) UNIVERSITAT
2l (1] P()LITECN!C/\
% |” VALENCIA ‘

I IIIL'T [H\(_»F [ER?AH
JESARROLLS

UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

PRUEBA A PUNTO DE METODOLOGIA
PARA DETERMINACION DE TRIPTOFANO
Y LISINA Y SU APLICACION EN CHUFA (C.

esculentus)

TRABAJO FIN DE MASTER UNIVERSITARIO EN GESTION DE LA
CALIDAD Y SEGURIDAD ALIMENTARIA

ALUMNO/A: MIRIAM VILCHES CORTES

TUTOR/A ACADEMICO: MARIA DOLORES RAIGON JIMENEZ
Curso Académico:
2018/2019
VALENCIA, 05 DE JULIO, 2019



PRUEBA A PUNTO DE METODOLOGIA PARA’DETERMINACIC)N
DE TRIPTOFANO Y LISINA Y SU APLICACION EN CHUFA (C.
esculentus)

Miriam Vilches Cortés; M.D. Raigén

RESUMEN

La elevada demanda de informacion relacionada con el valor nutritivo ha
dado lugar al desarrollo de métodos analiticos precisos para aminoacidos. La
calidad de la proteina depende en gran parte de la composicion de sus
aminoacidos y su digestibilidad. Por tanto, es importante la identificacion del
contenido en aminoacidos mediante técnicas analiticas validadas y simples con
equipos versatiles que permitan medir la composicibn en aminoacidos para
poder determinar la calidad proteica real, en este caso aplicado en el analisis
de chufa (Cyperus esculentus L.). Para ello se ha puesto a punto y adaptado el
método espectrofotométrico UV/Vis descrito para muestras de cereales, a la
determinacién de lisina y triptéfano en chufa, validando los métodos mediante
diferentes criterios analiticos y se han aplicado en la determinacion de la
calidad de la proteina de chufa, a través del contenido de lisina y triptéfano, en
chufas procedentes de la zona productora de L'Horta Nord (Valencia) de tres
procedencias con dos sistemas de produccién: convencional, ecoldgica de
larga trayectoria (ECO 1) y ecoldgica de reciente implantacion (ECO 2). El
método ha sido validado siguiendo los criterios de aceptacién requeridos en las
pautas de validacion. Los métodos han presentado una buena repetitividad y
un error absoluto, en la mayoria de los casos, inferior a 0.05. En cuanto a la
linealidad, las curvas de calibracion fueron mayores de 0.99, en los dos
métodos.Las diferencias encontradas en la aplicacion de los métodos en la
cuantificacion de los aminoacidos lisina y triptéfano en muestras de chufa
ecoldgica y convencional, indican que la fertilizacién nitrogenada, tanto a nivel
de dosis, como de fuente de nitrdgeno, como de las diferencias que se pueden
generar con el metabolismo de la planta, son los factores que pueden influir no
s6lo en la cantidad de la proteina, sino en la composicion de los aminoacidos y
con ello en la calidad proteica.

PALABRAS CLAVE: aminoacidos esenciales, composicion nutricional,
ecoldgico, analisis espectrofotométrico.

ABSTRACT

The high demand for information related to nutritional value has related to
the development of precise analytical methods for amino acids. The quality of
protein depends on the composition of its amino acids and their digestibility.
Therefore, it is important to identify the content of amino acids through validated
and simple analytical techniques with diverse equipment that can measure the
composition in amino acids to determine the real protein quality, in this case



applied in the analysis of tigernut. (Cyperus esculentus L.). The UV/Vis
spectrophotometric method described for cereal samples has been developed
and adapted to the determination of lysine and tryptophan in tigernut, validating
the methods by means of different analytical criteria and have been applied in
the determination of the quality of tigernut protein, through the content of lysine
and tryptophan, in tigernuts from the production area of L'Horta Nord (Valencia)
of three systems of origin: conventional, ecological long-path (ECO 1) and
ecological of recent implantation (ECO 2). The method has been validated
following the acceptance criteria required in the validation guidelines. The
methods had good repeatability and an absolute error, in most cases, of less
than 0.05. As for linearity, the calibration curves were greater than 0.99, for both
cases. The differences found in the application of the methods in the
quantification of the amino acids lysine and tryptophan in samples of organic
and conventional tiger nut, indicate that the nitrogen fertilization, both at the
dose level, the nitrogen source, as well as the differences can generate with the
metabolism of the plant, are the factors that can influence not only the amount
of the protein, but in the composition of the amino acids and thus in the protein
quality.

KEYWORDS: amino acids, essential, nutritional value, ecological,
spectrophotometric analysis.

RESUM

L'elevada demanda d'informaci6 relacionada amb el valor nutritiu ha
donat lloc al desenrotllament de métodes analitics precisos per a
aminoacids. La qualitat de la proteina depén en gran part de la composicié
dels seus aminoacids i la seua digestibilitat. Per tant, és important la
identificacié del contingut en aminoacids per mitja de técniques analitiques
validades i simples amb equips versatils que permeten mesurar la
composicié en aminoacids per a poder determinar la qualitat proteica real, en
este cas aplicat en l'analisi de xufa (Cyperus esculentus L.). Per a aix6 s'ha
posat a punt i adaptat el métode espectrofotométrico UV/Vis descrit per a
mostres de cereals, a la determinacio de lisina i triptdfan en xufa, validant els
meétodes per mitja de diferents criteris analitics i s'han aplicat en la
determinacié de la qualitat proteina de xufa, a través del contingut de lisina i
triptofan, en xufes procedents de la zona productora de L’Horta Nord
(Valéncia) de tres sistemes de procedencia: convencional, ecologica de
llarga trajectoria (ECO 1) i ecologica de recent implantacié (ECO 2). El
meétode ha sigut validat seguint els criteris d'acceptacié requerits en les
pautes de validacié. "Els métodes han presentat una bona repetitividad i un
error absolut, en la majoria dels casos, inferior a 0.05. Quant a la linealitat,
les corbes de calibratge van ser majors de 0.99, per als dos métodes. Les
diferéncies trobades en l'aplicacié dels métodes en la quantificacio dels
aminoacids lisina i triptdfan en mostres de xufa ecolodgica i convencional,
indiquen que la fertilitzacio nitrogenada, tant a nivell de dosi, com de font de
nitrogen, com de les diferéncies que es poden generar amb el metabolisme
de la planta, son els factors que poden influir no sols en la quantitat de la



proteina, sind en la composicid dels aminoacids i amb aixd en la qualitat
proteica.

