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The objective of this research was to determine the quality of the protein present in
sausages fortified with quinoa as a substitute for animal protein, through the identification
and quantification of amino acids, using gas chromatography and precolumn derivatization.
The amino acid composition found in the analyzed products was predominantly composed
of: Threonine (THR) with a concentration of 1046.32umol / L, aminobutyric acid (ABA) with a
concentration of 9685.68 pmol / L and glutamic acid (GLU) with a concentration of 1178.71 pmol
/ L. These values were found in the treatment with the highest percentage of quinoa flour,
establishing a directly proportional relationship between the concentrations of these amino
acids and the percentage of quinoa. Gas chromatography was an adequate technique for
determining the amino acid profile due to its speed and sensitivity.
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La presente investigacion tiene por objetivo determinar la calidad de la proteina presente
en embutidos fortificados con quinua como sustituyente de la proteina animal, a través de
la identificaciéon y cuantificacién de aminodcidos mediante la aplicacién de cromatografia
de gases y la derivatizacién precolumna. La composicién de aminodcidos encontrada en
los productos analizados destaca la presencia mayoritaria de: Treonina (THR) con una
concentracion de 1046,32 pmol/L, acido aminobutirico (ABA) con una concentracién de
9685,68 pmol/L y acido glutdmico (GLU) con una concentracién de 1178,71 pmol/L, todos
estos valores se presentaron en el tratamiento con mayor porcentaje de harina de quinua
estableciéndose una relacién directamente proporcional entre las concentraciones de estos
aminodcidos y el porcentaje de adicién de quinua en los tratamientos estudiados. Se puede
concluir que la cromatografia de gases empleada resulté una técnica adecuada para la
determinacion del perfil aminoacidico por la rapidez y sensibilidad presentada sobre las
muestras estudiadas.
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1. Introduccion

El desarrollo y diferenciacién de los derivados carnicos va de la mano con el incremento
del interés que presentan los consumidores hacia el mantenimiento de su salud [1].
Los productos carnicos poseen un valor nutricional importante para ciertas funciones
del organismo; sin embargo, algunos de sus componentes pueden afectar de manera
negativa a la salud de los consumidores. Uno de los componentes que pueden alterar
de manera significativa el equilibrio nutricional de la dieta es el porcentaje de grasa
presente en los derivados carnicos que se ha determinado entre 20 a 40% del total del
peso [2]. En los productos cérnicos, el contenido de aminodcidos libres y dcidos grasos
libres son dos pardmetros importantes que se utilizan para establecer su calidad. Estos
compuestos juegan un papel muy importante en la definicién de las caracteristicas
sensoriales y la aceptabilidad de los productos céarnicos [3].

Este problema nutricional en los derivados céarnicos ha sido solucionado a través de
la utilizacién de derivados proteicos de origen vegetal disminuyendo no sélo el indice
de grasa sino incrementando la presencia de proteina en el producto final, al mismo
tiempo que se incrementa el rendimiento y se disminuyen los costos de formulacién
(4, 5].

Los diversos andlisis de la composicién nutricional de la quinua la han posicionado
como un superalimento gracias a su elevado contenido de macronutrientes, ademas
de la presencia de aminodcidos esenciales, grasas poliinsaturadas, fibra dietética, vita-
minas y minerales [6]. El contenido proteinico de la quinua es mayor que en los demas
granos comerciales, siendo un 10,4 al 17% superior. Esta proteina posee aminoacidos
esenciales como histidina y lisina, los mismos que en los demds cereales son limitantes
[6]. Todos estos aspectos analizados hacen de la quinua un producto atractivo para su
aplicacioén tecnolégica en la elaboracién de alimentos con alto contenido proteinico y
por ende elevado potencial nutricional [7].

Los aminodcidos presentes en la composicién nutricional de la quinua son com-
ponentes esenciales de una gran cantidad de productos industriales, farmacéuticos y
agricolas. Existen diversidad de métodos analiticos empleados para la determinacién
de este tipo de compuestos orgdanicos, siendo la determinacién por cromatografia de
gases uno de los mas empleados. Este procedimiento es rapido, posee un elevado
poder de sensibilidad y resolucién, sin embargo, como los aminoécidos libres no son
compuestos suficientemente volatiles requieren de un proceso de derivatizacién a
ésteres de aminodcidos para poder determinarlos [8].

