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RESUMEN
La especie Athyonidium chilensis, llamado cominmente pepino de mar es conocido como
un valioso recurso comercial debido a su alto valor alimenticio, especialmente en paises
orientales como Japén y China. Su utilizacion es avalada por diversos estudios de
caracterizacién quimica y nutricional, que destacan su alto contenido proteico, por ser un
organismo que presenta un alto porcentaje de masa muscular. La calidad de una proteina
esta dada en parte por su composicion aminoacidica, por lo que se requiere que los
métodos de deteccion y cuantificacion de aminoacidos hayan sido previamente validados.
Debido esto es que en el presente trabajo se realizé la validacion de un método analitico
para la identificacion y cuantificacion de trece aminoacidos en manto de Athyonidium
chilensis (Pepino de mar) por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), con la
finalidad de obtener un método que sea repetible y reproducible, que entregue resultados
confiables y seguros, acorde a los criterios de calidad. Los resultados para linealidad se
encuentran dentro de los criterios de aceptacion para cada uno de los aminoacidos.
Todos los aminoacidos cumplieron con los criterios de repetibilidad y reproducibilidad,
excepto Acido aspartico e Histidina para este Gltimo parametro. Los limites de deteccion y
cuantificacién permiten detectar y cuantificar cada uno de los aminoacidos presentes en
A. chilensis. Para completar la validacién, se requiere realizar estudios de exactitud y
selectividad, para determinar que la metodologia empleada esta validada para cada uno

de los aminoéacidos evaluados.



ABSTRACT
The Athyonidium chilensis species, commonly called sea cucumber, is known as a
valuable commercial resource due to its high nutritional value, especially in eastern
countries such as Japan and China. Its use is supported by various studies of chemical
and nutritional characterization, which highlight its high protein content, being an organism
that has a high percentage of muscle mass. The quality of a protein is given in part by its
amino acid composition, so it is required that the amino acid detection and quantification
methods have been previously validated. Because of this, the validation of an analytical
method for the identification and quantification of thirteen amino acids in the mantle of
Athyonidium chilensis (Sea Cucumber) by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) was performed, in order to obtain a method that is repeatable and reproducible,
that delivers reliable and safe results, according to the quality criteria. The results for
linearity are within the acceptance criteria for each of the amino acids. All amino acids met
the criteria of repeatability and reproducibility, except aspartic acid and histidine for this
last parameter. The limits of detection and quantification allow to detect and quantify each
of the amino acids present in A. chilensis. To complete the validation, studies of accuracy
and selectivity are required, to determine that the methodology used is validated for each

of the amino acids evaluated.
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INTRODUCCION

La evolucion de las especies ha permitido la existencia de una gran biodiversidad
terrestre, aérea y acuatica. Dentro de esta Ultima encontramos organismos, en su mayoria
invertebrados, que pueden poseer barreras fisicas (exoesqueletos) con el objetivo de
defenderse contra otros depredadores, pero existen otro tipo de especies que pueden
secretar distintos tipos de compuestos quimicos para sobrevivir (metabolitos secundarios)
(Haard & Simpson, 1994). La mayoria de estos organismos se desenvuelven en
ambientes extremos de presion, temperatura, rangos de salinidad y fluctuaciones de
oxigeno, por lo que la pesca y la exploracion marina abre un abanico de grandes
oportunidades no solo para el comercio, sino también para el descubrimiento y sintesis de
nuevos compuestos con utilidad biolégica, siendo ademas una importante fuente de
alimentacién, desarrollo de suplementos alimenticios y farmacos (Al-Haj et al., 2010;
Datta, 2015).

En los ultimos afios ha surgido gran interés por un cierto tipo de organismos invertebrados
pertenecientes al Phylum Equinodermata o equinodermos. Dentro de los equinodermos
se encuentra la familia Holothuriidae, del género holoturia, conocidos cominmente como
pepinos de mar, estan extensamente distribuidos, desde las zonas superficiales
(intermareales) hasta las profundidades oceanicas (Connand & Byrne, 1993). Habitan en
fondos blandos y se alimentan de sedimentos 0 materia en suspension, esto por la accion
de succién de la faringe cuando el animal introduce los tentaculos por la boca (Lawrence,
1987; Barnes et al, 1996). Se han descrito mas de 1500 variedades diferentes a lo largo
del océano (Schillali et al., 2014). Estas especies son de importancia economica,
principalmente en paises asiaticos, donde se considera un producto de élite, lo que ha
causado una gran deplecién de este recurso marino en estos paises (Purcell et al., 2002;
Hamel et al., 2003).

Actualmente, existen mas de doscientas especies explotadas de pepino de mar, sin
embargo, alrededor de veinte poseen una real importancia comercial (Skewes et al.,
2004). En China existen alrededor de cien especies de pepino de mar, de las cuales soélo
5 son comercializadas de forma importante, destacando entre ellas Apostichopus
japonicus (Yellow Sea Fisheries Research Institute, 1991). La eleccién de especies para
alimento depende principalmente de las caracteristicas estructurales de la pared del
cuerpo, ya que ésta presenta pequefias placas calcareas empotradas bajo la piel, que le
sirven de sostén y proteccion. Las holoturias que sirven para la elaboracion del trepang
(comida a base de pepino de mar de alto valor nutritivo) provienen principalmente de los
océanos Pacifico e Indico y del mar Rojo, pertenecientes a los géneros Holothuria y
Stichopus (Caso, 1972). Las especies mas utilizadas para la elaboracion del trepang son
Holothuria nobilis, H. mauritiana, H. scabra, H. lecanora, H. argus, H. edulis, Stichopus
variegatus, S. japonicus.

China y Japén son los principales productores y consumidores de pepino de mar a nivel
mundial, debido a que este recurso marino es parte de su dieta, ademas de poseer un uso
tradicional, sobre todo en China, donde se ha utilizado para el tratamiento de la artritis,
como purificador de la sangre y los rifilones, y poseer un efecto afrodisiaco. Se estima que
su cultivo y produccién en este pais excedi6 los 150 millones de doélares en el afio 2009.
(Li et al., 2012; Rogers et al., 2018). China, Corea y Japon, entre los afios 2009 a 2016,
fueron los paises con mayor produccion de este recurso marino (Yu et al., 2015; Rogers
et al., 2018).



La razén principal de su elevado valor comercial se debe a que forma parte de la
alimentacién base de la mayoria de los paises asiéticos, pudiendo comerse tanto crudo,
hervido o en conserva. Su alto contenido proteico, es aproximadamente tres veces mas
que el de pescados y mariscos, siendo este otro de los motivos por lo que el pepino de
mar es uno de los alimentos mas consumidos en oriente. Entre sus componentes destaca
el fucoidano, un polisacarido que se ha encontrado en el manto del Apostichopus
japonicus, con actividad anticoagulante, antiosteoclastogénica, hipoglicémica y protectora
contra los efectos ulcerativos de la mucosa gastrica (Wang et al., 2012). Ademas, otros
estudios han establecido que los pepinos de mar poseen, entre otras propiedades,
actividad antiinflamatoria (Xue et al., 2015), anti-cancer (Janakiram,Mohammed, & Rao,
2015), e incluso propiedades antioxidantes (Mou et al., 2018).

En Chile estan descritas 74 especies de holoturias de las cuales dos son explotadas
comercialmente en nuestro pais, Pattalus mollis y Athyonidium chilensis, siendo esta
dltima una de las especies de Holothuridos mas comunes en nuestro pais (Guisado,
2005) y su comercializacion empieza en el afio 1992. La recoleccion de A. chilensis entre
el afio 1998 y 2008 fue de 269 toneladas por afio, con un maximo de extraccion de 1510
toneladas en el afio 2000 (SERNAPESCA, 2008; Toral-Granda, 2008). Se caracteriza por
ser una de las especies de mayor longitud, perteneciendo al orden Dendrochirotida,
morfolégicamente posee una marcada simetria bilateral, presentando una zona ventral y
dorsal claramente definidas. Externamente, se distinguen 2 coronas de cinco pares de
tentaculos dendriticos, dispuestos externamente por grandes tentaculos e internamente
formada por tentaculos mas pequefios (Pawson, 1968; Fernandez, 1998). Al igual que las
especies orientales, A. chilensis ha mostrado poseer en el manto polisacéridos bioactivos
con propiedades anticoagulantes, aislandose principalmente condroitin-sulfato fucosilado
y algunos fucanos en menor cantidad (Matsuhiro et al., 2012; Pang et al., 2014; Pomin,
2015).

Diferentes estudios reportan que en general estas especies poseen proteinas como su
principal componente, siendo los porcentajes de lipidos y carbohidratos algo menores. En
el caso de individuos de A. chilensis cultivados con dietas artificiales, se determinaron en
la pared del cuerpo valores de proteinas superiores al 60%. Por otra parte, estudios
reportan que algunos oligopéptidos provenientes de hidrolizados de algunas especies de
pepinos de mar pueden tener un efecto antioxidante (Zheng et al., 2012) es por esto que
la composiciéon y cuantificacion de sus aminoacidos puede ser de utilidad para la
evaluacion de las propiedades nutricionales y funcionales, lo que puede determinar su
factibilidad para ser incorporado en la formulacién de alimentos como ingredientes
alimentarios, con fines tecnol6gicos y nutricionales.

Para la caracterizacion y cuantificacion de aminoacidos de proteinas en muestras
biol6gicas, previamente estas deben ser sometidas a procedimientos de hidrdlisis. Existen
tres tipos de hidrdlisis: hidrdlisis &cida, alcalina y enzimatica; la diferencia de las dos
primeras principalmente radica en el tipo de reactivos y de los aminoacidos que puedan
ser cuantificados posterior a la hidrélisis. Para la hidrdlisis &cida comunmente se utilizan
soluciones de HCI 6N, desafortunadamente, esto provoca la destruccion de aminoécidos
azufrados, como cisteina, triptéfano, metionina, por lo que este tipo de hidrélisis no
permite obtener todos los aminoacidos requeridos para su posterior cuantificacion. En
cuanto a la hidrdlisis alcalina, se utilizan bases fuertes como NaOH y KOH, esto permite
poder cuantificar los aminoacidos que se destruyen por accion de los acidos fuertes en la



hidrélisis acida (Akhlaghi et al., 2015). La hidrolisis enzimatica utiliza enzimas a una
determinada temperatura y pH, para desnaturalizar las proteinas en estructuras primarias
0 secundarias y posteriormente romper los enlaces peptidicos para obtener los distintos
aminoacidos que las componen (Aluko, 2018).

