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PRESENTACION

El amaranto es considerado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
como una fuente importante de proteinas, por su alto contenido en aminoacidos
esenciales. Este trabajo de tesis brinda conocimientos a la comunidad universitaria,
acerca de los efectos de la temperatura de expandido sobre la concentracion de
aminodcidos esenciales en granos de Amaranthus caudatus (kiwicha o amaranto);
variedad Oscar Blanco, obtenidos de la cosecha de cultivos del Instituto Nacional de
Investigacion Agraria (INIA), Andahuaylas, Apurimac.

Las muestras destinadas a tratamiento, fueron expandidos en una maquina popeadora
dejando las muestras listas para ser transportadas al laboratorio donde se
determinaron las concentraciones de aminodcidos esenciales (AAE), mediante la
metodologia de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC).

Se ha demostrado que los efectos a distintas temperaturas de expandido, el
Amarantus caudatus (kiwicha); presenta diferencia significativa sobre los
tratamientos en el contenido de amino&cidos esenciales. Por esta razon, el presente
trabajo permite contribuir a un mayor conocimiento y difusion del mismo acerca de la
presencia de aminoacidos esenciales en la kiwicha a diferentes temperaturas;

esperando que a futuro se realicen trabajos relacionados en esta tematica.



AGRADECIMIENTO

Al M.Sc. Luz Azucena Torres Garcia y al M.Sc. David Choque Quispe por el
asesoramiento de la presente investigacion.

Al Dr. Manuel Octavio Fernandez Atho, por la revision del informe final de tesis.
Al Quimico Jorge Choqueneira Pari, por la orientacion profesional para el
desarrollo del analisis de las muestras de kiwicha.

A la Direccién de Investigacion, Creacion Intelectual y Artistica de la
Universidad Nacional José Maria Arguedas, por el cofinanciamiento del
presente trabajo.

Al Laboratorio de Bromatologia de la Universidad Nacional San Antonio Abad

del Cusco por el analisis de las muestras de kiwicha expandida.



INDICE GENERAL

PRESENTACION.......ouiuiieieiieeeceeie et ee et s et es st se et s s e s ensenanaasans ii
AGRADECIMIENTO .....ooiuiiiieeececeee et eeae ettt s sttt s s st s s esseae s s ensnesaesns iv
RESUMEN ......oouitiieieeceeeetee et es et n st en st es s s s ene s enensseneesasenenentetasnes ix
ABSTRACT ...ttt ettt ee et s s e st eten et et s ee e st s s es e e s st st an s snseeetnsasenenenaeees s e X
CAPITULO |: INTRODUCCION........oovieeeeceeieteeeecte e eseeeeeie e en s en s 1
CAPITULO II: MATERIAL Y METODOS......coouoioieectcteeeteeeeeeeeee e eeeae s 16
1. UBICACION GEOGRAFICA ..ottt 16
2. MATERIAL DE ESTUDIO ..ot seeseee e seeeaes s sesss s nssssnsennes 16
3. METODO ...ttt s s 17
4. DISENO ESTADISTICO ......oiiiieiceeeeeieeieeee et ses e sesae s ses st ses s esassensenaens 23
CAPITULO Hl: RESULTADOS ...ttt estste et ee et en s en s senenenes 25
CAPITULO IV: DISCUSION .....cooveeceeieeeeeeeeceeie e 34
CAPITULO V: CONCLUSIONES .....ocvviiieceeieteteeectcte et 39
RECOMENDACIONES..........oiiuiieieiieececteteteseee st ettt s st es s s s saese s 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cocuiviveeeeeeeeteeeeeeeieeeees s ss s nsss s 41

ANEXOS ..t e e e e e 46



INDICE DE TABLAS

Tabla 01: Composicién quimica de la kiwicha por 100 g en base humeda..........

Tabla 02: Cantidad calculada de proteina de kiwicha que es necesario ingerir
para satisfacer los requerimientos de aminoacidos esenciales en pre-
escolares (2a5afiosde edad).........ccoeiriiiiiiiiiiii

Tabla 03: Niveles de los aminoacidos de Amaranthus caudatus determinados
mediante HPLC. ... .o

Tabla 04: Comparacion de aminoacidos en la elaboracion de expandido tipo

Tabla 05: ANOVA para €l DCA. ...
Tabla 06: Cuantificacion de aminoacidos esenciales de la kiwicha.....................
Tabla 07: Correlacion de datos del contenido de aminoacidos esenciales de

la kiwicha en funcién a latemperatura.................coooiiiiiininn,
Tabla 08: ANOVA de un factor para los aminoacidos esenciales........................
Tabla 09: Comparacién multiple de los aminoacidos esenciales mediante el

modelo de diferencia minima significativa (LSD)..............cccoveieneann.

10

11

23

28

30

30



Figura 01.:
Figura 02:
Figura 03:
Figura 04:
Figura 05:
Figura 06:
Figura 07:

Figura 08:

INDICE DE FIGURAS

Diagrama de flujo para el procesamiento de popeo o expandido.........
Diagrama de flujo para el proceso de analisis cromatografico-HPLC....
Elevacion de picos enla Treonina..........ccoooviiiiiiiiiiiiiiccie e,
Elevacién de picos de la Valina y Metionina..................c.ocoooeeiee.
Elevacién de picos de Fenilalanina e Isoleucina.....................ooooeee
Elevacién de picos de la Leucinay Lisina...........c..cooooiiiiiiiiiinnn. .
Variacion del contenido de AAE en funcion a la temperatura..............

Comparacion del efecto temperatura sobre los AAE*........................



ANEXOS

Anexo 01: Comparacién de picos, estandar a 250 pico moles (pmol) vs muestra

sin tratamiento de KiwiCha........ ..o, 47

Anexo 02: Altura de pmol en blanco de kiwicha..................cocooiiiiiinins 48
Anexo 03: Comparacion de picos (Blanco, 180 °C, 200°C y 215°C).................. 49
Anexo 04: Cuantificacién de AAE por triplicado.............ccoooiiiiiiiiiii, 50
Anexo 05: Cuantificacién de AAE por triplicado..............coooiiiiiiiiiiciiie, 51
Anexo 06: ANOVA de la regresion de datos de los AAE............coooiiiiiiiine, 52
TIEONING. ...t 52

VAN, .o 54
MeEtiONING..... .. 56
Fenilalanina........ ... 58
[SOIBUCING. ... 60

L BUCING. .. et 62

= 64

Anexo 07: ANOVA de la comparacion multiple. ..., 66
Anexo 08: Evaluacion FISHER — LSD.........coiuiiiiiiiiiie e 67
Anexo 09: Puntos porcentuales del estadistico del rango studentizado............... 69
Anexo 10: Puntos criticos para la distribucion T de Student.............................. 70

Anexo 11: Proceso de andlisis por cromatografia liquida de alta performance

(PHLC). oo, 71



RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se determind el efecto de las temperaturas de
expandido (180 °C, 200 °C y 215 °C) sobre la concentracion de aminoacidos
esenciales en granos de Amaranthus caudatus (kiwicha), variedad Oscar
Blanco. Las muestras obtenidas fueron previamente tratadas a diferentes
temperaturas, obteniéndose el expandido de kiwicha. Posteriormente a este, los
granos expandidos se pulverizaron para realizar la hidrélisis de las muestras,
permitiendo la lectura de aminoacidos a través de la metodologia de
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). A través de esta, se
determiné las concentraciones de aminoacidos esenciales (AAE) en microgramos
(ug), encontrdndose una disminucion significativa a temperaturas de 180 °C,
200 °C y 215 °C respecto al grupo control (sin tratamiento). Tales aminoacidos
esenciales son Treonina, Valina, Metionina, Fenilalanina, Isoleucina, Leucina y
Lisina. Consecuentemente los aminoacidos esenciales, sufren una disminucién al
ser sometidos a elevadas temperaturas, excepto la metionina manteniendo una

disminucion en la concentracion no significativa.

Palabras claves:
Amaranthus caudatus (kiwicha), aminoacidos esenciales, expandido,

concentracion, temperatura.



ABSTRACT

The effect of expanded temperatures (180 °C, 200 °C and 215 °C) on the
concentration of essential amino acids in grains of Amaranthus caudatus (kiwicha),
Oscar Blanco variety was determined. The obtained samples were pretreated at
different temperatures to give the expanded kiwicha. Subsequent to this, the expanded
grains were sprayed to achieve hydrolysis of the amino acids, allowing the reading of
amino acids through the methodology of High Performance Liquid Chromatography
(HPLC). Through this, the concentrations of essential amino acids (EAA) in micrograms
(ug), finding a significant decrease at temperatures of 180 ° C, 200 ° C and 215 ° C
compared to the control group (no treatment) was determined. These essential amino
acids are Threonine, Valine, Methionine, Phenylalanine, Isoleucine, Leucine and
Lysine. Consequently the essential amino acids, suffer a decrease when subjected to
high temperatures, but maintaining methionine no significant decrease in the

concentration.

Key Words:

Amaranthus caudatus (kiwicha), essential amino acids, expanded, concentration,

temperature.



CAPITULO |

INTRODUCCION
La escasa nutricion caldrico proteica, es uno de los problemas mas graves del mundo,
presentandose en los paises en vias de desarrollo, especialmente en aquellos mas
pobres, donde se encuentra ubicado el Perl, siendo la poblacion infantil la mas
perjudicada, derivado de una insuficiente ingestion de nutrientes mayores, como son
proteinas, carbohidratos y grasas; y en ese contexto del estado nutricional de los
grupos mas vulnerables, como son los nifios, ancianos y madres gestantes en los
estratos econdmicos menos favorecidos. Una de las posibilidades para superar la
mala nutriciéon, consiste en hacer llegar a grupos nutricionalmente vulnerables,
alimentos de alto valor nutritivo, bajo costo y que en lo posible satisfaga sus habitos de
consumo. Esta situacion alimentaria dificil, nos obliga a encarar el problema, por lo
gue es necesaria la explotacién nacional de nuestros productos agricolas tipicos,
desarrollando tecnologias apropiadas para obtener mezclas vegetales, estables en la
conservacion y de alto contenido cal6rico proteico. En la antigiiedad se cultivaba
desde el afio 5000 a.C. aproximadamente, esta planta es originaria de México luego
fue trasladada a otros paises. Los incas y los mayas la consideraban como un cultivo
de alto rendimiento y de alto poder curativo. Esta planta crece en suelos pobres y
ricos, en climas frios y tropicales de Asia, Africa, América central y América del sur. Lo
extraordinario de la proteina del amaranto es su riqueza en aminoacidos esenciales
incluyendo la lisina y la metionina, los cuales como es bien sabido tienen una
proporciéon que limita el valor biolégico de los cereales. La eficiencia proteica es
comparable con la caseina. Las proteinas difieren en valor nutritivo debido a las

diferencias en la clase y cantidad de sus aminoacidos constitutivos. La lisina es el



primer aminoacido limitante en los cereales. La proteina de la kiwicha contiene niveles
relativamente altos de lisina (50%) casi el doble del trigo y tres veces mas que el maiz
y contenidos de aminoacidos azufrados (4,4%) en comparacion a los granos mas
comunes. En los tres cultivos andinos, quinua, kafiihua y kiwicha, se destaca el alto
contenido de lisina, el aminoacido limitante en los cereales comunes. La FAO ha
sefalado que una proteina es biolégicamente completa cuando contiene todos los
aminodcidos esenciales en una cantidad igual o superior a la establecida para cada
aminodcido en una proteina de referencia o patrén. Todas las especies de
Amaranthus tienes un contenido proteico alto y su composicion en aminoacidos
esenciales bastante bien balanceada. La digestibilidad proteica de la kiwicha es alta,
88%. La kiwicha variedad Oscar Blanco, fue lanzado al mercado después de su
mejoramiento genético mediante una seleccion individual, a partir de la entrada CAC-
038, cuyo material genético fue colectado en la provincia de San Lorenzo, Bolivia. Su
fruto, es una capsula pequefia denominado pixidio, unilocular de color rosado claro, en
la madurez se abre transversalmente dejando caer la parte superior llamado opérculo,
por la que cae con facilidad la semilla. La semilla es lisa de color blanco crema, de 1
mm de diametro promedio, siendo el contenido de proteinas de 16 % (Alvarez et. al,
2010). La kiwicha tradicionalmente se siembra en los valles interandinos zona
"quechua”, zona ecologica ubicada entre 2700 - 3500 m.s.n.m. crece al igual que el
maiz en la Costa, Sierra y Selva hasta los 3000 m.s.n.m. a diferencia del maiz se
necesita menos cantidad de agua para su riego. Los primeros estudios agronémicos
se iniciaron en la Universidad del Cusco, entre 1973 a cargo del Ing. Oscar Blanco y
recibieron mayor impulso en la década del ochenta, gracias al entusiasmo del Ing. Luis

Sumar, emprendiéndose una gran campafa para su fomento en 1984 (Higinio 2011).



