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RESUMEN

En los ultimos afios, el consumo de suplementos alimenticios que contienen colageno ha
aumentado considerablemente en el Perq, impulsado por su popularidad como productos que
promueven beneficios para la salud y la estética. Sin embargo, la falta de regulacion nacional y la
ausencia de controles de calidad generan incertidumbre sobre la composicion, seguridad y eficacia
de estos productos, permitiendo la comercializacién de suplementos que no cumplen con los
estandares adecuados. Este estudio se enfoco en evaluar la calidad de suplementos alimenticios que
contienen coldgeno mediante la cuantificacion de hidroxiprolina, un aminoécido esencial que actua
como marcador del colageno. Para ello, se validé una técnica analitica basada en Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion con Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD), la técnica demostro ser
selectiva, precisa y exacta, con limites de deteccion y cuantificacion de 0.045 mg/mL y 0.149
mg/mL, respectivamente, y tiempos de hidrdlisis (6 horas) y derivatizacion (20 minutos) 6ptimos.
La técnica validada se aplico para analizar suplementos comercializados en la ciudad de Arequipa,
encontrandose una alta variabilidad en los niveles de hidroxiprolina segun la adquisicion de las
muestras. Las marcas importadas (10.29% - 10.35%), utilizadas como controles, presentaron un
contenido promedio superior al 10%, cumpliendo con los estdndares de calidad. En contraste, las
muestras adquiridas en farmacias (0.21% - 13.91%) y mercados (1.59% - 4.86%) locales mostraron
contenidos heterogéneos, con valores que oscilaron desde niveles adecuados hasta concentraciones
significativamente bajas. Estos resultados evidencian las diferencias en calidad de los productos
disponibles en el mercado arequipefio y resaltan la necesidad de implementar normativas que

garanticen la calidad y seguridad de los suplementos alimenticios que contienen colageno.

Palabras clave: Control de calidad, Fluorescencia, Hidroxiprolina, Regulacion, Suplementos de

Coléageno.
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ABSTRACT

In recent years, the consumption of food supplements containing collagen has increased
considerably in Peru, driven by their popularity as products that promote health and aesthetic
benefits. However, the lack of national regulation and the absence of quality controls generate
uncertainty about the composition, safety and effectiveness of these products, allowing the
marketing of supplements that do not meet adequate standards. This study focused on evaluating
the quality of dietary supplements containing collagen by quantifying hydroxyproline, an essential
amino acid that acts as a collagen marker. For this, an analytical technique based on High
Performance Liquid Chromatography with Fluorescence Detector (HPLC/FLD) was validated. The
technique proved to be selective, precise and accurate, with detection and quantification limits of
0.045 mg/mL and 0.149 mg/mL. mL, respectively, and optimal hydrolysis (6 hours) and
derivatization (20 minutes) times. The validated technique was applied to analyze supplements
marketed in the city of Arequipa, finding a high variability in hydroxyproline levels depending on
acquisition of the samples. The imported brands (10.29% - 10.35%), used as controls, presented an
average content greater than 10%, meeting quality standards. In contrast, samples acquired from
pharmacies (0.21% - 13.91%) and local markets (1.59% - 4.86%) showed heterogeneous contents,
with values ranging from adequate levels to significantly low concentrations. These results show
the differences in quality of the products available in the Arequipa market and highlight the need
to implement regulations that guarantee the quality and safety of food supplements that contain

collagen.

Keywords: Quality Control, Fluorescence, Hydroxyproline, Regulation, Collagen Supplements.
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LISTA DE ABREVIATURAS

HPLC/FLD = Cromatografia liquida de alta resolucion con detector de fluorescencia
UE =Unio6n Europea

Aa = Aminoécidos

FMOC-CI = Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo

FDA = Food and Drug Administration

DSHEA = Dietary Supplement Health and Education Act
DIGESA = Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria
-OH =Grupo Hidroxilo

-NH- = Grupo Amino

-COOH = Grupo Carboxilo

HCI = Acido Clorhidrico

tr = Tiempo de retencion

RS = Resolucion

R = Coeficiente de correlacion

R2 = Coeficiente de determinacion

LOD = Limite de Deteccion

LOQ = Limite de Cuantificacion

Areaops = Area observada

Areapreq = Area predicha

SO = Desviacion estandar

S"O = Desviacion estandar usada para calcular

CV% = Coeficiente de variacion
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%R = Porcentaje de recuperacion
HO = Hipdtesis nula

H1 = Hipdtesis alternativa

min = Minutos

mg/mL = miligramos por mililitro
M =Muestra

St = Estandar

ME = Muestra + Estandar
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INTRODUCCION

El uso de suplementos alimenticios ha experimentado un importante auge en las Gltimas
décadas, dando lugar a debates sobre la idoneidad de estos suplementos.

Uno de los principales desafios del mal uso actual de suplementos alimenticios es la ausencia
y limitada regulacion que poseen. Pese a que hay un marco normativo dentro de la Unién Europea
(UE) para su aplicacion, la ausencia de acuerdo mundial genera un gran hueco que es explotado
por aquellos que buscan ganar dinero y engafiar. (1)

En el informe publicado en el afio 2020 por la Comision de Libre Comercio del Protocolo
Adicional al Acuerdo Marco de la Alianza del Pacifico, detalla la minimizacién de requerimientos
para la comercializacion de suplementos alimenticios, lo cual genera una indiscriminada
comercializacion de estos productos ya que no hay un control. (2)

Desde el punto de vista cientifico, los suplementos alimenticios requieren cumplir una serie de
condiciones para ser considerados como tales, deben demostrar su biodisponibilidad, tener estudios
que avalen su eficacia y que sean seguros. Un componente de los suplementos alimenticios que
maés controversia ha suscitado es el colageno, sobre todo, por la duda que se alberga acerca de su
biodisponibilidad en la piel, cartilagos, huesos, etc.

El colageno es la proteina mas abundante en nuestro organismo y es un componente del tejido
conectivo que compone la piel, los cartilagos, los huesos, los tendones y otros tipos de tejidos. El
coldgeno se compone principalmente de tres aminodcidos (Aa); la glicina, la prolina y la
hidroxiprolina, siendo este ultimo el responsable de proporcionar una alta estabilidad al colageno,
por lo que es de gran relevancia.

Debido a alta demanda del consumo de suplementos alimenticios que contienen coldgeno, el

mercado crecio bastante, lo cual género que muchos de estos no cumplan con las caracteristicas y
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calidades que deberian tener. Al no haber una regulacion a nivel nacional no se tiene entendido si
estos suplementos que se comercializan en realidad son suplementos de calidad o no.

En el informe publicado en el afio 2022 por Gobierno Mexicano, detalla el analisis de 32
productos denominados suplementos de colageno o colageno hidrolizado de los cuales 8 tuvieron
diferentes irregularidades como un contenido inferior de lo declarado, publicidad engafiosa y no
comprobaron el contenido de colageno.(3)

En los ultimos afios en el Per(, la tendencia de productos alimenticios que contienen colageno
ha ido aumentando de forma exponencial; las personas buscan adquirir suplementos alimenticios
que contienen colageno sin saber la composicion, eficacia, seguridad, calidad y veracidad de estos
productos; por lo que proponer la evaluacion de la cantidad de Hidroxiprolina en suplementos
alimenticios que contienen colageno, es de suma importancia para poder saber sobre la calidad
estos productos.

En el articulo publicado en el afio 2021 por Gameil A. y colaboradores, detalla que se han
desarrollado métodos novedosos para la deteccion y cuantificacion de colagenos en general con la
utilizacion de digestion enzimatica, hibridacion y fluorescencia, de igual manera se necesita de un
método rapido de un solo paso que detecte y cuantifique con facilidad de manera selectiva y
sensible el colageno y sus compuestos similares.(4)

En el articulo publicado en el afio 1990 por Miller Edward y colaboradores, detalla un método
que implica derivatizacion precolumna con Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-CL),
debido a las propiedades fluorescentes de los derivados. Este método permite realizar analisis
completos de aminoécidos en 100 ng de colageno.(5)

La Hidroxiprolina es un aminoécido que funciona como marcador del coldgeno. Dada su
importancia, es crucial realizar la cuantificaciéon precisa de dicho aminoécido en suplementos

alimenticios que contienen colageno para valorar la calidad de dichos productos. En este contexto,
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en el presente estudio se validd una técnica analitica basada en Cromatografia Liquida de Alta
Resolucidn con Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD) para la determinacion de hidroxiprolina.
Posteriormente a la validacion, esta técnica se utiliz6 para determinar los niveles de hidroxiprolina
en suplementos comercializados en la ciudad de Arequipa y se realizd una comparacién entre
diferentes marcas de origen bovino. Este analisis proporcionara informacién relevante sobre la

calidad y consistencia de los productos de colageno disponibles en el mercado arequipefio.
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HIPOTESIS

Dado que hay una escasa regulacion para estos productos, en los Gltimos afios ha habido un
aumento en el mercado de Suplementos Alimenticios que Contienen Colageno; es probable que,
estos productos no cumplan con la composicion y calidad que deberian tener, es por ello que se
propone evaluar la concentracion de Hidroxiprolina en estos suplementos mediante Cromatografia

Liquida de Alta Resolucién con Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD), ya que este aminoacido

es un componente esencial del colageno.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Cuantificar Hidroxiprolina en Suplementos Alimenticios que contienen Colageno mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Validar una Técnica por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detector de
Fluorescencia (HPLC/FLD) para determinar Hidroxiprolina

e Determinar los niveles de Hidroxiprolina por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
con Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD), en Suplementos Alimenticios que contienen
Coléageno que son comercializados en la ciudad de Arequipa.

e Comparar los niveles de Hidroxiprolina presentes en diferentes marcas de Suplementos
Alimenticios que contienen Coladgeno comercializados en la ciudad de Arequipa con

Suplementos Importados.
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CAPITULO I

1. MARCO TEORICO
1.1. Suplemento Alimenticio

Dado que varias regulaciones utilizan diversos términos y categorias que frecuentemente
varian entre paises y regiones, no existe un acuerdo universal sobre como se deben definir estos
productos cuando se trata de suplementos alimenticios.

Segun el National Institutes of Health de EE.UU. y la FDA,; las vitaminas, minerales, hierbas
y sustancias botanicas, aminoacidos, enzimas y otros tesoros nutricionales son los suplementos
dietéticos o alimenticios. Estos pueden manifestarse en diversas formas: pildoras clasicas, cpsulas
0 tabletas, polvo, barras energéticas, gel o incluso en forma de bebidas. (6) Los suplementos
dietéticos pueden potenciar o preservar la salud integral, ademas de contribuir a cubrir las
demandas cotidianas de nutrientes esenciales. (7)

En los Estados Unidos, el DSHEA de 1994 define a los suplementos alimenticios como:
Articulos disefiados para enriquecer la alimentacion, incluyendo vitaminas, minerales, hierbas u
otras plantas (a excepcion del tabaco), aminoécidos, suplementos que incrementan la ingesta total,
0 concentrados, metabolitos, componentes, extractos 0 mezclas de estos ingredientes. Para cumplir
con esta normativa del DSHEA, la FDA etiqueta los suplementos alimenticios como alimentos, no
como farmacos. Asi, las compafiias de suplementos no deben probar la seguridad y efectividad de
sus productos a menos que se demuestre que son nocivos para la salud. (8)

Uno de los problemas mas significativos del mal uso actual de los suplementos alimenticios
es la ausencia y limitada regulacién que poseen. Aungue hay un marco normativo dentro de la UE
para su implementacion, la ausencia de acuerdo mundial genera un enorme hueco que es explotado

por aquellos que buscan estafar y ganar dinero. (9)
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En el Pert actualmente no hay ninguna regulacion nacional para los suplementos alimenticios.
Ademas, segun la comisidn de libre comercio de la Alianza del Pacifico, se eliminaron los
obstaculos técnicos al comercio de suplementos alimenticios, lo que cual genera una controversia
con este tema. Por otro lado, la Alianza del Pacifico indica que el encargado de regular los
suplementos alimenticios es el Ministerio de Salud a través de la (DIGESA). (2)

En los dltimos afios, en el Perd, la demanda de suplementos alimenticios con colageno ha
crecido de manera exponencial; las personas buscan obtener suplementos nutricionales que
contienen colageno; desconociendo la composicion, eficacia, seguridad, calidad y autenticidad de
estos productos, dado que no cuentan con una normativa.