Debido a lo anterior, el andlisis proteico, y més especificamente aminoacidico del pepino
de mar puede ser de gran interés tanto econémico como con fines de investigacion.
Investigaciones anteriores han utilizado métodos de analisis de aminoacidos en algas y
otros tipos de organismos marinos (Capetillo, 2000); métodos de cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) han sido los mas utilizados para dicho fin.
La cromatografia liquida es una técnica de separacion que se ha utilizado desde 1906
para el aislamiento de diversos tipos de compuestos quimicos en diferentes tipos de
matrices. Esta técnica consiste en la habilidad de una columna que contiene en su interior
una fase estacionaria porosa, que permite la separaciéon de diferentes compuestos
cuando se afiade una mezcla de compuestos, que estan disueltos y son eluidos por una
fase movil. Cuando la muestra y la fase movil son eluidos a través de la columna, distintos
tipos de interacciones producen la separacion de los compuestos que estan dentro de la
mezcla. Los compuestos mas afines a la fase estacionaria se retienen con mayor fuerza
dentro de la columna, por lo que son los dltimos en eluir, mientras que los compuestos
menos afines a dicha fase son los primeros en salir de la columna, por lo que su tiempo
de retencién es menor y son mas afines a la fase mévil (Quattrocchi et al., 1992). Los
parametros involucrados en la optimizaciéon de una metodologia HPLC son:

e Tiempo de retencion (Tr): representa el tiempo transcurrido entre la introduccion de la
muestra en la columna y el momento en el que dicho componente alcanza el maximo
de sefial en el detector.

e NUmero de platos teoricos (N): es el cuadrado de la relacion entre el tiempo de
retencion y la desviacion estandar. Esto define la eficacia de la columna.

¢ Altura equivalente de platos teéricos (H): relaciona la eficacia de una columna con su
longitud. Es el cociente entre la longitud de la columna (L) y el nimero de platos
tedricos (N).

¢ Factor de asimetria (As): es una relacion que determina la distribucion gaussiana de un
peak cromatogréfico.

e Resolucion cromatogréafica (Rs): medida cuantitativa de la capacidad de una columna
para separar dos analitos. Se define como el cociente de la distancia entre los centros
de las dos bandas y el valor medio de la anchura de estas. Mientras mayor sea Rs
mejor separados estaran los picos cromatograficos de los componentes.

Se han desarrollado distintos métodos de cuantificacion de aminoacidos a través de
HPLC en muestras biolégicas con diferentes métodos de deteccidén (Song et al., 2018),
entre los cuales destaca la deteccién a través de detectores de fluorescencia. Este tipo de
deteccion permite obtener una mayor sensibilidad, entre unas 20 o 30 veces mayor a la
de un detector ultravioleta-visible. Existen distintos reactivos que permiten obtener
compuestos fluorescentes que pueden ser detectados por HPLC con detector de



fluorescencia, entre los cuales destacan 9-fluorenilmetil cloroformato (FMOC-CI) y o-
ftalaldehido (OPA). En el caso del segundo reactivo este puede reaccionar con los
aminoacidos y un agente reductor como el acido 3-mercaptopropionico (MPA) para
generar un producto insoindélico fluorescente (Figura 1) que puede ser leido a una
determinada longitud de onda de excitacion y de emision (Jones & Gilligan, 1983;
Capetillo, 2000).

MPA
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H \\t
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Figura 1. Reaccion de derivatizacion entre o-ftalaldehido (OPA), acido 3-mercaptopropidnico (MPA)
y un aminoacido (Elaboracién propia basada en Capetillo, 2000).

Si bien existen métodos cromatogréficos para la cuantificaciéon de distintos tipos de
compuestos, estos para entregar resultados confiables y seguros deben estar
anteriormente validados. La validacion de un método analitico es un proceso
documentado por el cual un procedimiento analitico 0 método demuestra ser adecuado
para el uso que estd destinado. Validacion se define como una accion documentada,
efectuada con concordancia con las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) y Buenas
practicas de Laboratorio (GLP), que demuestre que los procesos y actividades empleados
en el control de calidad estan dentro de los limites establecidos (ISP Chile, 2015). Cuando
se realiza la validacion de un método analitico, se busca poder determinar, junto con el
fundamento estadistico, que el método utilizado para esa determinaciébn o proceso
analitico, entrega junto a la documentacion adecuada, resultados confiables y
reproducibles, con un alto grado de exactitud y precision, y que estan dentro de los
parametros establecidos, para entregar calidad y seguridad en los resultados (USP,
2016).

Los parametros de validacion que se deben tener en cuenta difieren segun los requisitos
que exigen legalmente los distintos organismos (USP, 2016). Los planes de validacion
deben contemplar y evaluar: linealidad, precision, exactitud, sensibilidad y especificidad.

e Linealidad: capacidad de un método de andlisis, de dar una respuesta o resultados
instrumentales que sean proporcionales a la cantidad del analito a determinar. Su
determinacion se realiza por el método de los minimos cuadrados (USP, 2016).

e Precision: es el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas
individuales, cuando se aplica el procedimiento repetidamente a multiples muestreos
de una solucion homogénea (USP, 2016).



e Exactitud: es el procedimiento analitico, que se refiere a la proximidad entre los
resultados obtenidos en el procedimiento y el valor verdadero (USP, 2016).

e Sensibilidad: capacidad de un método para determinar pequefas diferencias en
concentraciones del analito. Esta contempla los limites de deteccion y de
cuantificacion.

- Limite de deteccion: cantidad minima de analito que puede detectarse en una
muestra, aunque no necesariamente cuantificarse, en las condiciones
experimentales indicadas (USP, 2016).

- Limite de cuantificacion: es la minima cantidad de analito en una muestra que se
puede determinar con precision y exactitud aceptables en las condiciones
experimentales indicadas (USP, 2016).

e Selectividad o especificidad: es el grado en que un método puede cuantificar o
cualificar al analito en presencia de interferentes presentes en la muestra de interés,
en forma exacta y especifica pese a las impurezas, productos de degradacion o
excipientes que pueden estar presentes en la muestra (USP, 2016).

Basado en los antecedentes presentados, esta unidad de investigacién busca establecer
una metodologia analitica HPLC validada para el andlisis de aminoacidos en pepino de
mar chileno (Athyonidium chilensis) acoplada a detector de fluorescencia. Este método de
deteccidn se seleccioné debido a que presenta una mayor sensibilidad, sobre todo en
muestras que presentan concentraciones bajas, ademas por ser un método sencillo de
utilizar y que ha sido uno de los mas utilizados para la deteccion y cuantificacion de
aminoacidos en muestras bioldgicas (Song et al., 2018). Se buscara la optimizacién de
sus parametros cromatograficos y la validacion del método, con la finalidad de obtener un
método que permita detectar y cuantificar los aminoacidos presentes en estos seres vivos,
para favorecer posteriores estudios que contemplen este recurso marino para preparacion
de suplementos alimenticios, medicamentos, entre otros.



OBJETIVOS

Objetivo general:

Validar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a
detector de fluorescencia para cuantificacion de aminoacidos en manto de Athyonidium
chilensis (Pepino de mar).

Objetivos especificos:

1. Implementacion de un método cromatografico para la cuantificacion de

amino&cidos en Pepino de Mar.
2. Optimizacion del método cromatografico para la cuantificacibn de aminoacidos

en Pepino de Mar
3. Validacién del método cromatogréfico para la cuantificacion de aminoacidos en

Pepino de Mar.



MATERIALES Y METODOS

Reactivos

e Acido boérico p.a., Loba.

e Acido clorhidrico 37% p.a., Merck.

e Acido 3 — mercaptopropiénico (MPA) p.a., Merck.

e Agua ultra pura.

e Estandar de L — aminoacidos (21G; L-Acido aspartico; L-Acido glutamico; L-Serina; L-
Histidina; L-Arginina; L-Alanina; L-Glicina; L-Valina; L-Fenilalanina; L-Isoleucina; L-
Leucina; L-Tirosina; L-Lisina) 98-99% de pureza, Sigma-Aldrich.

e O-Ftalaldialdehido para fluorometria (OPA), Merck.

o Fosfato de potasio dihidrogenado p.a., Merck.

e Hidroxido de potasio p.a., Merck.

¢ Metanol grado HPLC, = 99,9%, Merck.

¢ Nitrbgeno gaseoso.

e Tetrahidrofurano (THF) p.a., Merck.

e Trietanolamina (TEA) p.a., Merck.

Materiales y equipos

e Balanza semi-analitica PS360/C/2, Radwag.

e Balanza analitica AS 220/C/2, Radwag.

e Bairio ultrasonido WVC-D10H, Wiseclaen.

e Camara desecadora

e Centrifuga digital refrigerada 5702-R, Eppendorf.

e Columna Inertsil ODS-3 C18, 15cm x 4,6 mm x 150mm, 5 ym.

e Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC), con autosampler modelo SIL-20AC,
horno de columna modelo CTO-20AC, desgasificador modelo DGU-20A5 y detector de
fluorescencia RF-10AXL, Shimadzu.

e Estufa de secado ED-8, Binder.

e Material fungible de laboratorio.

o Refrigerador, LG.

e MAXI MIX Il Vortex Mixer, Thermo.



METODOLOGIA

1. Obtencién, almacenamiento y procesamiento de la muestra

Obtencidn: Se utilizaron muestras de A. chilensis (Pepino de mar) recolectadas en el
sector de El Tabo, cuyo uso fue aprobado previamente por el Comité Institucional de
Bioética para la Investigacion con Animales (CIBICA) y el Comité de Bioseguridad
de la Universidad de Valparaiso a través de las actas BEA088-2016 y BS022/2016
respectivamente para el proyecto “Valoracion del Athionydium chilensis (Pepino de
mar) a través de su caracterizacién nutricional y capacidad funcional proteica”
(Anexos 1, 2y 3).

Almacenamiento y procesamiento: Las muestras de A. chilensis previamente
liofilizadas y tamizadas se almacenaron en camara desecadora y protegidas de la
luz. Ademas, se almacend contramuestra en caso de posteriores analisis.

2. Soluciones de trabajo

Preparacion de soluciones buffer

Buffer borato 100 mM: Se prepar6 esta solucion diluyendo 1,54 g de acido bérico en
500 mL de agua HPLC, posteriormente se ajusté a pH 9,9 con una solucién 1,5 M
de KOH.

Buffer fosfato 9 mM: Se preparé esta solucién diluyendo 2,45 g de fosfato de potasio
dihidrogenado en 2 L de agua HPLC, se adicion6 0,5 mL de trietanolamina por litro
de solucion buffer y se ajust6 a pH 6,9 con una solucién 1,5 M de KOH.