La kiwicha es una especie anual, parecida en su forma a la quinua, que alcanza gran
desarrollo y elevada altura en algunos casos hasta 2.60 metros. EI Amaranthus
caudatus (kiwicha) tiene su origen en los andes de América del Sur; esta especie
crece en zonas de Bolivia, Perl y Argentina. Su altura es generalmente de 1.50 a 2.0
metros. En la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, han coleccionado
distintas variedades de la especie para construir un banco de germoplasma que
incluye variedades del Perd, Bolivia y Argentina. Hasta el momento se han
desarrollado dos variedades: Noel Vietmeyer y Oscar Blanco. La kiwicha tiene
caracteristicas nutricionales Unicas, con los mayores valores nutritivos que la leche, la
carne y los huevos. Tiene aminoacidos esenciales como: lisina, metionina y cisteina.
La lisina es el factor primordial para el desarrollo organico y mental del hombre.
Ademas tiene un alto contenido de proteinas y minerales. El principal carbohidrato
contenido en el grano de kiwicha es el almidon, el cual representa el 62-69 % del total
de carbohidratos. Las caracteristicas del almidén de los amarantos son distintas de las
del trigo; el almidén del amaranto contiene considerablemente menos amilosa (5-7 %)
que el almidén del trigo. Asi la capacidad del Amaranto para hincharse cuando se
mezcla con agua es mucho mas bajo que la del trigo (Malca, 2001).

Las semillas del amaranto contienen de 13 a 18 % de proteinas cruda. Las semillas
negras de A. caudatus tiene contenidos de proteina cruda mas alto que las semillas
de colores mas claros. Los andlisis de composicién indican que los contenidos de
proteina cruda, grasa, fibra y ceniza del amaranto son generalmente mas altos que en
otros cereales (Mapes, 2009).

La semilla de la kiwicha contiene aproximadamente 11.1 % de proteinas en promedio
y se puede comparar con semillas convencionales como el maiz con 13.8 %, arroz

11.7 %, trigo 12.5 %. El contenido de la grasa es relativamente alto 7.7 %, sin



embargo este valor es mucho menor que en algunas leguminosas consumidas como
la soya con un valor 20.14 %. Los andlisis de composicion indican que los contenidos
de proteina cruda, grasa, fibra y cenizas de la kiwicha son generalmente altos que en
los cereales, sin embargo el contenido de carbohidratos es bajo (Silva, 2007).

Los granos andinos (quinua, cafiihua y amaranto) son uno de los principales sustentos
de las familias campesinas, y con muchas perspectivas en el mercado regional y
nacional. Con la finalidad de realizar los aspectos productivos y de agroindustria de
estos cultivos, se ha implementado una serie de actividades que permiten el desarrollo
con diferentes instituciones estatales y privadas, organizacibn de productores y
transformadores agroindustriales que estan involucrados y comprometidos con el
desarrollo y transformacion de los granos andinos en mencién; en muchos casos se
han desarrollado trabajos de investigacion que contribuirdn a un mejor conocimiento
del uso y transformacioén (Valdivia, 2002).

En el Pery, la especie que mas se cultiva es el Amaranthus caudatus, conocido
como ‘kiwicha”, la cual es una planta de aprovechamiento integral; sus hojas se
consumen como verdura, mientras que las semillas son usadas como cereales. Su
contenido de proteina cruda oscila entre 13 y 17 %, es relativamente rica en lisina,
triptéfano, metionina y pobre en leucina e isoleucina. Esto hace que el grano de
amaranto sea un excelente complemento para los cereales (arroz, maiz, trigo), los
cuales son deficientes en lisina. Las proteinas de almacenamiento mas importantes en
amaranto son albuminas y globulinas, que representan entre 60 y 70 % del nitrégeno
proteinico total en el grano, y las glutelinas, que se hallan en menor porcentaje. Existe
mucho interés por el estudio de estas proteinas, no solo por su reconocido valor
nutricional, sino también por ciertas caracteristicas que permiten su aplicacién en otros

campos. Tal es el caso de la globulina, que es un excelente agente emulsificante,



estable al calor. Se ha hecho estudios de composicién de aminoacidos y patrones
electroforéticos de las fracciones proteicas totales presentes en el grano (albuminas,
globulinas, prolaminas, glutelinas), asi como de perfil de carga, asociacidon covalente
de subunidades y estudios calorimétricos y electroforéticos (Villanueva, 2007).
Proteinas.

Las proteinas son los elementos mas importantes dentro de los alimentos por tal
motivo el organismo humano necesita el consumo diario de estos compuestos a través
de los alimentos. Las proteinas presentan una estructura muy compleja por ese motivo
puede mostrar un comportamiento extraordinariamente dispar. Sin duda, este aspecto
tiene que ver con las altas masas moleculares, a lo que hay que afadir que las
proteinas no se componen a partir de una Unica sustancia original, como sucedia con
el almidén y la celulosa, sino que estan formadas a partir de 20 aminoécidos distintos.
Las proteinas se muestran muy sensibles a los acidos base o diluidos pueden
provocar una floculacién, porque modifican la distribucién de las cargas de los grupos
aminos o carboxilos. Dado que los enlaces covalentes no se ven afectados por este
hecho sino que Unicamente se esperan alteraciones en los enlaces de las cadenas
laterales (Baltes, 2006).

Tabla 01: Composicién quimica de kiwicha por 100 g en base humeda

Componentes Amaranthus caudatus

Humedad (g) 12.4
Proteinas (g) 12.50
Grasa (g) 7.15
Carbohidratos (g) 63.49
Fibra (g) 1.90
Ceniza () 2.32

Fuente: Collazos, 1996



La velocidad de pérdida de aminoacidos sobre una base molar, suele ser menor que la
pérdida de azlcares. Las reacciones con proteinas son esencialmente las mismas; las
aldosas y las cetosas se condensan con grupos aminos libres de las proteinas (grupo
e —amino de la lisina, grupo amino terminales). En presencia de compuestos
dicarbonilicos, los aminoacidos se descarboxilan, esta reaccion conocida bajo el
nombre de degradacion de Strecker, da como resultado la desaminacion y la
descarboxilacion del amino&cido, que pasa a aldehido. Mediante el empleo de
trazadores isotopicos, se ha demostrado que entre el 90 y el 100% de CO, expelido
durante la reaccion de Maillard se origina partir del aminoacido y no del azucar
(Braverman, 1980).

Desnaturalizacion.

La desnaturalizacién desencadenada de las proteinas por los acidos y bases es a
menudo reversible que se producen por acciébn de ciertas soluciones organicas
(alcohol etilico). El frio extremo, sobre todo el calor extremo, tiene un efecto altamente
desnaturalizante; en este proceso no solo la temperatura es importante, sino que el
tiempo de calentamiento también constituye un parametro esencial. Por regla general,
la desnaturalizacion por calor sucede a unos 60-80°C, aunque cabe contar que las
proteinas poseen distintas resistencias al calor, producto de su estructura y su
composicion. A estas temperaturas no es habitual que se produzcan alteraciones
quimicas por lo que refieren a la composicién de las proteinas. La desnaturalizacién
causa una modificacion de las caracteristicas fisicas que pueden repercutir de forma
importante en el proceso posterior de los productos. La desnaturalizacion también
modifica la digestibilidad de las proteinas, puesto que la formacion de las estructuras

al azar puede dar lugar a zonas resistentes a la accion de enzimas (Baltes, 2006).



Las proteinas sufren varios cambios quimicos durante su proceso a temperaturas
elevadas. En estos cambios, cabe citar la racemizacion, la hidrolisis, la desulfuracion y
la desamidacién de algunos aminoacidos. La mayor parte de estos cambios quimicos
son irreversibles y algunas de estas reacciones dan por resultado aminoacidos
potencialmente téxicos. El tratamiento térmico de las proteinas a pH alcalino, como se
lleva a efecto para la preparacion de alimentos, invariablemente conduce a la
racemizacion parcial de los L-amino4cidos a los D-aminoacidos. Las proteinas sufren
cambios sutiles de la estructura, que no se alteran drasticamente la arquitectura
molecular de una proteina, suelen considerarse como “adaptabilidad conformacional’;
en cambio, las modificaciones mas importantes de la estructura secundaria, terciaria y
cuaternaria, sin escisién de los enlaces peptidicos del esqueleto, se consideran una
“desnaturalizacién”. Dependiendo a las condiciones de desnaturalizacion, las proteinas
pueden hallarse en diversos “estados desnaturalizados” que difieren ligeramente en
energia libre. monoméricas exhiben perfiles de desnaturalizacion. Los términos de los
estados nativo (yn) y estado desnaturalizado (yp) de una proteina. Por la mayor parte
de las proteinas, a medida que aumenta la concentracion de desnaturalizante
(temperatura) el valor de y permanece inicialmente constante y cambia de una forma
abrupta por encima de un punto critico, de yy a yp en un rango estrecho de
concentracion de desnaturalizante o de temperatura. Una vez que una molécula
proteica empieza a desplegarse, 0 una vez que se han roto unas pocas interacciones,
un ligero incremento de la concentracion del agente desnaturalizante o de la
temperatura despliega por completa la totalidad de la molécula. En la regién de
transicion, donde se encuentran algunos estados desnhaturalizados poseen mas
estructura plegada residual que otros. Las proteinas globulares, cuando estan

completamente desnaturalizadas, adquieren una configuracion semejante a un



enrollamiento al azar. Cuando se miden los cambios de una propiedad fisica o
quimica, en funcion de un agente desnaturalizante o de la temperatura, muchas
proteinas y moléculas de proteinas en estado nativo y en estado desnaturalizado, el

valor de y viene dado por:

Y = faYn +fpYD 1)

fvYfp: son fracciones de la proteina que se encuentran en los estados nativos y

desnaturalizado.

v~ YYyp: valores para los estados nativo y desnaturalizado

fn = (D —v)/(yD—yN) (2)

fo=(y—vyn)/p—YNn) 3)

(Fenema, 2000).

Dentro de los aminoacidos esenciales podemos considerar: a) Lisina: Es importante,
dada la existencia de los grupos amino. La reaccién selectiva de uno u otro grupo es
posible la acilacion selectiva del grupo e-amino de la lisina por transformacion del
complejo Cu?*, b) Metionina: Se oxida a sulfona via sulféxido esta reaccién ocurre
durante el proceso de elaboracion de los alimentos produciéndose la pérdida de este
aminoacido esencial y c) Cisteina: Se transforma por oxidacion suave hexacianoferrato
de potasio en el disulfuro de cistina. Con NaBH, o con el tioleno conocido como

mercaptometanol o ditriotiol (Belitz et.al, 2012).