1.2. Colégeno

El colageno, una proteina tridimensional fibrosa que representa entre el 25%-30% de las
proteinas totales en el organismo de los mamiferos, se erige como la pieza clave del tejido conectivo
de vertebrados e invertebrados. Como pieza clave del entramado molecular de los seres vivos,
desempefia un papel crucial en la estructura vital de los seres vivos: Articulaciones, cartilagos,
fibras musculares, tejido conectivo y la piel. Por sus virtudes, el colageno ha conquistado el mundo
farmacéutico, médico y alimentario. (10)

El colageno, compuesto por tres cadenas de aminoacidos o triples hélices, posee una robustez
mecénica excepcional y la habilidad de almacenar humedad. Las tareas primordiales del colageno
son preservar la arquitectura, potenciar la fortaleza, resistencia y elasticidad de los tejidos. (11)

Tras la adolescencia, el organismo disminuye su produccién interna de colageno,
disminuyendo un 1% anual. A los 50 afios solo presentamos un 35% de colageno, esencial para
rejuvenecer la piel, los huesos, los discos intervertebrales, los musculos, los tendones, los
cartilagos, las articulaciones y todos los tejidos que sostienen nuestro cuerpo. (12) Por esta razon,

numerosas personas optan por adquirir suplementos nutricionales que contienen colageno.
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1.2.1.  Estructura del Colageno

Las fibras de colageno, conocidas como fibrillas de colageno, se distinguen por su
elasticidad y forma ondulada, tal como se ilustra en la Figura 1 (A) y (B). Las fibrillas
de colageno, compuestas por tres cadenas de aminoacidos, se entrelazan en una triple
hélice, donde tres polipéptidos helicoidales hacia la derecha se entrelazan para formar
una cada triple helicoidal hacia la izquierda, tal como se ilustra en la Figura 1 (C). La
triple hélice simboliza el entramado cuaternario, donde el hidrogeno y las interacciones
de Van der Waals mantienen su equilibrio. Esta entidad, conocida como tropocolageno,
se presenta como una varilla robusta y ostenta un peso molecular de aproximadamente
300 KDa. Lartriple hélice de colageno se origina gracias a la arquitectura'y composicion

de sus aminoécidos, tal como se ilustra en la Figura 1 (D). (13) (14)

(A)

(8)

(©)

(D)

Figura 1. Estructura del colageno tipo I. (A) fibra de colageno; (B) Estructura de
la fibrilla; Triple hélice de coldgeno (tropocolageno); (D) Hélice aislada (14)

La arquitectura primordial del coldgeno se sustenta en una secuencia de

aminoacidos ininterrumpida, donde el Aa predominante es la Glicina. El colageno,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE " B UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

compuesto por 8 Aa de glicina, 4 Aa de prolina y 2 Aa de hidroxiprolina, se repite sin
cesar hasta formar las cadenas polipeptidicas que lo componen. (10) A partir de Gly-
XY, donde X e Y son prolina e hidroxiprolina, se teje la siguiente danza, tal como se
ilustra en la Figura 2

—Gly-Pro-Y-Gly-Pro-Hypro-Gly-X-Hypro-Gly-X-Hylys-Gly-X-Y-

P Rl LM T

I‘— O7nm—’|

Figura 2. Secuencia de Aminoécidos del Colageno. (13)

Aunque las secuencias de colageno fluctian segin las especies, su
composicion habitual se compone de un 35% de glicina, un 12% de prolina y un 10%
de hidroxiprolina, este Gltimo elemento es crucial porque asegura la estabilidad de la
molécula. (4)

1.2.2.  Hidroxiprolina

La hidroxiprolina, un aminoacido no esencial proveniente de la prolina, se
distingue por un grupo hidroxilo (-OH) enlazado al carbono en la cuarta posicién del
anillo de pirrolidina, emblematico de la prolina. Se describe como un rompecabezas de
cinco componentes: el grupo amino (-NH-), un grupo carboxilo (-COOH) y un hidroxilo
(-OH) en la posicion 4, transformandola en la 4-hidroxiprolina (15) como se aprecia en
la Figura 3. Este cambio molecular la transforma en una molécula méas polar que la
prolina, abriendo asi la puerta a enlaces hidrdégenos adicionales. En consecuencia,
cuando las cadenas polipeptidicas de colageno contienen hidroxiprolina, se produce una

nueva clase de puente de Hidrogeno al fusionar el carbonilo de una cadena con el OH
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del anillo pirrélico de la hidroxiprolina, lo que forja una estructura secundaria mas

estable. (10)

O
'---....__H

H*’"""O
N

O H

Figura 3. Estructura quimica 4-hidroxiprolina. Elaboracion Propia

La hiaroxiprolina es crucial en 10s Supiementos de colageno ya que funciona como
un indicador especifico de colageno y favorece la estabilidad estructural de dicha
proteina, que resulta vital en tejidos como la piel, huesos, tendones y cartilagos. Los
Suplementos de colageno hidrolizado, que incluyen aminoacidos libres y péptidos, se
asimilan de manera sencilla en el cuerpo y facilitan la incorporacion de hidroxiprolina,
elemento vital para preservar la integridad y funcionalidad de los tejidos conectivos.

La existencia de hidroxiprolina se emplea como indicador analitico para valorar la
cantidad de colageno presente en el producto, lo que equivale a calidad. Concretamente,
la concentracion de hidroxiprolina en el colageno varia entre especies, en funcion del
tipo genético del colageno y el tejido del que se aisla. Este altimo participa en la
estabilizacion de proteinas a través de la creacion de puentes de hidrdgeno. (16) Su
cuantificacion es ampliamente utilizada para evaluar la calidad y pureza de productos
derivados de colageno, como suplementos alimenticios. Este aminoécido es relevante
porque su concentracion refleja directamente el contenido de colageno en un

producto.(17)
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Aunque la hidroxiprolina es un indicador importante de la calidad del colageno,
actualmente no existe una normativa internacional especifica que establezca valores
aceptables de este aminoacido en suplementos alimenticios. Esta ausencia de regulacion
deja un vacio que podria ser aprovechado por fabricantes para comercializar productos
de calidad cuestionable, lo que resalta la necesidad de investigaciones que evalten la
calidad de estos suplementos.

A pesar de la falta de una normativa especifica para suplementos alimenticios, la
ISO 3496:1994 proporciona un método estandarizado para determinar el contenido de
hidroxiprolina en productos carnicos y caldos. Esta norma reconoce la importancia de
cuantificar este aminoécido como indicador de proteinas colagénicas, lo que valida su
relevancia en la evaluacion de productos derivados de colageno. La inclusion de la ISO
3496:1994 en el contexto de esta investigacion subraya la necesidad de adaptar métodos
validados para evaluar suplementos alimenticios de colageno. Aunque esta norma esta
disefiada para productos carnicos, su enfoque en la hidroxiprolina como marcador puede
ser una base para el desarrollo de estandares especificos en suplementos alimenticios,
contribuyendo a una regulacién futura que garantice la calidad de estos productos. (17)

Investigaciones han evidenciado que después de ingerir colageno hidrolizado, la
hidroxiprolina en la sangre fomenta la generacion de colageno en los fibroblastos,
células encargadas de la sintesis de colageno en la piel y otros tejidos, fomentando de
esta manera ventajas para la piel y las articulaciones. (18) Ademas, se utiliza la
hidroxiprolina como indicador de autenticidad y pureza del colageno en productos, dado
que otras clases de proteinas no poseen hidroxiprolina en sus secuencias. (19) Debido a

esto es habitual en analisis de control de calidad cuantificar la hidroxiprolina en
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suplementos para confirmar que el producto posee una cantidad considerable de
coléageno.
1.2.3.  Composicion del Colageno

El colageno alberga casi la totalidad de los 20 aminoéacidos, pero 3 Aa brillan por
su rol en la preservacion de la triple hélice y sus caracteristicas Unicas. Estos
aminoacidos son la glicina, la prolina y la lisina, quienes, mediante enzimas, se
transforman en hidroxiprolina y hidroxilisina. (13)

Aproximadamente un tercio del colageno se compone de glicina y un 25% de dos
amino&cidos unicos: hidroxiprolina e hidroxilisina. La glicina moldea la estructura,
mientras que la hidroxiprolina y la hidroxilicina otorgan firmeza a la hélice. En dltima
instancia, otros Aa pueden experimentar glucosilaciones, lo que facilita la creacion de

multiples puentes de H que ofrecen una robusta resistencia a las fibras. (20)

1.2.4. Tipos de Colageno

Diversas sinfonias peptidicas de tropocolageno moldean variados tipos de
colageno. En el colageno Tipo I, dos de las cadenas son iguales, mientras que las tres
enel Tipo Il'y Ill son distintas. Las caracteristicas de los colagenos tipo IV y V son mas
vagas, aunque se sospecha que en el tipo IV podrian estar involucradas tres cadenas

idénticas. (14)
En la Tabla 1 se despliegan los coldgenos mas conocidos y su ubicacion geografica.
e Tipo I, la mas abundante en el organismo. Tiene una sinfonia Unica de
aminoacidos: un 33% de glicina y un 10% de prolina. Ademas, alberga un
0.5% de 3-hidroxiprolina, un 10% de 4-hidroxiprolina y un 1% de 5-

hidroxilisina. Ubicado en la dermis, cartilago, hueso, capsula de 6rganos,
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tendones y fascias, desempefiando roles de fortaleza a la presion, apoyo y
salvaguarda. Para brindar apoyo a la dermis, es frecuentemente empleado en
productos de belleza.(21-23) (24) Este es el colageno mas abundante en la
leche de vaca..

e Tipo II, compuesto por tres cadenas o 1, ubicadas en los cartilagos hialino y
elastico. Para resistir la presion y el desliz. En la actualidad, se incorpora en
las dietas para combatir dolencias articulares, especialmente la osteoartritis.
(23) (24)

e Tipo III, compuesto por tres cadenas a 1, se encuentra en la region intermedia
de los drganos tubulares y cavitarios, tales como arterias y Gtero, rifién,
higado, bazo, ganglios linfaticos y masculo liso. Para mantener la arquitectura
de estos 6rganos y apoyar a las células, tales como los miocitos, las células de
Schwann, los hepatocitos y las células reticulares (23)

e Tipo V, compuesto por tres cadenas a 1 de tipo IV, situadas en laminas y
membranas subterraneas, sin tejer fibras ni fibrillas. Para brindar filtrado y

respaldo, fue creada por células epiteliales (23)

Tabla 1. Principales tipos de colageno

Tipos Localizacion

Tipo | Huesos, tendones, ligamentos y piel
Tipo 1l Cartilago y ojo
Tipo 1l Higado, pulmones y arterias
Tipo IV Rifion y otros érganos internos
Tipo V Superficies celulares, pelo y placenta

Nota. La tabla representa la lista de los principales tipos de coldgeno. Tomado de:
Mamani M. (13)
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1.3. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

Las siglas HPLC simbolizan la cromatografia liquida de alta precision, conocida como "High
Performance Liquid Chromatography"”. Es una técnica cromatografica poderosa que permite
desmenuzar mezclas intrincadas en un abrir y cerrar de 0jos. (25) (26)

En esta modalidad de cromatografia, la muestra recorre una fase estacionaria encapsulada en
una columna y es transportada por una fase mavil liquida bajo una presion extremadamente alta.
A lo largo de este lapso, los elementos de la muestra se separan en la columna. Tras la division, el
detector detecta a los analitos mientras que eluyen de la columna. Capacidad para analizar trazas
de materia organicay inorganica en una concentracion que oscila entre 10-6 y 10-12 gramos, segun
el detector seleccionado. (25) (27)

Entre los elementos del engranaje cromatografico destacan:

1.3.1. Fase estacionaria

Las fases estacionarionarias mas habituales son la silice modificada o las
microperlas de polimero. Las microperlas se transforman afiadiendo hidrocarburos de
cadena larga. (28)
1.3.1.1. Columna cromatogréfica

La columna es el componente esencial de un cromatografo, pues es en su interior
donde la separacién se materializa. Es vital elegir con precision la columna ideal para
cada separacion, ya que una columna deficiente o de baja calidad no permitira alcanzar
resultados, incluso con el equipo més formidable. (29)

En el pasado, las columnas de HPLC eran polares como la silica, mientras que las
fases maviles eran no polares, lo que se conoce como fase normal. En la actualidad, la
HPLC se presenta en su version inversa, donde la columna es hidrica y la fase mavil

se compone de una mezcla hidrica y modificadores organicos, predominantemente
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metanol y acetonitrilo. Asi, en este tipo de HPLC, los analitos hidrofobicos se
encuentran mas retenidos y se eluyen con mayor facilidad conforme la proporcién del
componente hidrofobico en la fase mavil crece. La separacion depende de interacciones
hidrofdbicas entre las moléculas de soluto en las fase mavil y estacionaria. (25) (26)
(30)

1.3.2.  Fase movil

La fase movil es un disolvente o una mezcla de disolventes, segtn lo detallado en
la monografia de cada sustancia. A menudo, los componentes de la fase mévil pasan
por un proceso de filtracion para eliminar particulas que superen los 0,45 um. Las fases
moviles de diversos componentes se forman al calcular y fusionar los volimenes
requeridos de cada uno de ellos, empleando disolventes.

Normalmente, se desgasifican antes de ser bombeados con helio, mediante
sonicacion o utilizando modulos de membrana en vacio para evitar que la celda del
detector se llene de burbujas de gas. (31)

En el arte de la HPLC, la fase estacionaria 'y la movil se entrelazan con la muestra de manera
selectiva. (27)
1.3.3.  Aparato

Un cromatégrafo HPLC es un conjunto de herramientas esenciales para su
funcionamiento. En la Figura 4 se despliegan esos elementos. (29) (32) (33)
1.3.3.1. Reservorio de Fases Mdviles

El cual alimenta al sistema con la fase mavil.

1.3.3.2. Bomba
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Fuerza el pasaje de la muestra y de la fase mavil a través de la columna, impulsando
la fase movil proveniente del reservorio de solvente hacia el inyector y desde alli hasta
la columna.
1.3.3.3. Inyector

La muestra puede ser introducida sin que el sistema interrumpiera el flujo del
solvente.
1.3.3.4. Columna analitica

Es el epicentro del mecanismo cromatografico, el alma del engranaje
cromatogréfico. Las columnas analiticas eficaces deben poseer una fase estacionaria
uniforme y particulas diminutas.
1.3.3.5. Detector

Sistema de monitoreo de la solucion que emerge de la columna, debe tener la
habilidad de detectar una sustancia cuando eluye, transformarla en una sefial eléctrica'y
enviarla al display, donde se revela como una desviacion de la linea base.
1.3.3.6. Sistema de registro

La captura de informacion del detector y su posterior tratamiento se realiza
mediante un ingenioso sistema de captura y procesamiento de datos, compuesto por un
registrador grafico, un integrador y una computadora.