Buffer neutralizante: Se preparé esta solucién diluyendo 13,61 g de fosfato de
potasio dihidrogenado en 250 mL de agua HPLC y se adicion6 10 mL de
trietanolamina por litro de solucién buffer.

Il. Preparacion de solucion derivatizante

Para la preparacion de esta solucion, en un tubo de ensayo se pes6 25 mg de reactivo
o-ftalaldehido (OPA), se afadio 0,5 mL de metanol HPLC y 25 pyL de MPA, se
centrifugd y se sonico para mejorar la solubilidad. Posteriormente se esta solucion se
protegio de la luz debido a que el reactivo OPA es altamente foto labil.

lll. Preparaciéon de solucién estandar y muestra de pepino de mar

Para la preparacion de estandar de aminoécidos, se pesaron 10 mg de cada uno
(excepto tirosina se pesaron 5 mg) y se disolvieron por separado en matraces aforados
de 5 mL con una mezcla de buffer borato y metanol HPLC en proporcion 1:1. Del



estandar interno (Sl), Norvalina, se pesaron 11,3 mg y se aforaron con buffer
borato/metanol en la misma proporcion en un matraz aforado de 5 mL. Posteriormente
se tomaron volimenes de estas soluciones (exceptuando Norvalina) y se mezclaron en
una solucién Gnica (Solucion madre 1) y se aforaron a 10 mL con una mezcla de buffer
borato y metanol en proporcién 3:1. De esta solucion se tomé un volumen de 750 uL y
se depositdé en un tubo eppendorf de 2 mL y se afadié 1,25 mL de mezcla de buffer
borato/metanol 3:1 (Solucion madre 2). De esta ultima solucion se tomo un volumen de
50 pL y se mezcldé con 20 pL de Sl, 200 pL de agua HPLC y 900 uL de reactivo
OPA/MPA. Se mezcl6 y se esper6 3 minutos para posteriormente afiadir 500 pL de
buffer neutralizante, para luego filtrar a través de filtros de jeringa de 0,45 micras e
inyectar en el HPLC.

Para la preparacién de la solucién de trabajo de A. chilensis, se pesaron 50 mg de
muestra por sextuplicado y se hidrolizaron con 15 mL de HCI 6N con ambiente de
nitrdgeno. Estas muestras se sometieron a una temperatura de 110 + 2 °C durante 24
horas. Posteriormente estas muestras se evaporaron y reconstituyeron con mezcla de
buffer borato/metanol 1:1, se centrifugaron a 4000 rpm, a una temperatura de 4°C y
durante 4 minutos. Después de la centrifugacion se procedio a aforar en matraces de
10 mL.

IV. Preparacion de fases moviles

e Fase movil A: Se mezclaron 250mL de buffer fosfato 9 mM, 250mL de agua HPLC y
1mL de tetrahidrofurano.

e Fase movil B: Se mezclaron 250 mL de buffer fosfato 9 mM, 175 mL metanol HPLC
y 75 mL de acetonitrilo HPLC.

3. Procedimiento de inyeccion de estandares y muestras en HPLC

Para el analisis de los aminodcidos tirosina y lisina se utilizaron las muestras sin diluir,
en cambio para los otros 11 aminoacidos, se procedi6 a diluir las muestras diez veces
con una mezcla de buffer borato/metanol HPLC en proporcion 3:1 debido a que
presentaron un mayor factor de respuesta, por lo que se les afiadié un volumen de 1
mL y 0,1 mL de Norvalina respectivamente.

Para el proceso de derivatizacién e inyeccién, se tomaron 50 pL de muestra a los
cuales se le afiadieron 200 pL de agua HPLC y 900 pL de reactivo OPA/MPA. Se
mezcld y esperd durante 3 minutos para posteriormente afiadir un volumen de 500 pL
de buffer neutralizante, para luego filtrar a través de filtros de jeringa de 0,45 micras e
inyectar en el HPLC (Capetillo, 2000).
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4. Implementacion del método para cuantificacion de aminoacidos en manto de A.
chilensis

La identificacion y cuantificacion de aminoacidos en muestras de manto se realizo
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Se tomaron como base las
condiciones cromatogréficas del trabajo realizado por Capetillo (2000) (Tabla 1). Para la
identificacién y cuantificacion de los aminoacidos se utilizé como estandar de referencia la
mezcla de Sigma LAA21 que contiene 21 aminodcidos, y como estandar interno
Norvalina.

Tabla N°1: Condiciones cromatogréficas utilizadas en la identificacion y cuantificacion de
aminodcidos en A. chilensis (Basado en trabajo de Capetillo, 2000).

SHIMADZU

Model L-7100

Fluorescencia RF-10AXL

Excitacion: 230 nm

Emisién: 389 nm

20 pl

1 mL/min

ODS-3 C18, 15cm x 4,6 mm x 150mm, 5 um, Inertsil
30°C

Fase movil A: 250mL de buffer fosfato, 250mL de agua
ultrapura y 1mL de tetrahidrofurano

Fase Movil B: 250 mL de buffer fosfato, 175 mL metanol
HPLC y 75 mL de acetonitrilo HPLC

0-24 minutos isocratico 98% fase moévil A; 25-34 minutos
rampa linear 98% fase mavil B; 35-40 minutos isocréatico
98% fase movil A

5. Optimizacion del método

Los parametros cromatogréficos evaluados y optimizados fueron:

e Tiempo de retencion: este pardmetro se determind directamente desde el
cromatograma de los aminoacidos estandares de aminoacidos, el cudl entrega el
tiempo de retencion (variable X) versus la sefial cromatografica o area del analito
(variable Y).
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e NUmero de platos tedricos: este parametro se determiné a través de la siguiente
férmula (Quattrocchi et al., 1992):

T
N =16 (—R>
w

Donde:

N= Numero de platos tedricos
Tr= Tiempo de retencién
w= Ancho de peak del cromatograma

Se utilizaron el tiempo de retenciéon y ancho del peak de Norvalina (SI) para calcular
este parametro. Mientras mayor sea el niumero de platos tedricos, mayor sera la
eficiencia de la separacion. Como valor de referencia minimo, N debe ser mayor a
2000.

e Altura equivalente de platos teoricos (H): Este pardmetro se calcul6 a través de la
siguiente férmula (Quattrocchi et al., 1992):

= L
N
Donde:

H= Altura equivalente de platos tedricos
L= Longitud de la columna (mm)
N= Numero de platos tedricos

Mientras menor sea la altura de cada plato tedrico, mejor serd la eficiencia de la
separacion de los compuestos.

e Factor de asimetria (As): este parametro se calculé a través de la siguiente férmula
(Quattrocchi et al., 1992):

Asigp = a

Donde:

Asi0%= Factor de asimetria al 10% de la altura del peak cromatografico
a= extremo anterior del peak cromatografico
b= extremo posterior del peak cromatografico

Si el peak cromatografico presenta un valor igual a 1, este tendra una distribucién
gaussiana normal, mientras que valores mayores 0 menores a 1 (tailing y fronting
respectivamente) no tendrén este tipo de distribucién. Como criterio de aceptacion se
determiné que As debe ser menor a 2 (As<2) (Quattrocchi et al., 1992).
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¢ Resolucion cromatografica: este pardmetro se determiné a través de la siguiente
formula (Quattrocchi et al., 1992):

Rs = (t; — 1)
S ol F—

1/2(wy +wy)
Donde:

Rs= Resolucién cromatografica

t1= tiempo de retencién del analito 1
t.= tiempo de retencién del analito 2
wi= ancho del peak del analito 1
w,= ancho del peak del analito 2

Este parametro se determind para peaks cercanos entre si. Valores de Rs = 1,5
representan una separacién hasta la linea base de ambos picos y un valor de 1,0
representa una resolucion del 90%. Valores de Rs < 1 indican solapamiento; valores de
Rs = 1 indican separacion (Garcia de Maria & del Castillo, 1988).
6. Validacion del método

Se evaluaron los siguientes pardmetros de calidad: linealidad, sensibilidad y precision.
Segun lo descrito por la USP (2016), Quattrocchi et al., (1992) e International Conference
of Harmonization (2005).

I. Linealidad

Capacidad del sistema para obtener una relacién proporcional entre la cantidad de analito
y su respuesta. El objetivo sera obtener un modelo que describa con precision esta
relacion.

Se determiné a través de la construccion de una curva de calibrado de cuatro niveles de
concentracion a partir de la solucibn madre 2 de trece aminoacidos estandar Sigma-
Aldrich, de acuerdo con las siguientes concentraciones:

> Acido aspartico: 4,69 — 9,38 — 18,75 — 37,50 mg/L

Acido glutamico: 9,38 — 18,75 — 37,50 — 75,00 mg/L

Serina: 3,75 -7,5- 15,00 — 30,00 mg/L

Histidina: 18,75 — 37,50 — 75,00 — 150,00 mg/L
Arginina: 4,69 — 9,38 — 18,75 — 37,50 mg/L

Alanina: 3,75 - 7,5 - 15,00 — 30,00 mg/L

YV V Vv VYV VYV V

Glicina: 4,69 — 9,38 — 18,75 — 37,50 mg/L
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Valina: 2,34 — 4,69 — 9,38 — 18,75 mg/L
Fenilalanina: 2,34 — 4,69 — 9,38 — 18,75 mg/L

Isoleucina: 2,34 — 4,69 — 9,38 — 18,75 mg/L

>
>
>
» Leucina: 3,75 -7,5 - 15,00 — 30,00 mg/L
» Tirosina: 12,50 — 25,00 — 50,00 — 100,00 mg/L
» Lisina: 15,00 — 30,00 — 60,00 — 120,00 mg/L

» Norvalina (SI): 22,6 mg/L

La mezcla de aminoacidos se analizé segin metodologia y se inyectd por triplicado en el
cromatografo. Con los datos obtenidos, se determiné:

1. La ecuacién de la recta (pendiente e intercepto).
2. Coeficiente de correlacion r, coeficiente de correlacion r2.
3. Test de linealidad:

o Estadistico t de Student para la pendiente (tca)

La curva de regresion lineal se determiné mediante el método de los minimos cuadrados,
segun la férmula:

y=mx+b
Donde:
b= intercepto en el eje de las ordenadas
m= pendiente de la gréfica
Se evaluo el coeficiente de regresion (r), que determina el ajuste lineal del método, siendo
el valor r =1 para una recta perfectamente lineal. Es necesario demostrar
estadisticamente que el método es lineal en el rango de concentraciones utilizado para

cada analito. Para esto, se determiné el valor estadistico t de Student experimental (tcal)
segun la siguiente ecuacion (Quattrocchi et al.,1992):

|r[vn —2
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Donde:

n= numero de puntos de la curva de calibrado
r= coeficiente de correlacion
r’= coeficiente de determinacion

Para tca > tania (COn 95% de probabilidad para n-1 grados de libertad) se determind que
existe una correlacion lineal significativa entre ambas variables, indicando una pendiente
distinta de cero. Ademds, se establecieron los intervalos de confianza para los
estimadores de regresion (pendiente e intercepto) con un nivel de significancia de 95%
para n-2 grados de libertad, segun la ecuacién de (Quattrocchi et al.,1992):

ax=a ttxSa
bx=b +txSbh
Donde:

a (intercepto)= intervalo de confianza de a

b (pendiente)= intervalo de confianza para b
t= Valor estadistico t student

Sa= Varianza de a

Sbh= Varianza de b

Il. Precisiéon

La precision esta relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de una valor
medio o central y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales. La
precision del método analitico se determiné a través de la repetibilidad y reproducibilidad
de la lectura analitica de una solucién de la muestra de A. chilensis y curva de calibracién
de cada aminoécido respectivamente.

