que absorben a 570 nm. Con
imino4cidos como la prolina, el complejo formado absorbe a 440 nm?20 (figura 2).

Lamkin y Gehrke reportaron los primeros estudios cuantitativos en ¢l analisis de
aminoacidos por cromatografia de gases (CG) utilizando N- trifluoroacetil- {N-
TFA) n-butil ésteres de aminoicidos como derivados para su determinacion.
Existe informacion acerca del éxito en el desarrollo y el andlisis de nuevos
derivados como los N-TFA metil ésteres, N-acetil ésteres y N-TFA n-butil ésteres
aplicados a una gran variedad de muestras19,

El advenimiento de la cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) dio
lugar a un gran avance en la metodologia para el andlisis de aminoacidos que,
frente a las anteriores técnicas, ofrecia una mayor sensibilidad y rapidez de
analisis. Las técnicas cromatogréaficas incluyen dos tipos de analisis:

a) Separacion de los aminodcidos y una deteccion post-columna.
b) Derivatizacion pre-columna y deteccion de los derivados separados.

En general, la derivatizaciéon pre-columna y separacién de los derivados en
columnas, comunmente de fase inversa, ofrece mayor eficiencia, facilidad de uso
y mayor velocidad de analisis, ademas de un costo menor de equipo?, por lo que
ha sido la técnica mayormente empleada.

Algunos de los reactivos que se han utilizado para realizar la derivatizacion pre-
columna son los siguientes:

Yang y Septilveda publicaron una técnica de separacién de aminoacidos en donde
utilizaban fenilisotiocianato (PITC) como reactivo derivatizante formando fenil-
tiocarbamil aminoacidos (PTC-aa) (figura 3) los cuales fueron separados a traves
de una columna de fase inversa empleando gradiente de elucion. La deteccion de
los derivados se realizd espectrofotométricamente a 254 nm y se detectaron
concentraciones menores a picomoles!?.20, Existen numerosos trabajos en donde
se emplea este reactivo para la derivatizacién20-25,

Se ha empleado también el cloruro de N', N dimetilaminonaftalen-5-sulfonil,
conocido como cloruro de dansilo, (DANS) como agente derivatizante. El
DANS forma derivados con aminodcidos primarios y secundarios. La detecciéon de
los derivados se realiza por fluorescencia. La reaccion consume tiempo y el reactivo
es fluorescente por si mismo3. Las condiciones para la dansilacién son extremada-
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Figura 2. Reaccidn de los aminoacidos con el reactivo ninhidrina para producir
derivados de color.
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Figura 3. Reaccion de aminoacidos con el reactivo PITC para producir derivados
feniltiocarbamil-aminoacidos. Los derivados se detectan espectrofotométricamente
a 254 nm.
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mente variables. El exceso de cloruro de dansilo interfiere con las separaciones
cromatograficas, por lo que debe ser removido. Ademas existen dudas acerca de
la formacién incompleta o de multiples derivados7.18,

Otro de los reactivos empleados para la derivatizacion es el cloruro de dabsilo o
cloruro de 4, N,N, dimetilaminoazobenceno 4' -sulfonilo (DABS). EI DABS
forma derivados croméforos que se detectan a 436 nm26, Ha sido reportado
como un meétodo de derivacion con alta reproducibilidad, exactitud y
sensibilidad?7. Al respecto de este método, contamos solo con un reporte de su
aplicacion en aminoacidos con la técnica de cromatografia en capa delgada en
hojas de poliamida y con otro reporte en donde se utilizé la técnica CLAR28,

Uno de los reactivos mas utilizados para el analisis pre-columna es el
ortoftaldehido3,7.9,.20 (OPA). En presencia de un mercaptano, como el 2
mercaptoetanol (2 ME), el OPA reacciona rapidamente con los aminoacidos
primarios formando derivados isoindol altamente fluorescentes? (figura 4). La
reaccion es rapida, sencilla, se lleva al cabo en medio acuoso y a temperatura
ambiente.

Ademas de los reactivos mencionados anteriormente, otros reactivos
derivatizantes que se han utilizado son el naftalen 2,3 dicarboxialdehido, en
donde la deteccion de los derivados se lleva al cabo por medicion
amperométrica29.30 y el reactivo de Marfey (1 fluoro 2,4 dinitrofenil-5-alanin-
amida) con deteccion UV a 340 nm12,

Determinacion de aminoicidos libres en frutas

El primer estudio cromatogrifico cualitativo para determinar aminoacidos en
plantas fue realizado por Rockland, Underwood y Beavens® y Underwood y
Rockland6:15, Estimaron los aminoacidos en filtrados de jugo de naranja,
naranja-tangerina, limén, lima, mandarina y un hibrido de naranja-limén, por
medio de cromatografia en papel6,l5. Ademas de asparagina, 4cido aspartico,
glutamina, arginina e histidina, que habian sido reportados anteriormente, fueron
detectados y reportados por primera vez la alanina, serina, el 4cido glutamico y la
prolina. La mayoria de estos constituyentes han sido encontrados en todos los
jugos de citricos. Se sefialé6 el 4cido y-aminobutirico (GABA) como un
constituyente en todas las variedades de citricos comerciales. El GABA es un

14
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Figura 4. Reaccion de aminoicidos con el reactivo OPA/2 ME para producir
derivados isoindol fluorescentes.
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producto de la a-descarboxilacion del Aacido glutdmico por la glutamico
descarboxilasa y esta universalmente presente en la mayoria de las plantas©,

Elahi y Khan realizaron estudios en jugos de citricos. Estos estudios incluian
azlcares, acidez titulable, pH, grados Brix y titulo de formol. También
reportaron una estimacion cualitativa y cuantitativa de los aminoacidos libres
determinados por cromatografia en papel utilizando diferentes sistemas de
solventes31.