La HPLC se puede emplear tanto en el ambito cualitativo como en el cuantitativo. El andlisis
cualitativo permite descubrir sustancias mediante la comparacion de los tiempos de retencion de
estandares y muestras. En el ambito numérico, la HPLC puede emplear estandares externos o
internos para crear graficos de calibracion, y luego puede utilizar el area del pico de la muestra en

el cromatograma para calcular la concentracion. (25)
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1.3.4. Deteccion de Fluorescencia en Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC/FLD)

La identificacion de fluorescencia mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC/FLD) es un método frecuentemente empleado en el estudio de
sustancias con fluorescencia natural o que pueden ser derivatizadas para inducir dicha
caracteristica. Este procedimiento es extremadamente preciso y sensible, y se emplea a
menudo para medir aminoacidos, vitaminas y otros compuestos en concentraciones
traza, tal como ocurre con la hidroxiprolina en suplementos de coldgeno. La HPLC/FLD
se fundamenta en la separacion cromatografica de los elementos de la muestra y
posteriormente en la identificacion de fluorescencia. En este proceso, los analitos son
excitados a una longitud de onda determinada y emiten luz en una longitud de onda
distinta. Este suceso facilita una selectividad y sensibilidad superiores en la

identificacién de analitos. (34)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.3.4.1. Ventajas

El detector de fluorescencia en HPLC tiene una sensibilidad significativamente
superior a otros tipos de detectores, como los de absorcion UV-Vis, en particular para
analitos con niveles de concentracion bajos. (34) Esta metodologia tiene la capacidad
de identificar compuestos en niveles de partes por billon (ppb), lo que resulta crucial en
el estudio de compuestos bioldgicos y farmacéuticos. Ademas, gracias a su elevada
selectividad, la HPLC/FLD disminuye considerablemente la interferencia de otras
sustancias en la muestra, facilitando una cuantificacion exacta y confiable. (35)
1.3.4.2. Derivatizacion

La derivatizacion combinada con la deteccion fluorescente en cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC/FLD) es un método muy empleado para el andlisis de
compuestos que no poseen fluorescencia natural. La derivatizacion se refiere a la
incorporacion de un grupo funcional fluorescente en el analito, lo que facilita su
identificacion y cuantificacion con gran sensibilidad y precision. Este procedimiento
resulta particularmente beneficioso para el estudio de aminoéacidos y otras
biomoléculas que exhiben poca o ninguna fluorescencia natural. (34)

Al disefiar un procedimiento de derivatizacion para un compuesto
determinado, se deben estudiar cuidadosamente los efectos de todas las condiciones
de reaccion (eleccion del disolvente, concentracion de reactivos y catalizadores,
temperatura y tiempo de reaccién) para obtener condiciones de reaccion 6ptimas. (36)
1.3.4.2.1. Derivatizacion previa a la columna

Es la técnica de derivatizacion mas utilizada con muchas ventajas y pocas

desventajas. (37) (38)
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Las ventajas son: No hay limite para la cinética de la reaccion siempre que la
reaccion se completeenun tiempo razonable, produciendo derivados
del compuesto en cuestion sin la formacion de subproductos, libre eleccion
para cambiar las condiciones para optimizar el tiempo de reaccion y el
rendimiento de la reaccion y no es necesario que el disolvente en el que tiene lugar
la reaccion previa a la columna sea compatible con la fase mdvil del sistema
HPLC.

La principal desventaja es a veces la formacion de productos secundarios que
causan problemas en el analisis cromatografico o en la reproducibilidad de la
reaccion de derivatizacion.

1.3.4.2.2. Derivatizacion posterior a la columna

Las reacciones tienen lugar en una parte del sistema HPLC, llamada reactor,
entre la columnay el detector. (36) (37) (39)

Las ventajas son: La reaccion debe ser reproducible sin necesidad de la
formacién de un solo derivado y los compuestos no derivatizados se separan y
eluyen de la columna y, por lo tanto, pueden detectarse con otros métodos de
deteccion no destructivos antes de derivatizarse.

Las desventajas son: Libertad restringida en la eleccion de las condiciones de
reaccion, ensanchamiento de banda en el reactor por ende perdida de resolucién
cromatogréafica, interferencia por exceso de reactivo y necesidad de
modificaciones del instrumento para adaptarse a la reaccion.

1.3.4.2.3. Derivatizantes
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La derivatizacién para la deteccion de fluorescencia se lleva a cabo mediante
diversos derivatizantes particulares, cada uno adecuado para distintos tipos de
compuestos:

e FMOC-CI (Cloroformiato 9-fluorenilmetil): Es uno de los compuestos
fluorescentes més habituales para aminoacidos gracias a su elevada
sensibilidad y estabilidad. FMOC-CL interactia con grupos amino con
rapidez para generar derivados fluorescentes, lo que resulta especialmente
beneficioso en el estudio de aminoacidos y péptidos. Este derivatizante se
destaca en usos de HPLC/FLD debido a su elevada fluorescencia y a la
estabilidad de los productos de reaccion. (40)

e OPA (orto-ftalaldehido): Derivatizante frecuentemente empleado para
aminoacidos, particularmente en combinaciéon con el 2-mercaptoetanol. A
pesar de que OPA ofrece una excelente sensibilidad y se emplea extensamente
en la identificacion de aminoacidos, su inconveniente es que genera derivados
menos estables que los generados con FMOC-CL, restringiendo su aplicacion
en ciertos analisis de largo plazo. (41)

e DNS-CI (cloruro de dansilo): El cloruro de dansilo es un agente fluorescente
valioso para el estudio de aminoacidos y aminas. No obstante, necesita
tiempos de respuesta mas extensos y genera derivados menos estables que
FMOC-CL, lo que convierte a FMOC-CL en la opcion favorita para
investigaciones que requieren alta precision. (42)

e DABS-CI (cloruro de dabsilo): Estos derivatizantes, empleados en analisis

UV-Visy fluorescente, ofrecen una sefial eficaz, aunque son menos habituales

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

en investigaciones que demandan una sensibilidad elevada en la identificacion
de aminoacidos en comparacion con FMOC-CL. (43)
1.3.4.2.4. Cloroformiato 9-Fluorenilmetil (FMOC-CL)

Cloruro de 9-fluorenilmetiloxicarbonilo, también llamado Cloroformiato de
9-fluorenilmetilo (FMOC-CL), es un derivatizante que reacciona con aminas
primarias y secundarias y produce derivados altamente fluorescentes y estables. Se
ha empleado en la derivatizacion y estudio de varias clases de aminas, tales como
aminas y poliaminas biogénicas; aminas alifaticas de cadena corta;
neurotransmisores, como las catecolaminas y metanefrinas. (44)

En la Figura 5 se puede observar la reaccion del FMOC-CI con aminoacidos.

(45)

FWIOC-CL No Fluorescentz Fluorsscente

A

“HC1
+ o - >
RNE, Temperzturz Ambizni
= 0
NER-
Cl o
4 g NHR

Figura 5. Reaccion de FMOC-CI con aminas. Elaboracién Propia

Los quimicos analiticos que se dedican al estudio de aminoécidos suelen optar
por la HPLC con la derivatizacion precolumna. Esta derivatizacion es rapida, se
dan en reacciones en soluciones acuosas y a temperatura ambiente. La elaboracion
de los derivados escogidos es sencilla y lucrativa, resultando en productos de gran

sensibilidad y selectividad. (46)
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Respecto a la elaboracion de la solucion madre de FMOC, de acuerdo con las
descripciones, en orden de lista, se optd por la acetona y el acetonitrilo (ACN),
excepto en una situacion donde se empled el tetrahidrofurano (THF) como
disolvente. Esto implica que de 24 sugerencias, 13 fueron de acetona, 7 de ACN y
2 de acetona:ACN (1:1, v/v) utilizadas para disolver FMOC. Se puede atribuir la
superioridad de la acetona sobre el ACN a su mayor polaridad, lo que resulta en
una mayor rapidez de reaccion de los grupos amina con el reactivo. No obstante,
el problema de manipular medios de reaccion con acetona se mostré como un
enorme producto de impureza, que surge entre el FMOC-OH y el exceso de FMOC
y/o sus derivados. (46)

En la mayoria de las propuestas se emplea tampon borato para que se dé la
reaccion, en una extensa gama de concentraciones: desde 0,01 M hasta 0,325 M y
desde un pH de 6 hasta un pH de 11,4. Se espera que el tampdn borato tenga una
capacidad de pH ideal a un pH de 10,2. No obstante, llevar a cabo derivatizaciones
en medios de reaccion con pH > 10 seria una opcion desfavorable, dado que estaria
vinculada con diversas desventajas, totalmente vinculadas entre si, como el
incremento en la velocidad de hidrolisis del reactivo, la demanda de una elevada
concentracion de FMOC para garantizar su sobreabundancia, y la apariencia de un
gran pico de FMOC-OH, presentan retos en la valoracion de los derivados de
aminoacidos cercanos (la cantidad e identidad de las especies coeluyentes
dependen del gradiente aplicado). Respecto a los valores de pH seleccionados del
tampon favoritos, hallados en la literatura, se encontraron entre pH 6 y pH 11,4,

con un promedio estimado de pH 8,5. (46)
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Uno de los inconvenientes del FMOC-CL radica en su reactividad con el agua;
tras la hidrolisis y descarboxilacion, el alcohol fluorescente, FMOC-OH, se
encuentra en el medio cromatogréafico. En niveles altos, FMOC-OH se encuentra
en superposicion con otros aminoacidos en el cromatograma, lo que dificulta la
cuantificacion de estos ultimos. Como FMOC-CL es fluorescente, es necesario
eliminar el exceso de reactivo previo a la cromatografia, por ejemplo, a través de
la extraccion con disolventes organicos. Un inconveniente es que se debe
supervisar meticulosamente la cantidad de FMOC-CL afadido y el tiempo de
reaccion, dado que el FMOC-OH se mantiene en la mezcla de reaccion.
Sorprendentemente, el nuevo método produce volumenes reducidos del producto
de hidrolisis fluorescente de FMOC-OH, reduciendo de esta manera la
interferencia de este compuesto con otros aminoacidos en el cromatograma. (47)

1.4. Determinacién de Aminoé&cidos mediante HPLC/FLD
Para identificar aminoacidos a través de HPLC con detector de fluorescencia, el procedimiento
incluye diversas fases esenciales, tales como la hidrolisis de la muestra, la derivatizacion y la
administracion en el sistema HPLC. A continuacidn, se explica cada etapa y su relevancia para

conseguir resultados exactos.
1.4.1.  Hidrolisis de la muestra

La hidrolisis constituye la etapa inicial en el estudio de aminodacidos, pues facilita
la ruptura de los enlaces peptidicos en las proteinas para liberar los aminoacidos
especificos. En circunstancias cidas, usualmente se utiliza &cido clorhidrico (HCI) al
6N a 110°C por 16 a 24 horas en atmosfera inerte. Este procedimiento asegura la
desintegracion total de la estructura proteica, liberando todos los aminoéacidos, pese a

que ciertos aminoacidos, como el triptofano, pueden degradarse bajo estas
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circunstancias y necesitan técnicas particulares. La hidrdlisis asegura que todos los
aminoacidos puedan ser analizados, facilitando asi una cuantificacion exacta.
Adicionalmente, este procedimiento normaliza la muestra, disminuyendo la
variabilidad entre distintas muestras. (48)
1.4.2.  Derivatizacion de los Aminoacidos

La derivatizacion es esencial para incrementar la detectabilidad de los
aminoéacidos, dado que gran cantidad de estos no poseen fluorescencia natural. Se
emplea un derivatizante fluorescente para el estudio con un detector de fluorescencia,
que interactue con los grupos funcionales de los aminoacidos. EI FMOC-CL es uno de
los més utilizados, ya que interactda con los grupos amino para generar derivados
fluorescentes estables y de gran sensibilidad. Una vez que los amino&cidos libres se han
obtenido, se incorporan a una solucién con el derivatizante FMOC-CL en un medio
alcalino para facilitar la reaccion. Usualmente, esta reaccion es agil y se lleva a cabo a
temperatura ambiente o un poco mas alta. La derivatizacion posibilita la identificacion
rapida de los aminoacidos en el detector de fluorescencia. Ademas, los derivados de
FMOC-CL se mantienen estables bajo condiciones de HPLC, lo que resulta esencial
para conseguir datos exactos y reproducibles. (40)

1.4.3.  Preparacion e Inyeccion en el HPLC

Después de la derivatizacion, la muestra se prepara para su inyeccion en el sistema
de HPLC:

Previo a la administracion, la muestra pasa por un filtrado para eliminar particulas
y posibles impurezas que puedan bloguear la columna o interrumpir la comunicacion.
En ciertas situaciones, se diluye también para adecuar las concentraciones de los

derivados a los limites de cuantificacion ideales del HPLC.
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La muestra derivada es introducida en el sistema HPLC, que usualmente posee una
columna de fase inversa apropiada para la separacion de los aminoacidos derivados. La
fase movil generalmente se compone de una combinacién de agua, metanol y
acetonitrilo, acompafiada de un soporte apropiado (como el citrato de sodio). En este
escenario, el detector de fluorescencia identifica la sefial de cada aminoacido basandose
en el caracteristico tiempo de retencion. (41)
1.5. Validacion de un Método Analitico
Segun la Guia Eurachem: La adecuacion al uso de los métodos analiticos, la validacion es
el arte de delinear un requisito y asegurarse de que sus habilidades cumplan con las
aplicaciones requeridas. En el arte de los analisis quimicos, la validacion de métodos es un
requisito crucial. (49)
La validacién de un método analitico es un peldafio esencial para asegurar que sus
hallazgos sean auténticos. El propdsito es determinar de forma estadistica que el método es

adecuado para alcanzar las metas propuestas. (50)

1.5.1. Cuando es Necesario una Validacion

La validacion de un método analitico es esencial cuando se incorpora un nuevo
método, se altera uno ya existente, o se emplea en una nueva aplicacion o matriz. La
FDA, la ICH y otras guias internacionales de buenas practicas especifican los casos
donde es necesario validar métodos analiticos.
1.5.1.1. Desarrollo de un Nuevo Método

Es imprescindible la validacion al aplicar un método analitico que no se haya
empleado anteriormente. Esto garantiza que el método es apropiado para su objetivo

particular y satisface las exigencias de precision y exactitud. (51)
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1.5.1.2. Cambio en la Composicion o en la Matriz de la Muestra

Si se utilizara el método en una matriz distinta 0 en muestras con una composicion
modificada, es necesario verificar para asegurar que las variaciones en la matriz no
obstaculizan el analisis. (52)
1.5.1.3. Modificacion de las Condiciones Analiticas

Cualquier modificacion en los parametros del método, tales como la variacion en
el tipo de columna, la fase movil, la temperatura o el detector, necesita una nueva
validacion a mitad o a fondo para garantizar que el método continGe siendo fiable. (49)
1.5.1.4. Requerimientos Regulatorios y Control de Calidad

En aplicaciones de control de calidad y regulacion, se requiere verificar los
procedimientos para garantizar el acatamiento de las regulaciones actuales. Por
ejemplo, en el sector farmacéutico, es imprescindible verificar los procedimientos
empleados para la cuantificacion de principios activos e impurezas. (53)
1.5.1.5. Revalidacion por Cambios en las Condiciones del Laboratorio o el

Equipo

Cuando se efectiia una calibracién del equipo o se produce una modificacion
importante en el laboratorio, es imprescindible realizar una validacién adicional para
asegurar que el método conserve su rendimiento previsto. (54)

La validacion de métodos analiticos garantiza que los resultados obtenidos sean
confiables y repetibles, fundamentales para la toma de decisiones informadas en control
de calidad, investigacion clinica, y regulaciones.