La determinacién de aminoacidos posee una amplia aplicacién a nivel investigativo
y tecnoldgico siendo uno de los mas importantes el poder establecer el valor nutritivo
de productos destinados a la alimentacién. El incremento del interés del consumidor
por obtener informacién relacionada con el valor nutritivo de los productos ha llevado
a desarrollar nuevos métodos mas precisos y sensibles. De igual manera, se observa
un incremento en el desarrollo de procesos para la deteccién de adulteraciones en
alimentos o la determinaciéon de aminoacidos, péptidos o derivados potencialmente
téxicos producidos.
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Tradicionalmente, el método mds comun para analizar aminodcidos en matrices de
alimentos ha sido la cromatografia liquida de alto rendimiento en fase inversa (RP-HPLC)
con un paso de derivacién de columna previa [9]. La Cromatografia de gases se puede
utilizar como un método alternativo, especialmente cuando las cantidades de muestras
requieren una sensibilidad alta [10]. Ademds, GC presenta una mayor resolucion y
velocidad de andlisis y costo instrumental que HPLC [11]. La blusqueda de métodos
nuevos y precisos para el analisis de aminoéacidos en carne y productos carnicos es un
reto. La derivacion y la cromatografia son procedimientos que se han estudiado a fondo,
y se a dado menos atencién a los métodos de extraccidon [12]. Recientemente Jiménez-
Martin et al. [9] describié un método GC para la determinacién de aminoécidos libres
en los alimentos de origen animal. En esta metodologia, la muestra se homogeniza con
HCI 0,1 M mediante el uso de un digestor. El acetonitrilo se utiliza para desproteinizar.
La aplicacién de este método GC para la determinacién de aminoéacidos en la carne
y los productos carnicos constituyen una importante reduccién del tiempo y gasto de
disolventes en los procedimientos de separacién y deteccién en comparaciéon con RP-
HPLC con el método del detector de matriz de diodos [13, 14].

El criterio para seleccionar el método méas apropiado en la cuantificacién de aminoa-
cidos dependera de aspectos como la resolucion, sensibilidad y velocidad del método.
El objetivo central de la presente investigacion es cuantificar el contenido y establecer
el perfil de aminoacidos de embutidos fortificados con quinua como proteina vegetal,
a través de un procedimiento cromatografico de columna reversa con derivatizacién
pre-columna [15].

2. Materiales y Métodos
2. Material e instrumentacion

En el estudio se llevd a cabo un muestreo aleatorio dirigido. Se recolectaron 3 muestras
al azar de chorizo y 3 muestras al alzar de Jamdn una por cada tratamiento, las mismas
que fueron elaboradas en el Laboratorio de Carnicos de la Facultad de Salud Publica
para luego ser analizadas en el Laboratorio de Bromatologia y Nutricion Animal de la
Facultad de Ciencias Pecuarias de la ESPOCH.

Fueron estudiados 3 niveles en cada uno de los embutidos: QO (Tratamiento control),
Q1 (tratamiento 5% de harina de quinua) y Q2 (tratamiento 7,5% de harina de quinua).
La asignacién de las concentraciones se realiza mediante el célculo de una curva de
calibracién establecida por el CG.

Cada una de las muestras tanto el tratamiento control como los embutidos enrique-
cidos con harina de quinua fueron analizados directamente; todos los pasos, incluida la
limpieza de muestras, la derivacion y el andlisis se realizaron como se describe la tabla
del manual del equipo [16]; no se realizdé ninguna preparacién de muestra adicional
antes de EZ: Analisis de faast.
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2.2. Patrones

Se utilizaron kits fisiolégicos EZ: Faast para GC-FID (Phenomenex, Torrance, CA, EE.
Uu)

2.3. Medio de elucion

El volumen del medio de elucién preparado depende del nimero de muestras que se
analizaran durante el dia (200 ul/muestra) por lo cual se debe realizar minutos antes de
ejecutar el andlisis. La combinacién del medio de elucién consiste en colocar 3 partes
de reactivo 3a (componente medio de elucién 1) con 2 partes de reactivo 3b.

2.4. Método de derivatizacion

De manera inicial se realizé una diluciéon con agua destilada de 1 g de muestra en
100 PL de agua. En cada vial se procedié a mezclar 100 PL de dilucién con 100 pL de
reactivo 1 (solucién estandar interno), posteriormente se pipetearon 200 pL de reactivo
2 (solucién de lavado) en el mismo vial. Se colocaron 200 PL del medio de elucién en
el vial que contenia la muestra [14, 17].