Los datos experimentales mencionados anteriormente fueron obtenidos por
métodos que no son tan exactos ni sensibles como las nuevas técnicas cromato-
graficas en columna de liquidos de alta resolucién o de gases. Estas técnicas fue-
ron desarrolladas y comenzaron a tener aplicacion en el analisis de aminoacidos
en plantas.

Vandercook y Price reportaron la concentracion de aminoécidos encontrados en
jugos comerciales de naranja y de limon. Utilizaron la cromatografia de inter-
cambio ionico con una columna Aminex Q 150-S. La deteccion de los
aminoacidos separados se realizo por medio de una reaccion post-columna con
ninhidrinal3. Otros autores también han utilizado esta técnica para la determina-
cion de aminoacidos libres en frutas, en plantas20, y aminoacidos de proteinas en
otras muestras8,18, 32,

Fernandez Flores y colaboradores emplearon la cromatografia de gases como
técnica instrumental para la determinacion de aminodcidos libres en frutas y
jugos de frutas13, Los aminoacidos fueron derivatizados y analizados como N-
trifluoroacetil n- butilésteres.

La determinacién de aminoacidos libres por CLAR en bebidas alcohdlicas y no
alcohélicas se realizé por un método de inyeccion directa con una columna de fa-
se normal LiChrosorb NH233. La deteccién se llevd al cabo por UV. Debido a
que no se realizd un paso previo de preparacion de la muestra, se pensé que otras
sustancias podrian interferir en la separacién. Sin embargo, fue posible la
separacion y el reporte muestra los cromatogramas de separacién e identifica-
cion de aminoacidos, mezclados con vitaminas, con una buena resolucion.
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La determinacién de aminodcidos se ha hecho en jugos de uva, vinos, leche,
queso, youghurt y café3,34 utilizando el reactivo DANS para la derivatizacion. El
reactivo PITC se ha empleado en la determinacién de aminoacidos libres de la

cerveza, asi como los provenientes de la hidrolisis de proteinas en alimentos
como la soya, queso, plantas y semillas!3,21,

El reactivo derivatizante OPA/2 ME ha sido ampliamente utilizado para el
andlisis de aminodcidos libres en jugos de fruta y otras bebidas5,7.9.

Tomando en cuenta los antecedentes anteriores, el material y recursos con los
que contamos en la Facultad y en el Departamento de Quimica Analitica,
decidimos establecer el siguiente objetivo general y sus particulares ya que
consideramos de gran interés el contar con un método para el control de calidad
en el drea de alimentos y particularmente en los jugos de naranja y de otras frutas.

17



OBJETIVO GENERAL

Realizar el analisis de aminoacidos libres en jugos de naranja natural y procesado
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion para establecer si existen
diferencias cualitativas y/o cuantitativas entre ellos.

18



OBJETIVOS PARTICULARES

1) Estandarizar el método CLAR en fase inversa con el método OPA/2 ME
para la determinacion de aminoacidos en jugos de fruta natural y procesado.

2) Seleccionar el metodo de extraccion de aminoacidos en jugos de fruta natural
procesado.

3) Comparar la relacién de aminodcidos libres presentes en los jugos de na-
ranja natural y procesado para evaluar posibles alteraciones durante el proceso
de elaboracion.

4) Establecer un perfil de aminodcidos que caracterice el jugo de naranja para,
de ser posible, en un futuro, aplicar el método en la deteccion de adulteracio-

nes.

19



MATERIAL

EQUIPO

* Cromatografo de Liquidos Beckman System Gold.
Bomba modelo 166.

* Detector de Fluorescencia.
Filtro de Excitacion de 356 nm.
Filtro de Emision de 450 nm.

* Interfase modelo 406.

* Columna de fase inversa ultrasphere ODS Beckman de 4.6 mm X 150 mm,
con tamafio de particula de 5pm.

* Equipo para filtrar solventes y portafiltros para filtrar muestras Millipore.

* Membranas para filtrar solventes acuosos y muestras acuosas Millipore con
tamarfio de poro de 0.45 pm.

* Potenciometro Beckman Selectlon 2000. lon Analyzer.

* Bafio de ultrasonido para la desgasificacion de los eluentes BRANSON 50/60
Hz.

* Agitador Vortex Mixer S7P modelo $8223-1

* Columnas Sep Pak-C;g para extraccion en fase sélida.

REACTIVOS

* Estandares de aminodcidos (SIGMA): Acido aspartico, (asp); acido glutamico,
(glu); asparagina, (asn); serina, (ser); histidina, (his); glicina, (gli); arginina,
(arg); treonina, (thr); alanina, (ala); acido y-aminobutirico, (GABA); tirosina,
(tir); metionina, (met); valina, (val); triptéfano, (trp); fenilalanina, (phe);
isoleucina, (ile); leucina, (leu); lisina, (lis) y 4cido diaminopimélico (DAP).
Este 0ltimo se utilizé como estandar interno.
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* Ortoftaldehido (SIGMA).
* 2-Mercaptoetanol (SIGMA).

* Tetrahidrofurano (PQM).

* Acetonitrilo (PQM),

* Metanol (PQM).

* Borato de Sodio (PQM).

* Fosfato acido de potasio anhidro (PQM).
* HCI (PQM).

* NaOH (PQM).

* Metanol grado cromatografico.

