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RESUMEN

El garbanzo y el pallar se encuentran dentro de la familia botanica de las
leguminosas. Estas desde el punto de vista nutricional son importantes. En el
presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo identificar y cuantificar los
aminoéacidos esenciales en Cicer arietinum L. “garbanzo” y Phaseolus lunatus L.
“pallar”, utilizando como metodologia el secado, pulverizado y desengrasado con
éter de petréleo, hidrolizandolo con acido clorhidrico HCI 6 N. obteniendo el extracto
proteico de Cicer arietinum L. “garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar”. Los
resultados se identificaron y se cuantifico con la cromatografia de alta
performance, en Cicer arietinum L. “garbanzo” los siguientes aminoacidos
encontradas fueron: Alanina (0,007 mg / 100 mg), Glicina (0,929 mg / 100 mg),
Metionina (0,001 mg/ 100 mg), Valina (0,001 mg / 100 mg), Fenilalanina (0,033 mg
/ 100 mg) y Lisina (1,027 mg / 100 mg); y en Phaseolus lunatus L. “pallar” se
encontraron: Alanina (0,008 mg / 100 mg), Glicina (0,330 mg / 100 mg), Metionina
(0,001 mg /100 mg), Valina (0,003 mg / 100 mg), Fenilalanina (0,033 mg/ 100 mg)
y Lisina (0,934 mg / 100 mg). Con los datos obtenidos en esta investigacion se da
la conclusion que las leguminosas estudiadas si contienen aminoacidos
esenciales como son: Metionina, Valina, Fenilalanina y Lisina; lo cual pueden

formar parte de la dieta diaria por su alto contenido en lisina.

Palabras clave: Garbanzo, Pallar, Aminoacidos esenciales, Cromatografia de alta

performance.
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ABSTRACT

The chickpea and the pallar are within the botanical family of legumes. These from
a nutritional point of view are important. The objective of this research work was to
identify and quantify the essential amino acids in Cicer arietinum L. "garbanzo" and
Phaseolus lunatus L. "pallar®, using drying, pulverizing and degreasing with
petroleum ether as a methodology, hydrolyzing it with hydrochloric acid. 6N HCI
obtaining the protein extract of Cicer arietinum L. "garbanzo" and Phaseolus lunatus
L. "pallar". The results were identified and quantified with high performance
chromatography, in Cicer arietinum L. "chickpea" the following amino acids found
were: Alanine (0.007 mg/ 100 mg), Glycine (0.929 mg/ 100 mg), Methionine (0.001
mg / 100 mg), Valine (0.001 mg / 100 mg), Phenylalanine (0.033 mg / 100 mg) and
Lysine (1.027 mg/ 100 mg); and in Phaseolus lunatus L. "pallar” were found: Alanine
(0.008 mg / 100 mg), Glycine (0.330 mg / 100 mg), Methionine (0.001 mg / 100 mg),
Valine (0.003 mg / 100 mg), Phenylalanine ( 0.033 mg / 100 mg) and Lysine (0.934
mg / 100 mg). With the data obtained in this research, the conclusion is given that
the legumes studied do contain essential amino acids such as: Methionine, Valine,
Phenylalanine and Lysine; which can be part of the daily diet due to its high lysine

content.

Keywords: Chickpea, pallar, essential amino acids, performance liquid
chromatography.



l.  INTRODUCCION

La presente investigacion se refiere al tema de identificar y cuantificar aminoacidos
esenciales de las especies de Cicer arietinum L. “garbanzo” y Phaseolus lunatus L.
“pallar’, como estas leguminosas no presentan investigaciones por cromatografia
liquida de alta performance HPLC. Principalmente la caracteristica de esta
investigacion es dar a conocer que aminoacidos esenciales contiene y la cantidad
gue tienen dichas especies estudiadas. Para analizar esta problematica es
necesario mencionar el porqué del estudio y la importancia que se le brinda.

Una de ellas es la desnutricion infantil que ha sido catalogada por el Fondo de las
Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) como una emergencia silenciosa, que
afecta en los paises de Latinoaméricay en el caribe *. Lo cual es un grave problema,
y que es responsable de la muerte de cerca de un millén de nifios cada afio 2.

El desarrollo humano su etapa mas sensible comienza al principio de la gestacion
y hasta cumplir los cinco afios de edad; porque en esta etapa el sistema
inmunolégico depende mucho de terceros que estan al cuidado en la alimentacion
de los nifios (padres o cuidadores), quienes pueden no tener los recursos o los
conocimientos suficientes para llevar a cabo esta tarea de forma adecuada 3. Las
manifestaciones mas superficiales del problema son el bajo peso corporal, seguido
por la baja altura #; también influyen los factores que son la pobreza, la no lactancia
materna, presencias de enfermedades y otras °.

En el Peru la preocupacion por la desnutricion infantil es una prioridad; lo cual nos
obliga a buscar y analizar cientificamente otras alternativas, para dar solucion a
este problema que es la mala nutricién infantil. Las legumbres proceden de la
familia Leguminosae °; esta familia contiene importantes beneficios para la salud y
deben formar parte habitual de nuestra dieta que brindan aminoacidos esenciales
importantes para el desarrollo infantil 7. Son alimentos muy completos, en su
composicién se incluyen practicamente todos los nutrientes y destaca por su aporte
en proteinas (19 % - 36 %) 8. Su elevado contenido proteico en comparacion a la
mayoria de especies, convierte a esta familia como una de las principales fuentes
de proteina vegetal para el hombre °. Ademas, las leguminosas tienen un bajo costo

y es de facil almacenamiento 1°.



La investigacion se realizd por el interés, de dar a conocer los aminoacidos
esenciales que contienen las especies, para poder mostrar que hay alternativas de
combatir a la desnutricion infantil. Primero es identificar y cuantificar los
aminodcidos lo cual es un interés académico, en el ambito profesional es dar a
conocer sus propiedades y poder buscar un interés cientifico para posteriores
investigadores; lo cual conllevara a dar una solucién al pueblo peruano y sobre todo

aquellas familias de bajo recurso econémicos.

- Situacion problemética
¢,Qué aminoacidos esenciales tendran las especies Cicer arietinum
L.“garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar” identificado por cromatografia

liqguida de alta performance (HPLC)?

- Marco teodrico

1. Legumbres

Las legumbres existen desde hace millones de afos y su domesticacion
podria ser mas antigua que la del maiz. A la vez estan extendidas por todo
el planeta, incluyendo regiones con climatologias extremas de calor y frio
18 Se puede decir que hay legumbres como el frijol, pallar y el tarwi que
son originarios del Peru, contando con una amplia biodiversidad en la Costa
31 %, Sierra 59% y Selva 10%, involucrando a mas de 140 mil pequefios
productores en el pais .

Las legumbres son leguminosas, de la familia Leguminosae, llamadas
vainas, contienen semillas y flores que estan encerradas en un fruto. Estas
plantas angiospermas contienen valvas que se abren longitudinalmente
encontrando dos suturas 812,

Las legumbres estan llenas de nutrientes y tienen un contenido de
proteinas que es el 20%, la mayor parte de su composicion de las
legumbres es de 60 a 65 % de almidon, también contiene fibras y vitaminas
como la B1, B2 y B3 y a la vez mencionar que contiene calcio y hierro.
Como contenido graso solo contiene de 2 a 5 %; debido a estas cualidades,

son recomendadas por las organizaciones sanitarias para hacer frente a
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2.

3.

las enfermedades no transmisibles 2. Las legumbres se complementan con
los productos de origen animal, porque no brindan grasa saturada y ni
colesterol, estas tienen una importancia de proteinas vegetal, aunque no
contengan todos los aminoacidos esenciales para el hombre 13, Las
legumbres es importante para los agricultores, porque pueden venderlas y
poder consumir ya que hay mas de 13,000 especies diferentes. Las cuales
son siete de estas especies mas representativas y que son producidas
comercialmente para su consumo en todo el mundo; como son ©:
a. los pallares,
las lentejas,
las habas,

b

c

d. el garbanzo,
e. lasoyay
f

el frijol.
Clasificacion de las especies de legumbres:

Se clasifica estas especies por ser mas representativos y son
a. Alubias o frijoles secos

. Lupinos

Habas secas

. Altramuces

. Frijoles bambara

-~ 0 QO O T

Lentejas
. Guisantes secos

0 «Q

. Vezas o alverjas secas

Garbanzos secos

j. Guandues o grandules secos

k. Carillas o frijoles caupies secos.

Importancia de las legumbres en la alimentacidén y crecimiento

Las leguminosas contienen fitonutrientes; que son los taninos, los

flavonoides y a los compuestos fendlicos; teniendo la actividad de eliminar

3



los radicales libres, activar las enzimas, formar complejos con los metales
e inhibir oxidasas 7, estan consideradas como un alimento de indice
glucémico (IG) bajo *3. Sus propiedades beneficiosas de las legumbres en
la salud humana dependen mucho de su composicién quimica las cuales

representan evidencias cientificas; sus beneficios son 1°;

a. En la salud, cardiovascular y tiene actividad antioxidante.
b. En la obesidad y sobrepeso.
c. En la salud gastrointestinal.

d. indice glicémico y resistencia a insulina.



Tabla 1. Composiciéon proximal de los principales tipos de legumbres consumidas ©.

Nutriente Soya | Garbanzo | Cacahuate | Chicharo | Haba | Lenteja frijol
Agua (%) 8,54 11,53 6,5 11,27 10,98 10,4 11,02
Proteina (%) 36,49 10,30 25,80 24,55 26,12 25,8 21,60
Grasa (%) 19,94 6,04 49,54 1,16 1,53 1,06 1,42
Ceniza (%) 4,87 2,48 2,33 2,65 3,08 2,67 3,60
Carbohidratos (%) 30,16 60,65 16,13 60,37 58,29 | 60,08 62,36
Fibra total (%) 9,30 17,4 8,50 25,5 25 30,50 15,2
Calcio (mg/100g) 277 105 92 55 103 56 123

Hierro (mg/1009g) 15,70 6,24 4,58 4,43 6,70 7,54 5,02
Magnesio 280 115 168 115 192 122 171

(mg/100g)

Potasio (mg/100q) 1797 875 705 981 1062 955 1483
Zinc (mg/100g) 4,89 3,43 3,27 3,01 3,14 4,78 3,65
Selenio (mg/100g) 17,8 8,2 7,2 1,60 8,2 8,3 3,2




4. Cicer arietinum L. “garbanzo”

El “garbanzo” es una leguminosa de la familia Fabaceas 4. Esta planta es
anual, con raices grandes, sus tallos son ramificados y pelosos, llegan a
una altura de 0,60 m. Tiene glandulas excretoras; sus hojas son
imparipinadas; con foliolos dentado; flores auxiliares; frutos en bivalva con
una o dos semillas en su interior, son ligeramente arrugadas, con dos
cotiledones *°. El garbanzo es ampliamente consumido en todo el mundo;
se cultiva extensamente en Asia, llegando hasta Burneo en el oriente.
También se cultiva en el sur de Europa, en Africa y en América Latina 4.

La FAO, sefala que otros paises asiaticos son productores del garbanzo
como es Iran y Nepal; por América Latina estan México, Peru (zonas
productoras estan en los departamentos de Ica, Lambayeque y La libertad),
Chile y Argentina; por Europa estan Espafia, Italia y Portugal; y por Africa

estan Etiopia y Egipto 4.

4.1. Clasificacién Taxonémica
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Rosidae

ORDEN: Fabaceae

FAMILIA: Fabaceae
GENERO: Cicer
ESPECIE: Cicer arietinum L.

Nombre vulgar: “garbanzo” Ver anexo C

Figura 1. Semilla de Cicer arietinum L. “garbanzo”



4.2. Morfologia del “garbanzo”
El garbanzo depende del genotipo y de las condiciones ambientales
donde se desarrolla. Es una planta principalmente autégama; su
autopolinizacion, ocurre antes que la flor se abra, se conoce como
cleistogamia 1°.
El garbanzo es una planta herbacea, es anual y que llega a alcanzar
de 60 cm de altura 6. Sus raice son de un sistema radicular pivotante
con glandulas excretoras; tiene una longitud de 40 a 50 cm de
profundidad, lo cual se adapta a suelos pobres y con poca
disponibilidad de agua 6. En los tallos son rectos y vellosos, es
redondeado, aparecen ramas primarias y a su vez, de éstas,
secundarias. Del tallo principal desarrollan nudos vegetativos 6. Sus
hojas de garbanzo son paripinnadas o imparipinnadas; sus foliolos son
glandulosos, con el borde aserrado y sin zarcillos *®.
En la base presenta dos estipulas dentadas, se caracterizan por ser
pubescentes 1°.
Las flores son axilares, solitarias, de colores blancos o violetas que dan
una vaina. Sus flores presentan 10 estambres, ellos se unen antes de
la apertura de las flores dejando libre el polen sobre el pistilo, con 9
filamentos fusionados y uno libre .
En los frutos se encuentran en vainas con 2 a 3 semillas como maximo,
suelen ser arrugadas 16, es también pubescente y puntiagudo 1°.
Hay 3 tipos de variedad de garbanzo, que se diferencia por el tamafio,

coloracién y forma de la semilla ellos son 17

1. Tipo kabuli: tamafio medio a grande, arrugados y redondeados,
claro, flores no pigmentadas. Se encuentra en la region
mediterranea, América Central y del sur 4.

2. Tipo desi: grano pequefio, son de forma angular y amarillo o negro.
Las flores, los tallos y en algunas ocasiones también las hojas son
pigmentados; habitan en la India 147,

3. Tipo gulabi: es unn grano pequefio, es de color claro, liso y

redondeado 1.