1.5.2.  Parametros para validar un método analitico

1.5.2.1. Selectividad
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La selectividad se refiere al nivel al que un procedimiento puede medir o calificar
al analito cuando hay interferentes presentes. Estos interferentes suelen aparecer en la
matriz de interés de manera habitual o regular. (50)

Para poder ver este pardmetro nos tenemos que basar en los tiempos de retencion
(tr) que se observaran en los cromatogramas. El tiempo de retencién (tr) se refiere al
periodo que toma un analito para eludir desde el instante de la administracion hasta su
méaxima deteccion. Es un indicador que evalua la interaccion del analito con la fase
estacionaria frente a la fase movil, y es un factor crucial en la especificidad de un
procedimiento cromatogréfico. Para que un procedimiento sea repetible, la duracion de
la retencion de los analitos debe mantenerse estable. EI cambio en el tiempo de retencion
puede sefialar dificultades en la estabilidad de la fase mévil o en la uniformidad de la
columna. (55)

La evaluacion de selectividad puede disefiarse en funcion del método, en el caso de
cromatografia, la resolucion proporciona datos acerca de la selectividad del método.
(50)

1.5.2.1.1. Resolucion (Rs)

La resolucién evalla la capacidad de un procedimiento cromatogréfico de
distinguir dos picos préximos. En la validacién, es crucial verificar que el
procedimiento tiene la habilidad de separar el analito de interés de otros compuestos
que podrian interferir (como impurezas, metabolitos o excipientes). Una resolucion
adecuada garantiza que el procedimiento pueda diferenciar entre el analito y otros
elementos en la muestra. (51)

1.5.2.2. Linealidad
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La linealidad es la capacidad de un método de analisis, en un rango determinado,
de dar resultados que son proporcionales a la cantidad del analito que se quiere detectar
en la muestra. (50)

Se refiere al rango en el que el método da resultados con una incertidumbre que se
puede aceptar. El limite inferior se establece por el limite de cuantificacion, llamado
LOQ, y el limite superior se determina por las concentraciones donde se encuentran
irregularidades en los resultados. Para evaluar el periodo de trabajo, debemos tener en
cuenta la linealidad del método. (49)

Para establecer el rango lineal, se puede hacer un diagrama de concentracion frente
a respuesta, también Ilamado Funcién Respuesta (normalmente se le llama grafico de
calibracion). Esto se determina cada dia con un namero especifico de valores que
incluyen un blanco y los patrones de trabajos limpios con un valor tedrico claro, que
cubren el intervalo de trabajo. El analista tendra que decidir cuantos puntos examinar.
(50)

Para determinarlo, es necesario hacer de 5 a 10 patrones de un estandar en
diferentes concentraciones, medir cada uno al menos dos veces (en duplicado) y usar
estos datos para crear estadisticas de regresion lineal. Con esta informacion se pueden
crear estadisticas de regresion lineal. (49) (50)

El objetivo de este parametro es obtener los valores necesarios para entender los
resultados logrados. Una de ellas es la ecuacion lineal "y = bx + a", que es esencial para
interpolar los resultados. En este contexto, y representa el valor del area bajo la curva,
b es el valor de la interseccion, x se refiere al valor de la concentracion y a representa

la pendiente. (50)
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El coeficiente de correlacion (R) indica cuanto se relacionan dos variables
numéricas. Cuanto mas cerca esté de 1, mas relacionada esta una variable con la otra.

(49)

1.5.2.3. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion
Parametro que indica la menor cantidad de analito que puede dar un resultado
significativo. Es fundamental encontrar la menor cantidad que el método puede
detectar, llamada "Limite de Deteccion" (LOD). También es importante reconocer el
nivel mas bajo donde se obtiene un buen rendimiento, conocido como "Limite de
Cuantificacion" (LOQ). Los limites de deteccidn y cuantificacion se pueden determinar
usando el gréafico de calibracion.(49) (50)
1.5.2.3.1. Limite de Deteccion
El LOD es la cantidad méas baja de un analito que se puede identificar con un
método analitico, aunque no se pueda medir con precision. En resumen, se habla del
nivel minimo donde el analito puede ser visto o reconocido en el sistema, aunque
no tenga robustez suficiente para dar un valor exacto. (49)
1.5.2.3.2. Limite de Cuantificacion
El LOQ es la cantidad o concentracion mas baja de un analito que se puede
medir con precisiéon y en forma correcta. Es el nivel mas basico donde el método
puede ofrecer datos confiables. (49)
1.5.2.4. Precision
La precision se refiere a cuan cerca estan entre si los resultados. Normalmente, se
muestra mediante cifras estadisticas que describen como varian los resultados.

Usualmente, se usa la desviacion estandar (o desviacion estandar relativa), que se
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calcula de los resultados obtenidos al hacer mediciones repetidas en un material
adecuado bajo ciertas condiciones. (49) Este parametro se relaciona con la variabilidad
de las medidas alrededor de su valor promedio y tiene que ver con el grado de
coincidencia entre ensayos individuales cuando se realiza el procedimiento varias veces
en diferentes partes de una muestra igual.

Se puede establecer en términos de repetibilidad, ya que repetir es clave para
obtener estimaciones confiables sobre el rendimiento del método. Esta condicion
significa que debe haber poca variacion en los resultados. Es un signo de la consistencia
en los resultados cuando un solo analista realiza una evaluacion usando el mismo equipo
en un corto periodo de tiempo (el mismo dia). (49)
1.5.2.5. Exactitud

La exactitud en la medicion revela cuan cercano es un resultado singular a un valor
predeterminado. La validacion de métodos busca verificar la exactitud de los hallazgos,
analizando como los efectos tanto sistematicos como aleatorios influyen en los
resultados Unicos. (49)

Este parametro se evalta mediante la recuperacion, la cual permite observar el
desempefio de un método analitico respecto al procedimiento de extracciony la cantidad
de analito presente en la muestra inicial. Asi pues, la recuperacién tiene una relacion

intrinseca con las propiedades de la matriz de la muestra. (50)
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CAPITULO II
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CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales
2.1.1.  Equipos

e Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Performance

Marca: Hitachi

Modelo: Chromaster

Detector: Fluorescencia (5440)

Columna: LiChroCART RP-18 250 mm x 4.6 mm x 5 pm
Software: OpenLAB CDS EZChrom Edition

e Balanza Analitica

Marca; Sartorius
Modelo: Entris-1505
Sensibilidad: 0.1 mg

e Purificador de agua
Marca: Merck
Modelo: Millipore Simplicity UV
Resistividad a 25 °C 18,2 MQecm
e Potenciometro
Marca: Orion
Modelo: 525A
e Agitador tipo vortex

Marca: VWR

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA :
DE SANTA MARIA

Modelo: Analog Vortex Mixer

e Bomba de vacio

Marca: Millipore
Modelo: WP6122050

e Sonicador
Marca: Branson
Modelo: CPX 3800H-E

e Agitador magnético con calentador
Marca: Velp
Modelo: Arec-X

e Rotavapor
Marca: Buchi

Modelo: R-114

2.1.2.  Materiales

Fiolas de 25, 100, 250 mL

e Pipetas volumétricas de 10 mL

e Vasos de precipitado de 50, 250, 500 mL
e Probetas de 50, 100, 500 mL

e Pipetas Pasteur

e Baguetas

e Espatulas

e Soportes universales

e Pinzas para soportes
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e Matraz Schlenk modificado, 19/22 de 100 mL

e Adaptador Vac TFE STPK, 19/22

e Glohos

e Manguera de latex

e Jeringas de 3 mL

e Agujas 21G

e Parafilm

e Pastillas magnéticas

e Termometros

e Matraz esférico, 14/20 de 25 mL

e Tapa de vidrio, 14/20

e Adaptador 24/40 — 14/20

e Filtros de membrana de nylon 66 0.45 um (Supelco)
e Tubos Eppendorf 2 mL

e Jeringasde 1 mL

e Filtro de jeringa 0.20 pm (Millipore Millex-GN)

e Viales color &mbar

2.1.3. Reactivos
e Estandar de 4-Hidroxi-L-prolina > 99% (Sigma Aldrich)
e Acido Clorhidrico 6 N (Supelco)
e Buffer Borato 0.1 M pH 8
e FMOC-CI 97% (Sigma Aldrich) 4mM en Acetona Seca

e n-Pentano P.A. (Supelco)
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e Acetato de Etilo P.A. (Supelco)

e Acido Orto fosférico 99% (Supelco)

o Buffer Citrato de Sodio 20 mM con Cloruro de Tetrametilamonio 5 mM, pH 2.85
e Acetonitrilo grado HPLC (Supelco)

e Metanol grado HPLC (Supelco)

e Agua Ultrapura

2.2. Métodos
2.2.1. Obtencion de Muestras
Para el presente estudio, se recolectaron un total de 10 muestras de suplementos
alimenticios de contienen coldgeno de origen bovino, con el objetivo de evaluar su
contenido de hidroxiprolina. Las muestras fueron adquiridas de diferentes fuentes, con el
fin de abarcar una representacién amplia de los productos disponibles en el mercado. Las
caracteristicas y procedencia de las muestras son las siguientes:

o Muestras de control: Dos (2) muestras (C1-C2) fueron importadas de los
Estados Unidos y seleccionadas como control, debido a su reputacion en el
mercado internacional.

o Muestras locales de farmacias: Cuatro (4) muestras (A-B-C-D) se obtuvieron
de farmacias comerciales en la ciudad de Arequipa.

o Muestras locales de mercados y tiendas: Cuatro (4) muestras (E-F-G-H) se
adquirieron de manera aleatoria en mercados y tiendas locales, con el fin de

evaluar productos disponibles en establecimientos no especializados.

Todas las muestras fueron etiquetadas y almacenadas adecuadamente para asegurar

su trazabilidad y evitar cualquier tipo de contaminacion antes de su analisis
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cromatografico. La seleccion al azar de algunas muestras garantiza la representatividad de

los productos de coldgeno mas cominmente consumidos por la poblacion.

Tabla 2. Descripcion de las Muestras

Origen Adquisicion Muestra Marca et Lote FV RS

Aminoacidico
C1 VP Si 31935993LA 12/2028 Si

Importado

C2 SR Si T231137 02/2027  Si
B A V Si 8522106V 1172027 Si
0] Farmacias B F No 211313 11/2026  Si
Vv Locales C MA No EF29082023 08/2025 Si
I D CF No 254623 10/26  Si
N E MV No FH-1053  09/2025 No
@ Mercados/Tiendas F P11 No - - No
Locales G P12 No - - No
H DQ No 24300009 09/29  No

Nota. Elaboracién Propia
2.2.2.  Tratamiento de Amino&cidos
Para poder determinar los aminoacidos mediante HPLC/FLD se usé parte de los
métodos realizados por Edward Miller y Ruud Bank donde se realizan una hidrolisis,
derivatizacion y se presentan los parametros cromatograficos (5) (47), los cuales fueron
modificados segun la experimentacion que se realizé en este trabajo.
En la Figura 6 se puede observar el paso a paso de la metodologia que se sigui6 para

poder cuantificar Hidroxiprolina en Suplementos Alimenticios de contienen Colageno.
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Para poder cuantificar e identificar aminoacidos especialmente por métodos
cromatograficos como HPLC/FLD, la hidrolisis y la derivatizacion son pasos criticos en
este analisis.

2.2.2.1. Hidrolisis

Para realizar la hidrolisis se afiadio cierta cantidad de estdndar o muestra a un
matraz (Schlenk modificado, 100 mL) y se agregd 5 mL de HCI 6N para disolver el
polvo, luego se coloco una pastilla magnética dentro del matraz y este se tapo con el
Adaptador (Vac TFE STP). Se llevo el matraz tapado por 1 min al sonicador (para que
se de una buena mezcla). Posteriormente se generd vacio purgando el oxigeno con una
bomba de vacio (Vacuubrand) de la siguiente manera para generar una atmosfera inerte:

o Se conecto la bomba al Adaptador y se purgo el oxigeno por 1 minuto, luego se
volvio a purgar por 10 segundos (Se repite dos veces)

o Se conecto un globo con nitrégeno al costado matraz y se absorbio el nitrogeno
del globo con la bomba por 1 min para que el matraz se llene con nitrégeno.

o Se desconecto la bomba, se cerrd la llave del adaptador y se tapé con Parafilm,
por otro lado, se dejo abierta la llave del matraz por donde esta conectado el
globo con nitrogeno y se sellé los alrededores del globo para evitar fugas.

Luego se colocé el matraz totalmente sellado en un bafio de aceite a 120°C y 450

rpm de agitacion por X horas. Pasado el tiempo de hidrolisis, se llevé el hidrolizado a
otro matraz (Esférico, 25 mL) para poder llevarlo al rotavapor (Buchi), se rotavaporeo
a 60°c por 10 min.