* Agua filtrada con el sistema Milli-Q.

. r . '
Preparacién de solugiones:

* Estandares de aminoacidos: Se prepararon estandares individuales de los amino-
acidos a una concentracion de 100 pmol/mL en HC1 0.3N.

* Mezcla de estandares: De las soluciones de aminoacidos individuales se prepard
una mezcla de estandares y diluciones de ésta para trabajar a diferentes concen-
traciones.

* Buffer de boratos: Se prepard una solucién saturada de tetraborato de sodio
en agua y se ajusto6 el pH de la solucién a 9 con NaOH 3N.

* Reactivo de derivatizacion Se diluyeron 250 mg de ortoftaldehido en 10 mL
de metanol. De esta solucion se tomé 1 mlL, se afiadié 1 mL de metanol y 50 pL
de 2 mercaptoetanol (2ME) y se aford a 5 mL con solucion saturada de borato
de sodio a pH 9.

21



* Solucion buffer de fosfatos 0.018 M a un pH de 7.2: Se disolvieron 2.56 g de
fosfato acido de potasio anhidro en un litro de agua y se ajusto esta solucion
aun pH de 7.2 con HCI 3N.
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METODO

ESTANDARIZACION,

Se trabaj6 la mezcla de estandares a una dilucion 1 a 100 (10 nmol/mL) y de esta
dilucion se tomaron diferentes cantidades para poder trabajar en un intervalo de 1
a 5 nmol/mL.

DERIVACION

En tubos Eppendorf de 1.5 mL se colocaron 20puL de la mezcla de estandares, se
adicionaron 50 pL de agua y 30 pL de la soluciéon QPA/2 ME. Esta solucién se
agitdé en forma manual durante 60 seg, se cargd en el loop del cromatégrafo de
capacidad de 20 pL y se inyect6 a la columna a los 120 seg.

EPARA RIVAD
Para la separacion de los derivados se empled un gradiente de elucién. El sistema
de eluentes fue el siguiente:

Eluente A: Metanol : Buffer de fosfatos 0.018 M pH 7.2 : Tetrahidrofurano, en
una proporcién de 12:85:3

Eluente B: Metanol : Buffer de fosfatos 0.018 M pH 7.2 : Tetrahidrofurano, en
una proporcion de 55:42:3

Ambos eluentes se ajustaron a un pH de 7.2 con HCl 3N vy se filtraron y
desgasificaron antes de su uso.

El programa de gradiente empleado se muestra en la tabla III.

DETECCION

La deteccidn se llevo al cabo por fluorescencia. La sensibilidad del detector fue
de 0.05 RFU (1 RFU=10mV).
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TABLA 111

E_ng_a_de_ggadme_ut_zadg_pia_a_&epa_agﬂde
mi i rivatizad i 2 ME
Tiempo %B Duracién
min. min,
0 100 0
7 20 2
9 70 22
31 80 2
33 90 10
43 100 5
58 0 5

Velocidad de flujo: 1ml/min
Eluente A: Metanol: Buffer de fosfatos 0.018 M: THF (12:85:3)
Eluente B: Metanol: Buffer de fosfatos 0.018 M: THF (55:42:3)
Columna: Fase Inversa de ODS (150 X 4.6 mm, particula 5 um)
Deteccion: Fluorescencia
Aex =350 nm.
Aem = 450 nm.
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NALISISDE b TAD

Identificacion de los aminoicidos

Se inyectaron los estandares de los aminoacidos individuales y se obtuvieron sus
tiempos de retencion, después se inyecto la mezcla de estandares y la identifica-
cion de los aminoacidos se llevo al cabo por sus tiempos de retencion y por el
orden de elucion.

Factores de respuesta
Se calcularon los factores de respuesta relativos al estindar interno, DAP, de la
siguiente manera:

h aa
Factor de Respuesta = --—---eemeeama-

h ¢j

Donde hyy es la altura de pico del aminoacido y hej es la altura del estandar
interno.

Precision
Se determinaron los coeficientes de variacidn o desviaciones estandar relativas
para los tiempos de retencidn, areas y altura de los picos:

donde s es la desviacion estandar y X es el promedio de los datos obtenidos.

Pocentajes de recuperacion

Se determino la exactitud del método a partir de los porcentajes de recuperacion
obtenidos, Para esta determinacion se utilizaron muestras de jugo, previamente
cuantificadas, a las cuales se les adiciond una cantidad conocida de la mezcla de
estandares.

Todos los calculos se hicieron tomando como base la altura de pico y relativa al
estandar interno (DAP).

Linealidad
Se realizaron curvas de calibracion para establecer el intervalo de respuesta lineal
del detector para los aminodcidos.
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ANALISIS DE LOS PERFILES DE AMINOACIDOS LIBRES
EN JUGOS DE NARANJA.

BTENCION DE A

Las muestras de jugo natural y jugo procesado fiteron proporcionadas por la
empresa ORANJUGOS, ubicada en Guadalupe, N.L. La produccion de jugos
durante el mes de marzo fué de 31 lotes, de los cuales nos fueron proporcionadas
20 muestras de jugo natural con sus correspondientes 20 de jugo procesado*. El
jugo de naranja natural lo obtuvieron directamente de la extraccion de la fruta, y
el jugo procesado correspondia al juge de naranja natural concentrado a 65
grados Brix. Para el analisis, el jugo procesado fue reconstituido utilizando un
volumen de jugo con seis de agua.

Una vez obtenidas, las muestras fueron almacenadas en congelacion hasta el
momento del analisis.

Las naranjas provenian de Veracruz principalmente.