4.3. Contenido nutricional
El garbanzo contiene alrededor de 22 % de proteinas y un alto

contenido de grasa y fibra en su composicién quimica *8.

Tabla 2. Composiciéon Quimica de Cicer arietinum L.

“garbanzo”!3,

harina de garbanzo crudo
COMPONENTE QUIMICO
(9 / 1009)
Agua 7,68
Proteinas 20,47
Grasas 6,04
Carbohidratos 62,95
Fibra 12,2

Sus Carbohidratos representan alrededor del 80% del total del grano
del garbanzo en peso; presenta concentraciones de monosacérido de
galactosa (0,05 %), de ribosa (0,01 %), de fructuosa (0,25 %) y de
glucosa (0,7 %) *8.

Las proteinas varian dependiendo de la masa total del grano de 17 %
a 22 % y descascarado incrementa a 25,3 % hasta 28,9 % *°.

La concentracion principalmente de los lipidos de tipos desi es de 2,9
% a 7,4 % y kabuli de 3,4 % a 8,8 %. Sus acidos poliinsaturados son
de 62 % a 67 %, los acidos grasos mono-insaturados de 19 % a 26 %
y las grasas saturadas de 12 % a 14 % *°.

El garbanzo contiene vitaminas hidrosolubles y liposolubles, con el que
destaca el grupo de las vitaminas B como son la riboflabina (B2) que
se encuentra en pequefias cantidades; ésta se activa después de ser
absorbida por el intestino delgado, la niacina (B3), y se asocia con el
contenido de proteinas por lo mismo que los alimentos ricos en
proteinas °.

Los minerales llegan a aporta el 15 % para el hierro y zinc, el 40 % de

manganeso y cobrel# 17,19,



Tabla 3. Contenido de minerales de Cicer arietinum L.

“garbanzo”8,

Mineral Cantidad (mg)
Minima Maxima
Calcio 40,0 267,0
Magnesio 10,0 239,0
Fosforo 159,0 930,0
Potasio 220,0 1330,0
Sodio 2,1 64,0
Azufre 160,0 200,0
Hierro 3,2 14,3
Magnesio 0,1 9,4
Cobalto 6,0 41,0
Zinc 2,0 54
Selenio 0,5 10,0

5. Phaseolus lunatus L. “pallar”

El pallar es una leguminosa de grano que tiene fuerte incidencia en la
cultura popular alimentaria de sus pobladores; se han convertido en un
valioso objeto de estudio debido a su contenido proteico 2°.

El género Phaseolus habita en México, Guatemala y Peru. Llamado
también frijol lima en la costa del Caribe 2%. Las evidencias genéticas se
dice que es de la época prehispanica, su cultivo es en México y Perd, en el
norte del Pera se ha encontrado su forma silvestre del pallar, también se
cultiva en Ancash y en la costa 2°2%,

El cultivo del pallar se desarroll6 muy bien en el valle de Ica, porque
presenta condiciones agroclimaticas favorables para su produccion 22,

Los pallares pueden agruparse en tres variedades conocidas, que el

agricultor podria elegir 20:22;



1. Pallar criollo; variedades tardias
2. Sefior de Luren y Generoso de Ica; variedades semiprecoces
3. Sol de Ica e Iquefio precoz; variedades precoces.

5.1. Clasificacion Taxonémica

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida

SUBCLASE: Rosidae
ORDEN: Fabales

FAMILIA: Fabaceae
GENERO: Phaseolus
ESPECIE: Phaseolus lunatus L.

Nombre vulgar: “pallar” Ver anexo D

Figura 2. Semilla Phaseolus lunatus L. “pallar’?..

5.2. Morfologia del “pallar”
El Phaseolus lunatus L. posee una raiz con un sistema radicular, no es

engrosada 23, sus tallos son glabros, estriados y contienen algunos

pelos 2024,
Sus hojas son de forma rombicos ovados, que miden de 3 a 13 cm de

largo 1,5 a 6 cm de ancho, su base presenta una forma redondeada y

10



su apice es agudo; sus peciolos miden de 1,8 a 12 cm de largo y son
de color azul verdoso 2025,

La inflorescencia mide de 8 a 36 cm de largo, nos refiere que son mas
largos que las hojas 2°. Su pedunculo llega a medir a 13 mm de largo y
lo cual presenta bracteas primarias que contienen 3 nervios 2°.

En las flore sus colores son lila, rosada y violeta, que llegan a presentar
una longitud de 1 a 1,5 cm, su caliz contiene un campanulado de 2,5 a
3,5 cmde largo y es glabro. Su estambre es libre con apéndice globoso
y estigma introrso. Su estandarte es oblongo que mide de 6,5 a 7 mm
de largo, alas obovadas de 10 a 15 mm de largo y la quilla con 1,5 a 2
mm 20,

Los frutos y las semillas son oblongos, recurvada en forma de media
luna que miden de 3,5 a 8,3 cm de largo por 1,4 cm de ancho 2.

Los frutos contienen de 3 a 6 semillas que tienen forma cuadrada,
reniformes midiendo de 6 a 10 mm de largo por 5 a 9 mm de ancho.
Las semillas son de formas aplanadas, arrifionadas y tienen estrias

muy pronunciadas 2°.

Proteinas

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las
células ?’. Son de gran importancia para los seres vivos y cumplen
numerosas e importantes funciones dentro del organismo 2.

Las proteinas constituyen el 50% del peso seco de la célula por lo que
representan la categoria de biomoléculas mas versatiles y mas diversas.
Realizan una enorme cantidad de funciones mas diversas como enzimas,
hormonas, catalizadoras y transportadoras 2°. Las proteinas basicamente
son formadas por carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Pueden
ademas contener azufre y en algunos tipos de proteinas, fésforo, hierro,
magnesio y cobre entre otros elementos . Las proteinas son poliamidas,
las cuales por hidrélisis dan aminoéacidos L. Las proteinas de origen vegetal
presentan ciertas ventajas en comparaciéon con las proteinas de origen

animal, por ejemplo 28:
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a. El bajo costo de produccion,
b. El almacenamiento durante periodos largos y

c. Son faciles de manejar y transportar.

La FAO/OMS/ONU, define como una necesidad las proteinas; porque tiene
como el nivel mas bajo de ingesta *:

a. Mujeres embarazadas

b. Niflos (menores de 5 afos), y

c. Adultos mayores.
Incluye ademas que el requerimiento de proteinas cumpla las necesidades
de crecimiento y las asocie al depdsito de tejidos, y produccion de leche
para poder permitir el desarrollo y crecimiento normal del lactante, para asi
poder general y tener una mejor calidad de vida saludable 3032,
Los alimentos se definen por su calidad y cantidad de aminoacidos
esenciales, por lo cual FAO pone como referencia a los huevos leche y
carne, los cuales contienen una proporciéon de aminoacidos esenciales
utilizables al 100% *.

Tabla 4. Requerimiento de proteinas por edades .

REQUERIMIENTO
DE
EDAD
. PROTEINAS
(afos) ]
(g proteinas / Kg de peso corporal /
dia)
0-5 1,31
1-2 1,14
3-10 0,91
11-14 0,90
15-18 0,85
>18 0,83
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Tabla 5. Patrén e ingesta diaria de aminoéacidos 1.

Patron de aminoacidos sugeridos por FAO | Ingesta diaria de aminoacidos recomendado
Leche / OMS por FAO / OMS
AMINOACIDO Materna (g / 100 g proteina)* (mg / kg / dia)
ESENCIAL (g/100¢g Edad (afios) Edad (afios)
proteina) Adulto Adulto
05 | 1-2 | 3-10| 11-14 | 15-18 05 | 1-2 | 3-10 | 11-14 | 15-18
(<18) (<18)

HISTIDINA 2,1 20 | 1.8 | 1,6 1,6 1,6 15 22,0 15,0 12,0 | 12,0 | 11,0 10,0
ISOLEUCINA 55 32 | 31| 31 3,0 3,0 3,0 36,0 | 27,0 | 23,0 | 22,0 | 21,0 20,0
LEUCINA 9,6 6,6 | 6,3 | 61 6,0 6,0 59 73,0 | 54,0 | 44,0 | 44,0 | 42,0 39,0
LISINA 6,9 57 | 52 | 4.8 4,8 4,7 4,5 64,0 | 45,0 | 35,0 | 35,0 | 33,0 30,0
METIONINA +

3,3 28 | 26 | 24 2,3 2,3 2,2 31,0 | 22,0 | 18,0 | 17,0 | 16,0 15,0
CISTEINA
FENILALANINA

9,4 52 | 46 | 4,1 4,1 4,0 3,8 59,0 | 40,0 | 30,0 | 30,0 | 28,0 25,0

+ TIROSINA

TREONINA 4,4 31 | 27 | 25 2,5 2,4 2,3 34,0 23,0 18,0 | 18,0 | 17,0 15,0
TRIPTOFANO 1,7 09 | 0,7 | 0,7 0,7 0,6 0,6 95 | 6,4 4,8 4,8 4,5 4,0
VALINA 55 43 | 42 | 4,0 4,0 4,0 3,9 49,0 | 36,0 | 29,0 | 29,0 | 28,0 26,0

13




7. Aminoéacidos
Los aminoéacidos son las unidades quimicas o elementos fundamentales,
las proteinas posen una molécula organica con un grupo amino (-NHz) y un

grupo carboxilico (-COOH; acido) 3.

Carbono a

H ;S >
\ | /< Acido carboxilico

Grupo amino <~ N-+——C
/
H [IQ OH
. I

Cadena lateral

Figura 3. Estructura de los Aminoacidos .

Los aminoacidos estan formados por un carbono a unido a un grupo
carboxilo, a un grupo amino, a un hidrégeno y a una cadena (habitualmente
denominada R) de estructura variable, que determina la identidad y las
propiedades de los diferentes aminoacidos; existen cientos de cadena R
por lo que se conocen cientos de aminoacidos diferentes, pero solo 20
forman parte de las proteinas y tienen codones especificos en el cédigo
genético. El 80% de estos nutrientes se producen en el higado, son los
llamados aminoacidos no esenciales, y el 20% restante debe proveerse a
través de la dieta y reciben el nombre de aminoacidos esenciales 4. Los
aminoacidos se combinan en una reaccién de condensacién que libera
agua formando un enlace peptidico. Estos dos amino&cidos forman un
dipéptido. Si se une un tercer aminoacido se forma un tripéptido y asi,
sucesivamente, para formar un polipéptido. Esta reaccidon ocurre de manera
natural en los ribosomas 2°. Los aminoacidos cumplen funciones en el
organismo cuando las proteinas se digieren o se descomponen 36, El
cuerpo humano utiliza a los aminoéacidos para °:

a. Descomponer los alimentos

b. Reparar tejidos corporales

c. fuente de energia por parte del cuerpo .

14



Tabla 6. Clasificacién de Aminoacidos esenciales y no esenciales .

NUMERO DE

AMINOACIDOS

AUTOR i AMINOACIDOS ESENCIALES
AMINOACIDOS NO
ESENCIALES
Ralph J Arginina, Histidina, Isoleucina, Leucina, | Alanina, Asparagina, Acido aspartico,
alph J. .
20 Lisina, Metionina, Fenilalanina, Treonina, | Cisteina, Acido glatamico, Glutamina,
Fesseden -y : . . . o
Triptofano, Valina Glicina, Prolina, Serina, Tirosina.
Glicina, Alanina, Asparagina, Glutamina,
T.W. Graham - Valina, Leucina, Isoleucina, Fenilalanina, | Prolina, Serina, Tirosina, Hidroxiprolina,
Solomons Triptofano, Treonina, Metionina, Lisina. | Cisteina, Cistina, Acido aspartico, Acido
glutamico, histidina y arginina.
Leucina, Isoleucina, Valina, Lisina, Taurina, Tirosina, Cisteina, Glicina,
Charles W. Van _ _ o _ _ _ _ _
Wav 1] 21 Fenilalanina, Metionina, Treonina, Serina, Prolina, Glutamina, Alanina,
ay _ o - .
Triptéfano, Histidina y Arginina. Glutamato, Asparagina y Aspartato.
Arginina, Fenilalanina, Histidina, Alanina, Asparagina, Aspartato,
Robert K. 22 Isoleucina, Leucina, Lisina, Metionina, Cisteina, Glicina, Glutamato, Glutamina,

Treonina, Triptéfano y Valina.

Hidroxilisina, Prolina, Serina y Tirosina.
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7.1. La clasificacién de aminoéacidos esenciales:

Los aminoéacidos del grupo de esenciales, se denominan asi porque el
organismo no los puede sintetizar y deben ser consumidos a través de la
dieta 3.

Los aminoacidos esenciales son:

a. Leucina
Es un aminoacido que facilita la cicatrizacion del tejido muscular, la
piel y también tiene la propiedad de reducir el azicar en la sangre y

llega aumentar la producciéon de las hormonas de crecimiento 3. El

metabolismo de la leucina da lugar a aceto acetil coenzima A 36,

HO
_— CH

NH, CH,

Figura 4. Estructura de la Leucina *.

b. Isoleucina

Actla en la formacién de la sintesis de la hemoglobina, formando una
parte importante de nuestro codigo genético; es un aminoacido que
ayuda a regenerar y a reparar los tejidos de la piel, los tejidos
musculares y regula el aztcar en la sangre 3°.

El metabolismo de la Isoleucina da lugar a oxalacetato 3.
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C.

Figura 5. Estructura de la Isoleucina .
Valina
Es un aminoacido que patrticipa en forma integral de la reparacion de

los tejidos y el metabolismo muscular .

El metabolismo de la valina da lugar a propionil coenzima A 36,

HO CHs

o~ CHa
NH,

Figura 6. Estructura de la Valina *°.