A. Repetibilidad del método

Este parametro se determind utilizando una muestra de A. chilensis, la cual fue analizada
segun la metodologia por sextuplicado, en condiciones de repetibilidad (por un mismo
analista, mismo instrumento, mismo dia).

Matematicamente, la repetibilidad se expresa como el coeficiente de variaciéon (CV) o
desviacion esténdar relativa (RSD) permitiendo evaluar la incertidumbre y dispersion de
los datos alrededor de un valor medio (Quattrocchi et al., 1992). La desviacién estandar
relativa se calculo a través de la siguiente formula:

RSD = bs 100
_73(
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Donde:

DS= desviacion estandar de las concentraciones obtenidas
X= promedio de las concentraciones obtenidas

Como criterio de aceptacion de este parametro se utilizé el coeficiente de variacion de
Horwitz (CVh) para cada amino&cido, segun la ecuacién de Horwitz que relaciona la RSD
con la concentracion del compuesto, expresado en potencia de 10 (Quattrocchi et al.,
1992), como se indica en la siguiente formula:

CVh = 2(1—0,5 LOG C)

Para que el método sea repetible se establecié que el coeficiente de variacién debe ser
menor al CVh (Quattrocchi et al., 1992).

Se estableci6é un intervalo de confianza para la medida, que se calculé de acuerdo con la
distribucion t de Student para n-1 grados de libertad con un nivel de significancia de a
=0,05 (95% de probabilidad) segun la siguiente ecuacion (Quattrocchi et al., 1992):

Donde:

x= intervalo de confianza
S= Desviacion estandar
n= NUmero de mediciones
t= Valor de t Student

B. Reproducibilidad del método

Se determind a partir de la inyeccién de 6 soluciones de A. chilensis, por un analista y dia
diferente. Como criterio de aceptacién de este parametro se utilizé el coeficiente de
variacion de Horwitz (CVh) para cada aminoacido, segun la ecuaciéon de Horwitz que
relaciona la RSD con la concentracion del compuesto, expresado en potencia de 10
(Quattrocchi et al., 1992), como se indica en la siguiente formula:

CVh = 2(1—0,5 LOG C)

Para que el método sea reproducible se establecié que coeficiente de variacién debe ser
menor al CVh (Quattrocchi et al., 1992).
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Il. Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de analito que
puede producir una sefial o resultado significativo.

A. Limite de deteccion (LD)

El limite de deteccidon corresponde a la menor concentracion de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse en una muestra. Para calcular el limite
de deteccién, se utilizé el método de ICH (2005) basado la desviacion estdndar de la
respuesta (intercepto) y la pendiente, como se muestra en la siguiente férmula:

3,3%S
LD =

Donde:

LD= Limite de deteccién
S= desviacion estandar de los interceptos
m= pendiente de la curva de calibracion

B. Limite de cuantificacion (LC)

El limite de cuantificacién corresponde a la menor concentracién de analito que puede
determinarse con precision y exactitud segun las condiciones establecidas, expresandose
en unidades de concentracion. Para calcular el limite de deteccion, se utilizé el método de
ICH (2005) basado la desviacion estandar de la respuesta (intercepto) y la pendiente,
como se muestra en la siguiente férmula:

_10%S
B m

LQ
Donde:
LQ= Limite de cuantificacién

S= desviacion estandar de los interceptos
m= pendiente de la curva de calibracién
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RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacidén de parametros cromatogréaficos
La tabla N°2 muestra los tiempos de retencion obtenidos a partir del cromatograma de los
estdndares de aminoacidos (Figura 2), incluyendo el tiempo de retencion del estandar

interno, Norvalina.

Tabla N° 2: Tiempos de retencion de estdndares de aminoacidos.

Tiempo de

Aminoacido retencién (Tr)

(min)
Qgpl)%(r)tico Ul
glculgéomico 9,15
Serina 12,62
Histidina 14,87
Arginina 17,14
Alanina 17,68
Tirosina 19,70
Glicina 21,47
Valina 23,35
E\ISoI)rvallna 24.25
Fenilalanina 25,35
Isoleucina 26,26
Leucina 27,28
Lisina 29,54

En la tabla N°3 se muestran los parametros cromatograficos: Numero de platos tedéricos
(N), Altura equivalente de platos teoricos (H) y Resolucion (Rs).
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Tabla N° 3: Parametros cromatogréaficos optimizados para metodologia analitica utilizada.

Aminoéacidos Res(oFlzl;;non
Asp-Glu 3,04
Glu-Ser 4,24
Ser-Hys 3,18
Hys-Arg 4,23
Arg-Ala 0,94
Ala-Tyr 3,45
Tyr-Gly 2,43
Gly-val 2,61
Val-Nor 1,35
Nor-Phe 1,71
Phe-lle 1,71
lle-Leu 1,34
Leu-Lys 2,94

N 15989,88
H (mm) 0,009381

Asp: Acido aspartico; Glu: Acido glutamico; Ser: Serina; Hys: Histidina; Arg: Arginina; Ala: Alanina;
Tyr: Tirosina; Gly: Glicina; Val: Valina; Nor: Norvalina (Sl); Phe: Fenilalanina; lle: Isoleucina; Leu:
Leucina; Lys: Lisina; N: nimero de platos teéricos; H: altura equivalente de platos teéricos.

En la tabla anterior se presentan los parametros cromatograficos evaluados y
optimizados. El nimero de platos te6ricos presentd un valor elevado (valor minimo >2000)
y la altura equivalente de platos teéricos presenté un valor bajo, por lo que la eficiencia de
la columna para separar los compuestos para la metodologia empleada es la Optima
(Food and Drug Administration, 1994). Esto se demuestra a partir de la resolucién de los
aminoacidos analizados, ya que la mayoria de los compuestos presentan una buena
separacion (diez compuestos con una resoluciéon = 1,5 y dos compuestos con una
resolucion >1), excepto para el caso de Arginina-Alanina, que presentan un leve
solapamiento de los peak. Para mejorar la separaciébn de estos compuestos podria
emplearse otro tipo de gradiente entre los 17 y 18 minutos de elucién, o también,
disminuir el flujo de elucién para permitir una mayor retencion en la columna y mejor
separacion.
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Tabla N°4: Factor de asimetria para cada aminoacido estudiado.

Factor de

Aminoécido Asimetria
(As)
Q;I)%?tico L0
glcul'?éomico 1,0
Serina 1,0
Histidina 0,71
Arginina 1,14
Alanina 0,9
Tirosina 1,0
Glicina 1,0
Valina 1,0
E\ISC:)rvallna 075
Fenilalanina 0,95
Isoleucina 0,95
Leucina 1,0
Lisina 1,0

En la tabla anterior se presentan los factores de asimetria para cada uno de los
aminoacidos en el cromatograma (Figura 2). Los aminoacidos que presentan valores
iguales a 1 son simétricos, mientras que los que presenten valores menores 0 mayores
son asimétricos (fronting y tailing respectivamente). Todos los amino&cidos se encuentran
dentro del criterio de aceptacion (As<2), por lo que se puede inferir que el método
utilizado permite una correcta cuantificacion de los aminoacidos.
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Figura 2. Cromatograma HPLC correspondiente a curva de calibracion de estandares de
aminoacidos estudiados. 1= Acido aspartico; 2= Acido glutdmico; 3= Serina; 4= Histidina; 5=
Arginina; 6= Alanina; 7= Tirosina; 8= Glicina; 9= Valina; 10= Norvalina (Sl); 11= Fenilalanina; 12=
Isoleucina; 13= Leucina; 14= Lisina.
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Validacion

A. Linealidad

Para la evaluacibn de este parametro, se analizaron las relaciones de &rea y
concentracion de trece curvas de calibrado con estandares de aminoacidos (Anexo 4),
correspondientes a cada aminoacido encontrado en el pepino de mar. Los estimadores
estadisticos (Tablas N° 5 y 6) y las curvas de calibracion (Figuras 3 a 5) se resumen a
continuacion:

Tabla N°5: Estimadores estadisticos para linealidad de curvas de calibracién de los

aminoacidos Acido aspartico y glutamico, serina, histidina, arginina, alanina y glicina.

gsat;e(‘jni]s?(r:?yss as?)cgrdt?co glt'?tcgr?]?co Serina Histidina Arginina Alanina Glicina
r 0,9982 0,9992 0,9992 0,9991 0,9994 0,9993 0,9981
r? 0,9964 0,9984 0,9983 0,9982 0,9988 0,9987 0,9962
m 0,5287 0,5513 1,0021 0,4310 0,6363 1,2835 1,0138
b -0,0474 -0,0621 -0,0408 -0,1206 -0,0401 -0,0645 -0,0678
a* -0,0474 + -0,0621 + -0,0408 + -0,1206 + -0,0401 + | -0,0645+ | -0,0678
0,0930 0,1285 0,0956 0,2139 0,0647 0,1086 0,1815
b* 0,5287 + 0,5513 + 1,0021 + 0,4310 + 0,6363 + 1,2835 + 1,0138 +
0,0972 0,0672 0,1250 0,0559 0,0677 0,1420 0,1899
tcal 23,3962 35,2903 34,5049 33,1632 40,4356 38,8911 22,9738

Tabla N°6: Estimadores estadisticos para linealidad de curvas de calibracién de los

aminodcidos valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, tirosina y lisina.

gsiﬁi?s?(r:%z Valina Fenilalanina Isoleucina Leucina Tirosina Lisina
r 0,9989 0,9997 0,9990 0,9959 0,9996 0,9948
r2 0,9979 0,9994 0,9981 0,9919 0,9992 0,9896
m 1,2040 1,0593 1,3081 1,1372 0,5792 0,4741
b -0,0439 -0,0355 -0,0582 -0,0780 -0,0420 -0,2717
a* -0,0439 + -0,0355 + -0,0582 + -0,0780 + -0,0420 + -0,2717
0,0811 0,0374 0,0831 0,2399 0,0950 0,3352
b* 1,2040 £ 1,0593 + 1,3081 + 1,1372 + 0,5792 + 0,4741 +
0,1696 0,0782 0,1739 0,3136 0,0373 0,1095
tcal 30,5454 58,2550 32,3654 15,6037 49,4392 13,7723
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Figura 5. Concentracion de aminoacido/Concentracion Sl versus Area de aminoacido/Area Sl para
Lisina.