La kiwicha es un grano andino cuyo valor nutritivo es casi similar al de alimentos como
carne, el pescado y huevo, ya que en su coeficiente de proteinas se encuentra dentro

de un rango de 1.5 a 2 (corregido a la caseina de 2.5%) para el grano cocido y su



digestibilidad total es cercana al 90%. La proteina de la kiwicha con un valor biolégico
de 75 se acerca mas que cualquier otra proteina de alimentos (Ruiz, 2002). La kiwicha
autoclavada fue de 2.3 valores que representan un porcentaje ligeramente menor con
relacién a la caseina de la relacion de eficiencia de proteina de 2.5. La calidad de una
proteina depende de la concentracion de aminoacidos esenciales y la digestibilidad de
la proteina. Si al evaluar ambos factores estan en menos del 100% significa que debe
corregirse el aporte de proteina, aumentando su cantidad para compensar la menor

utilizacion bioldgica (Ayala, 2007).

Tabla 02: Cantidad calculada de proteina de kiwicha que es necesario ingerir
para satisfacer los requerimientos de aminoacidos esenciales en

pre-escolares (2 a 5 afios de edad).

. Contenido de aminoéacidos en
Aminoacidos ]
proteinas (mg/g)

Isoleucina 52
Leucina 46
Lisina 67
Metionina 35
Fenilalanina 35
Treonina 51
Valina 45

Fuente: Ayala, 2007

El Amaranto tiene un alto nivel de lisina, el cual se encuentra limitados en muchos
cereales, como el maiz, sorgo y trigo. Por esta razén, el grano de amaranto es un

excelente complemento para los cereales (Bressani, 1991).



La elaboracién de productos expandidos mediante el empleo de extrusores presenta
grandes ventajas, puesto que no utiliza grasa durante la coccién, el producto snack
mantiene las propiedades quimicas de la materia prima, emplea menor cantidad de
materia prima que otros procesos alternativos y sobre todo es un método rapido. Sin
embargo, el proceso de extrusion eleva la temperatura, por lo cual puede degradar los
componentes. Por otro lado, el producto final es de buena calidad y de bajo costo
(Sandoval, 1993). El proceso de expandido es someter una sustancia a humedad,
presion y temperatura para gelatinizar la parte de almidén. Una vez expandida, se
logra incrementar su volumen mediante una gran reduccion de la presion

(http://www.fao.org/docrep/005/y1453s/y1453s05.htm).

La composicion de aminoacidos de la harina deslipidada (sin contenido de lipidos), de
la fracciébn de albumina y de la proteina, hay un aumento en el contenido de los
aminoacidos esenciales lisina, fenilalanina y leucina. Y una disminucion en los
aminoacidos azufrados metionina, en la proteina purificada, con aspecto de la harina
deslipidada y a la fraccion albamina (Villanueva y Arnao, 2007).

Tabla 03: Niveles de los aminoacidos de Amaranthus caudatus

determinados mediante HPLC

Aminoéacidos Harina deslipidada Fraccién albumina
(moles %) (moles %)
Treonina 5.26 7.22
Valina 4.34 6.33
Metionina 5.11 4.56
Isoleucina 4.68 5.21
Leucina 4.81 5.92
Fenilalanina 3.12 2.27
Lisina 1.55 2.66

Fuente: Villanueva y Arnao, 2007
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Expandido de kiwicha

El expandido del Amaranthus caudatus, una variedad ecuatoriana. Un popeado por
aire caliente se utiliza para estudiar el efecto de la temperatura (200, 220 y 240 °C), el
flujo de aire (0.013; 0.014 y 0.015), carga (14, 18 y 22) y contenido de humedad (12,
14 y 16 %) en la capacidad de estallido natural del grano de amaranto. Todo
tratamiento de combinacion derivada de los tres niveles de temperatura, carga, flujo de
aire y la humedad contenidos fueron eficaces para alcanzar rendimientos de grano de
amaranto por encima de 75 %, el volumen de expansion cerca de 5 veces mayor que
el volumen de grano en bruto, las densidades tan bajo como 0.178 g/cm, tiempos de
residencia no mas de 31.60 segundos. Sin embargo, el mayor rendimiento y la
expansion volumen y la densidad méas baja del grano apreciado se obtuvieron a

240 °C, cargade 22 gy 0.013 cm y 12 % de contenido de humedad (Janvekar, 2010).

Con el grano reventado de la kiwicha se preparan turrones, asi como también harinas
ademdas se preparan hojuelas, etc. De acuerdo al aminograma y computo quimico del

Amarantus (g/16gN).

Tabla 04: Aminogramay coGmputo quimico de Amaranthus (g/16 gN)

Aminoéacidos Amaranthus caudatus

a a.l
Isoleucina 3.5 3.2
Leucina 54 5.4
Lisina 6.4 6.0
Fenilalanina 7.2 6.4
Metionina 4.8 6.1
Treonina 3.6 3.3
Valina 4.6 3.8

Fuente: Higinio, 2011
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En la elaboracion de productos expandidos tipo “snak” el almidon no solo pierde
estructura cristalina sino también la mayor parte de la estructura granular desaparece
y los componentes del granulo (molecular de amilosa y amilopectina), son dispersados
en la matriz; en la elaboracion de proteinas texturizadas, las proteinas (0 cuerpos
proteicos) son dispersadas y las reacciones proteicas desnaturalizadas, alineandose
en las corrientes de flujo.

Fuente:(http://tecgranosysemillas.files.wordpress.com/2013/05/desarrollo-de-

alimentos-precocidos-por-extrusic3b3n-a-base-de-mac3adz-lequminosa.pdf)

Muchos avances tecnoldgicos han sido realizados en el transcurso de los afios en los
equipos utilizados en la expansién, buscando obtener mayores rendimientos durante el
proceso, aumentar la capacidad de produccion, disminuir la intensidad del ruido
ocasionada durante la liberacion del producto, etc. Sin embargo el principio de
expansion de los granos sigue siendo el mismo. Tanto es asi que en algunos paises
como Peru y Brasil utilizan ampliamente cafiones manuales para la elaboracion de
cereales expandidos a pequefia escala. Los cereales representan una fuente
econdmica de nutrientes, principalmente carbohidratos y proteinas. Durante el proceso
de expansién se mejora la digestibilidad de estos granos y demas se observa un
incremento del porcentaje de las proteinas por la pérdida de humedad. Por esta razén
este tipo de productos tiene gran importancia en la alimentacién humana. Dentro de
este contexto los cereales expandidos representan una gran opcion de alimento,

principalmente para los nifios (Paggi, 2003).

El grano de amaranto es un pseudo cereal y una buena fuente potencial de nutrientes,
el interés por el grano de amaranto se basa en su capacidad de explosion o
expandido. El potencial del grano reventado como un ingrediente en productos de

aperitivos alimenticios tales como: “alegrias” de México, “turrones de Perd”, “nigua y
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alboroto de Guatemala®, etc. En este tipo de productos, grano reventado se aglomera
con miel, melaza y jarabes. La importancia de ofrecer una buena fuente de proteinas y
energia en los cereales, que los nifios y los adolescentes tengan preferencia por este
tipo de productos. Sin embargo como ocurre en muchos bocadillos, la oxidacién de los
lipidos y la perdida de textura crujiente son los principales aspectos que reducen la
vida util del grano de amaranto reventado (Lara et. al, 2004).

Durante el proceso de expandido ocurren cambios en la estructura micro y
macromolecular del almidén, se incrementa la relacion area superficial/volumen de la
fase soélida, hay una modificacion de la cristalinidad del almidén por efecto de la
gelatinizacion, gelaciéon y rompimiento de las cadenas de amilasa y amilopectina
(Villacrés et. al, 2011).

El amaranto se revienta en condiciones muy calientes y se convierte en un producto
expandido con alto contenido nutritivo, con 15 a 18 % de proteina y presencia de
lisina y metionina, alto contenido de fibra, calcio, hierro y vitaminas A y C. El balance
aminoacidico esta cercano al requerido para la nutricion humana y su aminoacido
mas limitante es la leucina que permite que la proteina de A. caudatus se absorbay

utilice el 70 %, cifra que asciende hasta el 79% segun las variedades (Ochoa, 2012).

En los ultimos afios el andlisis de aminoacidos libres se ha extendido a diferentes
productos alimenticios y nutricionales, ya sea porque resultan indicadores del
proceso tecnolégico empleado en la elaboracién, o porque se trata de productos que
han sido fortificados para satisfacer requerimientos nutricionales especificos, entre
otras razones. En general, la metodologia predominante para cuantificar
aminodcidos presentes en una muestra esta basada en técnicas cromatogréficas, las

cuales se complementan frecuentemente con el uso de un detector de fluorescencia,
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tal como la cromatografia en la fase reversa (RP-HPLC) con el uso de agentes
derivatizantes (Ramo et. al, 2009).

Los niveles de aminoacidos en el grano de Amaranthus caudatus antes y después
del tratamiento térmico, se detect6 un alto contenido de lisina y arginina en tanto
tratada térmicamente y los granos no tratados, resultd satisfactorio el contenido de
cistina y en menores niveles de metionina, valina, isoleucina y leucina. Aparecen los
tres Ultimos aminoacidos como limitantes. Los indices quimicos de los amino&cidos
esenciales (IAAE). Valor de 90.40 % muestra la calidad nutricional proteico favorable
del amaranto, que es casi comparable con la proteina del huevo. El tratamiento
térmico por hacer estallar a 170°C y 190°C de 30 g resultd el IAAE a 85.40% de
aminoacidos esenciales en estudio, valina y contenido de leucina disminuyeron
significativamente (Janvekar, 2010).

Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

El (HPLC) se encuentra dentro de la cromatografia de elucién. En ésta un liquido
(fase movil A) circula en intimo contacto con un sélido u otro liquido inmisible (fase
estacionaria B); al introducir una mezcla de substancias (analitos) en la corriente de
fase movil, cada analito avanzara a lo largo del sistema con una velocidad diferente
que dependera de su afinidad por cada una de las fases. Esto supone que después de
terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las substancias
introducidas en el sistema eluira con un tiempo diferente, es decir, estaran separadas

(http://www.mncn.csic.es/docs/repositorio/es ES/investigacion/cromatografia/cromatog

rafia_liguida de alta eficacia.pdf).

El Perd es uno de los paises mas ricos en biodiversidad alimentaria, en el cual se
encuentra Amaranthus caudatus (kiwicha), uno de los alimentos que tiene relevancia

a nivel mundial al igual que la quinua, la importancia que se le da a este producto es
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por el potencial nutricional es por ello que en la regidon de Apurimac se viene
intensificando la produccién de kiwicha, del mismo modo en la provincia de
Andahuaylas se incrementa el cultivo de este cereal por presentar una fuente de
economia para las familias. Es por ello que el trabajo de investigacion busca
determinar el efecto de las temperaturas de expandido (180 °C, 200 °C y 215 °C)
sobre la concentracion de los aminoacidos esenciales en los granos de Amaranthus
caudatus (kiwicha), variedad Oscar Blanco, cuantificar la presencia de
aminodcidos esenciales en el Amaranthus caudatus (kiwicha) de la variedad
Oscar Blanco, sometida a expandido a las temperaturas de 180 °C, 200 °C y
215 °C y comparar el nivel de los aminoacidos esenciales en el Amaranthus

caudatus (kiwicha), variedad Oscar Blanco sometidos a expansioén.
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CAPITULO I

MATERIAL Y METODOS

UBICACION GEOGRAFICA
El distrito de Talavera se encuentra ubicado en la provincia de Andahuaylas
region Apurimac a una altitud de 2926 msnm y una latitud 13°39°27"" Sur,

73°23°00"" Oeste.