Para determinar el tiempo 6ptimo de hidrolisis se probé a las 3 horas, 6 horas, 12

horas y 24 horas. Y se escogi6 el tiempo en donde el area del pico del estandar de

Hidroxiproolina a concentracion 5.5 mg/mL dio la mejor sefial. Para esto se realizé un
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analisis ANOVA de una via y la prueba de Tukey HSD con el programa de Excel para
poder comparar los tiempos de hidrolisis.
2.2.2.2. Derivatizacion

Luego de rotavaporear en el balon quedaron los amino&cidos hidrolizados. Esto se

reconstituyo con 5 mL de Buffer Borato 0.1 M, pH 8; se mezcld bien hasta que se
disuelva todo el hidrolizado. A partir de esta solucion se realizan las diluciones
necesarias para hacer el gréfico de calibracion o tratar las muestras, todo esto se realizd
en tubos Eppendorf de 2 mL.
Para realizar la derivatizacion con FMOC-CI 4 mM (Solucion con acetona seca), se
agregd 500 pL de este reactivo a cada muestra o estandar, se llevo al vortex (VWR)
por 15 segundos para que se realice una buena mezcla, ya que es necesaria. Luego para
que se dé la reaccion se dejo a temperatura ambiente (22 — 25 °C) por X minutos. Para
detener la reaccion y quitar el exceso de derivatizante se afiadio un 1 mL de
Pentano/Acetato de etilo (9:1), se llevé al vortex por 10 segundos para que se mezcle
bieny se abre la tapa para quitar la presion (Se realizo tres veces), luego se dejo reposar
por 30 segundos con la tapa abierta para esperar que se separen las dos fases. Se elimino
la fase organica (arriba) con una jeringa. Se volvié a agregar 1 mL de Pentano:Acetato
de Etilo y se repiti6 el proceso anterior.

Para finalizar, con otra jeringa y un filtro de membrana 0.20 um (Millipore Millex-
GN) se extrajo la fase acuosa (abajo) y se llevé a los viales para colocarlos en el equipo
HPLC.

Para determinar el tiempo 6ptimo de derivatizacion se prob6 a los 10 minutos, 15
minutos, 20 minutos y 25 minutos. Y se escogio el tiempo en donde el area del pico del

estandar de Hidroxiprolina a concentracion 5.5 mg/mL dio la mejor sefial. Para esto se
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realizd un analisis ANOVA de una via y la prueba de Tukey HSD con el programa de
Excel para poder comparar los tiempos de derivatizacion.
2.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Performance
2.2.3.1. Sistema Cromatografico
o Equipo: HPLC Hitachi
o Sistema: Gradiente Ternario
- Fase movil A: Buffer Citrato de Sodio 20 mM con Cloruro de
Tetrametilamonio 5 mM, pH 2.85 corregido con Acido Ortofosforico
- Fase movil B: 80% Fase Movil A, pH 45 corregido con Acido
Ortofosforico: 20% Metanol

- Fase mévil C: Acetonitrilo

Tabla 3. Condiciones del Gradiente Ternario de Fases Méviles

Tiempo  Fase Movil Fase Movil  Fase Movil

(min) A (%) B (%) C (%)
0.0 725 : 275
4.1 72.5 y 27.5
15.6 60 ) 40
15.7 - 64 36
22.0 i 62 38
22,5 72.5 i 27.5
25.0 72.5 i 27.5

Nota. Elaboracion Propia.
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o Detector: Fluorescencia

o Longitud de onda: Ex: 254 nm y Em: 350 nm

o Columna: LiChroCART RP-18 250 mm x 4.6 mm (5 pm)
o Temperatura: 30.0 °C

o Velocidad de Flujo:1 mL/minuto

o Volumen de inyeccion: 10 pL

o Tiempo de corrida: 25 minutos

Se debe acondicionar la columna por 30 minutos.

2.2.3.2. Preparacion de la fase mavil

Para la preparacion de la fase movil A (Buffer Citrato de Sodio 20 mM con Cloruro
de Tetrametilamonio 5 mM, pH 2.85); se necesito cierta cantidad de Citrato de sodio
Tribasico Dihidratado y Cloruro de Tetrametilamonio para llegar a la concentracion
requerida, los cuales fueron disueltos en agua ultrapura para llegar a la concentracion
que se requiere; posteriormente se ajusto el pH con Acido Orto fosfadrico.

Para la preparacion de la fase movil B (80% Buffer Citrato de Sodio 20 mM con
Cloruro de Tetrametilamonio 5 mM, pH 4.5 con 20% Metanol); se necesito cierta
cantidad de Citrato de sodio Tribasico Dihidratado y Cloruro de Tetrametilamonio para
llegar a la concentracion requerida, los cuales fueron disueltos en agua ultrapura para
llegar a la concentracion que se requiere; posteriormente se ajusté el pH con Acido Orto
fosforico, y esto se mezcla con Metanol.

La fase movil C (Acetonitrilo), se obtuvo directamente del envase, midiendo la

cantidad necesaria para cada analisis
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Figura 6. Metodologia para tratar aminoécidos. A) Hidrolisis, B) Derivatizacion y C) Pretratamiento HPLC. Elaboracion Propia
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Las fases moviles fueron transportadas a un equipo de filtracion HPLC equipado
con un filtro de membrana de 0.45 um, y luego se depositaron en frascos para impedir
la entrada de particulas al aparato. Finalmente, estos contenedores de fase movil fueron
sumergido en el sonicador durante cinco minutos, con el fin de eliminar cualquier

vestigio de oxigeno disperso.

2.2.3.3. Preparacion de la solucion Stock y diluciones del estdndar de
Hidroxiprolina

Se peso 50 mg del estandar de 4-hidroxiprolina, se disolvio en 5 mL de HCI 6 N
en matraz Schlenk modificado, y se llevd a hidrolisis en atmosfera inerte en bafio de
aceite a 120°C con constante agitacion de 450 rpm por 6 horas. Se rotavaporeo a 60° C
por 10 minutos. El estandar rotavaporeado se reconstituyo con 5 mL de Buffer Borato
0.1 M pH 8 llegando a una concentracion de 10 mg/ml, a esta solucion se le conocera
como solucidn stock. A partir de esta se prepararon cinco soluciones estandar a distintas
concentraciones. De la solucion stock se tomaron para las soluciones 75, 175, 275, 375
y 475 uL, se complet6 a 500 puL con Buffer Borato 0.1 M pH en un Eppendorf de 2
mL, lo cual genero soluciones con concentraciones de 1.5, 3.5, 5.5, 7.5 y 9.5 mg/mL
respectivamente. La derivatizacion de cada solucion estdndar se logré6 mediante la
adicion de 500 pL de 4 mM de FMOC-CI en acetona seca. La mezcla se agito en un
vortex por 15 segundos y se dejé durante 20 minutos a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo y el exceso de reactivo se eliminé mediante extraccién con 1 mL de
Pentano/Acetato de Etilo (90:10). Se repitid la extraccion con Pentano/Acetato de Etilo
y se descarto la fase organica de ambas extracciones. Finalmente, se llevo la fase acuosa

a un vial para llevarlo al equipo HPLC.
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2.2.3.4. Preparacion de la muestra
Se pesé 0.5 g de cada Suplemento Alimenticio que contiene Colageno que se
analizo, se disolvié en 5 mL de HCI 6 N en matraz Schlenk modificado, y se llevd a
hidrolisis en atmosfera inerte en bafio de aceite a 120°C con constante agitacion de 450
rpm por 6 horas. Se rotavaporeo a 60° C por 10 minutos. La muestra rotavaporeada se
reconstituyo con 5 mL de Buffer Borato 0.1 M pH 8. A partir de esta solucion se tomd
275 pL y se completo a 500 pL con Buffer Borato 0.1 M pH en un Eppendorf de 2 mL,
lo cual hace que se lleve a una concentracion de 5.5 mg/mL teéricamente para que se
pueda dar un correcto andlisis, el cual es el punto medio del gréafico de calibracion. La
derivatizacion se logro mediante la adicion de 500 pL de 4 mM de FMOC-CI en
acetona seca. La mezcla se agito en un vortex por 15 segundos y se dejé durante 20
minutos a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo y el exceso de reactivo se
elimin6é mediante extraccion con 1 mL de Pentano/Acetato de Etilo (90:10). Se repitio6
la extraccion con Pentano/Acetato de Etilo y se descartd la fase organica de ambas
extracciones. Finalmente, se llevd la fase acuosa a un vial para llevarlo al equipo HPLC.
2.2.3.5. Validacion del Método
2.2.3.5.1. Selectividad
Para determinar los tiempos de retencion, se examinaron tres blancos reactivo y
tres estdndares de concentracion conocida del analito de interes. Es crucial analizar
los picos obtenidos y verificar si hay divergencias entre los blancos reactivo y los
estandares con analito. Si se descubren divergencias significativas, es imperativo

identificarlas y erradicarlas lo antes posible.(50)
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Un tiempo de retencién determinado facilita la identificacion del analito en
presencia de otros compuestos, dado que cada compuesto poseera un periodo de
retencion distintivo bajo condiciones determinadas. Las guias proponen una
variacion en el tiempo de retencion que no exceda el 2 % para asegurar la

uniformidad del método. (55)

2.23.5.1.1.  Resolucion

Para determinar la resolucion entre los picos se tomaron los datos del analisis
del cromatograma del estandar.

Es fundamental una correcta resolucion para asegurar que el area y la altura
de los picos representen Unicamente la concentracion del analito y no sean
perjudicados por posibles solapamientos con otros compuestos. Una Rs de 1.5 o
mayor generalmente se considera apropiada para la separacion total, aunque
algunos procedimientos exigen un valor mas elevado si los compuestos son muy
parecidos. (51)

Para lo cual es necesario utilizar la siguiente formula:

Re = Z(tRB - tRA)
Vi wy + wp

Donde:
Rs = Resolucion
trp = Tiempo de retencion del pico B
tg, = Tiempo de retencion del pico A
w4 = Ancho del pico A

wp = Ancho del pico B
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2.2.3.5.2. Linealidad

Para determinar la linealidad, se llevaron a cabo cinco mediciones a diversas
concentraciones por triplicado. Posteriormente, se plasmé la respuesta en un
diagrama donde el eje Y represente el area bajo la curva, mientras que el eje X
representa la concentracion de las soluciones estandar. (49) (50)

Los criterios de aceptabilidad se fundamentan mayormente en una exploracion
visual, donde analizaremos los valores inusuales que no se encuentren en la linea
central delineada. A continuacion, se examino el coeficiente de correlacion, también
conocido como R, que deberia estar mas cercano a la unidad para asegurar que existe
una conexion entre las variables que en este contexto son el area bajo la curva y las
concentraciones. (49)

Finalmente, se evaluaron las estadisticas necesarias para evaluar la informacion
recolectada. (49) En esta ocasion, se analizé la correlacion significativa mediante la
prueba estadistica de T-Student, obteniendo dos valores: tr y tcritico. El valor tr
revela el valor del estimador T-Student para el coeficiente de correlacion, mientras
que el teritico revela el valor encontrado a partir de tablas de T-Student a dos colas,
con una confianza del 95% y con n-2 grados de libertad. (50)

Para determinar el valor t;se utilizd la siguiente formula:

- Irly/(n—2)
" V1 —1r2

Donde:
t, = Valor del estimador t Student obtenido para el coeficiente de correlacion
|r| = Valor absoluto del coeficiente de correlacion

n — 2 = Numero de grados de libertad

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA :
DE SANTA MARIA

r? = Valor del coeficiente de determinacion
Para verificar si hay una correlacién significativa, es necesario esperar que se

manifieste:

ty > teritico
Finalmente, debido a que siempre se presentan errores en la ecuacion de la
regresion, se calcularon los limites de confianza del intercepto y de la pendiente,
teniendo en cuenta el error tipico de estos parametros y el tcritico.
Para determinar el valor de los Limites de confianza se utilizd la siguiente
formula:

Limite de confianza del intercepto = tcritico X Sintercepto
Limite de confianza de la pendiente = t . itico X Spendiente
Donde:
teritico = Valor de t de tablas con (n — 2) gl a 95% de intervalo de confianza
Sintercepto = Error tipico del intercepto
Spendiente = ETTOT tipico de la pendiente
Luego se determinaron los valores minimos y maximos tanto para el intercepto
como para la pendiente. Con estos datos se lograron hallar las concentraciones
precisas de cada muestra analizada.
2.2.3.5.3. Limites de Determinacién y Cuantificacion
Para la determinacién de los limites de determinacion y cuantificacion se
realizaron ocho mediciones del blanco reactivo y el calculo de la concentracion de
las sefiales que se dieron se pudieron realizar a partir del grafico de calibracion. A

partir de las mediciones se uso el valor de la desviacion estandar (So) de las sefiales
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de los blancos analizados. (49) Para hallar la desviacion estandar (S ) usada para

calcular LOD y LOQ se uso la siguiente formula:
S, =
Donde:
S, = Desviacién estandar estimada de m resultados individuales
S, = Desviacién estandar usada para calcular LOD y LOQ

n = Namero de observaciones de blanco promediadas

Para calcular el Limite de Deteccion, se empled la siguiente ecuacion:

3xS,
b

LOD =

Para determinar el Limite de Cuantificacion, se empleo la siguiente ecuacion:

10x S,
b

LOQ =

2.2.3.5.4. Precision

La precision se verific6 mediante la repetibilidad. Se logré registrar diez
mediciones bajo las mismas circunstancias (mismo operador, mismo aparato y en un
lapso breve) de un analito con una concentracion previamente determinada,
habitualmente en el rango del gréfico de calibracion. La desviacién estandar (So) y
el coeficiente de variacion (CV%) fueron determinados. (49)

Para calcular el Coeficiente de Variacion, se empled la siguiente ecuacion:

cyop — So X 100
T TR

Donde:
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S, = Desviacién estandar
X = Promedio de las mediciones
Para asegurar la exactitud de los valores, se analizaron con el coeficiente de
variacion de Horwitz. Este valor debe ser inferior a la mitad del valor del coeficiente
de Horwitz. (50)

Para calcular el Coeficiente de Horwitz, se empled la siguiente ecuacion:

CVy% = 2(1-05)xlogC
Donde:
C = Concentracion conocida del analito x 10~°
En este sentido se establecio para la repetibilidad:

CV% < CVy%)2

2.2.3.5.5. Exactitud

La exactitud se determind a través de la recuperacion. Para evaluar la
recuperacion, se realizaron seis mediciones en cada uno de los tres niveles (Muestra
enriquecida con estandar, muestra sin adicion y estandar). (50)

El porcentaje de recuperacion (%R) se calculé con la siguiente formula:

M M
%R = Tx 100

Donde:
ME = Area bajo la curva del analito de muestra enriquecida
M = Area bajo la curva de analito en muestra sin enriquecer

St = Area bajo la curva de analito adicionado a la muestra enriquecida
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Para verificar que no hay diferencia significativa, se emple0 la prueba T-Student.
Para obtener este valor, se necesitd calcular tanto el tcalculado como el tcritico. El
tcritico detalla el uso de las tablas T-Student al 95% de confianza, en dos filas y con
n-1 grados de libertad. Ademas, el tcalculado detalla el valor obtenido a partir de
nuestros resultados utilizando la siguiente formula:

100 — %R

tealculado = W
Donde:
%R = Promedio del porcentaje de recuperacion
So = Desviacion estandar de las recuperaciones
n = Namero de ensayos realizados
El estandar de aceptabilidad es que:
tcalculado < tcritico
Lo que implica que no hay diferencia estadisticamente significativa, lo que

sugiere que el método es exacto y no requiere correccion alguna.