EXTRACCION DE ACID
Para la extraccidén de aminoacidos libres en los jugos se probaron 3 métodos:

El primero de ellos es el que utilizo Blanco Gomis y colaboradores’ en
donde el jugo se puso a reflujo con metanol durante una hora, después se filtro,
se concentré y se aford a 25 ml. Para eliminar los pigmentos y otras sustancias
interferentes y alargar asi la vida de la columna, Richmond y colaboradores
sugieren filtrar la ‘muestra por columnas Sep-Pak Cjig3¢, por lo que este
procedimiento también se realizo.

Otro de los métodos que se probaron para la extraccién es el propuesto por
Fernandez-Flores y colaboradoresl3, en donde la preparacién de la muestra se
realizo pesando una determinada cantidad de muestra, y afiadiéndo alcohol al
80%, se dej6é reposar la muestra un tiempo de una hora.

* El nimero minimo de muestras requeridas para una poblacién de 31 lotesesde 8 a 13
muestras3>
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El tercer método, que fue el que finalmente se escogié para procesar las
muestras, fue el de Chaytor” con modificaciones en los volimenes de muestra y
reactivo. El método fue el siguiente: Se tomd 1 mL de jugo de naranja y se
afiadieron 2 mL de la mezcla de extraccion metanol-acetonitrilo preparada 1:1. Se
adicionaron también 100 pL de solucion de DAP (estandar interno). Esta
solucion se agité 1 minuto en agitador Vortex y después se centrifugd. Del
sobrenadante se tomaron 20 puL, se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se
completé a 1 mL con agua. A la solucidn resultante se le [lamo extracto (Figura
5).

DERIVACION

Para la derivacion se tomaron 10 pL del extracto; se afiadieron 60 pl. de agua y
30 pL de la solucién derivatizante OPA/2 ME. Esta solucion se agitd durante 60
seg en forma manual, se cargd el loop del cromatdgrafo de capacidad de 20uL y
se inyecto a los 120 seg (Figura 6).

Las condiciones de analisis cromatografico fueron las mismas que las que se
utilizaron para los estindares de aminoacidos.

AL DELA N I
Las concentraciones de los aminoacidos presentes en los jugos fueron calculadas
por interpolacion de las curvas de calibracidn con el método de estandar interno,
utilizando el DAP como estandar interno.

COMPARACION DE LOS DATOS DE CONCENTRACION

Los datos de concentracion obtenidos del analisis de los jugos muestra tanto
natural como procesado, fueron comparados con la prueba estadistica "t" de
Student para establecer si existia diferencia significativa entre ambos datos.
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RESULTADOS

ESTANDARIZACION DEL METODO

En la figura 7 se observa el cromatograma correspondiente a la mezcla de
estandares a una concentracion de 2 nmol/mL que corresponden a una cantidad de
inyeccion de 40 pmol, excepto el DAP (80 pmol). El orden de elucion fue el
siguiente: aspartico, glutamico, asparagina, serina, histidina, glicina, arginina,
treonina, alanina, tirosina, acido diaminopimélico, metionina, valina, triptdfano,
fenilalanina, isoleucina y leucina. El orden en el que aparecieron los aminoacidos
fue siempre constante. La lisina no se detectd a esta concentracion.

En la figura 8 se observa un cromatograma de la misma mezcla de estandares pero
a una concentracién de 6 nmol/ml. (80 pmol de inyeccidn), con excepcion del
DAP el cual estd en una concentracién de 20 nmol/mL (400 pmol de inyeccion).
En ¢l cromatograma es posible detectar la presencia de la lisina con un tiempo de
retencion de 56 minutos. Las sefiales correspondientes a la glicina, arginina y
treonina comienzan a perder resolucion.

En ambos cromatogramas se observa el pico nimero 19 que corresponde a la fase
mévil.

En la tabla IV se muesiran los coeficientes de variacién de los tiempos de
retencion para cada uno de los aminoécidos los cuales tuvieron un valor desde 0.1
para la valina hasta 0.8 para el aspartico y el glutamico.

Se obtuvieron los factores de respuesta del detector para cada uno de los aminoa-
cidos con trespecto al estandar interno, DAP. Los resultados se muestran en la ta-
bla V. El acido aspartico es el aminoacido que tiene mayor respuesta al detector
mientras que la lisina tiene el valor mas pequefio.

Los resultados de los coeficientes de variacion de la altura de pico de cada uno de
los aminoacidos, calculados con inyecciones repetidas de la mezcla de estandares a
una concentracién de 4 nmol/mL, se muestran en la tabla V1. Las inyecciones se
realizaron el mismo dia, a la misma temperatura y con el mismo sistema de
eluentes. Para todos los aminoacidos se obtuvieron coeficientes de variacion
menores de un 10%, excepto para la arginina y el triptofano cuyos coeficientes
obtenidos se muestran en la tabla VII.
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TABLA IV

Coeficientes de variacién
los ti r 10 minoacidos*
n=>5
AMINOACIDO tr C.V.

min %
Asp 2.65 0.8
Glu 4.17 0.8
Asn 9.52 0.3
Ser 12.16 0.6
His 12.88 0.4
Gli 16.35 0.6
Arg 17.13 0.2
Thr 17.33 0.6
Ala 22.05 0.6
GABA 23.85 0.8
Tir 25.20 0.4
Met 33.87 0.2
Val 34.58 0.1
Trp 35.12 0.2
Phe 36.80 0.3
Ile 40.27 0.3
Leu 41.92 0.2