MATERIAL DE ESTUDIO

Se utilizaron los granos de Amaranthus caudatus (kiwicha) variedad Oscar
Blanco, obtenida de la cosecha del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA),
de la localidad de Chumbibamba, Andahuaylas.

Segun Herrera y Montenegro, (2012)

Reino: Vegetal
Division: Faner6gama
Tipo: Embryophyta siphonogama

Subtipo: Angiosperma
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Archyclamideae
Orden: Centrospermales
Familia: Amaranthaceae
Género: Amaranthus
Especies: caudatus, cruentus e hypochondriacus

Nombre cientifico; Amaranthus caudatus



Se obtuvo una muestra representativa de un kilo, de la variedad Oscar Blanco. Del
cual se sacO una muestra blanca de 100 g, del resto de la muestra se fraccion6 en
partes iguales, posteriormente fueron sometidos a diferentes tratamientos de

temperatura respectivamente 180 °C, 200 °C y 250 °C.

METODO

Determinacién de aminoacidos esenciales por el Método de Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) descrita por Agilent Zorbax Eclipse

AAA.
a. Preparacion de la muestra

e Se preparé la solucién de acido clorhidrico HCI 6N
e Se pulverizé las muestras de Amaranthus caudatus (kiwicha).
e Sepes6 0,1 g cada una de las muestras y se coloco en viales de 20 ml de
capacidad.
b. Preparaciéon de aminoacidos estandar.
e En un vial se coloc6 los estandares de aminoacidos (pak de 17
aminoacidos) en las siguientes concentraciones 100 y 250 pmol/ul para la

cuantificacion. Se ha acondicionado el HPLC con la fase A por una hora.

e Se agreg6é 15 ml de la solucion de HCI 6N, en los viales con muestra

pulverizada de kiwicha, sellandose en atmosfera inerte con N,

e Se hidroliz6 a una temperatura de 110 °C por 24 horas en una estufa. Una
vez enfriado se hizo una dilucibn de la muestra hidrolizada con agua

destilada en una proporcién de 3:5 respectivamente, luego fue centrifugado
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y pasado por un filtro de 0.45 nm de porosidad, luego se tom6 un volumen
de filtrado en un vial @mbar y se analiza por el HPLC.
c. Andlisis por HPLC

e Las condiciones para el andlisis por HPLC, se sigui6 la metodologia descrita
por Agilent Zorbax se ha realizado con un cromatégrafo HPLC Agilent 1200
con desgasificador en linea, bomba binaria, inyector automatico
programable, termostatizador de columna, detector por arreglo de diodos

DAD.

¢ La columna que se utilizé6 Agilent Zorbax Eclipse AAA 3.0 x 75 nm x 3.5 um,

precolumna 12 x 4.6 nm x 5 um C18, fase movil A,
¢ Solvente A: Buffer fosfato de potasio monobéasico KH,PO,4 a pH 7.8.
e Solvente B: Acetonitrilo, metano y agua (45; 45; 10)
e Temperatura de analisis 40 °C.

e Gradiente de analisis 0.00 a 3.80 min, 0 % de B; a 36 min, 57 % de B; de 37

a 44.60 min 100 % de B, 44.60 a 54 min 0 % de B.

e Detector: se harealizado a 262 y 336 nm a un flujo de 1 ml/min.

¢ Tiempo de andlisis 55 minutos

e Se derivatizé usando ortoftaldeido (OPA) para los amino&cidos primarios y
fluorometilcloroformiato de metilo (FMOC) para los aminoacidos
secundarios. La combinacién de este protocolo permite un rpido pre-
derivatizacion de aminoacidos. La mezcla de reaccién es taponada a pH

10.2, que permite el analisis directo.
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Figura O1: Flujo de operaciones para el expandido de la kiwicha

Granos de Kiwicha

!

Limpieza

Kiwicha 300 g ‘ ¢
Humedad: 7.06% ~—% Carga a la expansora

Expandido temperatura
To= 180, 200 y 215°C

v

Kiwicha expandida
%H: 2.06;

¢ 1.62; 1.48

Enfriado

Envasado

Restos de: hoja,
tallos y piedras

Fuente: Elaboracién propia

Descripcion de las operaciones de acondicionamiento de las muestras
e Granos de kiwicha
La muestra fue obtenida del almacén del Instituto Nacional de Investigacion
Agraria (INIA), de un total de 500 Kg, los mismos que se encontraban en
sacos de 50 Kg extrayendo 200 g aproximadamente de cada uno de los
sacos finalmente se homogenizé las cantidades y se obtuvo 1 Kg de

kiwicha, variedad Oscar Blanco.
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e Limpieza
Esta operacion se realiz6 manualmente para la separacion de hojas, tallos,
semillas de hierbas, ademas de se utiliz6 un tamiz con agujeros de 1mm de
diametro para la eliminacién de arenillas.

e Cargaalaexpansora

Se pesaron 300 g de muestra para cada tratamiento, fueron cargados de
forma manual en el embuto de la popeadora, con 7.06 % de humedad
inicial.

e Expandido
Las muestras son expandidos a diferentes tratamientos de temperaturas:

180 °C, 200 °C y 215 °C a una presion de 180 psi.

¢ Kiwicha expandida
Los granos de kiwicha son expandidos los cuales presentan un aumento de
volumen con una apariencia agradable a la vista, presentando una
humedad final de: 2.06 %, 1.62 % y 1.48 % a 180 °C, 200 °C y 215 °C
respectivamente.

e Enfriado
Los granos de kiwicha expandida se dejan por unos minutos a temperatura
ambiente de 19.8 °C.

e Envasado
Las muestras de kiwicha expandida son envasados en bolsas de polietileno
de baja densidad. Posterior al acondicionamiento de las muestras de los
granos de kiwicha, los mismos son transportados al Laboratorio de

Cromatografia de la Facultad de Quimica de la UNSAAC.
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Figura 02: Flujo de operaciones para el analisis cromatogréfico-HPLC

Muestra de kiwicha expandida

Pulverizar la muestra
Acondicionamiento de
la muestra con HCI 6N

Hidrolizar en una estufa
T° = 110° Tiempo = 24horas

Enfriado
Muestra hidrolizada: H20 =3:5 —5  Dilucidn

v

Centrifugado

v

Filtrado —» Solidos + HCI

!

Acondicionamiento en los

viales dmbar
2 ml de concentrado

|

Analisis en HPLC

Muestra, HCl (1:15)—>»

Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC.
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Descripcion de las operaciones para el andlisis de aminoéacidos en el HPLC
e Pulverizacion de las muestras

Todas las muestras son pulverizadas en una cantidad de dos gramos por cada

tratamiento utilizando un mortero hasta obtener una harina fina.
e Acondicionamiento de la muestra

La muestra pulverizada es diluido con HCI 6N, en los viales de 20 ml. En una
proporcion de 1:15 respectivamente, finalmente se sell6 los viales en
atmosfera inerte.

e Hidrdlisis
Se realiza en una estufa a una temperatura de 110 °C por 24 horas.

e Enfriado
Es expuesto a temperatura ambiente para un enfriado lento.

e Dilucion
Una vez enfriado se toma 3 ml de la muestra hidrolizada y se deposita en un

tubo de ensayo al que se le adiciona 5 ml agua destilada.

e Centrifugado y filtrado

La dilucién fue centrifugada a 94000 rpm por 10 minutos con la finalidad de
separar la materia liquida del solido el que posteriormente se filtré6 obteniendo

finalmente una concentracion de proteinas de la kiwicha.

e Acondicionamiento en viales de 2 ml

La concentracion obtenida se alistd en los viales de color ambar cada uno con

2 ml, que se colocaron en la camara de lectura del HPLC.
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Analisis de aminoacidos en HPLC

Se realiza la lectura de los aminoacidos de la kiwicha tomando en

consideracion con los aminoacidos estandar. Por un tiempo de 55 minutos a

una temperatura de 40 °C.

2
yZ__K;
19) N

SCT:Z

i=1j=1

4. DISENO ESTADISTICO
e Anadlisis estadistico
Los resultados se procesaron estadisticamente mediante el Disefio
Completamente al Azar (DCA), porque todas las corridas experimentales se
realizaron en orden aleatorio completo. De esta manera, durante el estudio se
hicieron en total 9 pruebas, estas se corren al azar, de manera que los
posibles efectos se vayan repartiendo equitativamente entre los tratamientos.
Tabla 05: Tabla de ANOVA para el DCA.
ANOVA para DCA
Variabilidad SC GL CM Fo Valor- p
Variedad k k-1 SC CM F > F,
SC — Y_lz — Y_z CMfT'at= k f? C]Zat p( 0
trat ‘ n; N E
i=1
Error SCg = SCr — SCprar N -k M, = SCg
N—k
Total k N-1

SC: suma de cuadrados.
GL: grado de libertad.
CM: cuadrado medio.

Para realizar la comparacion de los tratamientos, se utiliz6 el modelo de la
Diferencia Minima Significativa (LSD) al 5 % de significancia, que debe haber
tratamientos

entre dos medias muestrales para considerar que los

correspondientes son significativamente diferentes. Asi cada diferencia de
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medias muestrales en valor absoluto que sea mayor que el nimero LSD se

2CMp
LSD = tayo, (N = k) |

declara significativa.

(Gutiérrez, 2008)
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CAPITULO Il

RESULTADOS

1. Evaluacién de la concentracion de los aminoacidos esenciales de los
granos de Amaranthus caudatus (kiwicha) reportados por cromatografia
HPLC

Figura 03: Altura de picos en latreonina

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACID0\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\016-0701.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\018-1001.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\021-1401.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\024-1701.D)

NA

GLICI

\\
ARGININ/
g/
)

Sin tratamiento

Tratamiento a 180 ¢C

Tratamiento a 2002C

Tratamiento a 215 eC

4.1 42 4.3 4.4 45 4.6 4.7 4.8 min|

Norm: Mili unidades de absorbancia
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, reporte equipo HPLC

A. TREONINA
En la Figura 03, se muestra una altura de pico, los cuales se hicieron una
comparaciéon con los resultados de la muestra sin tratamiento, en los
resultados de las muestras con tratamientos a 180 °C y 200 °C, se observa
gue las alturas de picos son similares entre ambos tratamientos; en el caso

del tratamiento a 215 °C la reduccion en la altura de picos es mayor, esto



indica que a mayor temperatura la concentracién de aminoacidos disminuyen

considerablemente.

Figura 04: Altura de picos de la valina 'y metionina.

Norm.

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACID0O\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\016-0701.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACID0O\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\018-1001.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACID0O\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\021-1401.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\024-1701.D)

Sin tratamiento

Tratamiento a 180 ¢C

VALINA

Tratamiento a 200 eC

METIONINA

Tratamiento a 215 ¢C

Norm: Mili unidades de absorbancia
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, reporte equipo HPLC

B. VALINA
En la Figura 04, se observa una disminucion en la altura de picos no
obstante, las muestras que fueron sometidos a 200 °C fue mayor que los
gue fueron tratados a 180 °C , en cuanto a los que fueron tratados a 215 °C
la disminucion de la altura fue mayor.