2.2.3.6. Muestras

Todas las muestras fueron tratadas con la metodologia que se puede ver en la
Figura 6, se le dio el tratamiento que se la da al punto medio del rango lineal, para que
dichas muestras no se salgan del rango lineal analizado. Cada muestra fue analizada
por duplicado.

Las sefiales emitidas de Hidroxiprolina por cada muestra sirven para poder hallar
la concentracion, la cual es calculada con la ecuacidn de la regresion corregida teniendo

en cuenta los limites de confianza.
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Luego se halla el porcentaje de Hidroxiprolina presente en cada muestra. Tener
10% a més de Hidroxiprolina presente en el Suplemento alimenticio que contiene

Colageno, nos indica que este suplemento es de calidad.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Cada investigacion con metas analiticas debe abarcar resultados, interpretacion y
discusion, con el propoésito de aclarar los fundamentos de un método cientifico. Se
calcularon los tiempos de hidrolisis y derivatizacion para analizar aminoacidos. Tras
ajustar los parametros esenciales en un procedimiento de validacion mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), se procesaron los datos recolectados,
lo que permite presentar los hallazgos de cada ensayo de manera mas clara a continuacion.
3.1. Tratamiento de Aminoacidos
3.1.1.  Tiempo de Hidrolisis
Determinar el tiempo éptimo de hidrdlisis para obtener la mayor area y deteccién de
hidroxiprolina mediante anélisis en HPLC/FLD. Se evaluaron cuatro tiempos de hidrolisis
(3, 6, 12 y 24 horas) y se compararon las areas obtenidas por triplicado para cada uno.

En la Tabla 4 se puede observar las areas obtenidas para cada tiempo de hidrolisis.

Tabla 4. Areas de Tiempos de Hidrolisis

Tiempo (horas) 3 6 12 24

1923566 4913256 1696800 2232565
Area 2025652 4901266 1845622 2285651
1985652 4900220 1756523 2195652

Promedio 1978290 4904914 1766315 2237956

Nota. Elaboracion Propia.

Para determinar si las areas obtenidas en diversos tiempos de hidrdlisis presentan

diferencias estadisticamente significativas, se llevé a cabo un analisis ANOVA de una

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&@  DE SANTA MARIA

via. Este andlisis permite comparar las medias de diversos grupos (en este caso, las areas
de los tiempos de hidrolisis) con el fin de detectar si al menos uno se distingue
notablemente de los demas.
Para esto se planted las siguientes hipétesis:
o Hipdtesis nula (HO): No hay diferencias significativas entre los tiempos de
hidrolisis en términos de area obtenida, con un nivel de confianza al 95%.
o Hipdtesis alternativa (H1): Hay al menos una diferencia significativa entre
los tiempos de hidrolisis en términos de area obtenida, con un nivel de
confianza al 95%.
En la Tabla 5 se observa la tabla de ANOVA en donde se observa que el valor p (3.18
x 10'12) es mucho menor que 0.05, por lo cual, se acepta la H1 lo que indica que existen
diferencias significativas entre los tiempos de hidrolisis en términos de las &reas
obtenidas. Esto sugiere que el tiempo de hidrolisis influye significativamente en la sefial

de deteccion de hidroxiprolina en el HPLC/FLD.

Tabla 5. ANOVA de los Tiempos de Hidrolisis

Fuentede Sumade Gradosde Media
Estadistico F Valor p
variacion Cuadrados Libertad Cuadratica

Tiempo  1.94 x 108 3 6.47 x 102 2497.87 3.18x 1012

Residual 2.07 x 10% 8 2.59 x 10°

Nota. Elaboracion Propia.

Debido a que el ANOVA indico diferencias significativas, se llevo a cabo la prueba
de Tukey HSD para identificar entre que tiempos de hidrolisis existen esas diferencias
significativas. En la Tabla 6 se observan los resultados de la prueba de Tukey HSD,

muestra que el tiempo de 6 horas tiene areas significativamente mayores que los otros
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tiempos evaluados (3, 12 y 24 horas), lo cual respalda la eleccion de 6 horas como el
tiempo 6ptimo de hidrolisis.

Tabla 6. Tukey HSD de Tiempos de Hidrolisis

Comparacion de Diferencias de

Valor p Diferencia
tiempos (horas) Medias

3vs6 2926624 5.17 x 1072 Significativa
3vs12 211975 0.0041 Significativa
3vs 24 259666 0.0011 Significativa
6vs 12 3138599 2.81 x 1012 Significativa
6 vs 24 2666958 1.65 x 10 Significativa
12 vs 24 471641 153 x10° Significativa

Nota. Elaboracion Propia.

Los resultados de este analisis mostraron que todos los tiempos evaluados (3, 6, 12y
24 horas) son significativamente diferentes (p < 0.05). Sin embargo, el tiempo de 6 horas
presentd el &rea cromatogréfica promedio mas alta (4904914), indicando un mayor
rendimiento en la deteccion de hidroxiprolina. Ademas, este tiempo representa un balance
Optimo entre eficiencia analitica y practicidad, ya que tiempos mas largos no mostraron
incrementos proporcionales en el rendimiento y aumentarian los costos operativos. Por lo
tanto, el tiempo de 6 horas se seleccion6 como el éptimo para la hidrolisis.
3.1.2. Tiempo de Derivatizacion
Determinar el tiempo éptimo de derivatizacion para obtener la mayor area y
deteccion de hidroxiprolina mediante anélisis en HPLC/FLD. Se evaluaron cuatro
tiempos de reaccion para la derivatizacion (10, 15, 20 y 25 minutos) y se compararon las
areas obtenidas por triplicado para cada uno.
En la Tabla 7 se puede observar las éareas obtenidas para cada tiempo de

derivatizacion.
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Tabla 7. Areas de Tiempos de Derivatizacion

Tiempo (minutos) 10 15 20 25

2703553 3520356 4902165 4002331
Area 2756433 3562323 4909234 4013323
2712326 3495624 4905665 4052314

Promedio 2724104 3526101 4905688 4022656

Nota. Elaboracion Propia.

Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre las areas
obtenidas en los distintos tiempos de derivatizacion, se realiz6 un ANOVA de una via.
Este analisis permite comparar las medias de varios grupos (en este caso, las areas de los
tiempos de derivatizacion) para evaluar si al menos un grupo es significativamente
diferente de los demas.

Para esto se planted las siguientes hipotesis:

o Hipotesis nula (HO): No hay diferencias significativas entre los tiempos de
derivatizacion en términos de area obtenida, con un nivel de confianza al
95%.

o Hipotesis alternativa (H1): Hay al menos una diferencia significativa entre
los tiempos de derivatizacion en términos de area obtenida, con un nivel de
confianza al 95%.

En la Tabla 8 se observa la tabla de ANOVA en donde se observa que el valor p (6.00
x 1071%) es mucho menor que 0.05, por lo cual, se acepta la H1 lo que indica que existen
diferencias significativas entre los tiempos de derivatizacion en términos de las areas
obtenidas. Esto sugiere que el tiempo de derivatizacion influye significativamente en la

sefial de deteccion de hidroxiprolina en el HPLC/FLD.
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Tabla 8. ANOVA de los Tiempos de Derivatizacion

Fuentede Sumade Gradosde Media
Estadistico F Valor p
variacion Cuadrados Libertad Cuadratica
Tiempo  7.51 x 102 3 2.50 x 10*2 3791.29 6.00 x 1073
Residual  5.28 x 10° 8 6.60 x 108

Nota. Elaboracion Propia.

Debido a que el ANOVA indico diferencias significativas, se llevé a cabo la prueba
de Tukey HSD para identificar entre que tiempos de derivatizacion existen esas
diferencias significativas. En la Tabla 9 se observan los resultados de la prueba de Tukey
HSD, muestra que el tiempo de 20 minutos tiene areas significativamente mayores que
los otros tiempos evaluados (10, 15 y 25 minutos), lo cual respalda la eleccién de 20

minutos como el tiempo optimo de derivatizacion.

Tabla 9. Tukey HSD de Tiempos de Derivatizacion

Comparacionde  Diferencias | .
Valor p Diferencia

tiempos (minutos)  de Medias
10 vs 15 801997 1.70 x 10° Significativa
10 vs 20 2181584 1.97 x 102 Significativa
10 vs 25 1298552 2.65x 101! Significativa
15 vs 20 1379587 1.21 x 10! Significativa
15vs 25 496555 4.64 x 108 Significativa
20 vs 25 883032 9.84 x 1010 Significativa

Nota. Elaboracion Propia.

Los resultados de este analisis mostraron que todos los tiempos de reaccién evaluados
(10, 15, 20 y 25 minutos) son significativamente diferentes (p < 0.05). Sin embargo, el
tiempo de reaccion de 20 minutos presento el area cromatografica promedio mas alta

(4905688), indicando un mayor rendimiento en la deteccién de hidroxiprolina. Ademas,
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este tiempo representa un balance 6ptimo entre eficiencia analitica y practicidad, ya que
tiempos méas largos no mostraron incrementos proporcionales en el rendimiento y
aumentarian los costos operativos. Por lo tanto, el tiempo de reacciéon de 20 minutos se
selecciond como el 6ptimo para la reaccion de derivatizacion.
3.2. Validacion del Método
3.2.1.  Selectividad
Para identificar un compuesto a través de HPLC, es necesario establecer el tiempo de
retencion del analito Gnicamente. Por lo tanto, se puede establecer que este intervalo sera el que
en proximos analisis nos garantizard que el compuesto que buscamos sera el que tenemos
presente.

En la Tabla 10 se puede observar los tiempos de retencion de los cuatro picos.

Tabla 10. Tiempos de Retencién de los compuestos

Pico Compuesto Tiempo de Retencién (min)

1 Reactivo 3.88+04
2 Hidroxiprolina 11.82+0.4
3 FMOC-CI 19.60+ 0.4
4 FMOC-OH 20.60+0.4

Nota. Elaboracion Propia.

En la Figura 7 se observa el cromatograma del analisis del blanco reactivo, para lo cual, se

realizé todo el tratamiento que se le da a los estandares y muestras.
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Figura 7. Cromatograma de Blanco Reactivo

En la Figura 8 se observa el cromatograma del anélisis del estandar, para lo cual, se utilizd
la concentracion de 5.5 mg/mL del estdndar de Hidroxiprolina. Es importante recalcar que los
picos estan claramente delimitados y los intervalos de separacion son superiores a 1 minuto entre

los picos, para prevenir que se sobrepongan entre si y resulte en una respuesta erronea.
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Figura 8. Cromatograma de Estandar
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3.2.1.1. Resolucion
El término resolucion se emplea para describir el nivel de separacion entre picos
cromatograficos que se encuentran unidos en relacion a sus anchos. El valor obtenido
es adimensional, pero se considera adecuado cuando supera o se acerca a 1.5.
Obteniéndose los siguientes resultados:

_ 2(11.82 — 3.88)

Rs(1=2) =4 =0c 70288 — 2273
2 coa 2(19.60 — 11.82) e 1
3 ©0.288+0.300 @

2(20.60 — 19.60
Rs(3—4) = ( ) _ 3.04

0.300 + 0.358

Los resultados obtenidos para la ecuacion Rs (1-2), son calculos para los picos
Reactivo (1) y para la Hidroxiprolina (2) dando como resultado 29.73.

En la ecuacion Rs (2-3), se calculo la resolucion para los picos de Hidroxiprolina
(2) y FMOC-CI (3) dando como resultado 26.46.

Para la ecuacion Rs (3-4), se calcul6 la resolucion para los picos de FMOC-CI (3)
y FMOC-OH (4) dando como resultado 3.04.

Para los cuatro picos cromatograficos, se determind la resolucién, obteniendo
valores que superan el 1.5, lo que revela que el area de un pico no se sobrelapa con la
del otro, lo que garantiza resultados fiables.

A primera vista, en la Figura 8, se puede apreciar que los picos cromatograficos se
separan por mas de un minuto, lo que indicaria una separacion adecuada. Sin embargo,
para confirmar lo observado, se determind el valor de resolucion, el cual revel6 ser apto

para los cuatro picos, confirmando asi una separacion adecuada.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

3.2.2. Linealidad

Para identificar cualquier compuesto, es vital verificar si el método sigue una trayectoria
lineal. Asi, se utilizan diversas concentraciones de estandar, desde la mas baja hasta la més
elevada, que, basandose en la literatura o un ensayo piloto, forman un grafico de calibracién que
sefiala las concentraciones de las muestras.

Para realizar este parametro se midio el estdndar de Hidroxiprolina por triplicado. Las

concentraciones usadas fueron 1.5, 3.5, 5.5, 7.5y 9.5 mg/mL.

Tabla 11. Datos de Grafico de Calibracion de Hidroxiprolina

Concentracién Area Bajo la Curva Desviacion Coeficiente de
Promedio
(mg/mL) | I 11 Estdndar  Variacion %
1.5 2359713 2387652 2361909 2369758 15535.5087 0.6556
35 3649608 3693226 3644576 3662470 26754.0447 0.7305
55 4903180 4946758 4920934 4923624 21913.1832 0.4451
7.5 5985910 5928648 5907764 5940774 40459.6000 0.6810
9.5 6780954 6754986 6796350 6777430 20905.9574 0.3085

Nota. Elaboracion Propia.