Metionina

Funciona como antioxidante; pertenece al grupo llamado lipotropicos
lo cual le hace participacion en la descomposicion de las grasas °.
La metionina aporta azufre y otros compuestos que ayuda a
protegernos de los efectos que causan radiaciones y a la vez nos
ayuda a enfrentarnos a las alergias “°.

El metabolismo de la metionina da lugar a la homocisteina 6.
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HO

NH-

Figura 7. Estructura de la Metionina .

e. Lisina

Este aminoacido es de gran importancia, el organismo no puede
sintetizarlo, lo cual debe ser aportado en nuestra alimentacion 4.

Ese aminoacido esencial interviene en la absorcion de calcio, en la
formacion de colageno en cartilagos y tejidos conectivos; ademas
interviene en la produccion de anticuerpos; la lisina también mantiene
equilibrados los niveles de nitrégeno en personas adultas 4.

El metabolismo de la lisina da lugar a la cadaverina por un proceso de

descarboxilacion 36,

HO
NH.

NH,

Figura 8. Estructura de la Lisina *.

f. Fenilalanina

Es un aminoacido esencial; que ayuda a mejorar la memoria y el

aprendizaje ?4. Es productora de la noradrenalina, la cual es una
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sustancia responsable de la transmisién de sefiales entre las células
nerviosas en el cerebro 4%,

El metabolismo de la fenilalanina da lugar a la tirosina 6.

HO

NH,

Figura 9. Estructura de la Fenilalanina .

Triptofano

Es uno de los aminoacidos que interviene en el sistema inmunoldgico;
actla como relajante natural, alivia el insomnio, la ansiedad y la
depresion 35,

Es productor de la vitamina B3 42,

El metabolismo del triptofano da lugar a la triptamina 6.

HO

NH-
NH

Figura 10. Estructura de la Triptéfano °.
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h. Treonina
La treonina ayuda a regular las cantidades adecuadas de proteinas en
el cuerpo 35, Ademas, previene la acumulacion de grasa en algunos

érganos “.

El metabolismo de la treonina da lugar a la glicina 6.

HO CHs
;f_.—f
Oﬂ”)\‘/}\OH
NH-

Figura 11. Estructura de la Treonina .

i. Histidina

Es un amino&cido que interviene en el crecimiento y en la reparacion
de los tejidos; es necesaria para la produccion de glébulos rojos y
blancos en la sangre 3. El metabolismo de la histidina da lugar a la

histamina 3.

Figura 12. Estructura de la Histidina .
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j.  Arginina

La arginina es un aminoacido semi-esencial, este aminoacido se utiliza
en el tratamiento de ciertas enfermedades cardiacas, porque destaca
como precursor del oxido nitrico (NO2), este compuesto tiene la
capacidad de dilatar los vasos sanguineos.

Ademads, la arginina también fortalece el sistema inmunitario, este
aminoacido tiene mayor efecto insulinogeno (que interviene en la
liberacion y en la accion de algunas hormonas), como la hormona de
crecimiento .

Este aminoacido es muy necesario en el alimento diario de los nifios,
porque fortalece y protege el desarrollo correcto del sistema
inmunitario 1.

El metabolismo de la arginina da lugar a la ornitina 3.

NH.

PN
o~ r~|| T NH
NH, H

Figura 13. Estructura de la Arginina *°.

8. Cromatografia Liquida de Alta performance (HPLC)

La bioquimica y la quimica analitica se utiliza la cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) %% que tiene una gran sensibilidad y que sus
determinaciones son cuantitativas y exactas #2.

La cromatografia liquida de alta performance esta dentro de las técnicas

cromatografias, es un método fisico que consiste en la separacién de los
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componentes de una mezcla, basandose en diferentes tipos de interacciones
quimicas “3, los componentes se distribuyen en dos fases, una estacionaria y
otro mévil. La mezcla es un liquido que va a fluir a través de una columna hacia
la fase estacionaria 44, lo cual pasara por la bomba de alta presién que a la ves
es forzada e impulsada por la fase movil 43

La cromatografia es utilizada para identificar y cuantificar como: aminoacidos,
proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos,
terpenoides, plaguicidas, antibioticos, esteroides y sustancias de caracteres
inorganicas 42,

Su determinacidén es de compuestos no volatiles (alto peso molecular, iones
metalicos) o termolabiles ¥7. Su aplicabilidad a sustancias de interés general

es a industrias, salud y al medio ambiente 4*.

4
: o Dotector2 Cromatograma |
‘ : L,ﬁk}‘._v/'p\_
D] £ | —
_/,-'Y | 'ﬂ‘_‘"
—. 3 00 [if=t=
. S

1

]

L
Solventes (Fase Movil) Mezclador
de solventes
Desgasificador Regulador Inyector || Columna
de flujo y
presion

Figura 14. Modelo de equipo para HPLC “°,
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8.1. Componentes de cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Sus componentes del HPLC son:

a. La bomba: Se trabaja por su rendimiento, se mide en su habilidad
para general un flujo, también se utiliza por el método, la técnica y
el modelo del fabricante 6.

b. En la fase movil: principalmente los solventes que se utilizan son:
el metanol, propanol, acetonitrilo y el agua; también se utiliza
solventes de baja viscosidad principalmente no acuosos y
soluciones amortiguadoras “6.

c. Gradientes de elusion: Tiene dos procesos uno es cuando el
solvente se mantiene constante en toda la separacion, lo cual se
llama elusién isocréatica; y el otro proceso se conoce cCOmo
gradientes de elusién, que, si la relacion de los solventes cambia a
un determinado tiempo, se utiliza cuando se separan mezclas que
tienen varias caracteristicas 6.

d. La columna: Estas soportan presiones altas, por eso su disefio
estan hechas por acero inoxidables 46.

e. El detector: Se encuentra al final de la columna y la sefal se
transforma en una grafica en funcion del tiempo, llamado
cromatograma, consta de una serie de picos simétricos. Los picos
sobre el eje de los tiempos se emplean para identificar tanto
cualitativa (posicion en el eje) como cuantitativamente (area bajo

los picos) que son los componentes de la muestra 4’.
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INYECTOR PRE-COLUMNA

BOMBA

__ CAMARADE
MEZCLA

COLUMNA

[DETECTOR H L)

Figura 15. Esquema general basico de un equipo para HPLC .

8.2. Términos comunmente usados en cromatografia

Los términos son:

1. Cromatograma: Es una representacion grafica, de la concentracion

del analito, es una medida de concentracion entre el efluente y el
volumen del tiempo 8.

Pico: Es la respuesta resgistrada del detector cuando un componente
es individual que eluye de la columna. Se define por su area, altura 'y
ancho en la linea de base. Si la separacion es incompleta, se puede
registrar la elucion de dos o mas componentes como un pico no
resuelto 4°.

. Tiempo de retencion (tR): Se define como el tiempo transcurrido entre
la inyeccién de la muestra y la aparicion de la respuesta maxima 0.
Se puede usar el tiempo de retencion como un parametro para

identificacion 4°. Los tiempos de retencién cromatografia son
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caracteristicos de los compuestos que representan, pero no son
Unicos %°. La coincidencia de los tiempos de retenciéon de una
muestra y de una sustancia de referencia puede usarse como un
criterio parcial en la construccion de un perfil de identidad, pero es
insuficiente por si misma para establecer la identidad °!. Los tiempos
de retencion absolutos de un compuesto dado varian de un

cromatograma al siguiente “°.

tr2

Tiempo de retencion
Es desde cuando se
introduce la muestra,
hasta la apancion de

un pico tetenido \§

8 ||

o

Cima del pico

7478 - Valra

Inicio de pico Fin del pico

}) 16,089 - Argining
_*;.‘ 18.560 - Fendaanna

>1EEE~ Alanina

-+-l"'J Il"-r- —

LY

Figura 16. Tiempo de Retenci6n >,
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Estudios antecedentes

Antecedentes Internacionales

Perugachi M. (2017), en Ecuador, en su investigacion de “Analisis de la sustituciéon
de proteina animal por concentrado proteinico de Haba (Vicia faba) en salchichas
tipo vienesa”. Cual objetivo fue analizar la sustitucion de proteina animal por
concentrado proteinico de haba (Vicia faba) en salchichas tipo vienesa. La
metodologia fue en realizar un analisis proximal (proteina, extracto etéreo,
humedad y cenizas) a la materia prima, para la elaboracion de salchicha tipo
vienesa, se utilizé un disefio completamente al azar, con tres repeticiones, donde
la variable de disefio fue el porcentaje de concentrado proteinico de haba en 5
niveles, para dar una respuesta de aceptabilidad se utilizaron las variables de
respuesta que fueron color, textura, andlisis sensorial y microbiologico (recuento
total Aerobios, mesdfilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmolnella
spp). Los resultados obtenidos del andlisis estuvieron dentro de los niveles de
aceptacion, Lo cual se eligioé la muestra de salchicha con 4 % de concentrado de
proteina de haba, segun las Normas Ecuatorianas el porcentaje de proteina
vegetal es de 4 %. Con la formulacion elegida se realizo un analisis proximal, luego
un analisis microbiolégico. Como conclusién se puede considerar la utilizacion de
concentrado proteinico de haba (Vicia faba) para aplicar como ingrediente en un
embutido cocido, pudiendo sustituir parcial o totalmente para la elaboracion de
embutidos, de esta manera se estaria dando un valor agregado a un producto

cultivado en el Ecuador °2.

Yesid A, et al. (2016), en Colombia, en su investigacion realizada sobre la
“Evaluacion Nutricional de Concentrados Proteicos de Phaseolus lunatus y Vigna
unguiculata”. El objetivo fue evaluar el potencial nutricional de concentrados
proteicos de Phaseolus lunatus (frijol lima) y Vigna unguiculata (caupi), para
desarrollar nuevos productos alimenticios. La metodologia fue considerada por la

OMS y la FDA de Estados Unidos, utilizando la propuesta por Jaimes et al., (2014),

26



con el método de soxhlet en la obtencion y concentrado proteico, en la
determinacion fisicoquimicas se utilizaron AOAC (2003); para la determinacion de
aminoacidos esenciales se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) y en la determinacion del indice de calidad proteinica se aplicé el método
por Cervilla et al., (2012) y Muijica et al., (2001). Los resultados mostraron que a
pesar de que la composicion de aminoacidos determinada por HPLC fue mayor en
el concentrado proteico de vigna unguiculata; el concentrado de Phaseolus lunatus
presentd caracteristicas nutricionales levemente superiores, con un valor de
proteinas segun método AOAC de 66,8%; y un coeficinete de digestividad de 83,93
%; mientras que los valores de concentrado proteico de Vigna unguiculata, fueron
de 65,29 %. Se concluye que, a pesar de no encontrarse diferencias significativas
en las caracteristicas evaluadas, tienen gran similitud en lo referente al potencial

nutricional, dando una posibilidad de ser incorporados a ciertos alimentos 5.

Aguilar V. (2013), en México, en la investigacion realizada sobre “Propiedades
nutricionales y funcionales del garbanzo (Cicer ariethum L.). El Objetivo fue
revisar las propiedades nutricionales y funcionales del garbanzo y de su harina,
como ingrediente potencial para el desarrollo de nuevos productos. La
metodologia fue realizar revisiones bibliogréficas a nivel mundial de como se
consume, las diferentes formas de preparacion que se ofrecen a las personas una
valiosa nutricién y beneficios para la salud. Como resultado se mostraron que es
una fuente de carbohidratos y proteinas que representa alrededor del 80 % del
peso seco del grano, también presenta almidon de 37,5 % a 50,8 %, de lipidos de
2,9 % a 8,8 %, vitaminas del complejo B, rica en piridoxina, en minerales el
manganeso Yy cobre con 40 %, hierro y zinc con el 15 %, en calcio contiene 40,267
mg / 100 g y compuestos bioactivos que no son nutricionales. Como conclusion,
es un alimento rico en proteinas cuya propiedad esta condicionada por la forma de
cultivo; en la forma de harina sus propiedades se pueden ver afectadas por los
tratamientos a que son sometidas. Este potencial se debe aprovechar para

formular y desarrollar alimentos funcionales 3.
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Reyes C, et al. (2000), en México, en su investigacion realizada sobre la
“‘composicion quimica y calidad nutritiva de garbanzo (Cicer arietinum L.) Fresco
y endurecido después de la fermentacién en estado sélido”. Plantearon como
objetivo estudiar el efecto de la fermentacibn en estado sdlido sobre la
composicion quimica y calidad nutricional del garbanzo fresco y endurecido. El
método que se utilizé fue el endurecimiento del garbanzo que es de la variedad
blanco (Cicer arietinum L.) para consumo humano, se produjo mediante
almacenamiento acelerado de una temperatura de 33 a 35 ° C, y a una humedad
relativa de 75%, durante 180 dias, se utilizO como indculo una suspension de
esporas (1 x 10° esporas / mL) de Rhizopus stolonifer como iniciador para la
fermentacion. Como resultado se obtuvo que la temperatura y el tiempo del
proceso de fermentacion en estado soélido fueron de una temperatura de 35,8 ° C
y 42,7 humedad relativa, este proceso aumento significativo (p < 0.05) en proteina
cruda, proteina verdadera de 19,6 - 19,9 a 23,2 — 23,4 %, la solubilidad proteica
digestibilidad in vitro es de 68,6 — 73,1 % a 79,9 — 80,5%, encontrando como
aminoacido la Lisina de 2,19 — 3,04 a 3,19 — 4,07 mg /100 mg, acido palmitico y
acido esteérico, y una disminucion significativa (p < 0.05) en lipidos, minerales,
acido linoleico, acido fitico de 8,82 — 10,73 a 2,11 g/ 100 g y taninos de 16,1-22,4
a 3 mg /100 mg. Como conclusion la fermentacion en estado solido mejoro

significativamente la calidad del garbanzo fresco y endurecido 4.