C. METIONINA
En la figura 04, se observa la altura de picos para los tratamientos de 180 °C
es igual a 200 °C, los que representa que en ambos tratamientos, el AAE

valina se mantiene constante a diferencia de los que fueron sometidos a
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215 °C, hay una mayor pérdida y una sensibilidad a la accién de la
temperatura, en comparacion de los resultados de la muestra sin tratamiento.

Figura 05: Altura de picos de fenilalanina e isoleucina

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\016-0701.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\018-1001.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\021-1401.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACID0O\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\024-1701.D)

Sin tratamiento

Norm

Tratamiento a 180 °C

FENILALANIN,

0.3

Tratamiento a 200 eC

Tratamiento a 2152C

0.2 4

6.‘9 7
Norm: Mili unidades de absorbancia
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, reporte equipo HPLC

D. FENILALANINA

En la Figura 05, se observa una disminucién en la altura de picos de la
fenilalanina lo que indica que la alteracion es gradual de acuerdo al
tratamiento que se fue sometido respectivamente cada una de las muestras

de kiwicha.
E. ISOLEUCINA

En la Figura 05, se observa una altura de picos reportado por el equipo
cromatografico (HPLC), de los granos de Amaranthus caudatus que fueron

sometidos a 180 °C, 200 °C y 215 °C, donde este amino&cido presenta un
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comportamiento diferente a la altura de picos con respecto a los demas

aminodacidos esenciales.

Figura 06: Altura de picos de la leucinay lisina

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\016-0701.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\018-1001.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\021-1401.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\024-1701.D)

Sin tratamiento

<
z
il
}

Tratamiento a 180 eC

LEUSINA

Tratamiento a 200 eC

Tratamiento a 215 eC

T
7.5 76 7.7 7.8 7.9 8 8.1 min

Norm: Mili unidades de absorbancia
Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, reporte equipo HPLC

F. LEUCINA

La Figura 06, las muestras presentan una decaida en los picos a partir de los
180 °C, en cuanto a los tratamientos a 215 °C hay una disminucién en las

cantidades de este aminoacido.

G. LISINA

En este AAE, el efecto de la temperatura es mayor teniendo una reduccién
considerable en la altura de pico desde los 180 °C, en cuanto a las muestras
qgue fueron expandidos a una temperatura de 215 °C este aminoacido
disminuy6 considerablemente. Esto indica que la lisina se muestra sensible a

la exposicion a altas temperaturas.
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2. Cuantificacion de aminoacidos esenciales de Amaranthus caudatus
“kiwicha” a temperaturas de 180 °C, 200 °C y 215 °C

Tabla 06: Cuantificacién de aminoacidos esenciales de la kiwicha

Aminoécido ST Expandido a Expandido a Expandido a
(ng/9) 180°C * 200°C * 215°C *

Treonina 0.0058 0.0038 + 0.0007 0.0036 *= 0.0001 0.0028 + 0.0004
Valina 0.0146 0.0118 + 0.0007 0.0094 *= 0.0010 0.0077 = 0.0023
Metionina 0.0079 0.0057 *= 0.0002 0.0056 =+ 0.0004 0.0055 =+ 0.0031
Fenilalanina 0.0232 0.0127 % 0.0004 0.0121 + 0.0007 0.0092 + 0.0002
Isoleucina 0.0126 0.0083 * 0.0004 0.0070 = 0.0006 0.0057 + 0.0008
Leucina 0.0268 0.0168 + 0.0013 0.0147 %= 0.0021 0.0119 + 0.0017
Lisina 0.0216 0.0094 + 0.0002 0.0077 %= 0.0031 0.0051 + 0.0002

ST, grano de kiwicha sin tratamiento.
*Los resultados por triplicado se muestran en el anexo (05).
Fuente: Laboratorio de cromatografia de la UNSAAC — Elaboracion propia.

La cuantificacion de los AAE en la kiwicha sometida ha expandido a las
temperaturas de 180 °C, 200 °C y 215 °C, se realiz6 a través de un método
cromatogréafico en HPLC, los resultados se muestran en la Tabla 06, en ella se
aprecia que el AAE Leucina se encuentra en mayor cantidad 0.0268 ug, seguido
de la Fenilalanina 0.0232 ug, mientras que la Treonina es de 0.0058 ug, esta
jerarquia se mantiene a las diferentes temperaturas, aunque la cantidad se ve
disminuida. Por otra parte se observa que la desviacion estandar es minima para
todos los casos, esto quiere decir que los errores se deben sobre todo al tipo
aleatorio, y que este es un indicativo de que la técnica HPLC, es la mas

recomendada.
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Figura 07: Variacion del contenido de amino&cidos esenciales en funcion a

la temperatura de 180 °C, 200 °C y 215 °C.

ug de AAE
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Fuente: Elaboracion propia.

La disminucion del contenido de AAE en funcién a la temperatura se represento
en la figura (07), siendo la Lisina la que disminuye con mayor rapidez, este
hecho es contrario para la Metionina y Treonina, no obstante en todos los casos
existe disminucioén del contenido de AAE cuando se incrementa la temperatura
de expansion.

Por otro lado, se ha realizado una correlacion lineal y cuadrética del contenido
de AAE, utilizando el software estadistico Excel (2010), los resultados se
muestran en la tabla (07), en ella se observa que el comportamiento lineal del
contenido de AAE presenta un R? adecuado, sin embargo una correlacion
cuadratica resulta en mejor representacion ya que R? estd mas cercano a la
unidad, es asi que para conocer la disminucion del contenido de los AAE se

tomara en cuenta una ecuacién de segundo grado.
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Tabla 07: Correlaciéon de datos del contenido de aminoacidos esenciales en

funcién a la temperatura.

Ecuacion  Coef.* Treonina Valina Metionina Fenilalanina Isoleucina Leusina Lisina

a 00061 00155 00081 00247 00134 00285 0.0233
Lineal
. 'nefbx 1.4E-05 -3.0E-05 -1.3E-05 -6.8E-05 -3.3E-05 -7.1E-05 -8.1E-05
=a
R? 0048 0828  0.985 0.983 0960 0974  0.992
a 00057 00132 00084 00238 00123 0.0266 0.0223
Cuadratica
v b 82E-06 8.2E-05 -25E-05 -2.6E-05 2.1E-05 2.0E-05 -2.9E-05
=a+bX ¢ _9.8E-08 -5.0E-07 5.5E-08 -1.8E-07 -2.4E-07 -4.1E-07 -2.3E-07
X
te R? 0985 0999  0.999 0.988 1000 00998  0.998

*El resultado de los andlisis se muestra en el anexo (06)
Fuente: Elaboracién propia.

3. Comparaciéon maultiple del contenido de aminoacidos esenciales en la
kiwicha expandida
Se comparo la existencia de diferencia significativa del contenido en ug de AAE
expuestos a diferentes temperaturas de expansion, a través de un ANOVA, los
resultados se muestran en la Tabla 08.

Tabla 08: ANOVA de un factor para los AAE

. Niy_el de_ Diferencia entre
AAE (ug) Feal p-value S|gn|f(|g()51nC|a tratamientos*

Treonina 32.6369 7.77E-05 0.05 Significativa
Valina 16.2504 9.15E-04 0.05 Significativa
Metionina 1.6023 2.64E-01 0.05 No significativa
Fenilalanina 699.4252 5.11E-10 0.05 Significativa
Isoleucina 99.2836 1.14E-06 0.05 Significativa
Leucina 55.0906 1.10E-05 0.05 Significativa
Lisina 66.0967 5.48E-06 0.05 Significativa

*Se rechaza Hy si a > p-value, Hy: no existe diferencia significativa entre tratamientos, el
analisis completo se observa en el anexo (07)
Fuente: Elaboracién propia, Statistica 8.0
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ug de AAE

0.0300 T
=5~ ug Treonina
—4- ug Valina
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A R —#- ug Leusina
AN ) =% ug Lisina
0.0200 t
0.0150 t
0.0100 ¢
0.0050 t
0.0000

De la Tabla 08, se aprecia que el efecto de la temperatura sobre los AAE, genera
una diferencia significativa en el contenido de estos, a excepcién de la
Metionina, es decir que cualquier cambio de la temperatura hasta 215 °C, no
modifica considerablemente el contenido de este AAE (p — value < 0.05), este
hecho también se puede apreciar en la figura (08), donde se observa claramente
los intervalos del contenido de Metionina para los diferentes tratamientos se
sobreponen, mientras que en los otros AAE, este hecho no sucede.
Figura 08: Comparacion del efecto temperatura de expandido a 180 °C, 200
°C y 215 °C sobre los aminoacidos esenciales de Amaranthus

caudatus (kiwicha)

20 180 200 215
Temperatura (°C)

*Comparacion multiple de AAE, para a = 0.05
Fuente: Elaboracion propia, Statistica 8.0

Por otro lado se realizé la comparacion individual del efecto de la temperatura
sobre cada AAE, a través de una prueba Fisher o LSD, los resultados se
muestran en la tabla (09), de ella se desprende por ejemplo, que para el caso de

la Treonina se observa que el contenido inicial es de 0.0058 ug/g de kiwicha, y
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gue se disminuye a 0.0038 ug/g cuando se expande la kiwicha a 180°C, y este
valor luego disminuye a 0.0036 ug/g cuando se expande a 200 °C, este cambio
del contenido de Treonina no es significativo, letras iguales, mientras que a 250
°C disminuye a 0.0028 ug/g, indicando que si existe diferencia significativa, es
decir el expandido a 180 °C y 200 °C no modifican significativamente el
contenido de este AAE entre ellos, aunque si en comparacion de la muestra
inicial. Por otro lado en la tabla (09), se aprecia que el AAE Isoleucina modifico
su contenido a las diferentes temperaturas de expansion (letras diferentes),
mientras que para el caso de la Leucina y Lisina, el contenido a 180 °C y 200 °C
son similares y que el de 200 °C y 215 °C también.
Tabla 09: Comparacion mdultiple de los aminoacidos esenciales de
Amaranthus caudatus (kiwicha) mediante Método de la minima

diferencia significativa (LSD) de Fisher.

Temperatura (°C)

AEWUOIO) o 180 200 215
Treonina ar b b ¢
0.0058 0.0038 0.0036 0.0028
Valina a b b,c ¢
0.0146 0.0118 0.0094 0.0077
Meti . a a a a
etionina 4 5579 0.0057 0.0056 0.0055
Fenilalani a b b c
enialaningd - 4 9232 0.0127 0.0121 0.0092
Isoleucina a b ¢ d
0.0126 0.0083 0.0070 0.0057
Leusina a b b.c ¢
0.0268 0.0168 0.0147 0.0119
. a b b,c c
Lisina

0.0216 0.0094 0.0077 0.0051

*ST, sin tratamiento.

**[as letra iguales en las filas significan que no existe diferencia significativa
(p — value < 0.05), el analisis completo se muestra en el anexo 08.