En cuanto al pardmetro de linealidad, con los datos presentados anteriormente, se puede
establecer que los valores para cada uno de los trece aminoacidos, se encontraron dentro
de los criterios de aceptacion, tanto para los criterios de ICH (2005) (r>0,995; r>>0,980) y
para los indicados por Quattrocchi et al. (1992) (tca>twnia), que permite afirmar que el
método es lineal para el rango de concentraciones establecido para n-2 grados de
libertad, con un nivel de confianza de 95% y un nivel de significancia estadistica de a=
0,05 segun Quattrocchi et al. (1992), indicando que existe una correlacion entre el area
cromatogréfica (variable Y) y la concentracién de analito (variable X). Esto debido que
todos los aminoacidos presentaron valores mayores a sus criterios de aceptacion
(r=0,995; r?=0,998) (ICH,2005). Sin embargo, para ciertos aminoacidos como glicina
(r=0,9981; r>=0,9962) y lisina (r=0,9948; r?=0,9896), que presentaron coeficientes de
variacién elevados para los puntos de sus curvas de calibracion respectivas, se puede
explicar a través de su inestabilidad y la aparente formacion de otros productos
secundarios postderivatizacion con la mezcla de reactivo OPA/MPA (Hanczké et al.,
2004).

Estudios han demostrado que la formacion de productos secundarios mas el exceso de
moléculas de OPA podria afectar negativamente al area cromatografica de aminoacidos
como glicina y lisina, los cuales poseen una estructura NH2-CH2-, que podria reaccionar
con otras moléculas de OPA y generar nuevos picos cromatograficos que se sumarian a
los picos cromatograficos ya existentes, aumentando las areas de estos productos
secundarios y disminuyendo el area del compuesto primario (Molnar-Perl, 2001; Kutlan et
al, 2002; Mengerink et al, 2002). Para el caso de estos aminoacidos se podria optar por
utilizar otra proporcion de mezcla de aminoacidos/derivatizante con la finalidad de obtener
una relacién con una cantidad equivalente de ambos. Aunque para estos dos aminoacidos
no se cumplan los valores de r y r?, se tomé como criterio de aceptacion el valor de t
calculado (tca), ya que funciona como un mejor estimador estadistico para la linealidad de
una curva de calibracién (ISP Chile, 2015), por lo que todos los aminoacidos serian
lineales al ser mayores al valor de t de tabla 4,303.
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Figura 6. Mecanismo de formacién de productos secundarios en la reacciéon de derivatizacion de
aminoécidos con un exceso de reactivo OPA (Mengerink et al., 2002).

Se determind, por lo tanto, que la linealidad de los métodos para los trece aminoacidos
fue estadisticamente significativa, ya que se obtuvieron valores de coeficiente de
correlacion mayores de 0,995 (excepto para lisina) y valores superiores al t tabulado
(4,303) para n-2 grados de libertad y un nivel de confianza del 95%, por lo que existe una
correlacion lineal entre la variable X (Concentracion de aminoacido/Concentracién de
estandar interno) y la variable Y (Area de aminoacido/Area de estandar interno).
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B. Precisiéon
Repetibilidad

Para evaluar la repetibilidad del método se utilizé una solucién de muestra de A. chilensis
que ademas contenia Norvalina como estandar interno. Se midi6 6 veces en el HPLC, por
un mismo analista y en el mismo dia. En la tabla N°7 se puede apreciar los resultados
obtenidos bajo las condiciones de repetibilidad, donde se indica el area promedio, la
desviacion estandar, intervalo de confianza del 95% de la media y coeficiente de
variacion.

Tabla N° 7: Repetibilidad aminoacidos presentes en Athyonidium chilensis.

o Promedioll cv Interv.alo de

Aminoacido Concentracion DS Cv Horwitz confianza
(mg/L) (95%)
'a&;;%cr)tico 34,21 2,69 7,86 9,40 +2,82
éﬂtdéomico 49,62 1,46 2,94 8,89 +1,53
Serina 19,91 0,35 1,76 10,20 +0,37
Histidina 145,58 5,89 4,05 7,56 +6,18
Arginina 30,91 0,41 1,34 9,55 +0,43
Alanina 16,76 0,55 3,28 10,47 +0,58
Tirosina 78,98 5,34 6,76 8,29 +5,61
Glicina 29,55 0,44 1,48 9,61 +0,46
Valina 13,22 0,47 3,54 10,85 +0,49
Fenilalanina 8,43 0,28 3,37 11,61 +0,30
Isoleucina 9,05 0,38 421 11,49 +0,40
Leucina 17,41 0,65 3,73 10,41 +0,68
Lisina 112,03 6,12 5,47 7,86 +6,43

Los resultados obtenidos bajo condiciones de repetibilidad se encuentran dentro del
criterio de aceptacién para todos los amino&cidos estudiados, con coeficientes de
variacion (Acido aspartico= 7,86; Acido glutamico= 2,94; Serina= 1,76; Histidina= 4,05;
Arginina= 1,34; Alanina= 3,28; Tirosina= 6,76; Glicina= 1,48; Valina= 3,54; Fenilalanina=
3,37; Isoleucina= 4,21; Leucina= 3,73; Lisina= 5,47) menores a sus respectivos criterios
de aceptacion (CV<9,40 para Acido aspartico, CV<8,89 para Acido glutamico, CV<10,20
para Serina, CV<7,56 para Histidina, CV<9,55 para Arginina, CV<10,47 para Alanina,
CV<8,29 para Tirosina, CV<9,61 para Glicina, CV<10,85 para Valina, CV<11,61 para
Fenilalanina, CV<11,49 para Isoleucina, CV<10,41 para Leucina, CV<7,86 para Lisina).
Debido a lo anterior se puede establecer que, para los anteriores aminoacidos, la
metodologia no se ve afectada significativamente por la cantidad de analisis realizados en
un mismo dia y por el mismo analista.
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Reproducibilidad

Para evaluar la reproducibilidad del método se utiliz6 una solucién de muestra de A.
chilensis que ademés contenia Norvalina como estandar interno. Se midié 6 veces en el
HPLC, por el mismo analista, pero en dos dias diferentes. En la tabla N°8, se muestra el
resumen de reproducibilidad para cada uno de los trece aminoacidos estudiados.

Tabla N° 8: Reproducibilidad aminoacidos presentes en Athyonidium chilensis

AminoAci Promedio_’ cv
minoacido Con?rir;t/f;cmn DS CcVv Horwitz
'a&;;%‘:ﬂco 31,65 3,86 12,19 9,51
éﬂtdéomico 47,61 2,63 5,52 8,95
Serina 19,63 0,40 2,06 10,22
Histidina 134,10 12,78 9,53 7,65
Arginina 30,67 0,59 1,93 9,56
Alanina 16,97 0,49 2,91 10,45
Tirosina 78,61 6,17 7,84 8,30
Glicina 29,42 0,58 1,96 9,62
Valina 12,96 0,50 3,85 10,88
Fenilalanina 8,17 0,41 5,03 11,66
Isoleucina 9,51 0,55 5,82 11,40
Leucina 17,56 0,59 3,38 10,39
Lisina 111,79 5,63 5,03 7,87

Los resultados obtenidos bajo condiciones de reproducibilidad se encuentran dentro del
criterio de aceptacion para Acido glutamico, Serina, Arginina, Alanina, Tirosina, Glicina,
Valina, Fenilalanina, Isoleucina, Leucina y Lisina, todos con coeficientes de variacion
(Acido glutamico= 5,52; Serina= 2,06; Arginina= 1,93; Alanina= 2,91; Tirosina= 7,84;
Glicina= 1,96; Valina= 3,85; Fenilalanina= 5,03; Isoleucina= 5,82; Leucina= 3,38; Lisina=
5,03) menores a sus respectivos criterios de aceptacion (CV<8,95 para Acido glutamico,
CV<10,22 para Serina, CV<9,56 para Arginina, CV<10,46 para Alanina, CV<8,30 para
Tirosina, CV<9,62 para Glicina, CV<10,88 para Valina, CV<11,66 para Fenilalanina,
CV<11,40 para Isoleucina, CV<10,39 para Leucina y CV<7,87 para Lisina). Debido a lo
anterior se puede establecer que, para los anteriores aminoacidos, la metodologia no se
ve afectada significativamente por la variacion en dias al realizar los analisis, por lo que
son reproducibles. Para los aminoacidos restantes, Acido aspartico (CV=12,19) e Histidina
(CVv=9,53), sus coeficientes de variacion son mayores a sus respectivos criterios de
aceptacion (CV<9,51 para Acido aspartico, CV<7,65 para Histidina), por lo que se puede
establecer que la metodologia si se ve afectada por la variacién en dias al realizar los
andlisis, por lo que no serian reproducibles en el tiempo.
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Para el caso del Acido aspartico, un estudio demostré que esta variacion en los analisis
se puede explicar por un aparente problema de elusion del compuesto, y que se requiere
un ajuste de la cantidad de tetrahidrofurano en la fase movil para solucionar este
problema (Vasanits et al., 2000). Por otra parte, la hidrdlisis 4cida de la muestra puede
provocar que el contenido de Asparagina (si es que presentara) reaccione y se transforme
en Acido aspartico, modificando el area cromatogréafica de este aminoacido (Molnéar-Perl,
2001) por lo que se deberia optar por otro tipo de hidrélisis para evitar esta variacion.
Histidina es un aminoacido que puede formar productos secundarios postderivatizacion,
gue pueden reaccionar con otras moléculas de OPA (Figura 7) y por ende disminuir su
area cromatografica (Csampai et al.,, 2004), lo que puede explicar la variacion del
compuesto y que este no cumpla con los criterios de reproducibilidad.
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Figura 7. Mecanismo de reaccion para la formacién de derivados de Histidina: OPA/MPA-HIS1 y
OPA/MPA-HIS2 (Csampai et al., 2004).
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C. Sensibilidad

A patrtir de las curvas de calibracion de los trece estandares de aminoacidos se determind
el limite de deteccion y limite de cuantificacion a través del método ICH (2005). En la tabla
N° 9, se muestra el resumen de los limites de deteccién y limite de cuantificacion para
cada uno de los trece aminoacidos estudiados.