PARAULES CLAU: aminoacids, essencials, composicié nutricional, ecologic,
analisi espectre-fotometric.

INTRODUCCION

Las proteinas son junto con los hidratos de carbono y los lipidos los
macronutrientes presentes en los alimentos. Las recomendaciones
nutricionales indican que entre el 55 y 60% de la energia debe proceder de los
hidratos de carbono, entre el 20 y 25% de los lipidos y entre el 10 y el 15%
restante de las proteinas. Si el consumo de glucidos y/o lipidos no alcanza para
compensar las necesidades energéticas, las proteinas se catalizan en el
organismo para la obtencion de energia (Rolfes, 2011).

Las proteinas estan conformadas por 20 aminoacidos conocidos, 9 de los
cuales [histidina (His), isoleucina (lleu), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina
(Met), fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptéfano (Trp) y valina (Val)] son
esenciales, es decir, no se sintetizan en los mamiferos, y la unica manera de
suplirlos es a través de la dieta. La degradacion de proteinas es constante y
superior a la ingesta diaria, existiendo un sistema de reutilizacién de
aminoacidos para mantener el metabolismo, por lo que es necesario un
balance adecuado entre ingesta y excreta de proteinas en la dieta para poder
mantener los requerimientos de aminoacidos que el cuerpo necesita (National
Research Council, 1989).

La calidad de las proteinas reside en su contenido en aminoacidos
esenciales. Las proteinas de origen animal son ricas en la mayoria de los
aminoacidos esenciales, por lo que son de alto valor biolégico. Las proteinas
vegetales son deficitarias en aminoacidos esenciales ricos en azufre como
metionina, cistina y cisteina. Por ello, la mezcla de cereales y legumbres
proporciona proteinas con cantidades adecuadas de aminoacidos esenciales
(Igbal et al., 2006), dando lugar a proteina de alto valor biolégico y de origen
vegetal, menos caldrica, rica en fibra, sin grasas ni colesterol y con un indice
glucémico bajo.

La identificacion del contenido en aminoacidos, cada vez es mas
importante para evaluar la calidad de la proteina de un alimento. Durante los
ultimos anos, la evolucion del analisis instrumental ha permitido el analisis y
cuantificacion de un gran numero de aminoacidos, con alta precision vy
sensibilidad. Principalmente, tres son las técnicas que se usan con mayor
frecuencia, 1) la cromatografia de intercambio i6nico y deteccién por
ultravioleta (UV); 2) la separacion de derivados volatiles de aminoacidos por
cromatografia gaseosa (CG) y deteccidon por espectrometria de masas (EM) y
3) la separacion de aminoacidos por cromatografia liquida (CL) y su deteccién
por fluorescencia. Ademas, la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
electroforesis capilar (EC) son otras de las técnicas usadas en la determinacion
de aminoacidos (Sun et al., 2006). Estas metodologias han sido empleadas con
éxito en diferentes matrices alimentarias, pero cuentan con algunos
inconvenientes entre los que destacan los altos costes iniciales y de
mantenimiento de los equipos, la especificidad del método, la formacion del
personal técnico, las interferencias con algunas matrices, la lentitud en el

3



proceso global, la inestabilidad de los analitos en el proceso de analisis, la
menor sensibilidad a la determinacion de Lys y Trp, etc. Por todo ello, es
importante poner a punto metodologias empleando equipos versatiles que
permitan la cuantificacion precisa de aminoacidos.

La elevada demanda de informacion relacionada con el valor nutritivo ha
dado lugar al desarrollo de métodos analiticos precisos para aminoacidos. El
analisis de aminoacidos tiene aplicacion directa en diferentes campos de
investigacion, siendo uno de los mas importantes, la estimacion del valor
nutritivo de alimentos para humanos, incluso para animales. Ademas, es
creciente el numero de aplicaciones como la deteccion de posibles
adulteraciones en alimentos y bebidas o la determinacidon de aminoacidos,
péptidos o derivados potencialmente tdxicos producidos por las técnicas de
produccion, procesado y almacenamiento alimentos (Tezcan et al., 2013).

La composicion de los alimentos frescos es altamente variable y esta
fuertemente relacionada con el sistema productivo (diversidad genética, tipo de
suelo, manejo del agricultor, sistemas de fertilizacién, dosis y calidad el agua
de riego, practicas fitosanitarias, etc.), asi como de otras cuestiones, como las
condiciones medioambientales. Asi el contenido en nitrégeno del suelo y el
abonado nitrogenado en los cultivos es un desencadenante del aumento del
contenido proteico total en el alimento, aunque estas relaciones se
correspondan poco con la distribucion de aminoacidos y por tanto de la calidad
de la proteina (Johansson et al., 2003). Por otro lado, las condiciones de cultivo
y fertilizacion nitrogenada pueden influir en la concentraciéon de principios
activos (Tavarini et al., 2015), asi como en la conservacion del alimento y tener
influencia durante el almacenamiento y posterior procesado, como por ejemplo
en el caso de la chufa.

La chufa (Cyperus esculentus L.) es un tubérculo del rizoma de la planta
herbacea de la familia de las Ciperacea que lleva el mismo nombre, y la
variedad poblacion cultivada en la zona valenciana pertenece a la variedad
botanica sativus (Boeck.). En algunos paises los tubérculos de chufa se utilizan
como pienso. En lo referente al consumo humano con la chufa se fabrica la
horchata (bebida refrescante obtenida mediante la mezcla de extracto de
chufas trituradas con agua y segun el gusto azucarada), que goza de una
enorme tradicién en la Comunidad Valenciana, desde donde se ha extendido al
resto de la geografia espafiola (Melian, 2002). En los ultimos afos, la harina de
chufa también se esta utilizando para otras elaboraciones y procesados
alimenticios debido a su potencial nutricional (Albors et al., 2016).

Se ha demostrado que la harina de chufa es una fuente rica de proteinas,
minerales como el hierro y el calcio (Oladele y Aina, 2007). El componente
mayoritario de la chufa son los hidratos de carbono, seguido de los lipidos y las
proteinas. Segun la base de datos Espafiola de Composicion de Alimentos, el
contenido de proteina total es de 6.13 g/100 g de porcion comestible (BEDCA,
2006). Ademas, contiene una alta fraccién de aminoacidos esenciales (Bosch
et al., 2005), siendo el predominante la arginina, seguido del acido aspartico, el
acido glutamico, leucina, alanina y lisina. Metionina, isoleucina, triptéfano vy
valina son los que se encuentran en menor proporcidn (Bixquert Jiménez,
2016).