Fuente: Elaboracion propia, Statistica 8.0
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CAPITULO IV

DISCUSION

EVALUACION DE LA VARIACION EN LA CONCENTRACION DE
AMINOACIDOS ESENCIALES REPORTADOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTO RENDIMIENTO — HPLC

A través de la técnica cromatografica — HPLC, se determind la presencia de los
aminodcidos esenciales tales como: treonina, valina, metionina, fenilalanina,
isoleucina, leucina y lisina, los mismos que presentan una ligera disminucién a
diferentes tratamientos de temperatura ademas que se encontr6 aminoacidos no
esenciales como: acido aspartico, acido glutdmico serina, histidina, glicina, arginina,
alanina, tirosina y cistina. Estos AAE, fueron identificados en el grano de kiwicha de
la variedad Oscar Blanco sin tratamiento, asi como luego de un proceso de
expandido a 180°C, 200°C y 215°C. En el caso exclusivo del contenido de
Metionina, el cual no muestra una disminucién significativa, este hecho se puede
explicar a la interaccion proteina-almidon. (Valls, 1993); la expansion de productos
con elevado contenido proteico se suele realizar generalmente para controlar los
inhibidores del crecimiento que estan contenidos en las materias primas. Se intenta
en estos procesos conseguir por un lado el minimo contenido en factores
antitripsicos y por otro la méxima lisina disponible en el producto. Es conocido que
la lisina es un aminoacido muy reactivo y el proceso que sea menos agresivo sera
el mejor desde el punto de vista nutritivo. La extrusion produce el desenredamiento
de las cadenas proteicas vegetales. Para (Paggi, 2003); el aminoacido que sufre
ligera variacion en los cereales es la Lisina cuando son sometidos a procesos de

extrusion o expansion, de otro lado los AAE que generalmente se encuentran en los



cereales son: Metionina, Treonina, isoleucina, Fenilalanina, Tirosina e Isoleucina.
En ausencia de cantidades importantes de almidén, la cocciébn por expansion
reduce la solubilidad de la proteina cuando la temperatura aumenta. Existe un
proceso por el cual a medida que la temperatura se va elevando, la proteina se va
afectando. (Ascheri, 2005); menciona que en el momento en que el producto sale
de la matriz del expansor, el agua que esta intimamente mezclada con el producto
sufre un brusco cambio de presion y se evapora instantaneamente. Es por ello que
el producto sufre una expansion y las cadenas proteicas asi como las de almidén
son modificadas, aumentando la superficie y haciéndose mas atacable por las
enzimas, de esta manera el producto se hace mas digestible. (Villanueva et al.,
2007); la hidrdlisis con HCI 6N y fenol, por 24 horas a 110 °C se observa una
composicion en aminoacidos de la harina deslipidada, de la fraccion albamina y de
la proteina de 35 KDa de Amaranthus caudatus representa un aumento en el
contenido de los aminoécidos esenciales: lisina, fenilalanina, leucina y una
disminucion en el aminoécido azufrado metionina.

(Lépez, 1999); Muchas proteinas son desnaturalizadas por la extrusion y expansion
perdiendo por tanto sus propiedades funcionales, sin embargo (Zamora, 2003);
indica que el proceso de expansidbn y/o extrusibn de cereales aumentd
significativamente el aprovechamiento proteico. (Zamora, 2003; Asp y Bjorck,
1989); observaron, en maiz extrudido, que los granulos se encuentran incrustados
en la matriz proteica (glutelinas), y en los cuerpos proteicos (zeinas).
Adicionalmente, considerando que una caracteristica de la amilosa es su capacidad
de interactuar con los lipidos, se puede inferir que en el material extrudido pudiera
haber la presencia de estos complejos, los cuales se someten a un ordenamiento

conformacional de espiral a élice, haciéndolos estables térmicamente e insolubles,
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razén por la cual, posiblemente no disminuyé notablemente el contenido de
Metionina.
e COMPARACION MULTILPLE DEL CONTENIDO DE AMINOACIDOS
ESENCIALES EN LA KIWICHA EXPANDIDA
De acuerdo a los reportes del equipo cromatogréfico, la muestra del Amaranthus
caudatus que fue expuesto a un proceso de expandido a una temperatura de 215 °C,
la disminucién de los AAE fue relevante. Treonina 0.0028 ug/g, Valina 0.0077 ug/g,
Metionina 0.0055 ug/g, Fenilalanina 0.0092 ug/g, Isoleucina 0.0057 ug/g, Leucina
0.0119 ug/g y Lisina 0.0051 ug/g. a diferencia de la muestra sin tratamiento, estos
aminoacidos presentan una concentracion inicial de: Treonina 0.0058 ug/g, Valina
0.0146 ug/g, Metionina 0.0079 ug/g, Fenilalanina 0.0232 ug/g, Isoleucina 0.0126 ug/g,
Leucina 0.0268 ug/g y Lisina 0.0216 ug/g. Lara et al., (2004), El proceso de hacer
estallar a 240 °C, del grano alcanza el rendimiento de mas del 80 % del amaranto
reventado. Siendo el aminoacido relevante y disponible la lisina. (Janvekar, 2010); El
tratamiento térmico por hacer estallar a 170 °C y 190 °C de 30 gr resulté el indice de
aminodcidos esenciales a 85.40 % de aminoacidos esenciales en estudio, valina y
contenido de leucina disminuyeron significativamente. (Coultate, 2007); Los
aminoacidos de una proteina se encuentran unidos entre si mediante el denominado
“enlace peptidico”, formado cuando en grupo amino de un aminoacido reacciona con
el carboxilo de otro con la perdida de una molécula de agua. (Badui, 2006); el paso
previo es la hidrolisis de la proteina a sus aminoacidos constituyentes en el que se
somete la proteina a una temperatura de 120 °C, con HCI 6N durante 10-24 horas. En
estas condiciones se destruye un porcentaje de la treonina, ademas que se produce
una fuerte racemizacion en la mayoria de los amino&cidos y la destruccién de un

porcentaje de la treonina y lisina. Un factor mas involucrado en la desnaturalizaciéon
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por temperatura, es el contenido y tipo de aminoacidos predominantes en las
proteinas. Las proteinas con altos contenidos de aminoacidos hidrofébicos como
valina, leucina, isoleucina y fenilalanina resultan mas estables. La aplicaciéon de calor
es uno de los agentes desnaturalizantes que se utilizan con mayor frecuencia en
alimentos ya que facilita la digestibn de las proteinas, y logra desnaturalizar los
inhibidores de proteasas que frecuentemente se hallan en alimentos basados en
proteinas, la aplicacién de calor afecta la estabilidad de las acciones no-covalentes de
la estructura tridimensional de las proteinas, pues se eleva la entalpia de la molécula.
Fenema (2000); el mecanismo por el que se induce la desnaturalizacion es muy
complejo e implica fundamentalmente la desnaturalizacion de interacciones no
covalentes primordiales. La composicion aminoacidica afecta a la estabilidad térmica
de las proteinas mas ricas en restos de aminoécidos hidréfobos, especialmente Valina,
isoleucina, Leucina y fenilalanina tienden a ser mas estables. Las proteinas sufren
varios cambios quimicos durante su proceso a temperaturas elevadas. En estos
cambios, cabe citar: (a) la racemizacion parcial de los L-aminoacidos a los D-
aminodacidos, ocurre en el tostado de las proteinas o de los alimentos que las
contienen a temperaturas superiores a 200 °C, disminuyendo la digestibilidad de las
proteinas porque los enlaces peptidicos en que participan los D-aminoacidos son
menos eficientemente hidrolizados por las proteasas gastricas y pancreaticas. (b) la
hidrolisis cuando se calienta una solucién proteica durante varias horas en HCI 6N, las
proteinas se hidrolizan completamente en sus aminoacidos constitutivos, rompiéndose
sus enlaces polipeptidico aminoacidico. (c) la desulfuracién y la desamidacion de
algunos aminoacidos. La mayor parte de estos cambios quimicos son irreversibles y
algunas de estas reacciones dan por resultado aminoacidos potencialmente téxicos.

(Braverman 1980); menciona que el quimico Francés Maillard al estudiar la
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condensacion de azucares con aminoacidos calentando la una mezcla de estos dos
componentes, se forman sustancias parduscas. Donde los azucares reaccionan con
aminas primarias y secundarias para formar glucosilaminas. Similares reacciones de
condensacion ocurren con los aminoacidos libres y los grupos amino libres de los
péptidos y las proteinas. La actividad de los reactivos entre si, depende de los tipos de
azucar asi como del aminoacido. En presencia de ciertos compuestos dicarbonilicos,
los aminoacidos se descarboxilan, esta reaccion conocida con el nombre de
degradacion de Strecker, da como resultado la desaminacion y la descarboxilacion
simultanea del aminoacido, que pasa a aldehido. Mediante el empleo de trazadores
isotopicos, demuestra que entre el 90 y 100% de CO, expelido durante la reaccion de

Maillard se origina a partir del aminoacido y no del azucar.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se determiné la concentracion los aminoacidos esenciales de Amaranthus
caudatus (kiwicha) de la variedad Oscar Blanco a través de un método
cromatogréafico — HPLC, sometidos a un proceso de expansion a 180 °C, 200
°C y 215 °C, siendo estos Treonina, Valina, Metionina, Fenilalanina,
Isoleucina, Leucina y Lisina los mismos que sufren una disminucién en la

concentracion de sus aminoacidos.

Se ha cuantificado los aminoacidos esenciales de Amaranthus caudatus
(kiwicha), variedad Oscar Blanco, encontrdndose en orden de cantidad
decreciente: Leucina, Fenilalanina, Lisina, Valina, Isoleucina, Metionina y
Treonina, y que estas disminuyen ligeramente con la temperatura cuando son
sometidos a un proceso de expansion a las temperaturas de experimentacion

de 180 °C, 200 °Cy 215 °C.

Se realiz6 una comparacién multiple del proceso de expansién tomando como
referencia el contenido inicial aminoacidos esenciales de Amaranthus
caudatus (kiwicha), variedad Oscar Blanco, observdndose que la Metionina
ofrece mejor resistencia a la temperatura, es decir no varia notablemente (p-
value < 0.05), en todos los demas caso disminuyen significativamente (p-value

> 0.05).



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Elaborar productos alimenticios a partir de granos de kiwicha sometiendo a un
proceso de expandido a temperatura de 180 °C, puesto que este proceso permite
que los amino&cidos esenciales disminuyan ligeramente, lo que ayudard obtener
un producto final con un mayor porcentaje de nutrientes.

Desarrollar trabajos de investigacion a diferentes grados de temperaturas en
proceso de extrusion en granos de quinua y kiwicha. el que permita cuantificar, el
grado de concentracién de aminoacidos esenciales en estos alimentos.
Desarrollar e implementar proyectos para la produccién de una cadena de
derivados de la kiwicha, que en su composicién representa una rica fuente de
aminoacidos, proteinas, carbohidratos, grasa, minerales como (fosforo, calcio,
hierro, magnesio y potasio).

Realizar investigaciones con respecto al aminoacido esencial isoleucina puesto
gue en la presente investigacion, presenta un comportamiento diferente respecto

a la altura de picos de los demas aminoacidos.
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Anexo 01: Comparacion de picos, Estandar a 250 pico moles (pmol) vs Blanco de Kiwicha

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\015-0501.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\016-0701.D)
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, equipo HPLC
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Anexo 02: Altura de pmol en Blanco de Kiwicha

390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\016-0701.D)
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, equipo HPLC
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Anexo 03: Comparacion de picos (Blanco, 180°C, 200°C y 215°C)

DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\016-0701.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\018-1001.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW-75 12-36-59\021-1401.D)
DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (AMINOACIDO\2014-01-14 AMINOACIDOS KW -75 12-36-59\024-1701.D)
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Fuente: Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC, equipo HPLC
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Anexo 04: Resultados por triplicado de las muestras de kiwicha.