Antecedentes Nacionales

Lazaro C, Sotelo M. (2017), en Perq, en la investigacion de la “Optimizacion por
disefio de mezcla de un snack de grits de maiz amarillo “Zea mays”, harina de
quinua (Chenopodium quinoa) y harina de garbanzo (Cicer arietinum L.), obtenido
mediante extrusion”. El objetivo fue optimizar la mezcla de grits de maiz (Zea
mays), Harina de quinua (Chenopodium quinoa) y Harina de garbanzo (Cicer
arietinum) para obtener un extruido que genere los mayores valores en la
evaluacion sensorial, caracteristicas fisicas y nutricionales. Metodologia se

trabajé con la granulometria, con un disefio de mezclas de respuestas, las
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formulaciones fueron sometidos en un extrusor de doble tornillo que trabajo con 7
temperaturas diferentes, que van desde 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 90 °C
y 110°C a una velocidad de tornillo de 267 rpm, y obteniéndose los siguientes
resultados la optimizacion de su formulacion como la 6ptima la cual tiene como
composicién proximal: Humedad de 4,945 + 0,183 %, Proteina de 10,851 + 0,592
%, Grasa de 6,512 + 0,632%, Fibra dietética 7,434 + 0,104 % y Cenizas 2,439 +
0,008%, y caracteristicas fisicas como el indice de expansion (IE) de 2,753 + 0,117
y en indice de absorcién de agua (IAA) 7,248 + 0,231 g gel / g materia seca y un
indice de solubilidad en agua (ISA) de 0,025 + 0,066 g solidos / g solidos totales.
Como conclusion la formulacion optima de las mezclas para obtener
evaluaciones nutricionales, nos da una determinacion de vida util de 27 dias,
mediante analisis sensorial y microbiolégico, lo que si es que deberian realizar una

factibilidad para el extruido con una formulacién optima 8.

Flores E, Montoya K. (2018), en Peru, en su investigacion de “Identificacion y
cuantificacion de aminoacidos esenciales en Vigna unguiculata (frejol castilla) y
Phaseolus vulgaris (frejol guinda) por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC)”. Tuvo como objetivo identificar los aminoacidos esenciales en Vigna
unguiculata y Phaseolus vulgaris. Utilizando el método de secado, desengrasado
e hidrdlisis para la identificacion de aminoacidos esenciales de las especies Vigna
unguiculata y Phaseolus vulgaris. Utilizando la metodologia de cromatografia
liguida de alta performance (HPLC). Como resultado obtuvieron los siguientes
aminodcidos en la especie Vigna unguiculata : Valina (1,02 mg / 100 mg), Glicina
(8,75 mg / 100 mg), Leucina (1,01 mg / 100 mg), Lisina (0,64 mg / 100 mg) y
Metionina (1,05 mg / 100 mg) mientras que en Phaseolus vulgaris se encontro:
Valina (1,79 mg / 100 mg), Glicina (5,49 mg / 100 mg), Triptéfano (1,33 mg / 100
mg), Leucina (1,08 mg / 100 mg) y Lisina (1,31 mg / 100 mg). Como conclusion
se identificé y se cuantifico la presencia de aminoacidos los cuales se recomienda

incluir estas especies estudiadas en la dieta diaria °.
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Zevallos A, et al. (2014), en Peru, en su investigacion del “Efecto del pH de
extraccion y caracterizacion funcional de proteinas de “fiufia” (Phaseolus vulgaris
L)”. Tiene como Obijetivo evaluar la extraccion de proteinas de frijol Nufia variedad
pavay determinar el rendimiento y las propiedades. La metodologia de los granos
fue remojados y molidos en agua, regulados a pH alcalino (8, 9 y 10) agitados por
60 min, filtrados y la porcion liquida regulada a pH 4,5 con reposo de 30 min y
centrifugado; al final secado a 32 °C por 14 horas. Los resultados se les aplico
las pruebas de Levenne, analisis de varianza y Duncan; el mayor rendimiento de
extraccion es 79,4 % aun pH10; la mayor absorcién de agua y aceite 43,6 % a un
pH 8 y la mayor formacion de espuma se alcanzo con la extraccion a pH 8. Como
conclusion los aislados proteicos de frijol fiufia cuentan con buenas propiedades

funcionales 6.

Importanciay justificacién de la investigacion

El documento técnico del plan nacional para la reduccion y control de la
desnutricién crénica infantil 2017 - 2018 junto con las instituciones del Instituto
Nacional de estadistica e informatica (INEI) y Encuesta demogréfica y salud
familiar (ENDES) el nivel de desnutricion cronica en el Peru es de 26,5 % en niflas
y nifios menores de 5 afios °’.

Con este trabajo de investigacion se busca analizar e identificar cientificamente en
estas legumbres las propiedades proteicas sobre todo los aminoacidos esenciales,
esto implica que la Unica fuente de alimento tiene que ser directa es a travées de la
alimentacion. Esta investigacion pretende buscar alternativas altamente
nutricionales y con bajos recursos econdémicos, debido al 26,5% de desnutricion
cronica que existe en nuestro pais, nos vemos a la necesidad de buscar otras
alternativas naturales que tenga un valor proteico, lo cual podremos identificar y

cuantificar principalmente a los aminoacidos esenciales.

La FAO y OMS, describen a las legumbres como fuentes nutricionales, que

aportan proteinas, fibra, acido félico e hidratos de carbono. Por lo tanto, se ha de
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investigar las especies vegetales como Cicer arietinum L. “garbanzo” y Phaseolus
lunatus L. “pallar” como insumo alimenticio, lo cual se podra reducir el indice de
desnutricion que existe en nuestro pais. El aporte del presente proyecto tiene como
objetivo promover el consumo de legumbres ya que estos contienen grandes
propiedades proteicas y sobre todo una fuente adecuada en aminoacidos
esenciales como; leucina, isoleucina, valina, metionina, lisina, fenilalanina,
triptéfano, treonina, histidina y arginina; los cuales son llamados “carne de los

pobres”; lo cual contribuira al mejoramiento de la poblacion infantil.

Objetivo del estudio

¢ Objetivo general
Identificar y cuantificar los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum
L."garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar” por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC).

¢ Objetivos especificos:

1. Identificar los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum L.’garbanzo” y
Phaseolus lunatus L. “pallar” por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC).

2. Cuantificar los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum L.’garbanzo” y
Phaseolus lunatus L. “pallar” por cromatografia liquida de alta performance
(HPLC).

3. Establecer la diferencia de porcentaje de aminoacidos esenciales entre

Cicer arietinum L."garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar”.

Hipdtesis de investigacion

Los aminoacidos esenciales estan presentes en el extracto proteico de Cicer

arietinum L."garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar” por HPLC.
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ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoquey disefo

e Analitico: Se propuso a realizar una busqueda bibliografica exhaustiva con
criterio critico para el presente estudio.

e Descriptivo: Porque solo se va describir la realidad observada y encontraba
en las muestras y sin manipulacién de las variables.

e Prospectivo: El presente estudio se realizara en un tiempo determinado.

2.2. Poblacion, muestra y muestreo

Para esta investigacion se trabajo con las siguientes muestras:
e Muestra de Cicer arietinum L. “garbanzo”.

e Muestra de Phaseolus lunatus L. “pallar”.

Las muestras fueron adquiridas en el Distrito de Ocucaje,
Departamento de Ica — Peru.

En la altitud de 334 m.s.n.m.

2.3. Variables de estudio

e Independiente:
1. Cicer arietinum L. “garbanzo”.
2. Phaseolus lunatus L. “pallar”.
e Dependiente:
1. Aminoéacidos esenciales presentes en Cicer arietinum L. “garbanzo”.

2. Aminoacidos esenciales presentes en Phaseolus lunatus L. “pallar”.
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2.4. Técnica e instrumentos de recoleccidn de datos

2.4.1. Técnica

El método utilizado en esta investigacion consistié en la obtencién del

extracto concentrado de proteinas Cicer arietinum L. “Garbanzo” y

Phaseolus lunatus L. “pallar”, teniendo en cuenta que los reactivos estén

en condiciones, para poder evitar su deterioro. La identificacion y la

cuantificaciéon de los aminoacidos esenciales se realizaron con las

siguientes técnicas:

USP 39-NF 34 Farmacopea de Estados Unidos 8,

Cromatdégrafo Liquido de Alta Peformance HPLC-AGILENT 4950,

2.4.2. Instrumentos

2.4.2.1. Materiales

Espatula de acero Inoxidable

Papel filtro 20 cm x 20 cm “Wattman” N°3
Cocinilla eléctrica. Marca “Mettler”

Pipetas de vidrio de 5, 10 mL. “Pyrex”

Tubos de ensayo de 20 mL. “Pyrex”

Fiola de 50 y 100 mL. “Pirex”

Tiras reactivas Marca “Mettler”

Matraz de Erlenmeyer de 100, 250 mL. “Pyrex”

Vasos precipitados de vidrio 50, 100, 250 mL. “Pyrex’

Refrigerante de vidrio. “Pyrex”

2.4.2.2. Reactivos

Eter de petroleo. Merck Peruana
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e Acido clorhidrico 6 N. Merck Peruana

e Agua destilada. Merck Peruana

¢ Ninhidrina. Merck Peruana.

e Bicarbonato de sodio. Merck Peruana

e Agua ultra purificada. Merck Peruana

e Metanol. Merck Peruana

e Hidréxido de sodio. Merck Peruana

¢ Orto-ftaldehido (OPA). Merck Peruana.

e 2-mercaptoetanol (2ME). Merck Peruana.

e Acetato de sodio. Merck Peruana.

2.4.2.3. Equipos

e Balanza analitica: Marca Mettler Toledo Ag. 204
e Estufa Marca Labor Memmert, Modelo 500

¢ Refrigerador Marca Hobart, Modelo HZ.

e Equipo: HPLC Marca Agilent 1200 Series

e Columna: Zorbax eclipse AAA 4.6 x 150 mm

e Equipo de ultrasonido, Marca Buchi.

Figura 17. Equipo de HPLC.
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2.5. Proceso de recoleccion de datos

2.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas para larecoleccién
El trabajo se realiz6é en dos etapas.
La primera etapa consiste en la obtencion de un extracto concentrado de
proteinas de Cicer arietinum L. “Garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar”,
esta operacion se realizé en el laboratorio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Privada Norbert Wiener — Lima.
La segunda etapa consta del andlisis de aminoacidos utilizando la técnica
de cromatografia liquida de alta performancia (HPLC), esta actividad se
realizé en las instalaciones del Laboratorio del centro de Control Analitico
(CCA) — Area de instrumental de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos — Lima.

2.5.2. Aplicacién de instrumento de recoleccion de datos

e Primera etapa: Obtencion del extracto de Cicer arietinum L.

“garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar”.

a. Recoleccion de la muestra
El Cicer arietinum L. “garbanzo” y el Phaseolus lunatus L. “pallar”.
Recolectados del Distrito de Ocucaje, de Ica — Peru en la altitud de
334 m.s.n.m. Departamento

b. Preparacion de la muestra
Se tomo 5 g de Cicer arietinum L. “garbanzo” y 5 g del Phaseolus
lunatus L. “pallar”, las muestras se procedieron a pulverizar (reduccion
de tamafio de particula), seguido a ello fue llevado a la estufa (Marca
Labor Memmert, Modelo 500) para el proceso de secado a una

temperatura de 40°C.
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c. Desengrasado
Se procedio al desengrasado con éter petréleo durante 8 horas.
Después de haber cumplido el tiempo de desengrasado, se coloco a
la estufa (Marca Labor Memmert, Modelo 500) a 40° C, luego se
procedié a extraer el almidén, dejando reposar hasta que el almidén
sedimente. Obtenida la muestra libre de almidon y se llevé a la estufa
(Marca Labor Memmert, Modelo 500) para poder eliminar el exceso de
alcohol.

d. Hidrolisis
Se realiz6 el hidrolisis por reflujo con HCI 6N tomando la muestra
desengrasada del Cicer arietinum L. “Garbanzo” y el Phaseolus
lunatus L. “Pallar” durante 24 horas.

e. Neutralizacion
Luego se procedid a la neutralizacion de las muestras con 2 g
Bicarbonato de sodio. Se procedio a filtrar la muestra neutralizada, en
base a esto se realizara la identificacion de los aminoacidos por HPLC
Marca Agilent Technologies EQ-CCAO017.

En base a esto y como lo solicito, se envio al laboratorio de la UNMSM
donde se realizara la identificacion de los amino&cidos por HPLC Marca
Agilent 1200 Series.

Segunda etapa: Identificacion de aminoacidos por HPL 495058,

Consta de la identificacion y cuantificacion de aminoacidos mediante
derivatizacion por OPA-2 ME, utilizando la técnica de cromatografia
liquida de alta performancia (HPLC) 4°%°, presentes en el concentrado
proteico de Cicer arietinum L. “Garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar”,
esta actividad se realizo en las instalaciones del Laboratorio del centro de

Control Analitico (CCA) — Area de instrumental de la Facultad de Farmacia
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y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima -

Peru.