Con la ayuda de un microdispensador (dialamatico drummond) se transfirieron 50 L
de reactivo 4 al vial de preparacién de muestra y se procedié a emulsionar el liquido
en el vial agitdndolo repetidamente de 5-8 sec. El paso de emulsificacion es efectivo
cuando el contenido del vial se vuelve lechoso. Luego de 1 min se observd que la
emulsion se separa gradualmente en dos capas. Se transfirié con el microdispensador
100 PL de reactivo 5y se homogenizo aproximadamente 5 sec. Para finalizar se pipeteo
100 PL de reactivo 6 observando la separacidon de la capa orgdnica que contiene
derivados de aminodcidos. Esta capa fue trasferida a un vial para proceder a la inyeccién
manual en el equipo CG obteniendo los diferentes cromatogramas [17].

2.5. Condiciones cromatograficas

Todos los analisis se realizaron en el Equipo de Marca PERKIN ELMER CLARUS 580 con
un detector de ionizacion de llama (FID) e inyeccion manual (1 L) usando una jeringa
SGE de 1 pL. Se trabajé en una columna GC capilar Zebron ZBAAA de 10 m x 0,25
mm. El programa de temperatura del horno de columna se desarrollé a 35°C por min
de 110 a 320°C. La temperatura del detector FID fue de 320°C y se inyecté 1 L a una
temperatura de inyeccién de 250°C y un nivel dividido de 1: 2. El gas portador H, a una
presién de 7 psi (un caudal de 1 JL/min). El caudal, presién y relaciones divididas fueron
ajustadas segun las especificaciones del instrumento de GC mediante la utilizacién de
un software denominado CHOMERA el mismo que permite visualizar las condiciones
necesarias para empezar el trabajo de andlisis; las condiciones de analisis estandar se
usaron como se describe en el manual del Kit [16].
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3. Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se puede observar la composicién aminoacidica de Jamén fortificado
con harina de quinua en comparacién con el tratamiento testigo. Los aminodacidos
que se presentan en mayor cantidad son ACIDO GLUTAMICO, TREONINA, ACIDO
AMINOBUTIRICO.

Table 1

Concentracion de aminodcidos en Jamon detectados por CG (Laboratorio de Bromatologia —

ESPOCH,).

TQO (Tratamiento testigo) TQ1 (5% De harina de TQ2 (7,5% Harina de

quinua) quinua)

AMINOACIDO Concentracién Porcentaje Concentracién Porcentaje Concentracién Porcentaje

pmol/L (%) pmol/L (%) pmol/L (%)
GLY 69,86 9,88 121,37 2,80 409,56 1,77
ABA 63,27 8,95 617,84 14,27 513,44 14,75
BAIB 73,27 10,36 335,25 774 371,35 10,67
VAL 78,26 11,07 0,00 0,00 175,34 5,04
ALA 122,59 17,34 672,15 15,52 168,52 4,84
SER 0,00 0,00 180,74 417 0,00 0,00
ASP 0,00 0,00 12,12 0,28 165,55 4,76
LEU 55,51 7,85 0,00 0,00 112,51 3,23
MET 21,10 2,98 80,53 1,86 93,34 2,68
GLU 0,00 0,00 523,99 12,10 700,65 20,13
PHE 40,45 5,72 75,48 1,74 75,82 2,18
AAA 85,22 12,05 209,35 4,83 273,09 7,85
LIS 62,91 8,90 86,02 1,99 23,68 0,68
AILE 0,00 0,00 132,19 3,05 0,00 0,00
ILE 0,00 0,00 0,00 0,00 57,60 1,65
THR 0,00 0,00 1107,85 25,58 195,42 5,61
HIS 34,62 4,90 112,36 2,59 60,40 1,74
ORN 0,00 0,00 63,68 1,47 71,08 2,04
TYR 0,00 0,00 0,00 0,00 13,34 0,38

La Tabla 2, muestra los resultados obtenidos para el perfil aminoacidico de chorizo
elaborado con diferentes porcentajes de harina de quinua Q1y Q2 comparandolo con el
tratamiento testigo QO.- Los mayores porcentajes de concentracién fueron para ACIDO
GLUTAMICO, TREONINA, ACIDO AMINOBUTIRICO.

En las Tablas 3y 4 se reflejan los andlisis estadisticos obtenidos a partir de la cuantifi-
cacion de la concentracién de aminoacidos presentes en jamén y chorizo enriquecido
con harina de quinua. Un valor F suficientemente grande indica que el término o
el modelo es significativo, si el valor p presenta valores mas bajos proporciona una
evidencia mas fuerte en contra de la hipdtesis nula.
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Table 2

Concentracion de aminodcidos en Chorizo detectados por CG (Laboratorio de Bromatologia

— ESPOCH).