Tabla N°9: Limites de deteccidn y cuantificacion para los trece aminoacidos estudiados

Pendiente
Aminoacido Pendiente | Pendiente | Pendiente | Curvade DS LD LQ
1 2 3 calibrado (mg/L) | (mg/L)
promedio
FEWD -0,036 -0,006 -0,016 0,53 0,01 | 2,11 6,41
aspartico
Acido -0,039 -0,031 -0,007 0,55 0,02 | 2,26 6,84
glutamico
Serina -0,029 -0,019 0,004 1,00 0,02 1,25 3,80
Histidina -0,111 -0,001 -0,018 0,43 0,06 | 10,29 31,17
Arginina -0,035 -0,003 -0,008 0,64 0,02 2,01 6,09
Alanina -0,047 -0,017 -0,015 1,28 0,02 1,06 3,21
Glicina -0,047 -0,023 -0,003 1,01 0,02 1,65 4,99
Tirosina -0,041 0,001 -0,009 0,34 0,03 1,37 17,18
Valina -0,034 -0,001 -0,005 1,20 0,02 1,28 4,16
Fenilalanina -0,034 -0,022 -0,018 1,06 0,02 0,47 3,88
Isoleucina -0,056 -0,007 -0,046 1,31 0,01 1,70 1,43
Leucina -0,056 -0,007 -0,046 1,14 0,03 5,67 5,15
Lisina -0,404 0,016 0,101 1,90 0,27 10,63 32,20

Como se puede evidenciar en la tabla N° 9, todos los aminoacidos presentan limites de
deteccion por debajo de las concentraciones de trabajo, por lo que el método puede
detectar con certeza las concentraciones para cada uno. Sin embargo, para diez de los
aminoacidos (Acido aspartico, Serina, Histidina, Arginina, Glicina, Valina, Fenilalanina,
Leucina, Tirosina, Lisina), el limite de cuantificacion sobrepasa al primer punto de sus
curvas de calibracion, (Acido aspartico=4,69 mg/L; Serina=3,75 mg/L; Histidina=18,75
mg/L; Arginina=4,69 mg/L; Glicina=4,69 mg/L; Valina=2,34 mg/L; Fenilalanina=2,34 mg/L;
Leucina=3,75 mg/L; Tirosina=12.50 mg/L), incluso dos puntos de la curva de calibracion
(Lisina= 15 y 30 mg/L), por lo que no podrian cuantificarse concentraciones menores a
estos valores. Para el caso de Histidina, este aminoacido presenta una estabilidad
variable y podria formar otros metabolitos que podrian reaccionar con moléculas
excesivas de reactivo OPA (Csampai et al., 2004), lo que podria afectar sus areas
cromatogréficas y por lo tanto el calculo de estos pardmetros. A pesar de esto, la
metodologia empleada permite detectar y cuantificar cada uno los aminoacidos, ya que
las concentraciones presentes en A. chilensis se encuentran sobre los limites de
cuantificacién de cada uno de los aminoacidos evaluados.
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Para el célculo de ambos limites, se utiliz6 un método matematico, por lo que podria
esperarse que los valores para estos podrian ser incluso mas bajos de lo que se calculo.
Para mejorar este parametro, se podrian utilizar otros métodos como son la inyeccion de
analito hasta concentraciones bajas o indetectables. No podrian utilizarse métodos como
medir el blanco reactivo, ya que para otorgue una sefial medible, se necesita realizar una
reaccion de derivatizacion junto con un compuesto aminoacidico, por lo que la ausencia
de estos en el blanco no podria ser una buena herramienta para el calculo de ambos
limites. A pesar de esto el método matematico proporcionado por ICH (2005) permite
detectar y cuantificar cada uno de los aminoacidos en A. chilensis.

Exactitud

El calculo de exactitud no se realiz6 debido a la falta de un material certificado de
referencia para calcular el sesgo, segun las concentraciones reales de A. chilensis.
Estudios posteriores podrian determinar este parametro evaluando el porcentaje de
recuperacion de cada uno de los aminoacidos posterior a la hidrélisis acida o alcalina que
se requiera para su determinacion.

Selectividad

Para determinar la selectividad del método se requiere realizar andlisis de los
aminoacidos posterior a someter a la muestra a procedimientos de oxidacion, fotdlisis,
termoalisis e hidrélisis alcalina.
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CONCLUSION

Se concluye que se obtuvo un método con parametros cromatogréficos optimizados,
los cuales, entregaron resolucion de los aminoacidos analizados, elevado namero y
baja altura de los platos tedricos, por lo que la eficiencia de la columna para separar
compuestos es la adecuada para el analisis.

La metodologia analitica por HPLC implementada en este estudio permitié la
deteccién y cuantificacion de trece aminoacidos presentes en Athyonidium chilensis.
Sin embargo, es necesario determinar a través de otros métodos de hidrélisis, si
presenta los amino&cidos esenciales (metionina, triptéfano, treonina), para definir que
esta especie presenta proteinas con alto valor nutritivo para el consumo humano y
ser incorporado a futuro en alimentos, suplementos, entre otros.

La metodologia analitica implementada para todos los aminoacidos cumple con los
requisitos de linealidad establecidos por la International Conference of Harmonization
(2005). Todos los aminoacidos estudiados cumplen con los criterios de repetibilidad,
sin embargo, solo Acido aspartico e Histidina no son reproducibles y no cumplen con
el criterio de Horwitz.

A partir de estos resultados se recomienda continuar en una posterior investigacion,
para incluir pardmetros como exactitud y selectividad, para completar la validacion y
asi obtener resultados concluyentes.
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Anexo N°1: Solicitud de bioética para el uso de animales de experimentacion

B ) y Version mayo 2015
Universidad
deValparaiso ciBIcA
CHILE

Comité Insfitucional de Bioélica para la
Direccicn de Investigacion Invesfigocion con Animales

SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE
INVOLUCRE A ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION

PRIMERQ: ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

1.

TiTuLG:

caracterizacion nutricional v capacidad funcional proteica

Walorizacion del Athyonidium chilensis (Pepino de Mar ) a través de su

FONDO E CONCURS0O DE PROYECTOS PARA ESTUDIANTES DE LA
INSTITUCIGN | UNIVERSIDAD DE VALPARAISO, 2016

[Z=fale nombre del concuso & insflucidn a lo gue postula. En lo posible, fote de no wiifizor siglas o acranimos)

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Marcela Escokar Pena
Indicar vnidad académica y marcela.escobar@uy.c
datos de confocto (al menos
email).

INVESTIGADOR ALTERNO: Indicar
uvnidad académica y datos de | Camilo Fuentes PFefa
contocto. camilo fuentes pena@hotrail cl

COINVESTIGADORES: Indicar
unidad académica y datos de
contacto.

|S=fiale nombre completo, comeo slecidnico, direccien v wnidad ccodemica de los invesiigodores responsables,

altemas y co-investigodores segin comespondal).

tste proyecto de investigacion utiliza:

Margue con X

Animales como sujetos de expenmentacion

Animales vivos s6lo para registros de datos

Animales muertos para registro de datos
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Codigo/numeracion de solicitud
Fecha de recepcion solicitud
Fecha Acta de Evaluacion
Fecha de Seguimiento

6. MARCO TEORICO, HIPOTESIS ¥ OBJETIVOS

Debe explicar el problema, presentar antecedentes generales y plantear en forma explicita la hipotess
(si &5 que la nay] ¥ objefivos. [Utiice maximo 1 pdging y medial

La Clase Holothuroidea estd constituida por unas 1100 especies agrupadas en seis ordenes, a los
que se conoce vulgarmente como holothurias, "cohombros” o "pepinos de mar”. Comesponden a una
de las cinco clases del Phylum Echincdermata, diferencidndose marfoldgicamente de estas, debido a
que presenta el eje polar largo, un cuerpo cilindricamente alargado con la boca y el ano en el extremo
amterior y posterior, respectivaments.

Actualmente, existen mas de doscientas especies explotadas de pepino de mar, sin embargo
alrededor de veinte especies poseen una real importancia comercial, siendo las mas importantes
Holoturia scabra, Holothura nobiliz y Aposfichopus japonicus

Los paises orientales utilizan al pepino de mar como alimento desde hace siglos por su alto contenido
de proteinas, casi fres veces mayor que el de los pescados y mariscos mas comunes en ofiente, ¥ su
efecto afrodisiaco. El producto mas importante que se extrae de los holotiridos es el beche-de- mer
trepang o hai-som), que comesponde a la pared seca del organismo. Tal es la demanda de este
producto que el precio de mercado del beche-de-mer (Aposfichopus jsponicus) ha aumentado
drasticamente en las dltimas décadas, sobresaliendo China, pais que tiene el control casi exclusivo
del mercade mundial de este recurso marino, siende Hong Kong su principal centro de mercadeo.
Muestro pais no esta ajeno a seguir esta tendencia mundial, ya que la gran demanda y el alto precio
que se paga por este producto en el mercado intemacional incentivan la explotacion de los
holetiridos chilenos, Athyonidium chiensiz y Paffalus moliis, comercializandose congelados v secos.
Diferentes estudios reportan que en general estas especies possen profeinas como su principal
componente, siendo los porcentajes de lipidos y carbohidratos algo menores. En el caso de
individucs de Afhponidium chilensiz cultivados con dietas artificiales, se determinaron en la pared del
cuerpo valores de proteinas superiores al 50%, incluyendo los mdsculos longitudinales y retractores
del intraverso.

La caracterizacion nutricional de la pared del cuerpo y los musculos a fravés de la evaluacion quimica
proximal y de la determinacion de acidos grasos y minerales permitira valorizar este recurso marino
para &l consuma humano. Ademdas el aislamiente y evaluacion de las propiedades funcionales de su
componente mayortaro, las proteinas. determinara la factibilidad de incorporar estos aislados
proteicos en la formulacion de alimentos como ingredientes alimentarios, con fines tecnolégicos v
nutricionales.

