UNIVERSIDAD DE CUENCA

FONS "T'*‘ @M! POSTIDENTS

;
-y |

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“OPTIMIZACION DEL METODO CROMATOGRAFICO PARA ANALISIS DE
ACIDOS GRASOS DE CADENA CORTA Y SU APLICACION EN MUESTRAS DE
DIGERIDO INTESTINAL IN-VITRO”

Trabajo de Titulacidn previo a la obtencién del titulo de
Bioguimico Farmacéutico

Autoras:
Maria José Cajas Bravo
Cl.: 0106975386
Maria Belén Solis Cordero
Cl.: 0104452792
Directora:
Dra. Silvia Johana Ortiz Ulloa, PhD.
Cl.: 0301082897
CUENCA - ECUADOR

2017



I -
e unveRsDADDECUENCA

UNIERSIDAD OE CUEN

it

RESUMEN

El presente trabajo de titulacién fue optimizar y validar un método cromatogréfico para
el andlisis de &cidos grasos de cadena corta (AGCC) y su posterior aplicaciéon para el
analisis de AGCC en muestras de digerido intestinal in vitro.

La optimizacién del método se realizé6 por Cromatografia de Gases con deteccion de
ionizacién a la llama (GC-FID). Los pardmetros de validacion fueron la linealidad, rango
dindmico lineal, precision intra-dia e inter-dia, limite de deteccion y limite de
cuantificacion. Una vez validado el método, se aplicé en 300 muestras por duplicado
provistas por el Laboratorio de Nutricion y Alimentos de la Universidad de Cuenca,
correspondientes a muestras de simulaciones de digestion gastrointestinal a partir de
diez matrices de frutas. El método resultante fue sensible, especifico y replicable para
el andlisis de los AGCC y el estandar interno (acido 2-metilhexanoico) en una corrida
total de 12.75 min. La aplicacion del método se comprobd en dos matrices (taxo en
batido con leche y taxo en jugo con agua) digeridos conjuntamente con dietas
(ecuatoriana vs occidental), observandose una diferencia estadisticamente significativa

entre las dietas solamente en la concentracién de acido acético (p<0.001).

Con la optimizacién del método y su aplicacion para cuantificar AGCC se espera
contribuir a las investigaciones que se realizan en el Laboratorio de Alimentos y Nutricion
con respecto a la produccion de AGCC dentro del tracto gastrointestinal para la salud
especificamente del colon.

PALABRAS CLAVE: Acidos grasos de cadena corta (AGCC), Cromatografia de Gases

con deteccién de ionizacién a la llama (GC-FID).
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ABSTRACT

The present titration work was to optimize and validate a chromatographic method for
the analysis of short chain fatty acids (SCFA) and its subsequent application for the
analysis of SCFA in intestinal digested samples in vitro.

The optimization of the method was performed by Gas Chromatography with flame
ionization detection (GC-FID). Validation parameters were linearity, linear dynamic
range, intra-day and inter-day precision, limit of detection and limit of quantification. Once
the method was validated, it was applied in 300 samples in duplicate provided by the
Nutrition and Food Laboratory of the University of Cuenca, corresponding to samples of

simulations of gastrointestinal digestion from ten fruit matrices.

The resulting method was sensitive, specific and replicable for the analysis of the SCFA
and the internal standard (2-methylhexanoic acid) in a total run of 12.75 min. The
application of the method was verified in two matrices (taxo in milk shake and taxo in
juice with water) digested together with diets (Ecuadorian vs Western), observing a
statistically significant difference between the diets only in the concentration of acetic
acid (p < 0.001).

With the optimization of the method and its application to quantify SCFA, it is expected
to contribute to the research carried out in the Food and Nutrition Laboratory regarding
the production of SCFA within the gastrointestinal tract specifically for the health of the

colon.

KEYWORDS: Short chain fatty acids (SCFA), Gas chromatography with flame ionization
detection (GC-FID).
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INTRODUCCION

Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) son producidos por bacterias beneficiosas
del intestino y constituyen la fuente nutricional principal para las células del colon. Los
AGCC més abundantes en el intestino son el acético, el butirico y el propiénico, seguido
por el acido férmico, &cido heptanoico, acido hexanoico, &cido isobutirico, acido
isovalérico, 4-metil-valérico y acido valérico. En la actualidad, estudios han demostrado
su papel importante en la salud, particularmente en la fisiologia y nutricién del tracto
gastro-intestinal (TGI) (GOmez & Acero, 2011).

La dieta es uno de los principales factores que determinan la produccion de los AGCC.
Actualmente y sobre todo en paises industrializados se ha sufrido un profundo cambio
en los habitos dietéticos, resultando que las dietas ricas en cereales, frutas y verduras
sean sustituidas en mucho de los casos por una dieta mas occidentalizada, logrando un
cambio en la composicion de la microbiota intestinal, en los diferentes grupos

bacterianos que tengan la capacidad de generar AGCC.