1. Condiciones cromatograficas

Equipo: Cromatografo liquido de alta resolucion Agilent 1200
Series
Columna: Zorbax Eclipse AAA 4.6x150 mm, 5 p
Fase movil:
o A: NaH2PO4 mM pH 7,8 (ajustado con NaOH 10 N)
o B: ACN (Acetonitrilo 99,9 %): H20 (45:45:10)
Diluyente de muestra: Agua ultrapura
Detector: UV 338 nm
Flujo: 1.2 mL/min
Volumen de inyeccién: 20 uL
Temperatura: 40 °C
Tiempo de analisis: 26 min

RSD de inyeccion: <2%

2. Procedimiento

Preparacion de fase movil:

A: pesar 2,75 g de NaH2PO4 en 500 mL de agua ultrapura, disolver

con ayuda del equipo de ultrasonido. Ajustar el pH a 7,8 utilizando

NaOH 10 N o equivalente. Finalmente filtrar el solvente y degasificar

en el ultrasonido.

B: Filtrar 50 mL de agua ultrapura y agregar 275 mL de MeOH grado
HPLC y 275 mL de ACN (Acetonitriio 99,9 %) grado HPLC.

Degasificar utilizando el equipo de ultrasonido.
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Tabla 7. Fase movil general

Tiempo Flujo
(min) AA | %8 (mL / min)
0 100 0 1,2
19 100 0 1,2
18,1 43 57 1,2
18,6 0 100 1,2
22,3 0 100 1,2
23,2 100 0 1,2
26 100 0 1,2

Preparacion de estandares:

El diluyente utilizado para la elaboracion de los estandares es agua
ultrapura (pH neutro). Para la completa disolucion de los mismos se
lleva a equipo ultrasonido marca buchi. La concentracion de los
estandares dependera de la curva de calibracion a realizar, la cual

a su vez dependera de los valores o especificaciones de la muestra.

Tratamiento de la muestra:

Los aminoacidos presentes en matrices bioldgicas se encuentran
formando parte de proteinas, por lo que es necesario hidrolizarlas
completamente antes de analizarlas.

Se pesa aproximadamente 1 g de muestra problema finamente

pulverizado y se agrega 6 mL de solucién que contiene HCI 6 M y
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0,1% de fenol. La muestra se lleva al equipo autoclave a 120 °C por
1 horas. Luego del hidrolisis, se evapora el solvente en una cocinilla,
evitando que se caliente demasiado rapido para que la muestra no
se proyecte fuera del recipiente. El residuo es re-suspendido
usando solucion de HCI 0,1 M y es llevado a una fiola de 50 mL.
Finalmente se filtra y se procede a realizar la derivatizacion, que

consiste en identificar los aminoacidos.

Procedimiento de derivatizacion:

a. Preparacion de buffer borato 0,5 M:
Pesar 1,55 g de &cido bdrico y llevar a 50 mL de agua
ultrapura ajustando el pH a 10,2 con NaOH 0,5 M.

b. Preparacion de reactivo OPA-2ME:
Pesar 100 mg de o-ftalaldehido (OPA) y disolverlo en 9 mL
de metanol grado HPLC. Agregar 1 mL de buffer borato 0,5
My finalmente 100 uL de 2 mercaptoetanol (2 ME). Proteger
de la luz y refrigerar. El reactivo puede almacenarse por
maximo una semana adecuadamente protegido.

c. Preparacion de Buffer de neutralizacion:
Se mezcla 100 mL de solucion de sodio 0,05 M con 25 mL
de metanol. Posteriormente se ajusta a pH 6,1 con HCI 0,75

M o equivalente.

d. Derivatizacion de aminoacidos con OPA-2ME:
Se programa la siguiente secuencia en el comando inyector
del cromatoégrafo liquido, teniendo en cuenta la posicion de

los viales.
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. DRAW 100,0 pL from vial 21

. EJECT 100,0 pL into simple +10

. DRAW 50,0 pL from vial 22

. EJECT 50 pL into simple +10

. DRAW 100,0 uL from sample +10
. MIX 100,0 uL in air, max. Speed, 3 times
. EJECT 100,0 pL into sample +10
. WAIT 2,00 min

. DRAW 100,0 uL from sample+10
. EJECT 100,0 pL into sample

. DRAW 100,0 pL from sample

. MIX 100,0 pL in air, 3 times

. EJECT 100,0 pL into sample

. DRAW 20,0 pL from sample

. INJECT

© 00 N O 0o A W N P

e e o e
g h W N B O

Denomina SAMPLE al vial buffer neutralizador debido a que este
sera el dltimo vial donde se depositard la muestra, previa a su
inyeccién. Cada vial de muestra o de calibracion (SAMPLE+10)
deberd estar acompafado de un vial con buffer neutralizador
(SAMPLE). Por ejemplo, si se desea leer otra muestra, se coloca 250
ML de muestra en el vial 12 (SAMPLE+10) y 400 uL de buffer
neutralizador en el vial 2 (SAMPLE), asi sucesivamente.
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2.6. Métodos de andlisis estadistico

El procesamiento de datos se utilizara el andlisis de Cromatogama de HPLC Ver

Anexo E

OOOOG

OGO
OOOO®

01. Buffer neutralizador [400 uL]

11. Muestra problema [250 pL]

21. Buffer borato 0,5M [1500 pL]

22. Reactivo OPA + 2ME [1500 pL]
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Figura 18. Secuencia de comando.
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.  RESULTADOS

Se realizé el andlisis del extracto de proteina de Cicer arietinum L. “garbanzo” y
Phaseolus lunatus L. “pallar’. A continuacién, se muestran los resultados obtenidos
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).

Se identificd los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum L. “garbanzo”: metionina
0,001 mg / 100 mg, valina 0,001 mg / 100 mg, fenilalanina 0,033 mg / 100 mg, lisina
1,027 mg / 100 mg y en Phaseolus lunatus L. “pallar’: metionina 0,001 mg / 100 mg,
valina 0,003 mg / 100 mg, fenilalanina 0,033 mg / 100 mg, lisina 0,934 mg / 100 mg.

Tabla 8. Diferencia entre las especies de Cicer arietinum L. “garbanzo” y

Phaseolus lunatus L. “pallar.

Aminoécidos Cicer arietinum | Phaseolus lunatus Resultados
esenciales - - (mg / 100 mg)
(mg /100 mg) (mg /100 mq)

Alanina 0,007 0,008 0,001
Glicina 0,929 0,330 0,599
Metionina 0,001 0,001 0,00
Valina 0,001 0,003 0,002
Fenilalanina 0,033 0,033 0,00
Lisina 1,027 0,934 0,093

En la tabla 8 se observa que ambas especies se evidencia la presencia de
aminoacidos esenciales como la Metionina, Valina, Fenilalanina y Lisina,
caracteristicos de las legumbres; ambas especies tienen una cantidad de Lisina,
con una diferencia de 0,093 mg / 100 mg. También se observa la presencia de
aminoacidos no esenciales como son la Alanina y la Glicina, con una diferencia de

0,5 0,599 mg /100 mg oacido no esencial de Glicina.
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DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (C:\CHEM32\1\DATAAMINOACIDOS\AMINOACIDOZ 2019-07-25 13-15-34\002-0201.D)
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Figura 19. Lectura de recorrido del standar

En la figura 19 se observa en el cromatograma el tiempo de retencién de los aminoacidos de Histidina, Alanina, Glicina,

Metionina, Valina, Arginina, Fenilalanina y Lisina.
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DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (C\CHEM32\1\DATA\AMINOACIDOS\AMINOACIDOZ2 2008-04-30 06-38-50\003-0301.D)
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Columna: Zorbax Eclipse AAA

Fase movil: A: NaH2PO4 mM pH 7,8
B: ACN: H20 (45:45:10)

Flujo: 1,2 mL/min

Detector: UV 338 nm

J

| |12.834 - Alanina

16.705 - Metionina

15.789 - Glicina
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Figura 20. Lectura de recorrido del Cicer arietinum L.

En la figura 20 se observa en el cromatograma el tiempo de retencion de los aminoacidos no esenciales como es: Alanina y

Glicina. También observamos a los aminoacidos esenciales como es la Metionina, Valina, Fenilalanina y Lisina.

Observamos que el tiempo de retencion de la muestra de Cicer aretinum L. el mas alto es la Lisina con 20,370.
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Célculos:

rU x Wst x Fdst x Pot x 100
rS x Wmp x Fdmp

Resultado (mg / 100 mg):

e rU: Area de la muestra problema

e 1S: Area del estandar

e Fdst: Factor de dilucion del estandar
e 9%Pot: Potencia del estandar

e Wmp: Peso de la muestra problema

e Fdmp: Factor de dilucion de la muestra problema

Tabla 9. Concentraciones de los aminoacidos presentes en el Cicer

arietinum L. “garbanzo”

Lectural Lectura 2 Promedio
(mg /100 mq) (mg /100 mq) (mg /100 mg)

Aminoéacidos

Alanina 0,007 0,008 0,007
Glicina 0,894 0,965 0,929
Metionina 0,001 0,001 0,001
Valina 0,001 0,001 0,001
Fenilalanina 0,034 0,032 0,033
Lisina 1,027 1,028 1,027

En la tabla 9 se observa los resultados que se determind con el
promedio de las lecturas obtenidas por la cromatografia de Cicer
arietinum L. “garbanzo”, identificando aminoacidos esenciales como:
Metionina, Valina, Fenilalanina y Lisina.

En la muestra de Cicer arietinum L. “garbanzo”, el aminoacido
esencial con mayor cantidad es la Lisina con 1,027 mg / 100 mg; y
con menor cantidad se encuentran los aminoacidos esenciales la
Metionina 0,001 mg / 100 mg y la Valina 0,001 mg / 100 mg.
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DAD1 A, Sig=338,10 Ref=390,20 (C\CHEM32\1'\DATAMMINOACIDOS\AMINOACIDOZ 2008-04-30 01-17-07004-0401.0)

350 — ”

200 |‘ 4 e Columna: Zorbax Eclipse AAA )
: ‘ e Fase movil: A: NaH2PO4 mM pH 7,8
] | B: ACN: H20 (45:45:10)
20 || e Flujo: 1,2 mL/min

150 . e Detector: UV 338 nm

250

100

50

12,950 - Alanina

5.726 - Glicina

16.015
0 16.327 - Metionina

i

]

518.689 - Fenilalanina

Lisina

7

S T =

=i §1?.454- Valina
w

[

]

1

min

Figura 21. Lectura de recorrido del Phaseolus lunatus L.

En la figura 21 se observa en el cromatograma el tiempo de retencion de los aminoacidos no esenciales como es: Alanina y

Glicina. También observamos a los aminoacidos esenciales como es la Metionina, Valina, Fenilalanina y Lisina.

Observamos que el tiempo de retencion de la muestra de Phaseolus lunatus L. el mas alto es Lisina con 20,457.
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Célculos:

rU x Wst x Fdst x Pot x 100
rS x Wmp x Fdmp

Resultado (mg / 100 mg):

e rU: Area de la muestra problema

e 1S: Area del estandar

e Fdst: Factor de dilucion del estandar
e 9%Pot: Potencia del estandar

e Wmp: Peso de la muestra problema

e Fdmp: Factor de dilucion de la muestra problema

Tabla 10. Concentraciones de los aminoacidos presentes en el Phaseolus

lunatus L. “pallar”

Aminoécidos Lectura l Lectura 2 Promedio
(mg / 100 mq) (mg / 100 mgQ) (mg /100 mg)

Alanina 0,008 0,007 0,008
Glicina 0,325 0,342 0,330
Metionina 0,001 0,002 0,001
Valina 0,003 0,003 0,003
Fenilalanina 0,033 0,033 0,033
Lisina 0,927 0,941 0,934

En la tabla 10 se determind el promedio de las lecturas obtenidas por
la cromatografia de Phaseolus lunatus L. “pallar’, identificando
aminoacidos esenciales como: Metionina, Valina, Fenilalanina y
Lisina.

En la legumbre Phaseolus lunatus L. “pallar”, el aminoacido esencial
con mayor cantidad es la Lisina con 0,934 mg / 100 mg; y con menor
cantidad se encuentran el aminoacido esencial que es la Metionina
con 0,001 mg / 100 mg.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusiones
Las legumbres como el Cicer arietinum L. y Phaseolus lunatus L. se consumen
como fuente de alimento y a la vez estan presentes en nuestra dieta diaria;
estas especies proveen una importante fuente de carbohidratos complejos
como el almidén (50% a 65 %) y de fibra dietética (10 % a 20 %), también tiene
un bajo contenido de lipidos (0,8 % a 2 %) y una cantidad de proteinas. También
contiene Aminoé&cidos esenciales como son la metionina, la valina, fenilalanina

y la lisina. De igual manera, aportan vitaminas hidrosolubles y minerales 119,

El método de extraccion que estamos utilizado en esta investigacion es lo
correcto; porque rescata las obtenciones con el mismo objetivo que en otros
estudios realizados, los picos obtenidos en la cromatografica no presentan
ninguna interferencia y son facilmente cuantificables. Aunque en la actualidad
hay varios métodos de extraccion, segun Laurente, flores, Vintimilla sugieren
utilizar el método soxhlet con el solvente éter de petrdleo debido a su bajo punto
de ebullicién, indicandonos que es el adecuado método para la extraccion de
proteina.

Segln Flores *°, el uso del solvente éter en el equipo soxhlet fue mas preciso
para la extraccion total de grasa ya que al utilizar este equipo la extraccion fue
mas eficiente con el disolvente en su punto de ebullicion 35 °C y més volatil, lo
cual permite un rendimiento 6ptimo de grasa. Segun Vintimilla >°, refiere que el
tiempo de extraccion no debe ser mayor de 8 h debido a que pasado este
tiempo se extraen componentes no lipidos, cabe recalcar que el solvente éter
ofrece el mejor balance de caracteristicas especificas como mayor limite de

saturacion y mayor selectividad con respecto al soluto por extraer.