Los objetivos del presente estudio son: 1) La puesta a punto y adaptacion
del método espectrofotométrico UV/Vis descrito por Villegas et al. (1984), para
el caso de cereales, a la determinacion de lisina y triptéfano en chufa,
validando el método mediante diferentes criterios analiticos. 2) Aplicar el
método en la determinacion de la calidad proteica de chufa, a través del
contenido en lisina y triptéfano, en chufa de tres origenes (de agricultura
ecolégica de larga trayectoria, ecolégica de reciente implantacién y de
agricultura convencional), procedente de la zona productora de L'Horta Nord
(Valencia), de tres sistemas productivos.

MATERIAL Y METODOS

Puesta a punto del método para la determinacién de los aminoacidos
lisina y triptofano. Para la puesta a punto y optimizaciéon del método analitico
de lisina se parte del trabajo de Tsai et al. (1975) modificado por Villegas et al.
(1984) para muestras de maiz. Este método utiliza el compuesto 2-cloro-3,5-
dinotropiridina, que reacciona con el grupo g-amino de lisina, después de haber
bloqueado con cobre los grupos a-amino de los aminoacidos y de los péptidos
de bajo peso molecular presentes en el hidrolizado proteico. El e-dinitropiridil
lisina formado es soluble en agua, pero insoluble en acetato de etilo, lo que
permite que los demas compuestos formados durante la reaccion sean
eliminados con el acetato de etilo, suprimiendo también el exceso del reactivo
2-cloro-3,5-dinitropiridina. La absorbancia de la disolucion acuosa de e¢-
dinitropiridil lisina se lee en un espectrofotometro de UV-visible a 390 nm. El
contenido de lisina se calcula en base a una curva estandar y se expresa para
el porcentaje de muestra seca.

En la determinacion del contenido en triptéfano se parte del método de
Opienska-Blauth et al. (1963), modificado por Hernandez y Bates (1969), y
aplicado por Villegas et al. (1984) en muestras de maiz. En este método, el
grupo indol del triptéfano reacciona con el acido glioxilico en presencia de acido
sulfurico concentrado para formar un complejo coloreado que presenta un
maximo de absorcién a 560 nm.

En la optimizacidon analitica se comenz6é aplicando los métodos
bibliograficos sin modificaciones y comprobando la linealidad de las rectas de
calibracion y la repetitividad. Para ello, se emplearon muestras de chufa y se
incluyé un blanco y dos testigos de concentraciones conocidas de lisina y
triptéfano. En funcion de los resultados se realizaron ajustes en las
disoluciones y tiempos hasta encontrar los parametros analiticos idoneos.

Validacion de los métodos de determinacion de lisina y triptéfano. El
protocolo de validacion del método se basd en las pautas de validacion
descritas por Eurachem Guide (2014). Los parametros que empleados para
validar el método han sido exactitud, precision (repetitividad y reproducibilidad),
linealidad y veracidad (error absoluto y error relativo). Para el procedimiento de
validacion, se llevaron a cabo quince repeticiones para cada tipo de muestra de
chufa.

La exactitud es la propiedad por la que una medida o el representante de
una serie de medidas se acerca al valor real o de referencia aceptado
(Sanchez y Villalobos, 2010). El término exactitud se refiere a una combinacion
de precision y veracidad.



La precision es el grado de dispersion o concordancia que presentan los
resultados que se obtienen cuando se mide repetidamente un determinado
valor de una variable, bajo unas condiciones fijas. Se expresa normalmente
como porcentaje de desviacion estandar relativa (DER) o coeficiente de
variacion (CV). El coeficiente de variacion se determina a través de la
expresion:

S
CV (%) = o 100

Donde s = desviacion estandar ; x = valor promedio de las medidas.

La veracidad es el grado de concordancia entre el resultado obtenido de
forma experimental y el valor verdadero. El error se ha cuantificado como error
absoluto: Error absoluto (Ea) = |1 - p|

Donde []= valor experimental en la medida; p = valor aceptado como valor
verdadero de la misma.

Y error relativo (Er) que se calcula como el cociente entre el error absoluto
y el valor aceptado verdadero, multiplicado por 100.

Al igual que el error absoluto puede ser positivo o negativo (segun lo sea
el error absoluto) porque puede ser por exceso o por defecto, aunque se
expresaran en valor absoluto.

En todos los casos se tomara el valor aceptado como verdadero, el valor
promedio de cada una de las quince repeticiones, para cada tipo de chufa.

La linealidad es la capacidad de un método de analisis, dentro de un
determinado intervalo, de dar una respuesta que sea proporcional a la cantidad
de analito que se habra de determinar en la muestra (Sandoval et al., 2010). La
linealidad se calcula mediante la obtencion de la recta de regresion a partir de
los valores de absorbancia de los patrones, utilizando el método de minimos
cuadrados. El criterio de aceptacidon cualitativo que se usa para determinar la
linealidad es el valor del coeficiente de correlacién (r?). Como criterio, se
estable un r> minimo de 0.995.

Procedencia y tratamiento previo de las muestras de chufa. Los tubérculos
de chufa empleados en el presente trabajo proceden de campos de cultivo
situados en la comarca de L'Horta Nord de Valencia. Las chufas proceden de
dos sistemas productivos (ecolégico y convencional) y para el caso del
ecoldgico, las chufas pertenecian a dos explotaciones agricolas diferentes; una
de ellas (ECO 1) procede de un agricultor con una alta trayectoria en
agricultura ecolégica, estando las parcelas certificadas bajo la normativa
europea (CE) 834/2007, desde hace mas de 20 afos. La segunda muestra
ecoldgica (ECO 2) procede de una explotacién con dos anos de vigencia en la
certificacion ecologica. Las diferencias en la composicion del suelo de las
diferentes procedencias de chufa se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de la composicion del suelo de las tres procedencias
de chufa

Convencional ECO 2 ECO 1

pH en agua (Extracto 1:2.5) 8.18 7.90 8.14



pH en KCI (Extracto 1:2.5) 7.71 7.65 7.84

Conductividad (dS/m, extracto 1:5) 0.428 0.502 0.507
Carbonatos totales (%) 30.5 30.2 30.0
Materia organica (%) 21 2.3 4.6
Nitrégeno total (%) 0.22 0.16 0.21
Fosforo asimilable (ppm) 527 402 682
Potasio asimilable (ppm) 291 423 510

La tabla 2 muestra la composicidon nutricional obtenida de los diferentes
tipos de chufa.