. Treonina Valina Metionina Fenilalanina Isoleucina Leusina Lisina

g Repeticiones de

% las muestras de ug % ug % ug % ug % ug % ug % ug %

E kiwicha 0.0058 | 5.72E-06 | 0.0146 | 1.45E-05 | 0.0079 | 7.81E-06 | 0.0232 | 2.30E-05 |0.0126 | 1.26E-02 | 0.0268 |2.66E-05 |0.0216 | 2.14E-05
K-4 0.0039 | 3.95E-06 | 0.0125 | 1.25E-05 | 0.0059 | 5.86E-06 | 0.0127 | 1.27E-05 |0.0080 | 7.98E-06 | 0.0179 |1.78E-05 |0.0095 | 9.45E-06

180°C K-5 0.0031 | 3.09E-06 | 0.0118 | 1.17E-05 | 0.0054 | 5.39E-06 | 0.0123 | 1.22E-05 |0.0081 | 8.05E-06 | 0.0153 |1.52E-05 |0.0091 | 9.04E-06
K-6 0.0044 | 4.43E-06 | 0.0111 | 1.10E-05 | 0.0057 | 5.65E-06 | 0.0130 | 1.30E-05 |0.0087 | 8.65E-06 | 0.0173 |1.72E-05|0.0095 | 9.46E-06
K-1 0.0036 | 4.16E-06 | 0.0088 | 8.38E-06 | 0.0056 | 5.29E-06 | 0.0125 | 1.19E-05 |0.0075| 7.08E-06 | 0.0164 |1.56E-05 |0.0100 | 9.46E-06

200°C K-2 0.0035 | 3.63E-06 | 0.0087 | 8.60E-06 | 0.0053 | 5.21E-06 | 0.0126 | 1.24E-05 |0.0071 | 6.99E-06 | 0.0153 |1.51E-05 |0.0090 | 8.85E-06
K-3 0.0037 | 3.63E-06 | 0.0105 | 1.03E-05 | 0.0061 | 5.97E-06 | 0.0114 | 1.11E-05 |0.0064 | 6.22E-06 | 0.0123 |1.21E-05|0.0042 | 4.09E-06
K-7 0.0028 | 2.76E-06 | 0.0067 | 6.66E-06 | 0.0032 | 3.16E-06 | 0.0090 | 8.93E-06 |0.0052 | 5.21E-06 | 0.0101 |1.01E-05 |0.0049 | 4.86E-06

215°C K-8 0.0031 | 3.09E-06 | 0.0103 | 1.02E-05 | 0.0044 | 4.38E-06 | 0.0092 | 1.02E-05 |0.0066 | 6.53E-06 | 0.0136 |1.35E-05|0.0051 |5.09E-06
K-9 0.0024 | 2.46E-06 | 0.0061 | 1.35E-05 | 0.0090 | 9.00E-06 | 0.0093 | 1.92E-05 |0.0052 | 1.31E-05 | 0.0118 |2.17E-05|0.0054 | 1.53E-05

50




Anexo 05: Cuantificacion de AAE por triplicado

180°C 200°C 215°C
AAE (ug) Blanco Kiwicha

K-4 (ug) | K-5 (ug) | K-6 (ug) | K-1 (ug) K-2 (ug) K-3 (ug) K-7 (ug) K-8 (ug) K-9 (ug)
Treonina 0.0058 0.0039 | 0.0031 | 0.0044 | 0.0036 0.0035 0.0037 0.0028 0.0031 0.0024
valina 0.0146 0.0125 | 0.0118 | 0.0111 | 0.0088 0.0087 0.0105 0.0067 0.0103 0.0061
Metionina 0.0079 0.0059 | 0.0054 | 0.0057 | 0.0056 0.0053 0.0061 0.0032 0.0044 0.0090
Fenilalanina 0.0232 0.0127 | 0.0123 | 0.0130 | 0.0125 0.0126 0.0114 0.0090 0.0092 0.0093
Isoleucina 0.0126 0.0080 | 0.0081 | 0.0087 | 0.0075 0.0071 0.0064 0.0052 0.0066 0.0052
Leusina 0.0268 0.0179 | 0.0153 | 0.0173 | 0.0164 0.0153 0.0123 0.0101 0.0136 0.0118
Lisina 0.0216 0.0095 | 0.0091 | 0.0095 | 0.0100 0.0090 0.0042 0.0049 0.0051 0.0054

Fuente: Elaboracién propia.
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Anexo 06: ANOVA de la Regresion de datos de los AAE

TREONINA
Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados  los cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 1 4.6752E-06 4.6752E-06 36.8070294  0.02610938
Coeficiente de
correlacion maltiple 0.973891 Residuos 2 2.5404E-07 1.2702E-07
Coeficiente de
determinacion R"2  0.948463 Total 3 4.9292E-06
Superior
RA2 ajustado 0.922694 Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Error tipico 0.000356 Intercepcion 0.006113 0.00039302  15.5542603 0.00410789  0.00442212 0.00780419
-4.0196E-
Observaciones 4 T -1.4E-05 2.2784E-06 -6.06687971 0.02610938 -2.3626E-05 06

52



Resumen

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 2 4.8532E-06 2.4266E-06 31.9226082 0.12418268
Coeficiente de
correlacion multiple  0.992259 Residuos 1 7.6015E-08 7.6015E-08
Coeficiente de
determinacion R"2  0.984579 Total 3 4.9292E-06
RA2 ajustado 0.953736
Superior

Error tipico 0.000276 Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.005654 0.00042706 13.2399583 0.0479921  0.00022794 0.01108049

T 8.2E-06 1.4495E-05 0.56538718 0.67240821 -0.00017599 0.00019238

TT -9.8E-08 6.4263E-08 -1.53033705 0.36847379 -9.1488E-07 7.182E-07
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VALINA

Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Sumade  Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 1 2.2627E-05 2.2627E-05 9.60168718  0.09026857
Coeficiente de
correlacion
multiple 0.909731 Residuos 2 4.713E-06 2.3565E-06
Coeficiente de
determinacion R"2 0.827611 Total 3 2.734E-05
R"2 ajustado 0.741417
Superior
Error tipico 0.001535 Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.015546 0.00169285 9.18345554 0.01165054  0.00826246 0.02282995
T -3E-05 9.8136E-06 -3.09865893 0.09026857 -7.2634E-05 1.1816E-05
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Resumen

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Sumade  Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 2 2.7303E-05 1.3651E-05 369.100836  0.03678058
Coeficiente de
correlacion
multiple 0.999323 Residuos 1 3.6985E-08 3.6985E-08
Coeficiente de
determinacién R"2 0.998647 Total 3 2.734E-05
RA2 ajustado 0.995942
Superior
Error tipico 0.000192 Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.013194 0.00029789 44.2923388 0.01437069  0.00940908 0.0169791
T 8.24E-05 1.0111E-05 8.15315266 0.0776946 -4.6036E-05 0.00021091
TT -5E-07 4.4826E-08 -11.2441109 0.05646949 -1.0736E-06 6.5539E-08
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METIONINA

Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Gradosde  Suma de los Valor critico
libertad cuadrados  cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 1 3.8317E-06 3.8317E-06 128.206476 0.00770983
Coeficiente de
correlacion
multiple 0.99229 Residuos 2 5.9774E-08 2.9887E-08
Coeficiente de
determinaciéon R"2  0.98464 Total 3 3.8915E-06
R”2 ajustado 0.97696
Superior
Error tipico 0.000173 Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.008108 0.00019064 42.5303697 0.00055238 0.0072879 0.00892845
-7.7586E-
T -1.3E-05 1.1052E-06 -11.3228298 0.00770983 -1.7269E-05 06
Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Gradosde Sumade Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los F de F

56



cuadrados

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacion
mdltiple
Coeficiente de
determinacién R”"2

R"2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0.999528

0.999055
0.997166

6.06E-05
4

Regresion 2 3.8878E-06 1.9439E-06 528.83055 0.03073417
Residuos 1 3.6758E-09 3.6758E-09
Total 3 3.8915E-06

Superior

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%

Intercepcion 0.008366 9.3911E-05 89.0824989 0.00714611 0.00717255 0.00955905
T -2.5E-05 3.1876E-06 -7.80341214 0.08113999 -6.5376E-05 1.5628E-05
TT 5.52E-08 1.4132E-08 3.9065671 0.15953577 -1.2435E-07 2.3476E-07
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FENILALANINA

Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Gradosde  Suma de los Valor critico
cuadrados cuadrados F deF
Estadisticas de la regresion Regresion 0.00011161 0.00011161 113.031121 0.00873142
Coeficiente de
correlacion
multiple 0.991269 Residuos 1.9748E-06  9.874E-07
Coeficiente de
determinacion R"2 0.982613 Total 0.00011358
R"2 ajustado 0.97392
Superior
Error tipico 0.000994 Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.0010958 22.5287369 0.00196447 0.01997205 0.0294017
-4.0204E-
T 6.3524E-06 -10.6316095 0.00873142  -9.4869E-05 05
Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Gradosde Sumade Promedio de Valor critico
cuadrados los F de F
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cuadrados

Estadisticas de la regresion Regresion 2 0.00011223 5.6115E-05 41.5419802 0.10905446

Coeficiente de

correlacion
mdltiple 0.994036 Residuos 1 1.3508E-06 1.3508E-06
Coeficiente de
determinacién R"2 0.988107 Total 3 0.00011358
R”2 ajustado 0.964321
Superior
Error tipico 0.001162 Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.023828 0.00180025 13.2357144 0.04800743 0.00095325 0.04670206
T -2.6E-05 6.1105E-05 -0.43064087 0.7411257 -0.00080273 0.0007501
TT -1.8E-07 2.709E-07 -0.67965736 0.61997472  -3.6262E-06 3.258E-06
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ISOLEUCINA

Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Sumade  Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 1 2.5947E-05 2.5947E-05 48.3837431  0.02004865

Coeficiente de

correlacion maltiple 0.979951 Residuos 2 1.0725E-06 5.3627E-07

Coeficiente de

determinacion R"2  0.960305 Total 3 2.7019E-05

R”2 ajustado 0.940457
Superior

Error tipico 0.000732 Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%

Observaciones 4 Intercepcion 0.013377 0.00080756 16.5651029 0.00362448 0.00990264 0.01685193
-1.2421E-

T -3.3E-05 4.6815E-06 -6.95584238 0.02004865 -5.2707E-05 05
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Resumen

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Sumade  Promedio de los Valor critico
libertad cuadrados cuadrados F de F
Estadisticas de la regresion Regresion 2 2.7011E-05 1.3505E-05 1644.79673  0.01743263
Coeficiente de
correlacion multiple  0.999848 Residuos 1 8.211E-09 8.211E-09
Coeficiente de
determinacion R"2  0.999696 Total 3 2.7019E-05
R"2 ajustado 0.999088
Superior

Error tipico 9.06E-05 Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.012255 0.00014036 87.313665 0.00729086  0.01047171 0.01403853

T 2.13E-05 4.7641E-06 4.46537417 0.14025398 -3.926E-05 8.1807E-05

TT -2.4E-07 2.1121E-08 -11.3851323 0.05577363 -5.0883E-07 2.7902E-08
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LEUCINA

Resumen

ANALISIS DE VARIANZA

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlaciéon maltiple
Coeficiente de

determinacién R"2

R"2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0.986992

0.974153

0.961229

0.001283

4

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F

Regresion 1 0.00012407 0.00012407 75.3777299 0.01300822

Residuos 2 3.2919E-06 1.646E-06

Total 3 0.00012736
Superior

Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%

Intercepcién 0.028501 0.00141479 20.1453803 0.00245498 0.02241414 0.03458884
-3.5918E-

T -7.1E-05 8.2017E-06 -8.68203489 0.01300822 -0.0001065 05
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Resumen

ANALISIS DE VARIANZA

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacion multiple
Coeficiente de
determinacién R"2

R"2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0.999074

0.998148

0.994444

0.000486

4

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
Regresiéon 2 0.00012712 6.3562E-05 269.479284 0.0430348
Residuos 1 2.3587E-07 2.3587E-07
Total 3 0.00012736
Superior
Coeficientes Error tipico Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% 95%
Intercepcidn 0.0266 0.00075227 35.3596511 0.01799933 0.01704149 0.03615847
T 2E-05 2.5534E-05 0.78405366 0.576685 -0.00030442 0.00034446
TT -4.1E-07 1.132E-07 -3.59950461 0.17251272 -1.8458E-06 1.0309E-06
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LISINA

Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F deF
Estadisticas de la regresion Regresion 1 0.00015903 0.00015903 244.009058 0.00407319
Coeficiente de
correlacion
multiple 0.995927 Residuos 2 1.3035E-06 6.5175E-07
Coeficiente de
determinacion R"2  0.99187 Total 3 0.00016034
R”2 ajustado 0.987805
Superior
Error tipico 0.000807 Coeficientes  Error tipico  Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Observaciones 4 Intercepcion 0.02334 0.00089027  26.2171506 0.00145172 0.01950992 0.02717101
-5.8413E-
T -8.1E-05 5.161E-06 -15.6207893 0.00407319 -0.00010283 05
Resumen ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados F de F
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Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacién
multiple 0.998983
Coeficiente de

determinacion R"2 0.997967

R”2 ajustado 0.993901
Error tipico 0.000571
Observaciones 4

Regresion 2 0.00016001 8.0005E-05 245.454885 0.04508762
Residuos 1 3.2595E-07 3.2595E-07
Total 3 0.00016034
Superior

Coeficientes Error tipico  Estadisticot Probabilidad Inferior 95% 95%
Intercepcion 0.022265 0.00088432  25.1775058 0.02527198 0.01102864 0.03350139
T -2.9E-05 3.0016E-05 -0.96692215 0.51070506 -0.00041041 0.00035237
TT -2.3E-07 1.3307E-07 -1.73179652 0.33337381 -1.9213E-06 1.4604E-06
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Anexo 07: ANOVA de la comparacion mdltiple

Test of SS Whole Model vs. SS Residual (datos)

Multiple - | Multiple - | Adjusted SS - df - MS - SS- df - MS -
R R2 - R? Model Model | Model Residual | Residual | Residual " P

ug Treonina 0.961491 | 0.924465 | 0.896139 | 0.000015 3 0.000005 | 0.000001 8 0.000000 | 32.6369 | 0.000078
ug Valina 0.926841 | 0.859034 | 0.806172 | 0.000081 3 0.000027 | 0.000013 8 0.000002 | 16.2504 | 0.000915
ug Metionina | 0.612645 | 0.375334 | 0.141085 | 0.000012 3 0.000004 | 0.000020 8 0.000002 | 1.6023 | 0.263748
ug Fenilalanina | 0.998099 | 0.996202 | 0.994778 | 0.000339 3 0.000113 | 0.000001 8 0.000000 | 699.4252 | 0.000000
ug Isoleucina | 0.986835 | 0.973843 | 0.964035 | 0.000081 3 0.000027 | 0.000002 8 0.000000 | 99.2836 | 0.000001
ug Leusina 0.976642 | 0.953830 | 0.936516 | 0.000380 3 0.000127 | 0.000018 8 0.000002 | 55.0906 | 0.000011
ug Lisina 0.980418 | 0.961220 | 0.946677 | 0.000481 3 0.000160 | 0.000019 8 0.000002 | 66.0967 | 0.000005
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ANEXO 08: Evaluacion FISHER — LSD

LSD test; variable ug Treonina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =.00000, df = 8.0000

T {1} - .00580 {2} -.00383 {3} -.00358 {4} - .00275
1|20 0.000274 0.000120 0.000012
2 | 180 | 0.000274 0.454673 0.009509
3 (200 |0.000120 0.454673 0.031441
4 215 |0.000012 0.009509 0.031441

LSD test; variable ug Valina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS = .00000, df = 8.0000

T {1} - .01460 {2} -.01178 {3} - .00936 {4} - .00770
1|20 0.027944 0.001091 0.000179
2 |180 0.027944 0.051129 0.004744
3 | 200 0.001091 0.051129 0.153226
4 | 215 0.000179 0.004744 0.153226
LSD test; variable ug Metionina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error:
Between MS =.00000, df = 8.0000
T {1} - .00790 {2} - .00565 {3} - .00565 {4} - .00554
11|20 0.116708 0.116042 0.102365
2 1180 0.116708 0.997093 0.933744
3 | 200 0.116042 0.997093 0.936639
4 | 215 0.102365 0.933744 0.936639
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LSD test; variable ug Fenilalanina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error:
Between MS =.00000, df = 8.0000

T {1} - .02320 {2} - .01267 {3} - .01215 {4} - .00916
1 |20 0.000000 0.000000 0.000000
2 | 180 0.000000 0.148815 0.000005
3 | 200 0.000000 0.148815 0.000017
4 | 215 0.000000 0.000005 0.000017
LSD test; variable ug Isoleucina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error:
Between MS = .00000, df = 8.0000
T {1} - .01260 {2} - .00826 {3} - .00696 {4} - .00567
120 0.000007 0.000001 0.000000
2 1180 0.000007 0.016357 0.000306
3 | 200 0.000001 0.016357 0.016497
4 | 215 0.000000 0.000306 0.016497

LSD test; variable ug Leusina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS =.00000, df = 8.0000

T {1} -.02680 {2} - .01681 {3} -.01470 {4} - .01186
1|20 0.000041 0.000010 0.000002
2 [ 180 | 0.000041 0.126532 0.003952
3 (200 |0.000010 0.126532 0.050922
4 215 |0.000002 0.003952 0.050922

LSD test; variable ug Lisina (datos) Probabilities for Post Hoc Tests Error: Between
MS = .00000, df = 8.0000

T {1} - .02160 {2} - .00935 {3}-.00771 {4} - 00513
1 ]20 0.000011 0.000004 0.000001
2 | 180 |0.000011 0.232311 0.010529
3 (200 |0.000004 0.232311 0.077056
4 | 215 |0.000001 0.010529 0.077056
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ANEXO 09: Puntos porcentuales del estadistico del rango studentizado, Fggs, v1, v2(®, f)

Grados de libertad del numerador v,

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

13

14

15

16

17

18 19 20

f

1 18.1 26.7 32.8 37.2 405 43.1 454 473 49.1 50.6
2 6.09 828 98 109 11.7 124 13 135 14 144
3 45 588 683 751 804 847 885 9.18 946 9.72
4 393 5 576 6.31 6.73 7.06 7.35 7.60 7.83 8.03
5 3.64 460 522 567 6.03 6.33 6.58 6.80 6.99 7.17

6 346 434 49 531 563 589 6.12 6.32 6.49 6.65
7 3.34 416 468 506 535 559 580 599 6.15 6.29
8 3.26 4.04 453 4.89 517 540 560 577 592 6.05
9 3.2 3.95 442 476 5.02 524 543 5.60 5.74 5.87
10 3.15 3.88 433 466 491 512 53 546 560 5.72

11 3.11 3.82 4.26 458 482 5.03 520 535 549 561
12 3.08 3.77 420 451 4.75 495 512 5.27 540 551
13 3.06 3.73 4.15 446 4.69 4.88 5.05 519 532 543
14 3.03 3.70 4.11 441 464 483 499 513 525 5.36

15 3.01 3.67 4.08 4.37 459 4.78 4.94 5.08 520 5.31

16 3.00 3.65 4.05 434 456 4.74 490 5.03 515 5.26
17 2.98 3.62 4.02 431 452 4.7 4.86 499 511 521
18 297 3.61 4.00 4.28 449 4.67 4.83 4.96 507 5.17
19 2.96 3.59 3.98 4.26 4.47 4.64 4.79 492 5.04 5.14
20 2.95 358 3.96 4.24 445 462 4.77 490 501 511

Fuente: Gutiérrez, 2008

69

51.9
14.8
9.95
8.21
7.32

6.79
6.42
6.18
5.98
5.83

571
5.61
5.53
5.46

5.40

5.35
531
5.27
5.23
5.20

53.2 54.3 554 56.3
151 154 15.7 15.9
10.2 104 10.5 10.7

8.37
7.47

6.92
6.54
6.29
6.09
5.93

5.81
5.71
5.63
5.56

5.49

5.44
5.39
5.35
5.32
5.28

8.52
7.6

7.04
6.65
6.39
6.19
6.03

5.90
5.80
5.71
5.64

5.57

5.52
5.47
5.43
5.39
5.36

8.67
7.72

7.14
6.75
6.48
6.28
6.12

5.98
5.88
5.79
5.72

5.65

5.59
5.55
5.50
5.46
5.43

8.80
7.83

7.24
6.84
6.57
6.36
6.20

6.06
5.95
5.86
5.79

5.72

5.66
5.61
5.57
5.53
5.50

57.2
16.1
10.8
8.92
7.93

7.34
6.93
6.65
6.44
6.27

6.14
6.02
5.93
5.86

5.79

5.73
5.68
5.63
5.59
5.56

58 58.8 59.6
16.4 16.6 16.8
11 111 11.2
9.03 9.14 9.24
8.03 8.12 821

743 7.51 7.59
7.01 7.08 7.16
6.73 6.80 6.87
6.51 6.58 6.65
6.34 6.41 6.47

6.20 6.27 6.33
6.09 6.15 6.21
6.00 6.06 6.11
592 598 6.03

558 501 5.96

579 5.84 5.90
5.74 579 5.84
569 5.74 5.79
5.65 5.70 5.75
561 566 5.71



ANEXO 10: Puntos criticos para la distribucion T de Student

Grados de Area a la derecha de los puntos, p(X > x)
libertad 0.1 0.05 0.025 0.015

1 3.0776835 6.3137515 12.706205 21.204949
2 1.8856181 2.9199856 4.3026527 5.6427784
3 1.6377444 2.3533634 3.1824463 3.8960459
4 1.5332063 2.1318438 2.7764451 3.2976297
5 1.475884 2.0150484 2.5705818 3.002875
6 1.4397557 1.9431803 2.4469119 2.8289279
7 1.4149239 1.8945786 2.3646243 2.714573
8 1.3968153 1.859548 2.3060041 2.6338144
9 1.3830287 1.8331129 2.2621572 2.573804
10 1.3721836 1.8124611 2.2281389 2.5274842
11 1.3634303 1.7958848 2.2009852 2.4906639
12 1.3562173 1.7822876 2.1788128 2.4607002
13 1.3501713 1.7709334 2.1603687 2.4358452
14 1.3450304 1.7613101 1.1447867 2.4148977
15 1.3406056 1.7530504 2.1314495 2.397005
16 1.3367572 1.7458837 2.1199053 2.3815454
17 1.3333794 1.7396067 2.1098156 2.3680548
18 1.3303909 1.7340636 2.100922 2.35618

19 1.3277282 1.7291328 2.0930241 2.3456475
20 1.3253407 1.7247182 2.0859634 2.3632422
21 1.3213879 1.7207429 2.0796138 2.3277923
22 1.3212367 1.7171444 2.0738731 2.3201596
23 1.3194602 1.7138715 2.0686576 2.313231
24 1.3178359 1.7108821 2.0638986 2.3069134
25 1.3163451 1.7081408 2.0595386 2.3011295
26 1.3149719 1.7056197 2.0555294 2.2958145
27 1.3137029 1.7032884 2.0518305 2.2909136
28 1.3125268 1.7011309 2.0484071 2.2863802
29 1.3114336 1.699127 2.0452296 2.2821746
30 1.310415 1.6972609 2.0422725 2.2782623

Fuente: Gutiérrez, 2008
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Anexo 11: Proceso de analisis cromatografico PHLC

Acondicionamiento de la muestra

Muestra hidrolizada
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Equipo Cromatografico liquido de alto rendimiento (HPLC)
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Columna para y guarda columna el HPLC

Guarda columna

" Do — T
Ge— p— S !

74



Céamara de lectura del HPLC
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