Segln Yesid 25 en su investigacion sobre Evaluacion nutricional de
concentrados proteicos de Phaseolus lunatus L. y Vigna unguiculata. La
composicién de aminoacidos determinada por HPLC presentd los siguientes
aminoacidos isolueucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,

triptéfano y valina. A diferencia de nuestra investigacion se encontré en Cicer
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arietinum L. “garbanzo” (tabla 9), metionina, valina, fenilalanina, lisina y en
Phaseolus lunatus L.“pallar’(tabla 10), metionina, valina, fenilalanina, lisina. Al
ver estos resultados nos muestra que Vigna unguiculata y Phaseolus lunatus
tienen proteinas de mejor calidad, de igual forma nos muestra que reservan la
mayoria de las leguminosas que estan en tendencia. Pero destacamos en
nuestra investigacion que el aminoacido metionina, contiene una mayor

proporcion.

Segln Aylas 32, en la investigacion realizada sobre el desarrollo de una mezcla
alimenticia en polvo balanceado de valor proteico y libre de gluten, a base de
cereales y leguminosas llegaron a identificar los siguientes aminoacidos: acido
aspartico, acido glutamico, serina, histidina, glicina, treonina, arginina, alanina,
prolina, tirosina, valina, metionina, cisteina, isoleucina, leucina, fenilalanina y
lisina. La composicion de aminoacidos obtenidos de la harina de quinoa
presento los niveles de aminoacidos mas altos, siendo altamente superior en
lisina. A diferencia de nuestra investigacion se encontré en la variedad Cicer
arietinum L. “garbanzo” (tabla 9), y en Phaseolus lunatus L.“pallar’(tabla 10);
también se observa un aporte favorable de leucina en la harina de maiz (0,120
mg / 100 mg proteina) del mismo modo en las variedades estudiadas resalta la
leucina; y en las harinas de lenteja y lupino sus niveles de lisina (0,047 y 0,049
mg / 100 mg proteina respectivamente). Segin Aylas 3 los aminoacidos
esenciales cuantificados por HPLC superaron los valores del patrén de la FAO
2007, llegamos a la conclusién que las variedades estudiadas también cuentan
con aminoacidos esenciales requeridas en nuestra ingesta diaria. En nuestro
trabajo de investigacion encontramos diferencia cuantitativa entre las especies
Cicer arietinum L. “garbanzo” y Phaseolus lunatus L. “pallar’, (Tabla 8),

observando que Cicer arietinum L. “garbanzo” contiene més cantidad de lisina.

Seguln Ruiz **, en la investigacion sobre el andlisis proximal, anti nutrientes,
perfil de &cidos grasos y de aminoacidos de semillas y tortas de 2 especies de
Sacha inchi (Plukenetia volubilis y Plukenetia huayllabambana). El contenido
de aminoéacidos esenciales de las semillas de ambas especies Plukenetia
volubilis y Plukenetia huayllabambana se determiné por HPLC encontrando en

ambas especies lisina, leucina, metionina, cisteina y fenilalanina. Comparando
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con nuestro trabajo encontramos que hay mucha similitud encontrando en Cicer
arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10), los
cuales son: la metionina, la valina, la Fenilalanina y la lisina; podemos decir que
en ambos estudios realizados resalta bastante el aminoacido esencial Lisina ya

que su nivel cuantitativo encontrado en ambas es recomendado por la FAO.

Segln Laurente 37, en la investigacion sobre la Obtencién del concentrado
protéico y determinacién del perfil de aminoacidos de dos concentrados
protéico de tarwi (Lupinus mutabilis sweet). Se identifico 17 aminoacidos, de
los cuales 9 aminoacidos son esenciales (histidina, treonina, arginina, valina,
metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina y lisina), mientras que en nuestra
identificacion de las especies Cicer arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y
Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10), se encontré 6 aminoacidos, de los
cuales 4 aminoacidos son esenciales (metionina, valina, fenilalanina y lisina).
Laurente indica que los aminoacidos esenciales no pueden ser sintetizados por
el organismo y deben ser aportados por la dieta o caso contrario pueden
producir trastornos en la salud. La lisina, uno de los aminoacidos mas escasos
en los alimentos de origen vegetal, se muestra en el concentrado de tarwi en
una proporcién que al menos duplica el contenido en otras leguminosas. La
importancia de la lisina se debe a que interviene en la absorcion de calcio, en
la formacién de colageno en cartilagos y tejidos conectivos, también contiene
otras funciones claves en el desarrollo de las células del cerebro humano y en
el crecimiento. En nuestra investigacion se observa en la variedad de Cicer
arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10), la
lisina que se representa con mayor cantidad, pero la diferencia entre ambas
especies (Tabla 8) se observa que el Cicer arietinum L. “garbanzo” tiene mayor

proporcion.

Segln Aguilar %3, en la investigacion sobre las Propiedades nutricionales y
funcionales del garbanzo (Cicer arietinum L.). Indica que las proteinas
encontradas en el garbanzo son de reserva y son relativamente bajas en
aminodacidos que contienen azufre, tales como metionina, cisteina y triptéfano.
Sin embargo, el contenido de lisina y arginina son altas. Comparando con

nuestra investigacion, nosotros identificamos y a la vez cuantificamos los
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aminoacidos esenciales que estan presentes en Cicer arietinum L. “garbanzo”
(tabla 9) que son la metionina 0,001 mg / 100 mg; valina 0,001 mg / 100 mg;
fenilalanina 0,033 mg /100 mg; lisina 1,027 mg/ 100 mg y en Phaseolus lunatus
L. “pallar” (tabla 10), también se encontré metionina 0,001 mg / 100 mg; valina
0,003 mg / 100 mg; fenilalanina 0,033 mg / 100 mg; lisina 0,934 mg / 100 mg.
Se puede concluir que sus datos de Aguilar concuerdan con nuestros
resultados ya que los aminoacidos mencionados como metionina son bajas en
proporciones y en altas proporciones con la lisina. Podemos concluir que estas
leguminosas serian dptima al combinar con cereales para una mejor proporciéon

de aminoacidos en una adecuada nutricion.

Segun Flores °°, en su investigacion sobre la identificacion y cuantificacion de
aminoacidos esenciales en Vigna unguiculata “frejol castilla” y Phaseolus
vulgaris “frejol guinda” por cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
Se identificé y se cuantifico los aminoacidos mediante HPLC; encontrando
diferencia entra las dos especies; Vigna unguiculata que contiene valina,
glicina, leucina, lisina y metionina; mientras que en Phaseolus vulgaris contiene
valina, glicina, tripté6fano, leucina y lisina. Comparando con nuestra
investigacion, coincide con los aminoacidos encontrados en las especies
estudiadas que son Cicer arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y Phaseolus lunatus
L. “pallar” (tabla 10) que son: metionina, valina, fenilalanina y lisina. Se puede
destacar que el Vigna unguiculata “frejol castilla” y el Phaseolus vulgaris “frejol
guinda” contienen mas cantidad de Lisina que el Cicer arietinum L. “garbanzo”
y el Phaseolus lunatus L. “pallar’; pero también se destaca nuestra
investigacion que Cicer arietinum L. “garbanzo” y el Phaseolus lunatus L.

“pallar” que ambas contienen Metionina en mayor cantidad.

Segun Vintimilla ®°, en la investigacion sobre la semilla de chia (Salvia hispanica
L.) se determind la caracterizacion de aminoacidos, desarrollado por el método
de cromatografia liguida de alta presién (HPLC). Los aminoacidos de la
proteina de Chia presentaron un adecuado perfil de aminoacidos esenciales,
destacandose el contenido de lisina, metionina, los cuales fueron mayores que
los presentes en las proteinas de otros cereales. De igual modo en nuestra

investigacion identificamos aminoacidos esenciales con cromatografia liquida
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HPLC de las especies Cicer arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y Phaseolus
lunatus L. “pallar” (tabla 10), destacando el aminoacido de la lisina. El uso del
solvente éter en el equipo soxhlet fue el mejor método para la extraccion de
grasa total de la semilla chia. Del mismo modo en nuestra investigacién usamos
éter como solvente y el equipo soxhlet. Comparando con nuestra investigacion
Cicer arietinum L. “garbanzo” (tabla 9) y Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10)
coinciden con aminoacidos esenciales como: metionina, valina, fenilalanina y

lisina.

Segln Gallegos °, en su investigacion sobre la Extraccién y caracterizacion de
las fracciones proteinas solubles del grano de Phaseolus lunatus L. se utilizé el
método de kjeldahl segun la metodologia de la A-O-A-C, empleando el factor
de conversion de nitrégeno a proteina; comparando con nuestra investigacion
nosotros utilizamos el método de extraccién de proteina total con el equipo de
soxhlet utilizando el solvente éter. En su investigacion ellos también utilizaron
la cromatografia liquida de alta performance HPLC; encontrando como
aminoacidos esenciales Lys, Trp, Phe, Met, Thr, Leu, lle, Val. Comparando con
nuestra investigacion nosotros utilizamos también la cromatografia liquida de
alta performance HPLC encontrando en Cicer arietinum L. “garbanzo” (tabla 9)
y Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10), metionina, valina, fenilalanina y lisina;
podemos decir que en ambos estudios se identifica y resalta el aminoacido

esencial lisina.

Segln Ramiro 81, en su investigacion sobre la determinacién proximal de los
principales componentes nutricionales de seis variedades de leguminosas:
Arveja, Garbanzo, Haba, Lenteja, Mani y Soya. Para esta investigacion de
proteina total utilizaron el método AOAC en un equipo de extraccion Kjeldahl;
comparando con nuestra investigacion nosotros utilizamos el método de
extraccion de proteinas con el equipo de soxhlet utilizando el solvente éter. Su
proposito de este trabajo fue comparar estadisticamente que porcentaje hay
entre arveja, garbanzo, haba, lenteja, mani y soya. Resaltando en este estudio
con un porcentaje mayor de proteina fue soya y en menor proporcion el
garbanzo. En nuestra investigacion nosotros identificamos y a la vez

cuantificamos los aminoacidos esenciales que estan presentes en Cicer
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arietinum L. “garbanzo” (tabla 9): metionina 0,001 mg / 100 mg; valina 0,001 mg
/ 100 mg; fenilalanina 0,033 mg / 100 mg; lisina 1,027 mg / 100 mg y en
Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 10) metionina 0,001 mg / 100 mg; valina
0,003 mg / 100 mg; fenilalanina 0,033 mg / 100 mg; lisina 0,934 mg / 100 mg.
Se puede resaltar que la soya tiene méas cantidad de proteina que las especies
estudiadas por nosotras, pero a la vez nosotros hemos podido concluir que es
determinante estudiar los aminoacidos esenciales presentes en leguminosas

para poder destacar y a la vez resaltar sus nutrientes.

El aporte de la investigacion tiene como finalidad promover el consumo
potencial de legumbres como el pallar que son fuentes adecuadas de
aminoacidos esenciales como; valina, fenilalanina y sobre todo lisina. Asi
mismo, combinar estas legumbres con los cereales para proporcionar un mejor

aporte, sobre todo para las familias que son de bajos recursos econémicos.

4.2. Conclusiones

e Se identifico los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum L. “garbanzo”:
metionina, valina, fenilalanina, lisina y en Phaseolus lunatus L. “pallar”
metionina, valina, fenilalanina, lisina, por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC).

e Se cuantifico a los aminoacidos esenciales en Cicer arietinum L. “garbanzo”
metionina 0,001 mg / 100 mg, valina 0,001 mg / 100 mg, fenilalanina 0,033
mg / 100 mg, lisina 1,027 mg / 100 mg y en Phaseolus lunatus L. “pallar”:
metionina 0,001 mg / 100 mg, valina 0,003 mg / 100 mg, fenilalanina 0,033
mg / 100 mg, lisina 0,934 mg / 100 mg, por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).

e Existe diferencia significativa entre Cicer arietinum L. “garbanzo” y en
Phaseolus lunatus L. “pallar” (tabla 8): principalmente la lisina que es de
0,093 mg / 100 mg que se identificé por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC).
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4.3. Recomendaciones

e Se recomienda que la Facultad de Farmacia de la Universidad Particular
Norbert Wiener adquiera una Cromatografia Liquida de Alta performencea

(HPLC) con la finalidad de realizar los trabajos en la Universidad.

e Realizar otros estudios incluyendo alimentos nativos de esta manera

contribuir con el redescubrimiento de aminoacidos esenciales.

e Se necesita mas estudios rigurosos en controles y pruebas de calidad para
este tipo de alimentos. Por otro lado, puede ser considerado otro factor de
variacion el tipo de procesamiento que tenga cada leguminosa, no todos
son iguales, pero seria conveniente establecer un estandar que guie hacia

una buena calidad; y asi obtener un buen producto de alimentos.

¢ Aplicar los beneficios nutricionales en la elaboracién de multiples productos

comestibles.
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ANEXOS

ANEXO A. Matriz de consistencia

Planteamiento de

Problema

Objetivos

Hipotesis

Justificacion

Variables

Metodologia

Problema General
¢, Qué aminoéacidos

esenciales tendran

las especies de
Cicer arietinum L
“‘garbanzo” y
Phaseolus lunatus
L.”pallar”

identificado por

cromatografia
de
performance
(HPLC)?

liquida alta

Objetivo General:

Identificar y
cuantificar los
aminoacidos

esenciales en Cicer

arietinum L
“‘garbanzo” y
Phaseolus lunatus
L.”pallar” por

cromatografia

liguida de alta
performance
(HPLC).

Hipotesis de
investigacion
Los aminoéacidos
esenciales estan
presentes en el
extracto proteico
de

arietinum

Cicer

L."garbanzo” vy
Phaseolus
lunatus L. “pallar”
por HPLC.