* Obtenidos de cromatogramas de la mezcla de estandares,
analizados en el mismo dia y con el mismo eluente.
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los amin *
AMINOACIDOS F.R.
Asp 8.35
Glu 3.90
Asn 2.75
Ser 6.30
His 2.90
Gli 3.90
Arg 3.58
Thr 3.75
Ala 3.85
GABA 3.48
Tir 4.04
Met 3.53
Val 4.35
Trp 3.10
Phe 348
Ile 2.65
Leu 2.65

* Obtenidos en base a la altura de los picos utilizando
DAP como estandar interno.
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TABLA V1

ficien variacion
Itur ] icos*
n=3

AMINOACIDO C.V.
%

Asp 1.43
Glu 1.47
Asn 5.18
Ser 3.75
His 2.67
Gli 3.12
Thr 3.69
Ala 3.06
Tir 1.67
Met 3.03
Val 8.40
Phe 2.14
Ile 1.59
Leu 1.40

* Obtenidos de cromatogramas de la mezcla de estandares,
analizados en el mismo dia y con el mismo eluente.
Se inyecto una cantidad de 80 picomoles.
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TABLA VII

ficien variacion
ltur los picos*
n=>5
AMINOACIDO C.V.
%
Arg 11.00
Trp 13.00

¥ Obtenidos de cromatogramas de mezclas de estindares,
analizados en el mismo dia y con el mismo eluente.
Se inyect6 una cantidad de 80 picomoles.
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En la tabla VIII se reportan los coeficientes de regresion para las curvas de
calibracién obtenidos al trabajar en un intervalo de 0.5 a 8 nmol/mL equivalente a
10 a 160 pmol inyectados. Las curvas también se calcularon tomando como base
la altura de los picos y relativa el estandar interno (DAP).

En la tabla IX se presentan las recuperaciones obtenidas para cada aminoacido con
sus respectivos coeficientes de variacion . El analisis se realizo 4 veces.

MUESTRAS DE JUGO

Jugo de naranja natural.

La figura 9 corresponde al cromatograma del perfil de aminoacidos obtenido del
jugo de naranja natural. Destacan las sefiales del aspartico, glutdmico, asparagina,
serina, glicina, arginina, alanina y éacido y-aminobutirico. El resto de los
aminodacidos también fueron detectados pero estan presentes en menor proporcion.

Jugo de naranja procesado.

La figura 10 corresponde al cromatograma del perfil de aminoacidos del jugo de
naranja procesado. El cromatograma obtenido es muy semejante al del jugo natural
solamente con ligeras variaciones en las alturas de los picos.

Los cromatogramas anteriores representan a los obtenidos para las 14 muestras de
jugo analizadas. Para el anilisis cuantitativo tomamos en cuenta solo los 8
aminoacidos mencionados anteriormente.

Los resultados de las concentraciones de los aminodcidos presentes en los jugos se
muestran en la tabla X. Para el calculo de las concentraciones se tomo en cuenta el
factor de recuperacién obtenido a partir de los porcentajes de recuperacidon. Las
concentraciones estan dadas en mmol/lL.. Ademds se muestra el intervalo de
variacion encontrado en los jugos analizados. Los resultados son muy semejantes
para ambos jugos. En la tabla XI se muestran los resultados obtenidos al comparar
las concentraciones de cada aminoacido en jugo natural y jugo procesado con la
prueba "t" de Student. El valor "t" calculado a partir de cada par de datos es
menor que el valor "t" de tablas3’. Esto indica que no existe diferencia
significativa entre ambos grupos analizados.
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TABLA VIII

ficien regresion
rva 10.4 120.1 M1

AMINOACIDO COEFICIENTE DE

REGRESION
Asp 0.994
Glu 0.992
Asn 0.992
Ser 0.994
His 0.992
Gli 0.999
Arg 0.995
Thr 0.991
Ala 0.998
GABA 0.998
Tir 0.999
Met 0.999
Val 0.995
Trp 0.998
Phe 0.999
Ile 0.997

Leu 0.990
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TABLA IX

Valores de recuperacion

ral i min

AMINOACIDO RECUPERACION C.V.

% %
Glu 99.8 1.3
Asn 93.0 14.9
His 90.2 7.7
Ile 89.2 5.7
Asp 88.3 13.9
Ala 87.9 9.1
Ser 84.4 16.3
Arg 84.3 10.1
Trp 79.0 0.1
Met 77.0 5.5
Val 75.1 5.8
Thr 72.0 13.0
Phe 65.8 15.0
Gli 65.3 11.9
Tir 63.0 10.9
GABA 62.6 2.0
Leu 58.1 6.0

* Obtenidos a partir de muestras adicionadas con la mezcla de
estandares. El analisis se realizo 4 veces. En el caso del GABA
unicamente se trabajo con 2 muestras.
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TABLA X

ncentraciones encontr nl
jugos analizados™
Jugo natural milimoles/litro
AMINOACIDO X INTERVALO
Asp 2.25 1.25-2.97
Glu 1.11 0.81-1.41
Asn 2.06 1.03-3.08
Ser 3.05 0.93-5.17
Gli 2.26 0.08 - 4.60
Arg 4.83 3.54-6.12
Ala 1.85 034 -4.04
GABA 5.35 4,54 -6.16
Jugo Procesado
AMINOACIDO X INTERVALO
Asp 2.28 1.58-2.97
Glu 1.09 0.68-1.50
Asn 1.86 1.44-2.29
Ser 2.82 1.53-4.10
Gh 1.83 0.78 - 2.89
Arg 4.84 3.87-5.81
Ala 1.45 _ 0.52-2.38
GABA 5.26 4,76 - 5.85