Hipatesis

Los pepinos de mar u holoturias, estan extensamente distribuidos en el mundo y se utilizan desde
siglos amcestrales para la alimentacion humana por su wvalor nutricional expresado em un alto
contenido de proteinas y ausencia de colesterol. Em Chile estan descritas 74 especies de holoturias
de las cuales dos son explotadas comercialmente, siendo una de ellas el Afhyonidium chilensiz, que
se comercializa en forma seca y congelada para su exportacion a paises orientales. Estudios
recientes realizados en esfa especie muestran que la pared del cuerpo contiens altos valores de
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protemnas, mayores al 80 %, y similares a las especies de importancia comercial. Dado lo anterior, |a
caracterzacion nufricional y funcional del cuerpo y misculo de peping de mar chileno, permitiria la
valorizacion de este recurso y su incorporacion en la formulacion de alimentos, con fines tecnologicos
y nutriciomales, en calidad de ingredientes alimentaric.

Objetivo general
Caracterizar nutricionalmente el misculo y pared del cuerpo del Afhyonidium chilensis (Pepino de
Mar]} ¥ la funcionalidad de las proteinas presentes.

Objetivos Especificos

1. Determinar la composician quimica proximal, de acidos grasos y minerales de la pared del cusrpo
y misculo del peping de mar.

2. Aislar las proteinas mayoritariamente presentes en la pared del cusrpo y musculo del peping de
Mar.

3. Caracierizar quimica y amincacidicamente las proteinas previamente aisladas desde pared del
cuerpo ¥ musculo,

4. Determinar propiedades funcionales de las proteinas aisladas desde pared del cuerpo y musculo.

7. MATERIALES Y METODOS

Debe explicitar el fipo de estudio ¥ disefio experimental. Indigue tfampién insfrumentos, encuwestas,
farmacos o cualguier ofro elemento al que pueda estar expuesto el swjefo de experimentacion durante
&l profocolo de investigacion.

Se utilizaran § individuos adultos (=200g) de la especie Athyonidium chilensziz (Pepino de mar)
recalectados en el sector de El Tabo {lugar de acceso plblico). que seran transpartados al lugar de
eutanasia en cajas de aislapol acondicionadas con gel packs y algas tipo huiro, a objeto de evitar =l
desowve ¥ desecacion.

Los pepinos de mar adultos seran narcotizados por inmersion en dos litros agua de mar saturada con
cristales de mentol, por animal, durante un perode aproximado de 12 horas, evaluando cada 2
horas su movilidad a fraves de la respuesta al tacto de los tentaculos. Los pepinos narcotizados (gue
no presenten reaccion) seran diseccionados separando sus drganos internos y seleccicnando pared
del cuerpo y miscules.

Sobre la pared del cusrpo y misculos se realizard la caracterizacion nutricional a traves de la
evaluacidn guimica proximal v de la determinacion de acidos grasos y minerales. Asimismo, se
aislaran las proteinas constituyentes y se evaluaran las propiedades funcionales de estas.

8. JUSTIFICACION DE LA METODOLOGIA ¥ RELEVANCIA DEL PROYECTO

Argumente la perfinencia de ka metodologia indicando si existen alternativas y valorando la imporfancia
del desamolic de este proyecto.

Los individuos de la especie Athyonidium chilensiz (Pepino de mar) seran diseccionados previa
Narcosis por inmersion en agua de mar saturada con cristales de mentol, process que anestesiard a
asins organismaos.

Mo se disponen de aliemnativas a esta metodologia.

Hlanss 951, Valparaiss Fama-Fax: +58 ([3Z) 2603132
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SEGUNDO: VALORACION DE ASPECTOS ETICOS

(M Mo comesponde]

1. Los animales recolectados vivos seran ufilizados solo para registro de 5l MO | ®
datos [peso, sexo, lugar de muestreo, etc).

Expligue gué sucederd con ellos después de registrar los datos requernidos.

2. Los animales obtenidos vivos seran mantenidos en cavtiverio yfo en 2l MO | x
condiciones de laborotorio

Expligue en gué condiciones serdn mantenidos, por cudnio fiempo y guien serd el responsabile
de s cuidado.

Explique qué sucedera con los animales lvego de terminodo el esfudic

3. Su estudio evalia vna practica clinica (farmacos, aparatos, radiaciones, sl HND | x
procedimientos quirirgicos, ofros).

Especifigue & su respuesta es 5l

4. La practica clinica considerada en este estudio es invasiva y/o puede 5l MO | ®
potencialmente causar algin grado de malestar, dano fisico al animal en
estudio, esirés fisico. conductual v ofro.

Especifique s su respuesta es 5. Considere medidas de mifigacicon ol malestar, ol darfic, estrés u
ofro.

5. Lo pracfica clinica considerada en este estudio beneficiara directa o sl HNO | x
indirectamente a los animales del estudio.

Ezpecifique & su respuessta es 5l

&. Senale si los animales obtenidos deben ser sacrificados para la obtencion |5 [x | ND
de dafos. Indique v justifigue &l nimers de animales a viilizar.

Se ufiizoran & pepincs de mar adultos, nimero de individuos gue permite obtener dafos
estadisticos [promedio £ D3), la cbtencidn de materal suficiente para obtencién de los
resultados a los chjefivos planteados y similar a los individuos ufilizodos en estudics desfinados
al gislamiento de profeasas (Hemandez A. Idenfificocion vy coracterzacion de Proteasas del
peping de mar. Tesis parg opfar al grodo ge Magister, 2070).

Hlanss 951, Valparalss Fama=-Fax: +58 ([32Z)
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Loz pepinos de mar adultos [>200g] seran narcofizados por inmersién en dos lifros aguea de mar
satuwroda con crstales de mentaol, poranimal, durante wn perodo aproximado de 12 honas,
evalvando cada 2 horas su moviidad a fraves de la respuesta al facto de los tentaculos. Los
pepinocs anesfesiados serdn diseccionados separando sus drganos y seleccionando cuerpo y
muscwos.

7. Sehale si en este estudio participard vna compania farmacéutica u ofra | HC | x
entidod comercial.

5i su respuesta es 5, indigue & nombre de la comporiio y el grado de parficipacion de la
enfidad en esfa invesfigacién (co-investigodores, coloboradores, apoyo logistico,
financiamienta, auspicio v ofra).

B. Tienen los investigadores afiliacion o algin compromise econdmico o de | 3 NO | x
ofra naturaleza con la compania especificada en el punto 7.

5i su respuesta es 8, indigue lo noturaleza del compromiso.

?. iTienen los investigadores afiliacion o algin compromiso economico o de | 3 HO | x
ofra naturaleza con alguna compania o institucion no especificada en el
punto 7 pero que pudiera estar interesada o beneficiarse por el desamrallo de
esta investigacion?.

5i su respuesta es 5, indigue lo noturaleza del compramisa.

10. i Esperan los investigadores obtener algin beneficio econdmico v ofro 5l Mo | x
directo o indirecto, con el desamollo de este estudio?

50 su respesta es S indigue la noturaleza del beneficio.

11. Fundamente la consideracion de métodos alternativos en su estudio (3 Rs: reemplazo,
reduccion y refinamiento) **|ver definicionas)

Reemplazo: no hay métodos altematives para conseguir v caractesizar el material.

Reduccion: Se usaran & animales, nimerc minimo para determinar estadisticamente las
cantidades de proteinas en los tejidos [Hemandez A_ ldenfificacion v caracterzacion de
Proteasas del pepinge de mar. Tesis para optar al grado ge Magister, 2010)

Refinamienta: Los animales se exirasran del intermareal somers, @ mana para evitar dafios y se
levaran inmediatamente a cajos apropiadas para el traslado de los animales con pack de
hiclo v huro para evitar estrés v desecacion.

12. jExisten algunas olras consideraciones &ficas gue deban ser evaluaodas?

Los pepinos de mar seran recolectados en la localidad de B Tabo [lugar de acceso publico) v
transportados al lugar de eutanasia en cajas de aislapol acondicionadas con gel packs y algas

tipo huirc

"Las alfernativas de Reemplazo ckeden o matodos que avilen o sustifuyon =1 uso de animales. Esto incheye tanto los
re=mplazos absolutos [=s decir, sustituir animales por modelos informaficos), coma los reemplazos relativos |=s deci,
sustituir wardebrados, por animales con una menor percepcion del dolor, como algunos invert=brados).

Blanss 951, Valpasaiss Fama=-Fax: +56 [3Z) 26
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Loz attemativas de Reduecldn aluden o cualguier estrafegio gue tenga coma resulfade = wso de wn menor nomeno
de animales pora obi=ner dofos suficientes que respondan a lo cuestion invesfigoda, o lo maoxmizocion de o
informacian obtenida por animal, para as limitar o evitar pofencialmente e vso posteror de ofros animales, sin
comprometer &l bienestar animal.

Loz alfernativas de Refinomiento cluden o los condiciones en los cuvales = maonfienen animales o de los
procedimienios para minimizar =1 dolor, angustia y =l estres, ad como para mejorar 2] bienestar de los animales

wliizodos =n lo ciencia desde su nacimients hasta su muerde.
Fuenfe: Greenfocts based on the Canodian Cowncl on Animal Cane, Three Bs indroducfion

TERCERO: ANEXCS

A confinuacion indique qué documentos han sido anexados a este formulanio. Bspecifiqgue en cada
inea los documentos anexodos.

Diocumentos Margue con X

Permisos de recoleccion del 5AG de animales gue esten profegidos [e.g.. oves,
mamifercs, etc.]

Carta de consentimiento o pemiso de aooeso a resendas o lugares privados
gonde se efectuand la recolecoidn de animaes

Ofro. Especificar:

Exfraccion: se realzond en ka orlla, en area de libre occeso y ko especie no fiene
regulaciones de captura ni arfes de pesca.

CUARTO: COMFPROMISO DEL INVESTIGADOR

El investigaodor responsable individvalizado en la primera pagina de esto solicitud, declara
que foda la informacién descrita en este formulario comesponde a la verdad v se compromete
a vn desamolle bioetico de sv invesfigacion.

T

e

Camile Fusntes P. Marcela Escobar P.
22 juliio de 2016

— Erviar este formulano Impress Con Iina en ongindl y documenios anexados en un so0fe cenmado
dirigido al Presidente del CIBICA, Comité Institucicnal de Bioética para 1o Investigacion oon
Animales, Cerfficociones Bioefica, a ko Direccion de Investigacion.

Blancs 951, Valparaliss Fomo=-Fax: +56 [32) 26
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COMNFLICTOS DE INTERES

5i considera que existen conflictos de interés con aigin infegrante del CIBKCA ¥ gue esto lo inhabilte
para certificar este proyecto, sefidielc a confinuacidn con i justificacidn comespongiente. Esto
informacion serd considerada estictamente confidencial, por ko mismo, no incluya esta hoja en su
formuario sino gue enviela en un sobre cergdo, d nombre de g Coordingcién de Bioéfica v
Bicsegundad DIUY.