Tabla 2. Composicién nutricional de la chufa de las tres procedencias de
chufa

Convencional ECO2 ECO1

Proteina (%) 4.05 3.93 4.48
Grasa (%) 12.5 14.5 15.5
Hidratos de carbono (%) 30.8 30.0 34.8
Azlcares totales (%) 3.20 3.42 3.09
Fibra (%) 16.61 16.09 10.26
Acidos grasos saturados (%) 18.149 17.262 17.188
Acidos grasos monoinsaturados (%) 72.719 73.324 73.326
Acidos grasos poliinsaturados (%) 9.125 9.435 9.482

Previo al analisis de aminoacidos, la chufa fue desecada, triturada,
homogeneizada y tamizada. El desecado se realiz6 en estufa a 105 °C, hasta
peso constante de las muestras. Una vez secas las muestras se trituran y se
pasan por un tamiz de 1 mm de diametro. La harina de chufa seca y tamizada
se someti® a un proceso de desgrasado en un extractor (modelo ST 243,
Soxtec, Suecia) siguiendo el protocolo de extraccion de grasa en alimentos en
general. Las muestras para desgrasar se introdujeron en los dedales de
extraccion. En los vasos de recogida de grasa se afiadio 40 ml del disolvente
(éter de petroleo a 40-60 °C) y se realizd un ciclo de arrastre de vapor durante
135 minutos (FOSS, 2007).

Determinacion de lisina en muestras de chufa. Los reactivos empleados han
sido: disolucién reguladora de fosfato 0.03 M a pH 7.4; disolucién de papaina
de latex de papaya (Sigma, USA) (4 mg de papaina por ml de disoluciéon
reguladora a pH 7.4 de fosfato 0.03 M); disoluciéon reguladora a pH 9.0 de
carbonato 0.05 M; disolucion reguladora a pH 9.0 de borato 0.05 M; suspensién
de fosfato de cobre (mezcla de CuCl,.2H,0 y NasP04.12H,0); disolucién 1.2 N
de HCI; disolucion al 3% en metanol de 2-cloro-3,5-dinitropiridina; acetato de
etilo; lisina (L-Lysine extra pure, Scharlau).

Para la determinacion, se realiza una hidrolisis previa de la muestra, para
ello se pesan en balanza analitica (modelo AB204-S, Mettler Toledo, Espana),
con exactitud 100 mg de muestra pulverizada y desengrasada y se introducen
en un tubo de ensayo, al que se le adiciona 5 ml de la disoluciéon de papaina.
Se homogeniza la mezcla en el vortex y se lleva a incubar a 63 £ 2 °C durante
16 h, en estufa modelo 3P-092, J.P Selecta, SA (Espafia). Durante las dos
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primeras horas de incubacién, los tubos se van agitando para facilitar la
exposicion de la muestra a la enzima. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugan a 2500 rpm durante 5 minutos.

Para el analisis, se toma 1 ml del sobrenadante y se introducen en un
tubo de centrifuga, donde se afaden 0.5 ml de la disolucién reguladora de
carbonato 0.05 M y 0.5 ml de la suspensién de fosfato de cobre. Las muestras
se agitan en un agitador orbital (modelo orbital shaker S01, Stuart Scientific,
UK) durante 5 minutos. Transcurrido el tiempo de agitacion se centrifuga
durante 5 minutos a 2500 rpm. Del sobrenadante se toma una alicuota de 1 ml
y se transfiere a un tubo de ensayo, al que se le anade 0.1 ml de la disolucion
2-cloro-3,5-dinitropiridina, agitando con el vortex y se deja reposar durante 2 h,
en la oscuridad, agitando cada 30 minutos. Pasado este tiempo, se afiaden 5
ml de HCI 1.2 N a cada muestra y se agita vigorosamente. Se afiaden otros 5
ml de acetato de etilo y se mezclan bien, invirtiendo los tubos al menos 10
veces para extraer asi la fase acuosa (figura 1). Este paso se repite 3 veces,
para intentar arrastrar todo el acetato de etilo.

incolora (parte inferior)

La determinacion de la lisina se realiza directamente sobre la fase acuosa
en el espectrofotometro de UV-Vis (UViline 9400, Schott Instruments) a la
longitud de onda de 390 nm. En cada tanda de muestras se prepara una recta
de calibrado con un rango de 0 a 250 pg de lisina por ml, a partir de patron de
lisina de concentracion 2500 pg por ml (preparar diariamente). El proceso se
realiza de forma idéntica para el blanco y los puntos de la recta de calibrado.

El contenido de lisina de las muestras se obtiene directamente a partir de
la absorbancia, extrapolando el resultado en la curva de calibrado. El resultado
se expresa en g/100 g de muestra seca.

Determinacion de triptéfano en muestras de chufa. Los reactivos
empleados han sido: anhidrido acético; reactivo A formado por FeCls. 6 H,0 en
acido acético glacial mas 3% anhidrido acético; reactivo B que es una
disolucién de acido sulfurico 30 N; reactivo C (1:1, volumen/volumen de
reactivo A y reactivo B), este reactivo se prepara una hora antes de uso;
disolucion reguladora a pH 7.0 de acetato de sodio 0.1 M; disolucion de
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papaina de latex de papaya (Sigma, USA) (4 mg de papaina por ml de
disolucién de acetato de sodio 0.1 M a pH 7.0); triptéfano (L-tryptophan
extrapure Farmur, Scharlau).

Para la determinacion, se realiza una hidrolisis previa de la muestra, para
ello se pesan en balanza analitica (modelo AB204-S, Mettler Toledo, Espana),
con exactitud 80 mg de muestra pulverizada y desengrasada y se introducen
en un tubo de ensayo, al que se le adiciona 3 ml de la disolucion de papaina.
Se homogeniza la mezcla en el vortex y se lleva a incubar a 63 = 2 °C durante
16 h, en estufa modelo 3P-092, J.P Selecta, S.A. (Espana). Durante las dos
primeras horas de incubacién, los tubos se van agitando para facilitar la
exposicion de la muestra a la enzima. Transcurrido el tiempo de incubacion, las
muestras se dejan enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se
centrifugan a 2500 rpm durante 5 minutos.