En la Tabla 11 se detallan las concentraciones de trabajo seleccionadas para el grafico de
calibracién, asi como la respuesta del equipo, reflejada en el area bajo la curva de cada
concentracion. Este estudio se llevd a cabo por triplicado para garantizar los hallazgos.
Posteriormente, se calculd el promedio indispensable para llevar a cabo la segunda etapa del
ensayo. La desviacion estandar y el coeficiente de variacion reflejan la variabilidad de los
resultados; al triplicar las concentraciones, se observa que los valores alcanzaron valores

inferiores a la unidad, lo que indica que no se presentaron resultados inusuales.
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Figura 9. Gréfico de Calibracion de Hidroxiprolina. Elaboracion Excel

En la Figura 9, se observa el diagrama de calibracion de Hidroxiprolina, donde el eje Y
representa el area bajo la curva, mientras que el eje X representa las concentraciones
correspondientes en miligramos por mililitro (mg/mL). En esta ilustracion se representaron cinco
puntos que simbolizan las concentraciones de Hidroxiprolina tomadas para elaborar el grafico de
calibracion; luego se trazo una linea recta a lo largo de los puntos y se observo que la mayoria
transitan por esta linea, lo que implica que hay linealidad.

Ademas, se determiné el valor R? (0.99204), conocido también como Coeficiente de
Determinacion, cuya cercania a la unidad nos asegura que el método sigue una linea recta.
Ademas, la ecuacion de la recta nos permitira identificar concentraciones a través de sus areas
bajo la curva y la pendiente, permitiéndonos establecer los limites de cuantificacion y deteccion.
Para evaluar el ensayo de linealidad, se empleo la prueba T de Student, calculando tanto el tr
como el tcritico, resultando en:

. 0.99601|/5—2) _ 10,43
T J1-099204
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A continuacion, se determino el valor tcritico empleando la tabla t de dos colas, con un
intervalo de confianza del 95% vy tres grados de libertad, resultando en un valor de 3.182.
Observando que el valor supera el valor critico, se confirma que tr > tcritico, revelando asi una
correlacion lineal significativa.

Podemos concluir que la técnica empleada para identificar este aminoacido fue adecuada, ya
que se demostro que el coeficiente de determinacion R? cumple con el requerimiento establecido
y la linealidad se mantuvo estable y estadisticamente se demostré una correlacion lineal

significativa. Por lo tanto, podemos utilizarlo para calcular las concentraciones del analito.

Tabla 12. Resultado Estadistico de Regresion para Hidroxiprolina

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion maltiple (R) 0.99601
Coeficiente de determinacion (R?) 0.99204
Error tipico 181455.05
Ndmero de concentraciones 5

Nota. Elaboracion Propia.

En la Tabla 12, se despliega el analisis estadistico de regresion lineal de Excel, ofreciendo
cifras cruciales para corroborar la linealidad. Primero, se observa la magnitud del coeficiente de
correlacion o R (0.99601), este valor revela tres matices esenciales: Primero, la relacion es
positiva, lo que sugiere que la curva tiene un sentido ascendente; luego, la relacion es directa,
pues a mayor concentracion, mayor serd el rea bajo la curva; y, finalmente, el valor se aproxima
a la unidad, demostrando una fuerte conexidn entre las variables. En segundo lugar, se observa
el coeficiente de determinacion, también conocido como R? (0.99204), el cual revela la

variabilidad entre el area bajo la curva y, cuando se encuentra cerca de la unidad, indica que la
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curva sigue una linea recta. Ademas, se aprecia el error tipico, que nos permite valorar la
ambigiedad de una prediccién. En ultima instancia, el nGmero de concentraciones indica la

cantidad de patrones empleados.

En la Tabla 13 se presentan los datos con los que se pueden calcular los limites de confianza
del intercepto y la pendiente. Como teritico Para 95% de confianza con tres grados de libertad

tenemos como valor 3.18.

Tabla 13. Datos para calcular Limites de confianza

Coeficiente Error tipico

Intercepto 1684058 177441.33

Pendiente 554682.4 28690.60

Nota. Elaboracion Propia.

Limite de confianza del intercepto = 3.18 x 177441.33 = 564697.50
Limite de confianza de la pendiente = 3.18 x 28690.60 = 91306.17
Dando como resultados para el limite de confianza del intercepto 564697.50 y para el limite
de confianza de la pendiente 91306.17. Con estos valores se hallaron los valores minimos y
maximos tanto del intercepto y la pendiente.
Intercepto: 1684058 + 564697.50, lo que implica:
Intercepto,,;, = 1684058 — 564697.50 = 1119360.50
Intercepto,,;, = 1684058 4+ 564697.50 = 2248755.50
Pendiente: 554682.4 + 91306.17, lo que implica:
Pendiente,,;, = 554682.40 — 91306.17 = 463376.23
Pendiente,,;, = 554682.40 + 91306.17 = 645988.57

Con estos datos corregidos se calcularon las concentraciones de las muestras analizadas.
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3.2.3. Limite de Deteccidn y Cuantificacion

Nos basamos en los limites de cuantificacion (LOQ) y los limites de deteccion (LOD). Para
asegurarnos de que nuestra metodologia es la adecuada. Con la pendiente de la ecuacion de la
regresion lineal se determinaron estos limites.

En la Tabla 14 se observan las areas bajo la curva de las 8 mediciones del blanco reactivo,
con las cuales se realizo el céalculo de la desviacion estandar (So) con el programa Excel para
luego proceder a realizar el calculo de la desviacion estandar (S o) usada para los calculos de
LODy LOQ.

Tabla 14. Datos para calcular Limite de Deteccion y Cuantificacién

Medicion Area bajo la curva
1 291425
2 270546
3 268652
4 312568
5 269582
6 301589
7 269456
8 328965
Promedio 289097.88
Desviacién Estandar (So) 23392.78

Nota. Elaboracion Propia.
Para poder evaluar los Limites de deteccion y cuantificacion se utilizard la desviacion
estandar (S o) usada para los célculos, obteniéndose asi:

. 23392.78
So = T

Esté desviacion estandar (S ) usada para los célculos, nos permitira determinar los Limites

= 8270.60

de deteccion y cuantificacion, obteniéndose asi:
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LOD = 3x8270.60 — 0.045
~ 5546824
LOO = 10 x 8270.60 — 0.149
Q= 554682.4

Dando como resultado 0.045 mg/mL para LOD y 0.149 mg/mL para LOQ.

Los numeros de referencia para los limites de deteccion revelan la concentracion minima
que el equipo HPLC puede detectar. No obstante, este indicador no se emplea, pues si es el valor
mas bajo que el equipo puede detectar, podria desencadenar resultados equivocados. Asi, se
determinan los limites de cuantificacion, ese valor que se distingue claramente del sonido o
cualquier otro interferente presente. En consecuencia, para la Hidroxiprolina, el valor de 0.149
mg/mL es la cifra minima que podemos medir con nuestro grafico de calibracién; valores
inferiores a este no son confiables.

3.2.4. Precision

Para evaluar la repetibilidad, se llevé a cabo la medicion de un punto especifico,
generalmente el medio del rango lineal del gréafico de calibracion, utilizando una concentracién
de 5.5 mg/mL.

En la Tabla 15 se observan los datos para determinar la repetibilidad, para lo cual se
realizaron 10 repeticiones. Se determino el CV% el cual es 0.27.

Después se calculo el coeficiente de variacion de Horwitz, dando el siguiente resultado:

2(1—0.5) x10g0.0000055

CVy% = > x 100 = 8.08 %

Para la Hidroxiprolina, el coeficiente de variacion (CV%) de las repeticiones alcanza
un 0.27, lo que representa menos de la mitad del coeficiente de Horwitz, que se sitla en un

8.08%. Esto revela la confiabilidad de los hallazgos obtenidos.
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Tabla 15. Datos para hallar Repetitibilidad

Mediciones Area bajo la curva
1 4903180
2 4946758
3 4920934
4 4923624
5 4932655
6 4915652
7 4902355
8 4915565
9 4918952
10 4926563
Promedio 4920623.8
Desviacién Estandar (So) 13179.35
Coeficiente de variacion (CV%o) 0.27

Nota. Elaboracion Propia.

3.2.5. Exactitud

Elemento vital para determinar la disparidad entre el valor adquirido y el real; en otras
palabras, revela cdmo un solo resultado se asemeja a un valor predeterminado, ademas de
asegurar que no haya fallos graves o equivocaciones al llevar a cabo los ensayos. Para llevar a
cabo esta técnica, se selecciond una muestra, una solucion de aproximadamente 5.5 mg/mL del
estandar y una mezcla con la muestra y el estandar preparado de concentracion conocida.

En la Tabla 16 se observan los datos de las mediciones utilizados para poder calcular el
porcentaje de recuperacion (%R).

Después de realizado los ensayos se pudo obtener que el porcentaje de recuperacion (%R)

del método fue de 95.71%.
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Tabla 16. Datos para hallar porcentaje de recuperacion

Muestra Estandar Muestra + Estandar

Mediciones M) (S1) (ME) R %R
1 3227831 4923562 7923565 0.9537 95.37

2 3345623 4925652 8095653 0.9643 96.43

3 3257895 4935654 8022527 0.9653 96.53

4 3256548 4915986 8023565 0.9697 96.97

5 3156465 4935657 7911523 0.9634 96.34

6 3356552 4913252 7905652 0.9259 92.59
Promedio 95.71

Desviacion Estandar (So) 1.62

Nota. Elaboracién Propia.
Para corroborar la validez del ensayo de recuperacion, se emple6 la prueba T-Student, donde

se calcularon tanto el valor tcalculado como el valor tcritico.

100 —95.71

tealculado = m = 1.08

Para calcular el valor del tcritico, se empleo la tabla T-Student de dos colas con una confianza
del 95% y cinco grados de libertad, resultando en un 2.57.
En vista de que el valor calculado es inferior al valor critico, se confirma que tcalculado <

tcritico, lo que indica que no hay divergencias notables, por lo que no se requiere una correccion.

3.3. Aplicacién Analitica

Se tomaron muestras de suplementos alimenticios que contienen colageno de origen bovino
que son vendidos en la ciudad de Arequipa, se escogieron estos por la gran cantidad que hay a
la venta. En total se analizaron 10 muestras, de las cuales 2 fueron controles extranjeros
nombrados como C1 y C2, 4 fueron adquiridos de farmacias de la ciudad de Arequipa
nombrados como A, B, C y D; y 4 fueron adquiridos de mercados y tiendas nombrados como

E,F,GyH.
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En la Tabla 17 se detallan los tiempos de retencion de cada muestra, examinada por
duplicado, y luego se detallan las areas bajo la curva de cada repeticién, a partir de las cuales
se calculd la concentracion en mg/mL, utilizando la ecuacién de regresion lineal correcta del
grafico de calibracion de Hidroxiprolina, obtenida en el ensayo de linealidad. Luego se realizo
el calculd del % de Hidroxiprolina, teniendo en cuenta la concentracion real con el factor de
dilucion (1.82) y la cantidad en miligramos de Hidroxiprolina en los 5 mL de Buffer Borato.
Por otro lado, se puede observar que 3 de 10 muestras cumplen con el parametro estandar

(>10%).
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Tabla 17. Analisis de muestras de Suplementos Alimenticios que contienen Colageno

Cantidad
- A Total
Tiempode  Area B tor 3 otalen 5
N i . Concentracion Concentracion mL de : .
Adquisicion Muestra Retencion  bajo la %Hidroxiprolina
- (mg/mL) .., real (mg/mL) Buffer
(min) curva dilucion
Borato
(mg)

C1 12.047 4809754

importado c1 12.012 4845623 > 8 10.29 51.44 10.29
C2 12.047 4835695
C2 12.023 4856568 8- 10.35 51.75 10.35
A 12.000 5907279
A 12.019 5896563 e 13.91 69.56 13.91
B 11.813 1830637

Farmacias B 11.956 1850326 e 0.21 1.07 0.21
C 12.02 3495438 = M s o
C 12.014 3459682 ' e : : .
D 12.007 3370055 :
D 11.995 3356899 2.95 5.35 26.75 5.35
E 12.047 3227831
E 12.032 3205625 2.9 4.86 24.28 4.86
F 12.047 2559717

Mercados/ F 12.018 2515652 141 2.57 12.83 2.57

Tiendas G 11.833 2216610

G 11.923 2280498 0.87 1.59 7.95 1.59
H 12.027 2393615
H 12.015 2365689 112 2.03 10.16 2.03

Nota. Elaboracion Propia.
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Tabla 18. Comparacion segln la adquisicion de muestras

o Minimo Méaximo
Adquisicion . . ) . . .
(%Hidroxiprolina) (%Hidroxiprolina)
Importado 10.29 10.35
Farmacia 0.21 13.91
Mercado/ Tienda 1.59 4.86

Nota. Elaboracion Propia.

En la Tabla 18 podemos observar una comparacion entre la forma de adquisicion de las
muestras analizadas. En general, las muestras analizadas presentan una alta variabilidad en el
contenido de hidroxiprolina. Las muestras importadas destacan por su calidad y consistencia,
con un promedio de 10.32% y una variabilidad minima, lo que las posiciona como controles
confiables. Las muestras de farmacia muestran una calidad heterogénea, con valores que oscilan
entre 0.21% y 13.91%, reflejando diferencias significativas en la composicion de los productos
comercializados. Por otro lado, las muestras provenientes de mercados y tiendas al azar
presentan los porcentajes mas bajos (promedio de 2.76%) y no cumplen con el pardmetro
estandar de calidad esperado (>10%), lo que podria indicar que son productos de menor calidad.

Aunque no existe una norma especifica que establezca un valor minimo aceptable de
hidroxiprolina en suplementos alimenticios de colageno, la literatura ofrece informacién
relevante que puede servir como referencia. Estudios previos han destacado que la
hidroxiprolina constituye aproximadamente el 10-14% del peso seco del colageno puro. (56)
Este rango es consistente con la estructura molecular del coldgeno, que contiene una alta
proporcion de prolina e hidroxiprolina en sus cadenas peptidicas. En el contexto de los
suplementos alimenticios, un contenido de hidroxiprolina inferior a este rango podria indicar la

presencia de materiales no colagénicos, adulteracién o una baja calidad del producto.
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Aunque no se cuenta con una referencia normativa que respalde directamente el umbral del
10%, este valor puede considerarse una meta razonable basada en la proporcion natural de
hidroxiprolina en el coladgeno. Este criterio puede servir como punto de partida para futuros
estudios y para la eventual creacion de regulaciones especificas para suplementos alimenticios
de colageno.