TABLA XI

mparacion minoaci
rales (n r *
AMINOACIDO X to t;

mmol/L
Aspp 2.25 -0.14 2.05
Aspp 2.28
Glup 1.11 0.21 2.05
Asnp 2.06 0.67 2.05
Asnp 1.86
Serp 3.05 0.37 2.05
Serp 2.82
Glip 2.26 0.73 2.06
Gli, 1.83
Argn 4.83 -0.30 2.05
Argp 4.84
Alap 1.85 0.61 2.05
Alap 1.45
GABA, 5.35 0.44 2.22
GABAp 5.25

* Prueba estadistica t de Student: t de tablas (t;) es mayor que t obtenido (t;)
al comparar los pares de datos de concentracion para cada aminoécido. Se
concluye que no existe diferencia significativa entre estos pares de datos.
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Con las concentraciones obtenidas y de acuerdo con la literatura8.10,12,16 se
calculd la relacién porcentual para cada aminoacido, tomando en cuenta la
concentracion de cada uno de los 8 aminoacidos analizados con respecto al total de
la concentracion de ellos, con lo cual obtuvimos el perfil de aminoacidos para los
jugos de naranja analizados. Ya que no existe diferencia significativa entre los
datos de concentracion de aminoacidos en jugo natural y jugo procesado, el perfil
puede calcularse con los datos de cualquiera de los dos jugos. En este caso el
perfil se calculd con datos de jugo natural. Este perfil obtenido se muestra en la
tabla XII y en la figura 11.
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TABLA X1

Perfil de aminoacidos

en jugo de naranja*
AMINOACIDO % INTERVALO
Asp 10.09 7.81-12.35
Glu 5.03 4.15- 5.91
Asn 8.80 6.61 - 10.99
Ser 12.93 6.78 - 19.08
Gli 9.79 3.99 - 15.59
Arg 22.45 17.13 - 27.77
Ala 7.39 2.77-12.61
GABA 24.14 18.59 - 29.69

* Perfil calculado a partir de datos de jugo natural.
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DISCUSION

En el presente trabajo se propone un método cromatografico para la determinacion
de aminoacidos libres en jugos de fruta.

Al revisar la literatura encontramos que todos los reactivos derivatizantes presen-
tan tanto ventajas como limitaciones. Para nuestro trabajo decidimos utilizar el
OPA/2 ME ya que la reacciéon de derivatizacion es rapida, se lleva al cabo a
temperatura ambiente y en medio acuoso, no es necesario eliminar el exceso de
reactivo, como ocurre con otros reactivos (DABS, PITC), ya que no afecta el
andlisis; tampoco es necesario utilizar altas temperaturas para que se lleve al cabo
la reaccién de derivatizacion (DANS). Durante el trabajo pudimos comprobar la
rapidez y facilidad del procedimiento asi como la alta fluorescencia de los
derivados. Otra de las ventajas de la reaccion OPA/2 ME es que los resultados
cuantitativos son precisos.

La estabilidad de los derivados es uno de los inconvenientes de esta reaccién. Se
ha reportado 19:22 que ésta varia dependiendo de cada uno de los aminoacidos por
lo que la reproducibilidad y sensibilidad del procedimiento, y del método en
general, son directamente afectados si los tiempos de reaccién y de inyeccion no
son controlados. Nosotros observamos estos mismos efectos, por lo que nos
apegamos estrictamente a la técnica de la reaccion.

Otra de las caracteristicas de la reaccion es la estabilidad del reactivo OPA/2 ME.
Se ha reportado que el reactivo es indefinidamente estable a temperatura ambiente
y que requiere ocasionales adiciones de 2 ME 938, Sin embargo, en nuestro caso
no sucedio asi ya que el reactivo se descomponia a temperatura ambiente e incluso
en congelacion, en el transcurso de una y media a dos semanas. La descomposi-
ciébn podia observarse facilmente ya que la solucién derivatizante tomaba un
ligero color amarillo y, ademads, en el cromatograma aparece una sefial entre la
asparagina y la alanina y que, de acuerdo a lo reportado?, corresponde a un
producto de degradacion del reactivo.

Los principales factores que afectan la cromatografia en fase reversa son la
composicion del solvente, la concentracién del buffer y el pH39.Para el presente
trabajo, la elucién se realizé6 en un principio, con el programa de gradiente
reportado por Garza Ulloa%; sin embargo, en el transcurso de la estandarizacién del
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método, el programa se modificé en varias ocasiones con el fin de lograr la
separacion del grupo glicina-arginina-treonina y metionina-valina-triptéfano.
Ademas fueron probados cambios en la composicion de la fase movil los cuales
no mejoraron la resolucion. Finalmente se establecio el programa de gradiente
mostrado en la tabla III con la composicion original de las fases.

Se trabaj6 a 25°C y se observo que si la cromatografia se realizaba a temperaturas
mas bajas, la resolucion disminuia, incluso se perdia para la glicina-arginina-
treonina y metionina-valina-triptéfano. Si se realizaba el trabajo a temperaturas
mayores los tiempos de retencién eran, en general, mas cortos.

Uno de los problemas que se encontraron durante la separacion y al trabajar con
las muestras fue el uso de la pre-columna que, si bien, se recomienda para alargar
la vida de Ia columna, en nuestro caso se observd un aumento de la presién y una
disminucidn de la resolucion, por lo que decidimos no utilizarla.