Del sobrenadante se toma 1 ml que se introducen en un tubo de
centrifuga y se afiaden 4 ml de reactivo C. Esta disolucién contiene acido
glioxilico, compuesto que es capaz, en presencia de triptéfano, de producir un
compuesto coloreado. Se agita vigorosamente la muestra y se incuba a 63 £ 2
°C durante media hora para maximo desarrollo de color. Se enfria rapidamente
la muestra sumergiendo el tubo en agua y hielo, para paralizar la reaccion
exotérmica, y se mide la absorbancia a 560 nm de longitud de onda en el
espectrofotometro UV/Vis (UViline 9400, Schott Instruments).

En cada tanda de muestras se prepara una recta de calibrado con un
rango de 0 a 175 pg de triptéfano por ml, a partir del patron de triptéfano de
concentracion 200 ug por ml (preparar diariamente). El proceso se realiza de
forma idéntica para el blanco y los puntos de la recta de calibrado.

El contenido en triptéfano de las muestras se obtiene directamente a partir
de la absorbancia, extrapolando el resultado en la curva de calibrado. El
resultado se expresa en g/100 g de muestra seca.

Andlisis estadistico. Para el calculo y tratamiento de datos se empled el
programa Microsoft Excel 2010. Para el tratamiento comparativo de los
resultados del contenido en lisina y triptéfano de la chufa, se realiz6é un analisis
de la varianza mediante el programa Statgraphics Centurion version XVII.II. Los
datos experimentales fueron evaluados mediante ANOVA de un solo factor,
error estandar de estimacion y la menor diferencia significativa del test de
Fisher (F-test) y el p-valor derivado como se describe por Ott (1977). Los
resultados se consideran significativos cuando p< 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del método para la determinacion de los aminoéacidos lisina
y triptofano. La puesta a punto de la metodologia en la determinacion del
contenido de triptofano en la chufa requiri6 de cinco pruebas (tabla 3), hasta
obtener una buena linealidad.

En la prueba 1, las modificaciones con respecto al método de referencia
fueron el empleo del reactivo B a una concentracion 38 N, la utilizacion de
cubeta de plastico, la realizacion del cero con agua destilada y la incubacion de
la recta de calibrado sin papaina. Estas modificaciones fueron realizadas por
acomodacion a las condiciones de trabajo del laboratorio y porque en el
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método de referencia faltaba explicacion con respecto a la operatividad
analitica. El resultado de esta prueba fue una linealidad baja de la curva de
calibrado (r*=0.9756) y la desestimacion de algunos parametros, como por
ejemplo el material de la cubeta y el cero de agua destilada. Ademas de la baja
linealidad del método se obtuvieron valores muy variables de la absorbancia,
es decir con poca repetitividad, posiblemente debido a factores de
interferencias en la lectura espectrofotométrica. Esta primera prueba permitié
agilizar la operatividad analitica, en el empleo de micropipetas, toma de
volumenes, etc.

En la prueba 2, las modificaciones con respecto al método de referencia y
a la prueba 1 son el empleo del reactivo B a una concentracion 38 N, la
utilizacién de cubeta de cuarzo, la realizacion del cero con acetato de sodio, ya
que es el reactivo con el que se realiza la disolucidn de papaina y la incubacién
de la recta de calibrado sin papaina. Ademas, se realizaron algunas
modificaciones para evitar posibles interferencias. Para ello, se emplearon
tubos de reaccién mas pequefos, para facilitar la exposicién de la muestra a la
reaccion enzimatica.

La metodologia inicial indica un tiempo de reaccién de 15 minutos, este
tiempo se vio que era insuficiente, para observar el maximo desarrollo del color,
por lo que se amplié a 30 minutos.

Por otro lado, la reaccidén que se produce es muy exotérmica, por lo que
en la medicion espectrofotométrica, el minimo movimiento de los tubos va a
iniciar la reaccién, por lo que una vez sacados de la estufa, se enfrian
rapidamente en agua con hielo paralizando asi la reaccion. En el proceso de
enfriamiento, se producen gotas de condensacion del acido acético glacial,
para eliminar estas interferencias, se sumergen los tubos en un bafo de
ultrasonidos. Para comprobar la eliminacion de las interferencias se realizan las
medidas a las longitudes de onda de 560 y 750 nm, valorando la diferencia en
la lectura procedente de ambas longitudes de onda. Con estas modificaciones
se obtuvo resultados repetitivos en la medida, aunque la linealidad de la recta
de calibrado no fue la idénea (r?=0.9531).

En la prueba 3, las modificaciones con respecto al método de referencia y
a la prueba 1 y 2 son el empleo del reactivo B a una concentracion 38 N, la
utilizacion de cubeta de cuarzo, el empleo de bafio de ultrasonidos, la
realizacién del cero con acetato de sodio, ya que es el reactivo con el que se
realiza la disolucién de papaina, el empleo del reactivo C en caliente, antes de
transcurrida la hora de reposo, y la incubacién de la recta de calibrado sin
papaina. El resultado de esta prueba fue una baja linealidad en la curva de
calibrado (r*=0.9653) y la desestimacion de algunos parametros, como por
ejemplo, la importancia de esperar como minimo una hora en el tiempo de
reposo del reactivo C, hasta alcanzar la temperatura ambiente, para evitar
influir en la cinética de la reaccién.

En la prueba 4, las modificaciones con respecto al método de referencia y
a las pruebas anteriores son el empleo del reactivo B a una concentracion 30
N, la utilizacién de cubeta de cuarzo, el empleo de bafo de ultrasonidos, el
transcurso de 30 minutos de incubacion, la realizacion del cero con acetato de
sodio, el empleo del reactivo C transcurrido al menos una hora de reposo, la
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adicion del 3% de anhidrido acético al reactivo A y la incubacion de la recta de
calibrado sin papaina. La adicion del 3% de anhidrido acético se justifica
porque algunas partidas del acido acético glaciar pueden estar libres de
aldehidos y no producir suficiente acido glioxilico para reaccionar con el
triptéfano y dar el producto coloreado deseado, que pueda ser medible en el
espectrofotometro. El resultado de esta prueba fue una baja linealidad en la
curva de calibrado (r’=0.9324). En esta prueba se evalud la importancia de la
realizacién de la curva de calibrado en el momento, asi como la importancia de
realizar la hidrdlisis en el momento del analisis. Para ello, se evaluaron rectas
de fechas anteriores y se compararon las lecturas con la realizada en el
momento. También se emplearon muestras hidrolizadas en dias anteriores. La
conclusién fue que la curva hay que realizarla diariamente junto con las
disoluciones patrones de triptéfano y las muestras, pare evitar la degradacién
del hidrolizado, frente a lo que indica la bibliografia de referencia que dice que
el extracto hidrolizado de las muestras, se pueden conservar.