Profesora Chita Guisado, es profesor de apoyo de este proyects

Hlancs 951, Valparaiss Foamo-Fax: +56 (32) 2603132
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Anexo N°2: Certificado de Bioética para uso de animales de experimentacion

Universidad

g CIBICA
devalpgr"allfg Comité Institucional de Bioética para
la Investigacion con Animales
Divisién Académica
Direccién de Invesfigocién
ACTA DE EVALUACION BIOETICA

BEA088-2016

|. Bl Comité Institucional de Bioética para la investigacién con Animales de la
Universidad de Valparaiso, en su sesion del 1 de septiembre de 2016, declara haber
evaluado el protocolo experimental del proyecto BEA088-2016 fitulado " Valorizacion
del Athyonidium chilensis (Pepino de Mar ) a fravés de su caracterizacion nutricional y
capacidad funcional proteica” de la investigadora responsable prof, Marcela Escobar
P. , tutora del alumno $r. Camilo Fuentes P. de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Valparaiso y que se presentd a concurso Los Estudiantes Primero de la
Universidad de Valparaiso.

Il. Para su evaluacion el Comité de Bioética reviséd los antecedentes presentados en el
formulario “SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A
ANIMALES COMO SUJETOS DE INVESTIGACION",

lll. En la valoracidn bicética del proyecto, el Comité consideré adecuado los aspectos
bioéticos indicados en el segundo punto Valoracion de Aspectos Eticos del formulario
“SOLICITUD PARA LA APROBACION DE INVESTIGACION QUE INVOLUCRE A ANIMALES
COMO SUJETOS DE INVESTIGACION" y que se sefalan en las paginas anexas a esta
acta.

IV. Por lo anterior, el Comité Institucional de Bioética aprueba el protocolo
experimental.

BB UNIVERSIDAD DE VALPARAISO) : /
) coue smicou ce scees

S Al

Presidente
Comité Institucional de llo‘gl’co para la Investigacién con Animales
/

l/,
Valparaiso 01 de septiembre de 2014

Blanco 951, Valparalwo | Fono«rvax: «56 (32| 2603184
v, uv, ¢l
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Anexo N°3: Certificado de Bioseguridad para uso de animales de experimentacién

Universidad
- deValparaiso
CHILE
Direccidn de Investigacién
Comité de Bioseguridad
CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
B3022/2016

I, B Comilé de Bicsegundad de la Universdad de Valporaso, declara que
an su sesidn de agosto 18 de 2014, evalud el profocolo expermental del
proyecto "Valorzacion del Athyonidium chilenss (Pepino de Mar) a fravés
de su caracterzocion nulicional y copocidod funcional  proteica”,
presentado por la Prefescra Marcela Escobar, tutora del & Comio Fuentes
Pena, alumno de lo Facuwtad de Famada de esta Universdad.

Il. Para su evaluacion & Comité de Bioseguidod revisd los anfecedanies
presenfadcs por el inleresodo en relocion a los resgas ¥y medidos
preventives de los ocfividodes planteadas en el proyecto referdo, en
aquellas achividades que se realizaran en lo Foculfad de Farmacia.

lIl. En lo valorocién de bioseguidod del proyecto, el Comité considerd
apropiades & confrol de nesgos, las madidas preventivas, la gestion de
residucs y el resguardo de ko comunidod y del medio ambiente,

IV. Por ko anlericr, el Comité de Bioseguwidod de la Universidad de
Valparaiso cerfifica que este protocolo experimental contempla ks
medidos de bioseguwidod definidas en ef Reglomenio de Higiene y
Seguricad de la UV y en el Manual de Bloseguidod de CONICYT,

V. Se exliende esle cerlificado paro ser presentado al concunso “Los
Esludiantes Primero: Ha g una mayor eficacia y eficiencio cumicular del
pregrodo de la Uniyerddad de Volparaiso™

Slance 521, Valgwealse | Fozo: o34 [0 2500500
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Anexo N°4: Curvas de calibracion para los trece aminoacidos estudiados

Curva de calibrado con estandar de Acido aspartico y estandar interno.

Concentracion Area 1 Area 2 Area 3
aminoacido/ AT AR RO . C.V.
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
SI Area Sl Area Sl Area Sl
0,21 0,09 0,08 0,08 0,08 0,01 10,69
0,41 0,16 0,15 0,17 0,16 0,01 6,25
0,83 0,36 0,39 0,35 0,37 0,02 5,45
1,66 0,82 0,81 0,89 0,84 0,04 4,81
Curva de calibrado con estandar de Acido glutamico y estandar interno.
Cg&?ﬁg;ﬁggn Area 1l Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area Sl Area Sl Area SI .
0,41 0,21 0,18 0,18 0,19 0,01 6,96
0,83 0,42 0,37 0,39 0,39 0,02 5,56
1,66 0,84 0,83 0,77 0,81 0,03 4,21
3,32 1,79 1,78 1,79 1,78 0,01 0,40
Curva de calibrado con estandar de Serina y estandar interno.
Concentracion < < <
P Area 1 Area 2 Area 3
aminoacido/ AT AP e . CcVv
Concentracion am[noaudo/ am[noaudo/ amlnoamdo/ Promedio DS (%)
S| Area Sl Area Sl Area Sl
0,17 0,16 0,14 0,14 0,15 0,01 9,13
0,33 0,28 0,28 0,29 0,28 0,01 3,55
0,66 0,61 0,62 0,57 0,60 0,03 4,31
1,33 1,30 1,32 1,29 1,30 0,02 1,43
Curva de calibrado con estandar de Histidina y estandar interno.
C:r:?ﬁg;::a;ggn Area 1l Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area S| Area S| Area S| °
0,83 0,30 0,28 0,27 0,28 0,02 6,75
1,66 0,54 0,59 0,60 0,58 0,03 5,40
3,32 1,25 1,32 1,18 1,25 0,07 5,67
6,64 2,72 2,83 2,76 2,77 0,05 1,92




Curva de calibrado con estandar de Arginina y estandar interno.
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Concentracion

AminoAcido/ Area 1 Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area S| Area S| Area S| 0
0,21 0,11 0,10 0,11 0,11 0,01 4,72
0,41 0,21 0,21 0,22 0,22 0,01 3,33
0,83 0,48 0,48 0,45 0,47 0,02 3,35
1,66 1,01 1,02 1,04 1,02 0,02 1,48
Curva de calibrado con estandar de Alanina y estandar interno.
Concentracion < < <
DU Area 1 Area 2 Area 3
aminoacido/ AT AP e . cVv
Concentracion am[noamdo/ am[noamdo/ am[noaudol Promedio DS (%)
S| Area Sl Area Sl Area Sl
0,17 0,18 0,17 0,17 0,17 0,01 5,92
0,33 0,35 0,35 0,36 0,35 0,01 1,68
0,66 0,77 0,78 0,72 0,76 0,03 3,85
1,33 1,63 1,65 1,68 1,65 0,02 1,32
Curva de calibrado con estandar de Glicina y estandar interno.
Cg&?ﬁg;ﬁg'g/ﬂ Area 1l Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area S| Area S| Area S| 0
0,21 0,22 0,15 0,17 0,18 0,04 19,97
0,41 0,38 0,27 0,39 0,35 0,07 18,89
0,83 0,72 0,65 0,79 0,72 0,07 9,85
1,66 1,70 1,40 1,82 1,64 0,21 13,12
Curva de calibrado con estandar de Valina y estandar interno.
Concentracion < < <
P Area 1 Area 2 Area 3
aminoacido/ AP AP e . cVv
Concentracion am[noaudo/ am[noaudo/ am[noamdo/ Promedio DS (%)
S| Area Sl Area Sl Area Sl
0,10 0,11 0,10 0,09 0,10 0,01 6,79
0,21 0,19 0,20 0,21 0,20 0,01 2,97
0,41 0,43 0,45 0,42 0,43 0,01 2,71
0,83 0,96 0,96 0,98 0,97 0,01 0,96




Curva de calibrado con estandar de Fenilalanina y estandar interno.
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Cg;?ﬁg;;?g'oo/n Area 1 Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area S| Area S| Area S| 0
0,10 0,09 0,08 0,08 0,08 0,00 2,84
0,21 0,19 0,17 0,18 0,18 0,01 6,83
0,41 0,40 0,39 0,38 0,39 0,01 2,57
0,83 0,88 0,82 0,85 0,85 0,03 3,39
Curva de calibrado con estandar de Isoleucina y estandar interno.
Concentracion < < <
DU Area 1l Area 2 Area 3
aminoacido/ AT AP e . cVv
Concentracion am[noamdo/ am[noamdo/ am[noaudol Promedio DS (%)
S| Area SI Area Si Area Sl
0,10 0,11 0,10 0,09 0,10 0,01 11,67
0,21 0,21 0,19 0,19 0,20 0,01 3,93
0,41 0,45 0,49 0,47 0,47 0,02 4,75
0,83 0,98 1,04 1,09 1,04 0,06 5,35
Curva de calibrado con estandar de Leucina y estandar interno.
Cg&?ﬁg;ﬁg'g/ﬂ Area 1l Area 2 Area 3 cv
Concentracion aminoacido/ aminoacido/ aminoacido/ Promedio DS (%)
S| Area S| Area S| Area S| 0
0,17 0,20 0,16 0,12 0,16 0,04 23,70
0,33 0,30 0,30 0,28 0,29 0,01 3,21
0,66 0,61 0,63 0,57 0,61 0,03 5,15
1,33 1,48 1,45 1,46 1,46 0,01 0,97
Curva de calibrado con estandar de Tirosina y estandar interno.
Concentracion < < <
P Area 1l Area 2 Area 3
aminoacido/ AP AP e . cVv
Concentracion am[noaudo/ am[noaudo/ am[noamdo/ Promedio DS (%)
S| Area SI Area Sl Area Sl
0,55 0,32 0,31 0,31 0,31 0,01 3,39
1,11 0,59 0,54 0,56 0,56 0,03 4,98
2,21 1,24 1,23 1,23 1,23 0,01 0,48
4,42 2,67 2,36 2,56 2,53 0,15 6,03




Curva de calibrado con estandar de Lisina y estandar interno.
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Caminodcidol | Areal Area 2 Area 3 | cv
Concentracion am[noamdo/ am[noamdo/ amlnoamdo/ Promedio DS (%)
SI Area Sl Area Sl Area Sl
0,66 0,14 0,12 0,13 0,13 0,01 6,57
1,33 0,44 0,22 0,39 0,35 0,12 33,12
2,65 0,97 0,70 0,88 0,85 0,14 16,03
5,31 2,98 1,90 2,03 2,31 0,59 25,66