AMINOACIDO

GLY
ABA
BAIB
VAL
ALA
SER
ASP
LEU
MET
GLU
PHE
AAA
LIS
ILE
ILE
THR
HIS
ORN
TYR

Table 3

TQO (Tratamiento testigo)

Concentracién
pmol/L

11,32
125,96
50,39
0,00
0,00
40,61
11,10
0,00
0,00
120,43
7,75
42,92
39,26
0,00
0,00
0,00
13,09
0,00
0,00

TQ1 (5% De harina de

quinua)

Porcentaje Concentracion

(%)
2,45
27,22
10,89
0,00
0,00
8,77
2,40
0,00
0,00
26,02
1,68
9,27
8,48
0,00
0,00
0,00
2,83
0,00
0,00

pmol/L
98,29
1352,26
210,62
61,99
56,56
0,00
186,75
0,00
14,21
353,69
14,25
98,38
51,19
0,00
73,35
91,90
47,66
3,64
0,00

Porcentaje

(%)
3,62
49,81
7,76
2,28
2,08
0,00
6,88
0,00
0,52
13,03
0,53
3,62
1,89
0,00
2,70
3,39
1,76
0,13
0,00

TQ2 (7,5% Harina de

quinua)

Concentraciéon Porcentaje

pmol/L
172,63
9666,39
2826,27
516,53
80,71
406,37
446,38
0,00
59,37
177,80
274,95
401,17
86,96
133,13
90,81
1051,27
67,07
122,83
0,00

(%)
0,98
54,98
16,08
2,94
0,46
2,31
2,54
0,00
0,34
6,70
1,56
2,28
0,49
0,76
0,52
5,98
0,38
0,70
0,00

Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo correspondiente a la
cuantificacion de aminodcidos para Jamodn fortificado con harina de quinua (Q1, Q2) y
tratamiento testigo (QO0).

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las
variaciones

Aminoé&cido
Tratamiento
Interaccion
Dentro del grupo

Total

Suma de
cuadrados

336856777
1134121,12

3513690,84
19793,0876
8036172,82

Grados
de
libertad

18
2
36
14
170

Promedio F
de los
cuadrados

187142,654 1077,8643

173,623575

Probabilidad

2,371x10-118
567060,562 3266,03436 2,277x10-101
97602,5233 562,150175 9,412x10-113

Valor critico
para F

1,69502547
3,07585264
1,52072918

La Figura 1 describe la concentracién de aminoacidos encontrada se destacan como
mayoritarios los aminoécidos: L- aminobutirico, 4cido glutdmico y aminodcidos aromati-
cos como la valina, isoleucina, leucina y fenilalanina.
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Table 4
Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo correspondiente a la

cuantificacion de aminodcidos para Jamodn fortificado con harina de quinua (Q1, Q2) y
tratamiento testigo (QO0).

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor critico

variaciones cuadrados de de los (p) para F
libertad cuadrados

Aminoé&cidos 3368567,78 18 187142,654 1077,8643  2,371x10-118 1,69502547

Tratamientos 13412112 2 567060,562 3266,03436 2,277x10-101 3,07585264

Interaccion 3513690,84 36 97602,5233 562,150175 9,412x10-113  1,52072918

Dentro del grupo 19793,0876 14 173,623575

Total 8036172,83 170

CONCENTRACION DE AMINOACIDOS POR CG.

Figure 1

Concentracion de aminodcidos detectados por CG para cada tratamiento.

4. Discusion

De acuerdo con los resultados expuestos en Tabla 1 para muestras de Jamoén fortificado
se evidencia un incremento en su porcentaje de QO a Q1y Q2 para Acido aminobutirico,
el Acido Glutdmico fue detectable en Q1y Q2, en Treonina se visualiza un incremento
en porcentaje, se evidencia que existe una relacion directamente proporcional entre la
concentracion de aminoécidos y el porcentaje de adicién de harina de quinua. Estos
resultados coinciden con hallazgos descritos en estudios previos en donde se muestra
a la glutamina como el principal aminodcido en la carne fresca [18]. En relacién con
el triptéfano, se ha detectado en baja concentracién en carne fresca [19]. Segun los
resultados encontrados por Jimenez-Martin et al. [13], el acido glutdmico es el principal
aminodcido en el cerdo fresco, seguido por la glutamina, la cisteina y la fenilalanina y
de acuerdo al presente estudio se evidencia un alto porcentaje de acido glutdmico lo
que correlaciona la investigacion con estudios anteriores.