En la prueba 5, las modificaciones con respecto al método de referencia y
a las pruebas anteriores son el empleo del reactivo B a una concentracion 30
N, la utilizaciéon de cubeta de cuarzo, el empleo de bafo de ultrasonidos, el
transcurso de 30 minutos de incubacion, la realizacidon del cero con acetato de
sodio, el empleo del reactivo C transcurrido al menos una hora de reposo, la
adicion del 3% de anhidrido acético al reactivo A y la realizacion diaria de las
curvas y los hidrolizados de muestra con la incorporacion de papaina en los
puntos de la curva de calibrado, alcanzando condiciones idénticas en la curva
patrén y en las muestras (figura 2). El resultado de esta prueba fue una buena
linealidad en la curva de calibrado (r’=0.9952) y en la repetitividad de los
resultados, llegando a la idoneidad del método.

Tabla 3. Resumen de las modificaciones en las condiciones de reaccion
de la optimizacion de triptéfano en chufa

Modificaciones Linealidad Toma de decision

Reactivo B concentrado 38 N; No idéneo. Cambio de
Prueba 1 cube_ta de. plastlcq; ceroconagua  2_g75a majterlal de cqbeta,

destilada; curva sin papaina cambio de reactivo para

el cero

Reactivo B concentrado 38 N;

cubeta de cuarzo; cero con acetato No idéneo. Se incluye
Prueba 2 de' sodio; cmirva. sin papaina; tubos 2=0.9531 el bafo de. uI.trasonldos

mas pequenos; incubacion de 30 para eliminar las

minutos; eliminacién de interferencias

interferencias por ultrasonidos

Reactivo B concentrado 38 N; No idéneo. Mantener el

cubeta de cuarzo; cero con acetato  , tiempo de reposo en la
Prueba 3 de sodio; curva sin papaina; bafo r'=0.9653 elaboracion del reactivo

de ultrasonidos; reactivo C caliente C

Adicion del 3% de anhidrido No idéneo. Mantener la

acético al reactivo A; reactivo B 30 concentracion 30 N del
Prueba 4 N; cubeta de cuarzo; r’=0.9324 reactivo B, la adicion

comprobacién de la curva de

calibracién

del anhidrido acético y
la realizacion diaria de
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muestras y patrones

Adicion del 3% de anhidrido
acético al reactivo A; reactivo B 30
N; cubeta de cuarzo; realizacion
curva patrén diariamente;
incorporacion de papaina a los
puntos de la recta de calibrado

Prueba 5 ’=0.9952 Idéneo

En conclusion, para la determinacién de triptéfano en muestras de chufa,
la hidrolisis de las muestras hay que realizarla en tubos roscados pequefios,
procurando en todo momento que la muestra no se adhiera a las paredes
internas del tubo y que esté en contacto con la papaina en la reaccion
enzimatica. La temperatura y tiempo de digestion de la muestra se mantienen
tal y como se indica en el procedimiento de partida, aunque los hidrolizados
junto con el reactivo C se incubaron durante media hora para favorecer el

maximo desarrollo de color. Las interferencias en la reaccion se evitan
enfriando rapidamente la reaccion y aplicando un bafo de ultrasonidos, y para
garantizar la produccién de suficiente acido glioxilico se adiciona al reactivo A
un 3% de anhidrido acético. Ademas, la curva de calibrado y las muestras
deben estar en idénticas condiciones, realizando la hidrdlisis diariamente y
adicionando a cada punto de la recta de calibrado la papaina necesaria para la
reaccioén enzimatica.

Figura 2. Hidrélisis de muestras y blanco tras la incubacion (izquierda) y
disoluciones coloreadas para la medicion espectrofotométrica de
triptéfano (derecha)

La optimizacion en la determinacion de lisina siguié los mismos pasos que
se describen en el método de referencia, excepto en el tipo de lisina usada
para la preparacion de la disolucion patron. En este caso se ha usado L-lisina
extra pura, por lo que los calculos fueron modificados conforme a su molaridad.
La eliminacion de interferentes se ha llevado a cabo quimicamente, donde los
grupos a-amino de los aminoacidos y de los péptidos de bajo peso molecular
presentes en el hidrolizado proteico han sido bloqueados por el compuesto 2-
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cloro-3, 5-dinotropiridina. Para la lisina se hizo sélo una prueba ensayo,
obteniendo idéneos resultados de repetitividad y linealidad (r*=0.9960).

Con la optimizacion de los dos métodos, se pueden realizar 60 muestras
diarias de cada aminoacido, teniendo en cuenta que se requieren las 16 h
previas de incubacion.

Validacién de los métodos espectrofotométricos de determinacion de
lisina y triptéfano. Los parametros empleados en la validacion de los métodos
de determinacién de los aminodacidos lisina y triptéfano han sido la precisién
(repetitividad y reproducibilidad), linealidad y veracidad (error absoluto y error
relativo).

La tabla 4 muestra los resultados de la desviacion estandar, la varianza,
el coeficiente de variabilidad y los errores absoluto y relativo para el analisis de
lisina, en los tres tipos de chufa.

Tabla 4. Desviacion estandar, varianza, coeficiente de variabilidad y
errores relativo y absoluto de la determinacion de lisina.