Los resultados obtenidos en este estudio revelaron que las muestras importadas de
suplementos alimenticios que contienen coldgeno presentaron mayores concentraciones de
hidroxiprolina en comparacion con las muestras adquiridas en farmacias y mercados de la
ciudad de Arequipa. Este hallazgo puede explicarse por varios factores relacionados con la
regulacion, el control de calidad y los procesos de fabricacion.

En primer lugar, los paises exportadores de los suplementos importados, como Estados
Unidos, suelen contar con normativas mas estrictas en cuanto a la produccion vy
comercializacion de suplementos alimenticios. Por ejemplo, en Estados Unidos, la Food and
Drug Administration (FDA) regula los suplementos dietéticos bajo la Dietary Supplement
Health and Education Act (DSHEA), exigiendo estandares de calidad, pureza y etiquetado que
aseguren la consistencia del producto final para garantizar que los suplementos importados
cumplan con los niveles de hidroxiprolina adecuados para ser considerados de alta calidad.

Por otro lado, las muestras locales adquiridas en farmacias y mercados presentaron una alta
variabilidad en sus niveles de hidroxiprolina, lo cual podria atribuirse a la falta de regulacion
especifica en Per( para estos productos. Actualmente, el mercado peruano de suplementos
alimenticios es regulado por la Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria

(DIGESA), pero no cuenta con un marco normativo robusto que exija controles de calidad
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rigurosos antes de la comercializacion. (2) Esto permite la presencia de productos de menor
calidad o con composiciones que no coinciden con lo declarado en sus etiquetas.

Adicionalmente en los procesos de fabricacion podrian influir en los niveles de
hidroxiprolina. Las empresas internacionales suelen invertir en tecnologias avanzadas y
procesos estandarizados que garantizan la extraccién y preservacion de los componentes clave,
como el colageno y la hidroxiprolina, mientras que los fabricantes locales o informales podrian
recurrir a métodos menos eficientes o no estandarizados, afectando la calidad del producto final.

Por ultimo, es posible que los suplementos locales incluyan ingredientes adicionales o
rellenos que diluyan la concentracion de hidroxiprolina, disminuyendo su calidad percibida.
Esto se suma al hecho de que, en ausencia de regulacién, no existe una garantia de que estos
productos contengan las proporciones esperadas de colageno.

En conclusion, las diferencias observadas entre las muestras importadas y las locales
subrayan la importancia de implementar normativas nacionales que regulen la calidad de los
suplementos alimenticios. Este tipo de regulacion no solo beneficiaria a los consumidores al
garantizar productos seguros y eficaces, sino que también fortaleceria la competitividad de los
productos locales en mercados internacionales.

La metodologia planteada en este estudio representa un avance significativo hacia el
establecimiento de un marco regulatorio para los suplementos alimenticios que contienen
colageno en el Perd. En la actualidad, la ausencia de normativas especificas en el pais ha
permitido la produccion excesiva de productos de calidad variable, lo que plantea riesgos tanto
para la salud de los consumidores como para la confianza en el mercado. Este trabajo, al
proponer y validar una metodologia analitica para la cuantificacién de hidroxiprolina, aporta

una herramienta clave para abordar este vacio regulatorio.
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La validacion del método mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con
Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD) incluyé parametros esenciales como selectividad,
linealidad, limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), precision y exactitud. Estos
parametros cumplieron con los estandares aceptados, lo que respalda la confiabilidad y
reproducibilidad del método.

El proceso de derivatizacion; esencial para la deteccion y cuantificacion de aminoacidos
como la hidroxiprolina mediante HPLC/FLD; presenta desafios significativos. La
derivatizacion implica una reaccion quimica previa que debe ser altamente especifica,
reproducible y eficiente para garantizar resultados confiables. En este estudio, se utiliz6 FMOC-
Cl debido a sus ventajas, como la formacion de derivados estables y fluorescentes. Sin embargo,
este paso agrega una capa de complejidad al anélisis, ya que factores como el tiempo de
reaccion, el pH y la concentracion del derivatizante deben controlarse estrictamente para evitar
reacciones incompletas o productos secundarios que interfieran con la separacion
cromatografica.

Ademas, trabajar con reactivos sensibles como FMOC-CI requiere condiciones precisas de
almacenamiento y manipulacién para evitar su degradacion. Estos desafios subrayan la
necesidad de experiencia técnica y optimizacion meticulosa del método, lo cual se logro en este
estudio al validar parametros clave como la selectividad, precisién y exactitud. Pese a estas
dificultades, el uso de derivatizacion es indispensable en este tipo de analisis, ya que mejora
significativamente la sensibilidad y especificidad del método, especialmente para aminoacidos
con estructuras complejas como la hidroxiprolina.

En investigaciones futuras, podria explorarse la automatizacién del proceso de

derivatizacion para reducir errores humanos y mejorar la reproducibilidad, asi como la
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comparacion con métodos alternativos que no requieran derivatizacion para evaluar su
aplicabilidad en el andlisis de suplementos alimenticios que contienen colageno.

El uso de Cloroformiato de 9-fluorenilmetilo (FMOC-CI) como derivatizante en este
estudio resulto ser una eleccion acertada debido a sus multiples ventajas en comparacion con
otros reactivos comunmente empleados en la derivatizacion de aminoacidos. A diferencia de
reactivos como el orto-ftalaldehido (OPA), que no es compatible con aminoacidos secundarios
como la hidroxiprolina (57), el FMOC-CI permite una derivatizacion eficiente y especifica de
estos compuestos. Esto es especialmente relevante para la cuantificacion de hidroxiprolina, que
constituye un marcador crucial en la evaluacion de la calidad del colageno en suplementos
alimenticios.

Ademas, los derivados de FMOC-CI presentan una alta estabilidad quimica, lo que
minimiza la degradacion de los compuestos durante el analisis y asegura una cuantificacion
precisa (46). Esto contrasta con otros derivatizantes, como el OPA, cuyos derivados son mas
susceptibles a la degradacion y tienen una vida media méas corta. Por otro lado, el FMOC-CI
también destaca por su alta sensibilidad fluorescente, lo que permite detectar concentraciones
bajas de hidroxiprolina con gran precision, una caracteristica critica para la evaluacion de
productos de calidad variable (47)

Otra ventaja significativa es que el FMOC-CI genera picos méas definidos y con menos
interferencias en el cromatograma, facilitando la separacion y cuantificacion en mezclas
complejas como los suplementos alimenticios. Esto es particularmente importante en estudios
como el presente, donde la matriz de la muestra puede contener una variedad de compuestos

que potencialmente interfieran en el analisis. (5)
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En resumen, el uso de FMOC-CI no solo mejora la sensibilidad y precision del método,
sino que también incrementa la confiabilidad de los resultados, lo que refuerza su idoneidad
para estudios analiticos y de control de calidad en productos que contienen colageno. Estas
ventajas lo eligen como un derivatizante indicado para futuros estudios orientados a la
regulacion de suplementos alimenticios.

Ademas, la optimizacion de condiciones clave, como el tiempo de hidrdlisis (6 horas) vy el
tiempo de derivatizacién (20 minutos), permitid garantizar una cuantificacion precisa y
eficiente del aminoécido. Este nivel de detalle técnico no solo refuerza la validez del método,
sino que también establece un protocolo replicable que puede ser adoptado por otras
instituciones o laboratorios interesados en evaluar la calidad de suplementos alimenticios.

Si bien existen varias técnicas analiticas disponibles para la cuantificacion de aminoacidos
como la hidroxiprolina, se opté por utilizar Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con
Detector de Fluorescencia (HPLC/FLD) debido a sus ventajas sobre otros métodos, como la
cromatografia idnica, que también podria haber sido utilizada.

La cromatografia ionica es una técnica ampliamente utilizada para la separacion y
deteccion de compuestos cargados, como los aminoacidos, debido a su alta sensibilidad y
especificidad en la separacion de especies ionicas.(58) Sin embargo, su aplicacion en la
cuantificacion de hidroxiprolina en matrices complejas como los suplementos alimenticios
puede ser limitada por la necesidad de pretratamientos extensos y la interferencia de otros
aminoacidos presentes en la muestra, dado que el coldgeno contiene una amplia gama de
aminoacidos con diferentes cargas.

Por otro lado, el uso de HPLC/FLD con derivatizacion previa con FMOC-CI ofrecid

ventajas significativas. La derivatizacion permitié mejorar la sensibilidad y selectividad para la
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hidroxiprolina, facilitando su deteccién en niveles bajos y en matrices complejas. Ademas, esta
técnica permitio trabajar con un método validado que incluyd parametros como linealidad,
precision y exactitud, asegurando resultados reproducibles y confiables.

Aunqgue la cromatografia idnica podria ser una alternativa vélida, el enfoque basado en
HPLC/FLD demostrd ser mas adecuado para este estudio, ya que proporciond un equilibrio
optimo entre sensibilidad, selectividad y facilidad de implementacién en un laboratorio con
recursos limitados. Esta eleccion también refuerza la versatilidad de HPLC/FLD como una
herramienta robusta para estudios de calidad en suplementos alimenticios, destacando su
potencial para futuras investigaciones y regulaciones en este ambito.

La aplicacion de esta metodologia en el anlisis de diferentes muestras comercializadas en
Arequipa demostro su utilidad practica para identificar variaciones significativas en los niveles
de hidroxiprolina entre productos. Estos resultados no solo evidencian la necesidad de una
regulacion mas estricta, sino que también proporcionan datos concretos que podrian servir como
base para establecer estandares minimos de calidad para estos productos.

La implementacion de un método validado como el desarrollado en este estudio podria ser
el primer paso hacia la creacion de un marco normativo nacional. Esto permitiria a las
autoridades sanitarias realizar controles de calidad sistematicos y exigir a los fabricantes el
cumplimiento de estandares especificos antes de comercializar sus productos. Asimismo, un
método estandar facilitaria la comparacion entre productos nacionales e importados,
promoviendo la transparencia y la confianza del consumidor.

Por lo expuesto, la metodologia planteada no solo constituye una herramienta analitica,
sino que también brinda las bases para el desarrollo de una regulacion necesaria y urgente en el

mercado peruano de suplementos alimenticios que contienen colageno. Este esfuerzo
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contribuiria a garantizar la calidad, seguridad y eficacia de estos productos, beneficiando tanto

a los consumidores como al sector industrial.
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CONCLUSIONES

Primero:

Se desarroll6 y validd la técnica de HPLC/FLD; a través de los parametros: Selectividad,
Linealidad, Limite de Deteccion, Limite de Cuantificacion, Precision y Exactitud, para determinar
Hidroxiprolina en Suplementos que contienen Colageno que estan disponibles en el mercado
arequipefio.

Segundo:

Se determind la cantidad de Hidroxiprolina utilizando el método validado de HPLC/FLD en
diez muestras de suplementos alimenticios. Los niveles de Hidroxiprolina determinados en dichos
suplementos presentan una amplia variabilidad dependiendo de la adquisicion. Obteniéndose
rangos de 10.29 — 10.35%H para muestras Importadas, 0.21 — 13.91%H para muestras de
Farmacias y 1.59 — 4.86%H para muestras de Mercados/Tiendas.

Tercero:

Se analizo las concentraciones obtenidas de las muestras que son comercializadas en la ciudad
de Arequipa y se las comparo con las muestras Importadas de EEUU. La comparacion de los
niveles de Hidroxiprolina entre diferentes marcas de suplementos alimenticios que contienen
colageno comercializados en Arequipa evidencia diferencias significativas segun su adquisicion.
Las muestras importadas mostraron los niveles mas consistentes y altos de hidroxiprolina
(promedio de 10.32%), cumpliendo con el parametro estandar de calidad. En contraste, las
muestras adquiridas en farmacias presentaron una mayor variabilidad, con valores que oscilaron
entre 0.21% y 13.91%, indicando diferencias significativas entre marcas. Finalmente, las muestras
provenientes de mercados y tiendas al azar tuvieron los niveles mas bajos (promedio de 2.76%),

posicionandose como las de menor calidad. Estos resultados reflejan una marcada disparidad en la
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composicion de los suplementos alimenticios que contienen colageno comercializados en la
ciudad, resaltando la necesidad de implementar controles de calidad mas rigurosos para garantizar

la eficacia y confiabilidad de estos productos.
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Tabla de valores criticos de la distribucion t de Student

Grados de Niveles de significancia DOS COLAS

Libertad 0.1 0.05 0.025 0.01 0.005
1 6.314 12.706 25.452 63.657 127.321
2 2.920 4.303 6.205 9.925 14.089
3 2.353 3.182 4.177 5.841 7.453
4 2.132 2.776 3.495 4.604 5.598
5 2.015 2.571 3.163 4.032 4.773
6 1.943 2.447 2.969 3.707 4.317
7 1.895 2.365 2.841 3.499 4.029
8 1.860 2.306 2.752 3.355 3.833
9 1.833 2.262 2.685 3.250 3.690
10 1.812 2.228 2.634 3.169 3.581
11 1.796 2.201 2.593 3.106 3.497
12 1.782 2.179 2.560 3.055 3.428
13 1.771 2.160 2.533 3.012 3.372
14 1.761 2.145 2.510 2.977 3.326
15 1.753 2.131 2.490 2.947 3.286
16 1.746 2.120 2.473 2.921 3.252
17 1.740 2.110 2.458 2.898 3.222
18 1.734 2.101 2.445 2.878 3.197
19 1.729 2.093 2.433 2.861 3.174
20 1.725 2.086 2.423 2.845 3.153
21 1.721 2.080 2414 2.831 3.135
22 1.717 2.074 2.405 2.819 3.119
23 1.714 2.069 2.398 2.807 3.104
24 1.711 2.064 2.391 2.797 3.091
25 1.708 2.060 2.385 2.787 3.078
26 1.706 2.056 2.379 2.779 3.067
27 1.703 2.052 2.373 2.771 3.057
28 1.701 2.048 2.368 2.763 3.047
29 1.699 2.045 2.364 2.756 3.038
30 1.697 2.042 2.360 2.750 3.030
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