Es
identificar

analizar e

cientificamente los
aminoacidos

presentes de Cicer
arietinum L
“‘garbanzo” y
Phaseolus lunatus

L.”pallar” utilizando

el equipo de
cromatografia
liguida de alta
performance
(HPLC)

Independiente:

Cicer arietinum L.

“garbanzo”
Phaseolus
lunatus
“pallar”.
Dependiente:
Aminoacidos
esenciales

presentes

y

en

Cicer arietinum L.

“garbanzo”

Phaseolus

y

Analitico:

Se propuso a realizar

una basqueda
bibliografica
exhaustiva con

criterio critico para el
presente estudio.
Descriptivo:

Porque solo se va

describir la realidad
observada y
encontraba en las
muestras y sin
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Objetivos lunatus L. | manipulacion de las

Especificos: “pallar”. variables.
1.ldentificar los Prospectivo:
aminoéacidos El presente estudio se
esenciales en realizara en un tiempo
Cicer arietinum determinado.
L."garbanzo” y

Phaseolus lunatus
L. “pallar” por
cromatografia

liqguida de alta

performance
(HPLC).
2.Cuantificar los
aminoacidos
esenciales en

Cicer arietinum
L."garbanzo” y
Phaseolus lunatus

L. “pallar” por

cromatografia
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liguida de alta

performance
(HPLC).
3.Establecer la
diferencia de
porcentaje de
aminoacidos

esenciales entre
Cicer arietinum
L.”"garbanzo” y
Phaseolus lunatus

L. “pallar”.
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ANEXO B. Operacionalizacién de variables

Escalade | Instrumentos
_ Definicion _ » _ Criterios de | medicion de
Variable Dimension Indicador | Valores o »
conceptual medicion de recoleccion
Variable de datos
Presencia de
aminoacidos
esenciales en N Negativo | Cualitativio o
) o Identificar N Dicotomica
. . Es la Cicer arietinum Positivo .
Aminoacidos . Se utilizara el
. presenciade | L.y Phaseolus .
esenciales en equipo de
. cuanto lunatus L. :
Cicer . Cromatografia
o aminoacidos
arietinum L. y _ de alta
contiene
Phaseolus | Estudiar los performance
cada especie
lunatus L. . aminoécidos (HPLC)
estudiada.
presentes en » Negativo o _
) o Cuantificar N cuantitativa | Continuas
Cicer arietinum Positivo

L. y Phaseolus

lunatus L.
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Anexo C. Clasificacion taxonémica de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

At UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS . 00,
L é R Sl o, DI O AN NI . AT _RICA S
s MUSEQO DE HISTORIA NATURAL

%

“Ano de Ia lucha contra la corrupcion y Ia impunidad”™

CONSTANCIA N°095-usMm-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (SEMILLA) recibida de JACKELIN CCALA SUCASACA y SHAILA
RAMIREZ CARRASCO, estudiantes de la Universidad Privada Norbert Wiener, ha sido
estudiada vy clasificada como: Cicer arietinum L., y tiene la siguiente posicidn
taxonémica, segin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES ;
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Cicer
ESPECIE: Cicer arietinum L.

Nombre vulgar.: “"Garbanzo”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 15 de abril de 2019

A

/|
C‘I%A. CANO ECHEVARRIA

L HERBARIO SAN MARCOS (UsSM)

ACE/yhr.
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Anexo D. Clasificacion taxonémica de Phaseolus lunatus L.“Pallar”

At 3 s UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ~. 100,
4{/‘ Usiiversidhad 10l Posdy, 12T ANA DD ANME RIC A ,""-‘
e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°094-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (SEMILLA) recibida de JACKELIN CCALA SUCASACA Yy SHAILA

RAMIREZ CARRASCO, estudiantes de la Universidad Privada Norbert Wiener, ha sido
tiene la siguiente posicidn

estudiada y clasificada como: Phaseolus lunatus L., y
taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: FABACEAE
GENERO: Phaseolus
ESPECIE: Phaseolus lunatus L.

Nombre vulgar.: “Pallar”
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre Acuy

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 15 de abril de 2019

ACE/yhr.
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Anexo E. Protocolo de analisis por HPLC de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS FACULTAD
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00296-CPF-2019

ORDEN DE ANALISIS : 05428/2019

SOLICITADO POR : JACKELIN CCALA SUCASACA Y SHAILA RAMIREZ
CARRASCO

MUESTRA : GARBANZO

NUMERO DE LOTE e

CANTIDAD : 01 bolsa

FECHA DE RECEPCION : 10 de Julio del 2019

FECHA DE FABRICACION ST—
FECHA DE VENCIMIENTO R

ENSAYO ESPECIFICACIONES METODO RESULTADOS
AMINOACIDO
ALANINA
M1 - HPLC 6.9 mg/100g
_— HPLC 7.6 mg/100g
GLICINA
Mi . HPLC 0.894mg/100mg
- HPLC 0.965mg/100mg
METIONINA
Mi - HPLC ] 1.03mg/100g
M2 o b 1.06mg100g
VALINA
i  E HPLC | 1.220mg/100g
S HELE 1.40mg/100g
FENILALANINA
Mi 1.3 HELE 33.7mg/100g
- - HPLC | 32.4mg/100g
LISINA
i1 — HPLC 1.027mg/100mg
M2 S e HPLC 1.028mg/100mg

Q.F. Gustavo Guerra Brizuela
Director del Centro de Control Analitico

1SO 9001

v

BUREAU VERITAS

MANAGEMENT
SYSTEMS

008
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Anexo F. Andlisis por HPLC — Alanina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

e u INIVERSIDAD SACKNAL MAY DR DE SAN MARCDS
,i {Liniver F o, THECANA D AMERICA)
1 3 FACULTAD DE FARMACLA Y BIOQUIMICA

CENFRIOFARMA
CENTRD DE CONTROL ANALITICO

ANALISIS POR HPLC-LV

ORDEN DE ANALISIS | 542820184
PRODUCTO Garbanzo FECHA DE ANALISIS 2470772018
PRESENTACION Soldo LOTE -
ANALITO ALANINA
METODO DERIVATIZACION OPA-IME
|esténpar
Nombre ALANIMA Peso 1 10,0 mg
N* Lote P 3 100 mg
Patencia Base weca (Pot) 1.0000
Peso promedsa [WsE) 10.0 mg
Factor de diucidn | Fdst) 0.004
Concentracidn corregida (Cs] 0.04 mgmL
[suESTRA
Cantidad [Wmpd) 1g Factor de dilucidn (Fdmp] naz
Cantidad | Wmpd| 1g
|LECTURA DE AREAS
|estindares gl ) Bramedio
3416265 249 1472 s 345 65
|uestras
&m 1 1195635 il 1 11 95635
Am 2 1568438 il 2 15 68435
CALCULDS

Resultada [mg/f100mg)

rid x Wst x Rdst x Pot x 100
rs ¥ ' Wmp u Fdmp

|RESULTADOS
Cantenido 00072 mg/100mg
M1 0.00B% mg,/100mg
WL U036 mg/100mg HRED b4 %
ANALIZADD POR: REVISADD POR: FECHA: JOB5ERVALCIOMES:
M. Meira 34072009
FCCA - De2 H1
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Anexo G. Andlisis por HPLC — Glicina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

USIVERSIDAD NACHSAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Unrversigdad def Perd, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACLA Y BIOQUIMICA
CEXPROFARMA
CENTRO DE CONTROL ANALITICOD
ANALISIS POR HPLC-UV
OROEN DE ANALISES O54204- 2014
PROCUCTD : arbarizo FECHA DE ANALISIS 2407/ 2018
PRESENTACION Sclido LOTE
ANALITO GLICINA
METODO DERIVATIZACICN Cfa- 2ME
|EsTAnDaR
Mombre . GLICINA Pesol 10,0 mg
N Lote : Pesod 10,0 mg
Patercia Base weca (Pot]) 1.0000
Peso promedia [Wst) 10.0 mg
Factor de dilucidn (Fdst) 0.1
Concentracitn corregida Cs) 1 mgfmL
|MUELTRA
Canticad [Wmipl| : 1g Factor de dilucian (Fdmp) 02
Canticad [Wmpd| . 1g
LECTURA DE AREAS
|Estindares 1} st Fromedio
Shaiar 7. ekl 31 B5.11
[tuestras
Am 1 : 1552862 il 1552864
Am d . 1851204 i 1591404
CALCLLOS
feesultada [mgy100mg) il x Wt u Fdst x Pot x 100
4 x Wmp x Fdmp
JRESULTADOS
Cantenido 0.52% mgf1dimg
Ml [L854 mg/100mg
M2 095 ﬂg,’lliﬁ'ng WAD S4%
ANALIZADD POR: REVISADD POR: FECHA: JOBSERVADOMES:
N. Meira 072009
F/CCA - D62 11
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Anexo H. Analisis por HPLC — Metionina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

USNIVERSIDAD NACINAL MAYDR DE SAN MARCDS
{Universadiod def Perd, DECANA DE AMERNCA)
FACULTAD DE FARMACLA Y BIOQUIMICA

CENFROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITIOO

ANALISIS POR HPLC-UV
DROEN DE ANALISES O5428- 2018 |
PRODUCTO Garbanzo FECHA DE AMALISIS 14/07 1015
PRESENTACION Salido LOTE -
ANALITO METIDNING
METODD DERIVATIZACION OPA-IME
|EsTAnDaR
Mombre METIONING Peso 1 10.2 mg
M* Lote Pesp 2 18,0 mg
Patercia Base seca (Pot) 1.0000
Peso promedea [Wst) 10.1 mg
Factor de difucian (Fdst) (.00
Concentracién corregida (Cs) 0.0404 mgfml
|maLESTRA
Cantidad [Wmpl) 1g Factor de ditucian {Fdmp| 0.2
Cantidad [Wmpd) 1g
LECTURA DE AREAS
JEstandares St 52 Pramedio
435240035 416785352 "b 428013
|Muesiras
Am 1 FA SR E ! il Pl b L]
am 2 12365155 2 13 36158
CALCULOS
Resultada [mg/ 100mg) rid x Wt x Fdst x Pot x 100
r% x Wmp x Fdmp
|rESITADDS
Contenido 0.00104 mgf100mg
i1 000103 mg/'100mg
ni2 i.(010% mg/'100mg %Rsh 31%
ANALIZADD POR: REVISADO POR: OBSERVALCIOMES:
N. Meira 314072019
F/CCA - D62 R
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Anexo |. Analisis por HPLC - Valina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

INIVERSIDAD NACINAL MAYOR DE SAN MARCDS
(Uinrversadad del Perd, DECANA DE AMERNCA)
FACULTAD DE FARMACLIA Y BIOQUIMICA

CENPRINFAEMA
CENTRO DE CONTROL ANALITION

ANALISIS POR HPLC-LV

ORDEN DE ANALIESES | O542%- 20114 |
FRODUCTO Garbanzo FECHA DE ANALISIS 20073015
PRESENTALCION iolido LOTE .
ANALITO VALINA
METODO DERIVATIZACIGN DRA-2ME
|estinoar
Mombre WALINA Peso 1 10.1 mg
M Loe e Peso 2 1.0 mg
Patercia Base seca (Pot) 1.0000
Peso promedia [Wst) 10.1 mg
Factor de diucidn {Fdst) (.004
Cancentracin corregida (Cx) 10,0432 mg/mL
|MAUESTRA
Canticad [Wmipl)] 1g Factor de déuckdn (Fdmp] 02
Canticad |Wmipd| 1g
LECTURA DE AREAS
|Estandares g1 52 Eromedio
1463 BHTOE  1419.4568M% 5 144168
hduestras
Am 1 4. 73680 1 43630
Am 2 1446208 il 2 14 ab4.28
CALCULOS

Resultada [mgsf100mg)

rid x Wit x Rast x Pot x 100
rs ¥ 'Wmp x Fdmp

|RESULTADDS
Cantenido 000231 mef1dmg
M1 0.00122 mg/100mg
MiLZ 0.00140 mg,'100mg ®ASD 9k %
ANALIZADD FOR: REVIRADD POR: FECHA: JOBSERVALDIDMES:
N. Meira 31407/ 2019
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Anexo J. Analisis por HPLC - Fenilalanina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

UNIVERSIDAD NACHINAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Uiniversided del Perd, DECANA DE AMERNA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
TN A R &
CENTRO DE CONTROL ANALITICO
ANALISIS POR HPLC-UV
ORDEN DE ANALISIS l [5428- 2014 |
PRODUCTO : aranzo FECHA DE ANALISIS 24071015
PRESENTACION © Sdlido LOTE
ANALITO : FEMILALAMNIFA
METODO : DERIVATIZACION OPA-IME
|[EsTANDAR
Mombre : FEMILALANIMS Peso 1 100 mg
N Lote : i Pesp 2 10.0 mg
Patercia Base seca (Pot) 10000
Peso promedia [Wst) 100 mg
Factor de diuckdn | Fdst) 0.004
Cancentracion mrregida {Cs) 004 mg/mL
|MLUESTRA
Cantidad [Wmipl) : 1g Factor de diluckan (Fdmp) 0oz
Cankidad |[Wmipd) : 1g
LECTURA DE AREAS
|Estandares Sl 5t Framedio
131 3ir5e 9. (] 130.56
|rduesiras
Am 1l : £4.47341 il o FEEE]
Am 2 : £1.15154 rl 2 41.151%4
CALEULES
Resultado [mgy100mg) ri) x Wit x Fdst x Pot x 100
rs ¥ Wmp x Fdmp
|RESULTADOS
Cantenido 00331 mg100mg
il : 0.0337 mg/100mg
;L : aidg 115,"1[}-!.'!'“5 ®ASD 28 %
ANALITADD FOR: REVISADD POR: FECHA: JOB5ERVALIOMES:
N. Meira 310072009
FJ/CCA - DB2 R1
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Anexo K. Andlisis por HPLC — Lisina de Cicer arietinum L. “Garbanzo”

iyl

;j;;gq};',-
p )