Desviacion

Muestra  [Lys] (g/100 g) estandar Varianza CV (%) Er(%) Ea
0.295 0.030 0.0009 11.74 16.60 0.04

0.301 0.034 0.0012 13.42 18.97 0.05

0.349 0.068 0.0046 26.83 37.94 0.10

- 0.333 0.057 0.0032 22.36 31.62 0.08
<ZE 0.328 0.053 0.0028 20.96 29.64 0.08
@) 0.220 0.023 0.0005 9.22 13.04 0.03
O 0.245 0.006 0.0000 2.24 3.16 0.01
Z 0.226 0.019 0.0004 7.55 10.67 0.03
g 0.217 0.025 0.0006 10.06 14.23 0.04
> 0.224 0.021 0.0004 8.11 11.46 0.03
@) 0.208 0.032 0.0010 12.58 17.79 0.05
O 0.217 0.025 0.0006 10.06 14.23 0.04
0.213 0.028 0.0008 11.18 15.81 0.04

0.195 0.041 0.0017 16.21 22.92 0.06

0.214 0.028 0.0008 10.90 15.42 0.04

0.280 0.042 0.0017 18.88 26.70 0.06

0.273 0.037 0.0014 16.64 23.53 0.05

0.238 0.012 0.0001 5.44 7.69 0.02

0.246 0.018 0.0003 8.00 11.31 0.03

0.246 0.018 0.0003 8.00 11.31 0.03

0.183 0.027 0.0007 12.16 17.19 0.04

N 0.190 0.022 0.0005 9.92 14.03 0.03
8 0.199 0.016 0.0002 7.04 9.95 0.02
T 0.257 0.025 0.0006 11.52 16.29 0.04
0.232 0.008 0.0001 3.52 4.98 0.01

0.224 0.002 0.0000 0.96 1.36 0.00

0.206 0.011 0.0001 4.80 6.79 0.02

0.198 0.016 0.0003 7.36 10.41 0.02

0.148 0.052 0.0027 23.36 33.03 0.07

0.198 0.016 0.0003 7.36 10.41 0.02

0.313 0.013 0.0002 4.57 6.46 0.02

8 - 0.322 0.020 0.0004 6.73 9.52 0.03
T 0.319 0.018 0.0003 6.01 8.50 0.03
0.322 0.020 0.0004 6.73 9.52 0.03
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0.353
0.283
0.299
0.311
0.322
0.313
0.226
0.252
0.246
0.253
0.276

0.042
0.008
0.004
0.012
0.020
0.013
0.048
0.030
0.034
0.029
0.013

0.0017
0.0001
0.0000
0.0001
0.0004
0.0002
0.0023
0.0009
0.0012
0.0008
0.0002

14.19
2.65
1.20
4.09
6.73
4.57

16.35

10.10

11.54
9.86
4.33

20.07
3.74
1.70
5.78
9.52
6.46

23.13

14.29

16.33

13.95
6.12

0.06
0.01
0.01
0.02
0.03
0.02
0.07
0.04
0.05
0.04
0.02

Se observa que, en general, el método en la determinacion de lisina es
bastante preciso, la repetitividad es buena y los errores absolutos son
inferiores, en la mayoria de los casos, a 0.05. La chufa de produccién

convencional parece que da valores

ligeramente mas variables,

coeficientes de variabilidad que en algunos casos supera el 20%.

con

La tabla 5 muestra los resultados de la desviacion estandar, la varianza,
el coeficiente de variabilidad y los errores absoluto y relativo para el analisis de
triptéfano, en los tres tipos de chufa.

Tabla 5. Desviacion estandar, varianza, coeficiente de variabilidad y

errores relativo y absoluto de la determinacion de triptéfano.

Desviacion , o o
Muestra  [Trp] (9/100 g) estandar Varianza CV (%) Er(%) Ea
0.063 0.00283 0.00001 4.229 5.981 0.004
0,067 0,00007 0,00000 0,101 0,142 0,000
0,067 0,00024 0,00000 0,364 0,515 0,000
- 0,060 0,00497 0,00002 7418 10,491 0,007
<ZE 0,065 0,00126 0,00000 1,877 2,655 0,002
@) 0,070 0,00227 0,00001 3,387 4,790 0,003
O 0,065 0,00137 0,00000 2,044 2,890 0,002
pzd 0,062 0,00352 0.00001 5.261 7.440 0.005
g 0.049 0.01250 0.00016 18.655 26.382  0.018
= 0.062 0.00354 0.00001 5.290 7.481 0.005
@) 0.070 0.00205 0.00000 3.061 4.328 0.003
o 0.074 0.00513 0.00003 7.660 10.833  0.007
0.072 0.00329 0.00001 4.913 6.948  0.005
0.077 0.00703 0.00005 10.491  14.837  0.010
0.082 0.01028 0.00011 15.338  21.691  0.015
0.025 0.01944 0.00038 29.011  52.862  0.027
0.073 0.01477 0.00022 28.403 40.168  0.021
0.028 0.01698 0.00029 32.654 46.180  0.024
0.026 0.01806 0.00033 34.728 49112  0.026
0.069 0.01173 0.00014 22.566 31913 0.017
0.033 0.01355 0.00018 26.064 36.860 0.019
N 0.074 0.01578 0.00025 30.337 42902 0.022
8 0.070 0.01289 0.00017 24787 35.054 0.018
| 0.059 0.00501 0.00003 9.627 13.614  0.007
0.063 0.00786 0.00006 15114  21.374  0.011
0.082 0.02129 0.00045 40.936 57.892  0.030
0.074 0.01528 0.00023 29.385 41556  0.022
0.038 0.00979 0.00010 18.830 26.630 0.014
0.032 0.01442 0.00021 27.731 39.218 0.020
0.030 0.01528 0.00023 29.390 41.564  0.022
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0.068 0.00690 0.00005 13.267 16.821 0.010

0.076 0.01257 0.00016 21675 30.653 0.018
0.043 0.01070 0.00011 18.454  26.098 0.015
0.035 0.01647 0.00027 28.391 40.151 0.023
0.063 0.00329 0.00001 5.681 8.034 0.005
0.063 0.00360 0.00001 6.210 8.782 0.005
v 0.047 0.00806 0.00006 13.897 19.653  0.011
8 0.070 0.00868 0.00008 14966  21.165 0.012
w 0.061 0.00239 0.00001 4115 5.820 0.003
0.054 0.00311 0.00001 5.356 7.575 0.004
0.025 0.02353 0.00055 40.572  57.378  0.033
0.035 0.01606 0.00026 27687  39.155  0.023
0.084 0.01857 0.00034 32.018 45.280 0.026
0.065 0.00521 0.00003 8.985 12.706  0.007
0.084 0.01866 0.00035 32176~ 45.504  0.026

Para la determinacion del triptéfano, el método muestra mayor
variabilidad, sobre todo cuando las matrices son de muestras ecoldgicas.