Para la deteccion de los derivados se utilizé inicialmente el detector UV auna A
de 440 nm ya que se reporta que los derivados también absorben en esta
regién6.16_ En la figura 12 se observa el cromatograma obtenido. En este caso se
utilizé una columna microbore de 10 cm x 2.1 mm de diametro interno y con
tamafio de particula de Sum. El programa de gradiente de elucion tenia una
duraciéon de 30 minutos. Bajo las condiciones trabajadas se obtiene buena
resolucion pero una sensibilidad relativamente baja (cientos de picomoles).
Ademas, el reactivo por si solo presenta sefiales a la longitud de onda de deteccion
de 440 nm. que pueden confundirse con tos derivados de los aminoécidos.

Por lo anterior se decidié trabajar con el detector de fluorescencia. La columna
utilizada fue la reportada en EQUIPO. La sensibilidad obtenida por nuestro
método fue de 0.6 nmol/mL (12 pmol inyectados), aunque algunos aminoacidos
como arginina, metionina, tirosina y fenilalanina presentaron respuesta a 0.2
nmol/mL. {4 pmol de inyeccion). La excepcion fue la lisina la cual fue detectada
hasta los 4 nmol/mL. (80 pmol de inyeccion).

IS CR T
En los resultados de los cromatogramas se obtuvo el mismo orden de elucion que
el reportado en otros trabajos%.18 excepto para el par treonina-arginina que en
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Figura 12. Cromatograma de la separacion de aminoacidos por el método OPA/ZME

Velocidad de flujo: 0.3 ml/min
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Eluente B: Metanol: Buffer de fosfatos 0.18 M: THF (55:42:3)

Columna: Fase Inversa de ODS (100 X 2.1 mm, particula 5 pm)

Deteccion: 440 om
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nuestro caso el orden fue arginina-treonina, lo cual fue comprobado inyectando
estos aminoacidos en diferentes proporciones.

Aunque se presentaron variaciones en los tiempos de retencion en el analisis
cromatografico de la mezcla de estindares, el orden de elucion de todos los
aminoacidos fue siempre el mismo. Los tiempos de retencion obtenidos al analizar
las muestras fueron un poco mayores que los obtenidos con la mezcla de
estandares; estas variaciones en los tiempos de retencion pueden deberse a efectos
de la matriz. Sin embargo, como se mencionoé anteriormente, siempre se mantuvo
el orden de elucion.

En cuanto a la altura de los picos, se obtuvieron coeficientes de variaciéon menores
del 10% excepto para la arginina y el triptéfano debido probablemente a que la
resolucion para ellos era muy dependiente de la temperatura y de la vida de la
columna, por lo que en algunas ocasiones no fue posible resolverlas de la treonina
y la valina respectivamente y esto producia variaciones en la sefial.

La lisina presentd algunos problemas. Por un lado, debido a su baja respuesta no
era detectada; después, se observé que, aunque la concentracidn inyectada
tedricamente estaba dentro de los limites de deteccion, en algunas ocasiones no se
lograba ver su sefial. Por lo tanto y tomando en cuenta que este aminoacido esta
presente en los jugos en muy pequefias cantidades, no se tomé en cuenta para el
analisis ni para obtener los parametros analiticos. Ademas, en las muestras nunca
fue detectada su sefial.

Se ha reportado limite de detecciéon menor a 8 pmol de inyeccion. En nuestro caso
se trabaj6 también a 8 y hasta 4 pmol de inyeccidn sin embargo, la vartacién en la
respuesta para algunos aminoacidos inyectados a esta concentracidén, es muy
grande. De esta manera, se decidio trabajar dentro del intervalo de 10 hasta 160
pmol de inyeccion.

En lo que se refiere a los resultados de recuperacion puede observarse que los
porcentajes obtenidos son muy variados entre los diferentes aminoacidos. Sin
embargo, los valores de los coeficientes de variacion son aceptables4?, Ademas, no
pudimos encontrar alguna correlacion entre el porcentaje de recuperacion y la
naturaleza fisicoquimica del aminoécido y/o su peso molecular.
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EXTRACCION DE AMINOACIDOS LIBRES

Los métodos de Blanco Gomis y Richmond y de Fernandez Flores, que fueron
probados inicialmente, resultaron ser tardados, tediosos e implicaban un gasto
considerable de metanol, ademas de que la recuperacién observada era baja. Por
esta razén se selecciond y utilizo el método propuesto por Chaytor ya que, ademas
de ser sencillo, rdpido y econdmico, obtuvimos mayores recuperaciones.

Tanto el area como la altura de pico son parametros que pueden utilizarse para el
analisis cuantitativo. La altura, medida como la distancia desde Ia linea de base al
maximo del pico es, posiblemente, el método de integracion mds sencillo. Se ha
reportado una mejor precisidon midiendo la altura en lugar del &rea, siempre y
cuando los picos sean simétricos y las condiciones de operacién se mantengan
constantes 41, de lo contrario, existe la tendencia de las alturas a variar, mas que el
area, si las condiciones cromatograficas varian. De la misma manera, resulta mas
conveniente medir altura en el caso de picos parcialmente resueltos o de los que
presenten un coleo muy marcado; en el andlisis de trazas si la linea base es muy
ruidosa y cuando los picos cromatograficos son muy agudos#1.42, En nuestro ca-
so utilizamos la altura de pico como parametro cuantitativo ya que, ademas de
ser obtener sefiales muy agudas, al trabajar con el drea obteniamos coeficientes de
variacién mayores.