UNIVERSIDAD NACIINAL MAYOR DE SAN MARCDS
{Universidod ded Perd, TECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACLIAY BIOQUIMICA

CENPRIFARNA
CENTRO DE CONTROL ANALITICO

AMALISIS POR HPLC-LUV
DROEN DE ANALISIS HEEETE
PRODUCTO Garbanzo FECHA DE ANALISIS 240772018
PRESENTACION Sdlido LOTE
AMALITO LISINA
METODD DERIVATIZACION OFa-2ME
|EsTANDAR
Mombre LISINA Peso 1 16,0 mg
M° Lote Pesp 2 16,0 mg
Patercia Base seca (Pot) 1.0000
Peso promedia [Wst) 10.0 mg
Factor de dibucsdn (Fdst) (.004
Cancentracion morregida (Cs| (.04 mg/mL
|meuEsTRA
Canticad [Wmpl] 1g Factor de dilucian (Fdmp) ooz
Cantidad [Wmipd] 1g
LECTURA DE AREAS
JEstindares St St Fromedio
93482871 ERO.STILT rh BE7 50
|uesiras
am 1 451181836 i 451181836
Am 2 451614258 T 451614258
CALCULDS

feesultada [mg,/100mg)

) & Wet u hdst x Pok x 100
rs & Wmp & Fdmp

|RESULTADDS
Cantenido 10277 mgf10dmg
il 1027 mg/100mg
0L F] 1028 mg100mg ®R:D 0.1 %
ANALIZADD POR: REVISADD POR: FECHA: JOBSERVACIOMES:
N. Meira /072009
FhCCA - B2 RY
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Anexo L. Protocolo de anélisis por HPLC de Phaseolus lunatus L. “pallar”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS FACULTAD
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00295-CPF-2019

ORDEN DE ANALISIS : 05429/2019

SOLICITADO POR : JACKELIN CCALA SUCASACA Y SHAILA RAMIREZ
CARRASCO

MUESTRA : PALLAR

NUMERO DE LOTE s

CANTIDAD : 01 bolsa

FECHA DE RECEPCION : 10 de Julio del 2019
FECHA DE FABRICACION D mm—
FECHA DE VENCIMIENTO D mm——

ENSAYO ESPECIFICACIONES METODO RESULTADOS
AMINOACIDO
ALANINA
NI HPLC 7.9 mg/100g
N HPLC 7.1 mg/100g
GLICINA
M1 o HPLC 0.3253mg/100mg
M2 . HPLC 0.3423mg/100mg
METIONINA
i1 HPLC | 1.32mg/100g
= i HPLC 1.46mg100g
VALINA
= | HPLC 3.10mg/100g
B M2 L'y 5 HPLC 2.48mg/100g
FENILALANINA
Ml HELC 32.7mg/100g
Sor ot HPLC 33.2mg/100g
LISINA
M1 e HPLC 0.9272mg/100mg
M2 == HPLC 0.9414mg/100mg

Lima, 01 de Agosto del 2019

BUREAU VERITAS
Certification

N*BR233265
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Anexo LL. Andlisis por HPLC — Alanina de Phaseolus lunatus L. “pallar”

[ g h
s ! ISIVERSIDAD SNACKNAL MAYOR DE SAN MARCDS

A El " “‘; {Universidod del Perd, DRECANA DE AMERICA)
e 7 FACULTAD DE FARMACLA Y BIODUIMICA

!

)
i i,

CENPROFARMA
CENTRO DE CONTROL ANALITION

ANALISIS POR HPLC-LV
ORGEN DE AMALESIS | (5425- 1014 |
PRODUCTO : Pallar FECHA DE ANALISIS 25,/07,/31018
PRESENTACION 1 Sgldo LOTE .
ANALITO : ALAN IMA
METODO 1 DERIVATIZACION ORA-IME
|esrinpar
Mombre : ALANIMNG Fesol 100 mg
M" Lote : er Peso 2 10,0 mg
Patencia Base ssca (Pot]) - 10000
Peso promedia [Wst) 10.0 mg
Factor de dibuckan (Fdst) (.04
Concentracion corregida (Cs) L4 mg/mL
|MILIESTRA
Canticad |Wmipl) : 1g Factor de diluckdn (Fdmp] (ELiF]
Cankidad [Wmipd| : 1g
LECTURA DE AREAS
|Estiincares i g2 Bromedio
: ELNE ] 249,614/ s 45 65
|Muesiras
Am 1 : 1k 36109 il 1636104
Am 4 : 114390 rld 13 2B57a
CALCULDS
Resultada [mgy/100mg) i x Wist u Fdst x Pok x 100
s X Wmp ¥ Fdmp
|RESULTADDS
Cantenido 0.0075 mg/100mg
il : 0,00 7S mg/100mg
M2 : 0001 115,"1I.:-L'rng WA%D 14 %
ANALIZA DD FOR: REVISADD POR: FECHA: JOB5ERVACIOMES:
N. Meira 1/07/2009

FACCA - 062 R1




Anexo M. Analisis por HPLC - Glicina de Phaseolus lunatus L. “pallar”

v, DHECANA D AMERICA)
L FARMACLA Y BIODUIMICA

CENFRINFARNMA
CENTRO DE CONTROL ANALITICO

ANALISIS POR HPLC-UV
ORDEN D ANALEES l 5424-20114 |
PROCUCTO Paltar FECHA DE ANALISIS 25/0772019
PRESENTACION Sdlidn LOTE -
ANALITO GLICIN&
METODO DERIVATIZACION Difd-JME
[ESTANDAR
Nombre GLICINA Pezo 10.0r mg
N° Lote Peso 2 100 mg
Patericia Base saca (Pot) 10000
Peso promedia [Wst) 1.0 mg
Factor de diluckan {Fdst) 0.1
Concentracién corregida (Cs) 1 mg/mL
|MILESTRA
Cantioad |(Wmipl) : 1g Factor de diluckdn (Fdmp] 0
Cankicad [Wmpd] : 1g
LECTURS DE AREAS
|Estindares Sn 5t2 Promedio
Sh.ad447 a1 rERbl s H9.11
|Muestras
Am 1l LW e il 1 S
Am B.53908 rl 2 £.53584
CALEULOS
Resultada [mgf100mg) ril x Wt w Fdst x Pot x 100
ry ¥ Wmp x Fdmp
|RESULTADDSE
Cantenido 033 mg/100mg
m1 : 0.3253 mgy/100mg
M2 : 3243 'ng,"lLi'L'rng WRSD 3b %
ANALIZADD FOR: REVIRADD POR: FELCHA: JOB5ERVALCMIMES:
M. Meira 31407 /2009
EJ/CCA - (g2 B
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Anexo N. Analisis por HPLC — Metionina de Phaseolus lunatus L. “pallar”

INIVERSIDAD NACHSAL MAYOR DE SAN MARCDS
U miversided del Perd, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENFRINFARMA
CENTRO DE OONTROL ANALITIOON

AMALISIS POR HPLC-LY
ORDEN DE ANALIES | 05425- 3014 |
PRODUCTD Pallar FECHA DE ANALISIS 2500771018
PRESENTACION Soldo LOTE
ANALITO I TICN A
METDDD DERIVATIZACION OPa-2ME
|EsTANDAR
Mombire MAETIONINA Feso 1 10.d mg
M Lote Fesp d 10,0y mg
Patericia Base weca (Pot) 10060
Peso promedia [Wst) 10.1 mg
Factor de diucian {Fdst) 0.004
Concentracitn corregida |Cs) 004 mgfmL
|MILESTRA
Cankicad [Wmipl) 1g Factor de diducidn (Fdmp) oa2
Canticad [Wmipd)| 1g
LECTURA DE AREAS
JEstindanes Sel 5tz Fromedio
235040038 416/ 85354 s 406.13
|Muesirazs
Am 1 25, 25000 rl 1 2% 5000
Am d LERILLT il 2 43 50547
CALCULDS

Resultada [mg/100mg)

i x Wit x Rdst x Pob x 100
ry x Wmp x Fdmp

|RESULTADD®S
Cantenido L0002 mgf1idmg
M1 0.00132 mg/100mg
[ 0.00146 mg!100mg %E:D LER -
ANALIZADD POR: REVIRADD PO FECHA: JO8SERVALIOMES:
N. Meira 3100712019
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Anexo O. Anélisis por HPLC - Valina de Phaseolus lunatus L. “pallar”

UNIVERSIDAD NACHNAL MAYVOR DE SAN MARCDS
{Universadind del Perd, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACLA Y BIOQUIMICA

CENPROFARMA
CENTRO DE CONTROL ANALITICO

ANALISIS POR HPLC-UV

ORDEN DE ANALISES

O5445-2015

PROCUCTD Paltar FECHA DE ANALISIS 25/07 /1018
PRESENTACION Sl LOTE -
ANALITO WALINA
METODO DERIVATIZACION ORa-2ME
|estAnpar
Mombae VALINA Feso 1 10.1 mg
M* Liote Peso d 10.00 mg
Patercia Base saca (Pot) 1.0000
Peso promedia [Wst) 10.1 mg
Factor de diucsdn {Fdst) 004
Cancentracitn corregida (Cs] .04 mg/mL
|MUESTRA
Canticad [Wmpl) 1g Factor de dilucidn | Fdmp] o2
Cankicad (Wmpd| 1g
|LECTURA DE AREAS
[estindares it i Eromedin
14bi HENOH 141946805 s 1441 62
|uestras
Am 1 32.12302 i 4514302
Am 2 14.31722 ri 2 14 31722
CALELILOS
Resultada [mgy/100mg) rid x Wst & Fdst x Pot x 100
sk Wmp u Fdmp
|RESULTADDS
Cantenido 0L0027Y mef10dmg
M1 0.00310 mg,/100mg
[LLF 000242 115,"1[21.'!'"5 MRSD 150 %
ANALIZADD POR: REVISADD POR: FECHA: JOBSERVACIOMNES:
N. Meira 11/07/2009
F/CCA, - D62 R1
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UNIVERSIDAD MACHNAL MAYOR DE SAN MARCOS
gl Perd, DECANA DE AMERNCA)

{1 v

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITION

ANALISIS POR HPLC-UV
DROEN DE ANALISIS 54250014
PRODUCTOD Pallar FECHA DE ANALISIS 250771015
PRESENTACION Sdilido LOTE -
ANALITO FEMILALANIRA
METODO DERIVATIZACION ORa-2ME
[ESTANDAR
Mombre FEMILALANIMA Peso 1 10.0 mg
M Lote Peso d 100 mg
Patencia Base seca (Pot) 10000
Peso promedio [Wst) 10.0 mg
Factor de dilucidn | Fdst) 0004
Cancentracitn mrregida (Cs) 004 mgfmL
|MUESTRA
Lanticsd (Wmpl| 1g Factor de diuciin (Fdmp] Qi
Cankidad [Wmpd] 1§
LECTURA DE AREAS
JEstandares St 52 Bramedio
141 9052 11905 s 13056
|Muesiras
Am 1 25.B2b14 il A5 bdblY
Am 2 2168845 ru 2 21 EHELE
CALCULOS
Resultada [mg/100mg) rid x Wst x Fdst x Pot x 100
5 x Wmp x Fdmp
|RESLLTADDS
Cantenido 0.0220 mg/100mg
M1 0.0327 mgy'100mg
M2 HIEE b 115,"1LH.'l'ng WAZD 11 %
ANALIZADD FOR: REVISADO POR: FECHIA: JOBSERVALIOMES:
N. Meira 3107209
FfCCA - DE2 R1

Anexo P. Analisis por HPLC - Fenilalanina de Phaseolus lunatus L. “pallar”
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Anexo Q. Andlisis por HPLC - Lisina de Phaseolus lunatus L. “pallar”

ISIVERSIDAD XACIINAL MAYOR DE SAN MARCDS
{Universidad def Perd, DECANA DE AMERINCA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIODUIMICA

CENFRUFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO

ANALISIS POR HPLC-UV
OROEN DE AMALISIS fi5425- 14 |
FRODUCTD Pallar FECHA DE AMALISIS 15/07/2018
PRESENTACION sokido LOTE
ANALITO LISINA
METODO DERIVATIZAC IO DP&-IME
|estinpar
Mombre LISINA Peso 1 100 mg
N* Lote Pesp 2 180 mg
Patencia Base weca (Pot) 1.0000
Feso promedsa [Wst) 10,0 mg
Factor de diucidn (Fdst) (0.004
Cancentracidn corregida (Cs) 004 mg/mL
|mauEsTRA
Cantidad [Wmpl] 1g Factor de diluckin (Fdmp] b2
Cantidad [Wmp] 1g
LECTURA DE AREAS
|Estancares g1 &2 Bromedic
9348571 EEQ.STILT s ST 80
|Muestras
am 1 416259424 1 4162 55424
&m 2 464917236 ru 2 454817736
CALCLLOS
Resultada [mg/ 100mg) rid x Wst u Fdst x Pot x 100
r5 x 'Wmp x Fdmp
|resuTanos
Cantenido 0,534 mg/1ddmg
il 0,527 mg'100mg
[T 0.9414 mg/100mg %ALD 11%
ANALIZADD POR: REVISADD POR: OBSERVACIONES:
M. Meira 31072019
E/CCA - DE2 R1
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