En relacion a la linealidad del método, la verificacién del comportamiento
del analito mediante una curva de calibracion requiere un minimo de cinco
puntos para un intervalo de confianza del 95%. Los rangos de calibracién para
las muestras de lisina se prepararon a partir de seis diluciones sobre un patron
estandar de lisina de 2500 uyg por ml y las muestras de triptéfano a partir de
ocho diluciones sobre un patron estandar de triptéfano de 200 ug por ml. Los
coeficientes de regresion determinados a partir de las curvas de calibracion
fueron mayores de 0.99, para los dos casos.

Contenido en lisina y triptofano en muestras de chufa. Los métodos
optimizados para la determinacion de lisina y triptéfano en chufa se han
aplicado en la determinacién cuantitativa de estos aminoacidos en muestras de
chufa (ecoldgicas y convencional) de la zona productora de L’Horta Nord. La
tabla 6 muestra los resultados promedios (g/100 g de chufa) del contenido en
lisina y triptofano en cada caso, asi como los intervalos de confianza basados
en el procedimiento de la diferencia minima significativa (LSD) (p=0.05).

Tabla 6. Andlisis comparativo tipo del contenido en lisina [Lys] y
triptéfano [Trp] en muestras de chufa

[Lys] [Trp]
Procedencia Significacion PromediozLSD Significacion PromedioxL.SD
Convencional A 0.252+0.0136 B 0.067 + 0.0020
ECO 2 A 0.221+0.0094 A 0.051 + 0.0056
ECO 1 B 0.294+0.0093 AB 0.058 + 0.0046

Se observa que en el estudio de composicion de los contenidos de lisina y
triptéfano en chufas existen diferencias significativas (p<0.05) en funcién de la
procedencia de la chufa. Las muestras de chufa de produccion ecoldgica, con
una larga trayectoria productiva, son las que mayor contenido en lisina
presenta, con diferencias significativas frente a los niveles de las
concentraciones que presentan las muestras de chufa convencionales y las
ECO 2 (de corta trayectoria ecologica). No se observan diferencias

15



significativas entre los niveles de lisina de las chufas de produccion
convencional y las ECO 2. Segun la FAO (1970) el contenido en lisina en la
chufa cruda es de 0.175 g/100 g de chufa, en todos los casos, los niveles de
lisina obtenidos en las chufas de L'Horta Nord son superiores a los que se
indican en bibliografia.

Para el contenido en triptéfano, se observan también diferencias
estadisticamente significativas (95% de confianza) de forma que las chufas de
produccion convencional son las que presentan mayor contenido en este
aminoacido, presentando diferencias frente a los niveles de triptofano de la
chufa ecolégica de corta trayectoria. Mientras que no se presentan diferencias
entre los niveles de la chufa convencional y la ecoldgica de larga trayectoria, ni
entre los dos tipos de ecoldgicas. Segun la FAO (1970) el contenido en
triptéfano en la chufa cruda es de 0.035 g/100 g de chufa, en todos los casos,
los niveles de triptéfano obtenidos en las chufas de L'Horta Nord son
superiores a los que se indican en bibliografia. El triptéfano, es un aminoacido
que favorece la sintesis de serotonina como neurotransmisor ayudando a la
transmision del impulso nervioso, favorece la sintesis de melatonina regulando
el suefio y es precursor de la vitamina B3 (Estruch, 2003).

Los resultados del presente estudio dan unos valores mas altos de lisina 'y
triptéfano que los valores estipulados en la referencia bibliografica. La variacién
en los resultados del estudio comparativo puede deberse principalmente a que
las concentraciones dependen de la fertilizacion del cultivo, la etapa de
maduracién y la edad de la planta en la cosecha, asi como a las condiciones
climaticas (Cooper et al., 2007), tal y como muestran los analisis de la
composicién de los suelos de donde proceden los tres tipos de chufas y la
composiciéon nutricional de las mismas.

Las diferencias encontradas en los contenidos de los aminoacidos en
funcidn de las diferentes procedencias de la chufa, son concluyentes con otros
ensayos reportados en estudios comparativos entre sistemas productivos
ecologicos y convencionales (Huber et al., 2011; Yu et al., 2018; Granstedt et
al., 1997). Algunos estudios encontraron que los alimentos organicos tenian un
alto contenido de proteina, tal vez porque el metabolismo de las plantas se
dirigié hacia el proceso de aumentar algunos aminoacidos esenciales cuando la
fuente de nitrogeno era limitada (Rembiatkowska, 2007). Un mayor contenido
de proteinas en alimentos ecolégicos puede deberse a una mayor capacidad
de translocacion de nitrégeno en condiciones de fertilizacion organica. Esta
capacidad puede ser debida a una mayor adaptacién a condiciones de poca
disponibilidad de nitrégeno, frente a los sistemas de producciéon convencional,
bajo condiciones de uso abundante de fertilizantes nitrogenados.

El mayor contenido en triptofano de las chufas de produccion
convencional es concluyente con otros estudios donde se ha encontrado
concentraciones totales de N mas altas, pero una menor calidad de la proteina
en cultivos convencionales, expresados como indice de aminoacidos
esenciales y nivel de utilizacion de proteinas netas (Worthington, 2001;
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Benbrook et al.,, 2008; Herencia et al., 2011). Estos autores indican que la
mayor tasa de fertilizacion con nitrdgeno en los sistemas de produccion
convencionales puede ser la causa que explique la diferencia.

CONCLUSIONES

La espectrofotometria de UV-visible permite cuantificar de manera
sensible, rapida y sencilla determinados aminoacidos esenciales involucrados
en la calidad proteica de los cereales. EI método validado es reproducible y
cumple con los criterios de aceptacion requeridos en las pautas de validacién
para la aplicabilidad del método en otras matrices como es el caso de los
tubérculos. Por lo tanto, el método servira como una herramienta confiable para
evaluar la composicion de aminoacidos en chufa. El uso de éstas técnicas
analiticas simples para el analisis de los aminoacidos esenciales, permitira
determinar el contenido de aminoacidos presentes en los alimentos y que estos
métodos sean aptos para cualquier laboratorio con el fin de poder determinar la
calidad proteica de los alimentos.

Las diferencias encontradas en la aplicacion de los métodos en la
cuantificacion de los aminoacidos lisina y triptéfano en muestras de chufa
ecoldgica y convencional, indican que la fertilizacién nitrogenada, tanto a nivel
de dosis, como de fuente de nitrégeno, como de las diferencias que se pueden
generar con el metabolismo de la planta, son los factores que pueden influir no
sélo en la cantidad de la proteina, sino en la composicidon de los aminoacidos y
con ello en la calidad proteica.
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