En la Tabla 2 para muestras de chorizo fortificado se evidencia que el Acido amino
butirico incrementa un 22,59% entre el tratamiento QO y Q1 mientras que el incremento
de Q1y Q2 es de 5,17%, en el acido glutdmico se visualiza un descenso en su porcentaje
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se puede deber a la presencia de Interferencias en la aplicacién del método; en
Treonina QO no es detectable mientras que en los tratamientos Q1 y Q2 presento
un incremento de 2,59%. Estudios indican que la determinacién de la calidad de la
proteina depende de la concentraciéon de aminodcidos esenciales. Estudios realizados
demuestran que la quinua, contiene mayor cantidad de lisina (81 mg/g de proteina) que
la proteina de huevo (70 mg/g de proteina) [6]. De igual manera, se puede mencionar
que los aminodcidos son componentes importantes de los alimentos, constituyéndose
en los precursores de la biosintesis de proteinas. A su vez, el contenido de aminoéacidos
contribuye de manera directa al sabor de los alimentos y algunos son determinantes
en el aporte de aromas por ejemplo durante la reaccién de Maillard. En nuestro estudio
es importante sefialar que la presencia de aminoécidos influye directamente en ciertos
procesos de fermentacién y maduracion de alimentos [16, 20].

Se puede evidenciar el incremento de ciertos aminoédcidos esenciales como ABA,
BAIB, SAR, GLU y THR. Por el contrario, la Tirosina no fue detectable por este método,
debido a que es sintetizado a partir de la hidroxilacién de la fenilalanina siempre
y cuando la contenga un aporte adecuado de este aminoacido. Con base en los
resultados también se puede determinar que la concentraciéon de PHE es minima lo que
pudo ocasionar que no sea hidroxilado [12, 19]. Los dos tipos de embutidos elaborados
tienen en comun la presencia de harina de quinua, que es un cereal catalogado como
fuente importante de proteinas debido a su digestibilidad y su composicién equilibrada
en aminodcidos esenciales [21]. La quinua contiene un nivel proteico superior otros
cereales comunes como la sémola de trigo, las proteinas de la quinua estan formadas
principalmente por albdmina y globulina que poseen un excelente porcentaje de lisina
en su composicién [22].

La cantidad elevada de proteinas que puedan presentar las harinas de uso comun
para la elaboracién de embutidos no significa que cuenten con todos los aminoacidos
escenciales, el acido glutdmico, treonina y acido aminobutirico cuantificados en el
presente estudio, normalmente se encuentran en cantidades limitadas en los cereales
comunes [22, 23]. El contenido de acido glutdmico (GLU) fue diferente en los dos
embutidos analizados (p < 0,05), siendo el jamén el que mostré el mayor valor en
el tratamiento Q3 con una concentracion de 699,02 pmol/L. La lisina (LYS) es el
aminoacido de mayor estudio e importancia en la composicién nutricional de harinas
y pastas alimenticias [23, 24], en el estudio se presentan en los dos embutidos un
porcentaje de 1,99% de lisina mientras que en los cereales comunes esta se encuentra
en cantidades inferiores a las requeridas para la nutricién humana [25]. Estos datos
obtenidos demuestran la importancia de la adicidén de la proteina vegetal de harina de
quinua en la elaboracion de embutidos permitiendo aportar mayor calidad nutricional
y en particular de aminodacidos esenciales como el dcido glutdmico, treonina y lisina.

Una vez realizadas las pruebas de ANOVA para los embutidos jamén (Tabla 3) y
chorizo (Tabla 4) se demostré a través de la determinacién de probabilidad que existian
diferencias altamente significativas en los tres tratamientos analizados QO, Q1 y Q2,
siendo el valor de p para los dos casos menor a 0,05 (Tablas 3y 4). De igual manera se
establecieron los valores de F para ambos tratamientos siendo mayores que su valor
critico por lo que se establece el incremento del porcentaje de harina de quinua desde
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0% del tratamiento testigo al 7,5% del tratamiento Q2 marca la diferencia en cuanto al
contenido de aminodcidos presentes en las muestras de jamdn y chorizo fortificados
[26].

5. Conclusiones

« LaIncorporacién de la harina de quinua dentro de la formulacién de los embutidos
fortificados es una alternativa de alimento con calidad. Los resultados obtenidos
en el presente estudio demuestran el potencial que tiene la harina de quinua
en la elaboraciéon de embutidos y el respectivo incremento de rentabilidad al ser
factible reemplazar proteina animal por proteina vegetal.

« Se evidencio un incremento de la concentracién de aminoacidos esenciales
como Treonina y Acido Amino Butirico, que se demuestra a través del analisis
estadistico en donde existe diferencias significativas (o < 0,05). De igual manera
el tratamiento estadistico demuestra una relacién directamente proporcional
entre la concentracion de aminodcidos y el porcentaje de adicidon de harina
de quinua.
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