El uso de estindar interno para compensar los errores de inyeccion es
practicamente obligado en cromatografia de gases porque el error de inyeccion es
grande, pero tiene menor sentido en la técnica CLAR en donde éstos son menores.
Las opiniones respecto a la utilidad del estiandar interno son bastante diversas.
Muchos autores recomiendan su uso para obtener precisiones analiticas aceptables
mientras que otros mencionan que su utilizacién no es necesaria4l. En nuestra
experiencia, y ya que el método presentaba variaciones en la intensidad de
fluorescencia, inclusive de un dia para otro, decidimos utilizar el método de
estandar interno. De esta manera, ademas de reducir al minimo esta variacion en la
intensidad de la sefial, quedaron reducidas las variaciones del método debidas al
proceso de extraccion, a las diluciones realizadas para la extraccion y preparacion
de la muestra y las variaciones debidas a la reaccion y a la derivacion, entre las
principales variables.

En cuanto a la columna cromatogréifica, es muy importante que, cuando se trabaja
con soluciones buffer, las sales queden totalmente eliminadas ya que éstas pueden
precipitar dentro de las columnas, filtros o tuberias del equipo cromatografico. La
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eliminacion de estas sales se logra con agua pura pero luego el agua debe
removerse con metanol para evitar el crecimiento de bacterias dentro del ins-
trumento4!, Se recomienda también utilizar agua a 60°C para aumentar la
solubilidad de las sales y después lavar con metanol.

A lo largo de nuestro trabajo se observd que la columna cromatografica
comenzaba a perder resolucion. Cuando esto sucede se recomienda una limpieza
y revaloracion de la columna41.43, Este procedimiento también fue realizado.

Para la seleccidon del aminoacido que se utilizaria como estindar interno se
probaron los aminoacidos que han sido reportados en otros trabajos?12 como la
homoserina, la citrulina y la norleucina, pero cada uno de ellos resultaron tener
tiempos de retencion muy cercanos a los de otros aminoacidos del analisis (glicina,
treonina y leucina respectivamente), impidiéndo su resolucion; de manera que no
se pudieron utilizar. Finalmente se probdé el DAP, el cual tuvo tiempos de
retencion diferentes a los de los demas aminoécidos por lo que fue el que se utiliz
como estandar interno.

Es recomendable utilizar 2 6 3 estandares internos cuando la naturaleza quimica de
los diferentes componentes de la muestra es distinta, como lo es en el caso de los
aminoacidos (4cidos, basicos y neutros), y cuando se trabaja con gradiente de
elucion. Sin embargo para nosotros no fue posible utilizarlos ya que no se disponia
de mas estandares y solo se introdujo el DAP. Este presenta 2 sefiales o picos con
tiempos de retencion promedio de 30.79 y 33.02 minutos respectivamente,
debidas probablemente a la formas isoméricas de este acido (formas D,L y forma
meso). Para el analisis cuantitativo tomamos como base los datos del segundo
pico.

Antes de realizar el andlisis cuantitativo es importante verificar las condiciones de
trabajo para disminulir, en lo posible, los errores implicados en el uso de la CLAR.
En el capitulo 13 de libro de Quattrocchi4! asi como en el manual de Mc. Nair#3
se encontrara una guia completa acerca de las recomendaciones, asi como
problemas instrumentales y sus posibles soluciones que se presentan al realizar
esta técnica.
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A DE
De las 20 muestras de jugo obtenidas, 6 fueron utilizadas tanto para la seleccion
del método de extraccion como para la estandarizacion de la técnica analitica. Una
vez establecidas las condiciones, se trabaj6 con los 14 restantes para la obtencion
de los datos de concentracién y comparacion de éstos. En los 14 jugos frescos
analizados, con sus correspondientes concentrados, siempre se encontraron
presentes y en cantidades cuantificables los 8 aminoacidos sefialados en los
resultados. Ooghe y de Waele y Kunemanl0.12 reportaron estos mismos
aminodcidos ademas de la prolina, como los principales y los tomados como
criterio para confirmar la autenticidad de jugos de naranja, manzana, uva y toronja.
Por lo tanto, y de acuerdo con nuestros resultados, decidimos tomar en cuenta solo
estos aminoacidos para el analisis cuantitativo; ademas, incluimos a la glicina ya
que en todas las muestras se encontrd presente y en cantidades cuantificables por
nuestro método. La prolina no se incluyé ya que no puede ser detectada por el

OPA/2 ME. Para poder detectarla es necesario oxidarla primero con hipoclorito de
sodio44,

Con los resultados obtenidos en este trabajo seré posible utilizar la determinacion
de aminoécidos para llevar al cabo el control de calidad en jugos de naranja y de
otras frutas, tanto durante el proceso de extraccidn, como para la deteccion de
adulteraciones. La determinacion también puede ser aplicada para el analisis de
otras bebidas y alimentos, para conocer su valor nutritivo o- también para control
de calidad.

Por otra parte esta técnica también podra ser utilizada en otros campos de interés,
como por ejemplo en Microbiologia, en Bioquimica, o en Quimica Clinica, en
donde el andlisis de aminoacidos ha resultado de gran ayuda en la deteccion de
enfermedades metabdlicas.
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CONCLUSIONES

I. Se cuenta con un método analitico sensible y reproducible para la determinacion
de aminodcidos libres en jugos de naranja y jugos de otras frutas.

2. No existe diferencia significativa entre los principales aminoacidos libres
cuantificados en jugo de naranja natural y jugo de naranja procesado por lo
que consideramos que el proceso de concentracién no afecta este parametro
analitico.

3. Se propone un perfil con los valores de las concentraciones relativas de los
principales amino4cidos encontrados en jugo de naranja.
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