La investigacion sobre las cantidades excretadas de acidos grasos de cadena corta en
digeridos intestinales es necesaria para la realizacion de estudios acerca de la
importancia de éstos sobre el tracto intestinal. La determinacién de AGCC mas comun
se realiza por cromatografia gaseosa con detector de ionizacién de llama (GC-FID) que

permite el andlisis cuantitativo y simultaneo de varios AGCC (Alvarracin & Henao, 2013).

Ante la necesidad de andlisis cuantitativo de los AGCC en diversas muestras de
estudios de digestion gastro-intestinal en el Laboratorio de Nutricion y Alimentos del
Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca, este estudio estuvo
enfocado en la optimizacion de un método de andlisis por GC-FID que permita el anélisis
cuantitativo de los diversos AGCC cumpliendo con parametros de calidad de

aplicabilidad, especificidad, precision, detectabilidad y sensibilidad.
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OBJETIVOS DE ESTUDIO

Objetivo general

Optimizar el método cromatogréfico para el analisis de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) y aplicarlo en el andlisis de muestras de digerido intestinal in vitro.

Objetivos especificos

1. Optimizar el método cromatogréafico por cromatografia de gases con deteccion de
ionizacion a la llama (GC-FID) para el analisis de &cidos grasos de cadena corta
(AGCCQ).

2. Aplicar el método optimizado por GC-FID para evaluar el contenido de AGCC en

muestras de digerido intestinal in vitro.

17
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1. MARCO TEORICO

1.1 Concepto de acidos grasos de cadena corta

Los &cidos grasos de cadena corta (AGCC) son un subgrupo de los &cidos grasos que
poseen una cola alifatica de un méximo de seis &tomos de carbono. La diferencia fisico-
guimica de los AGCC con respecto a los 4cidos grasos de cadena larga es su alta
solubilidad en medio acuoso. Gracias a esta cualidad, los AGCC poseen una total
digestibilidad, y al ser monémeros en la fase acuosa luminal son absorbidos en cualquier

segmento del tracto digestivo de los mamiferos (Berruezo, Martinez, & Arques, 2011).

1.2 Produccién de acidos grasos de cadena corta

Los AGCC son producidos por la microbiota colénica mediante fermentacion anaerdbica
y son los productos finales de toda la digestion de los carbohidratos y proteinas. Los
principales sustratos disponibles para esta fermentacion son los carbohidratos no
digeridos, la fibra dietética, el almiddn resistente y las proteinas en cantidades mas

pequenfas (llustracion 1) (Rozenbloom, Fernandez, Gloor, & Wolever, 2014).

Para la formacion de los AGCC intervienen un gran niamero de especies bacterianas a
través de vias enzimaticas activadas siendo la via glucolitica la principal para su
produccién. En el caso de la Bifidobacterias, los AGCC se generan mediante la via de

las pentosas fosfato (Agudelo, Giraldo, Barrera, & Valdés, 2016).

La fermentacion de las bacterias y el contenido de putrefaccion intestinal dependen del
pH fecal, por lo que los AGCC se relacionan con este pH y con la salud intestinal. Por
ejemplo, en la fermentacion bacteriana de los carbohidratos se produce un aumento de
AGCC y ocurre una disminucion del pH, asociandose a una reduccion del riesgo de
cancer de colon rectal. Mientras que este riesgo se incrementa cuando la dieta es rica
en grasa y azucares refinados que conlleva a una elevacién del pH con la fermentacion,
por lo que no se produce un aumento de AGCC (Chover, 2011). De igual manera, es

importante mencionar que una dieta rica en fibra aumenta la actividad fermentativa de
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la flora intestinal, provocando un incremento de AGCC en las heces y la disminucién del
pH. (Chover, 2011) (Russell & Duthie, 2011).

Polisacaridos no
digeribles

}

Piruvato ——» Oxalacetato ~——» Succinato

8
a%”ése ) g
Clop s 8
C‘f,cas g
Acetil CoA Lactato g
[
| by
5
¥ s
Aceto g
Acetil CoA 8

v l -

Acetato Butirato Propionato
Bacteroides Peptococci Clostridia Bacteroides
Bifidobacteria  Peptostreptococci Eubacteria Clostridia
Clostridia Propionibacteria Fusobacteria Propionibacteria
Desulfovibrio Ruminococci Ruminococci Veilonella
Eubacteria Veillonella
Fusobacteria

llustracion 1. Pasos finales de la formacion, tras la fermentacién coldnica de
polisacaridos, acetato, propionato y butirato, los AGCC principales y los

microorganismos responsables de su formacion(Castillo & Marzo, 2017)

En todas las regiones del colon la suma de acetato, propionato y butirato, que son
aniones de AGCC que se encuentran presentes en las heces humanas en una relacion
molar de ~ 60:20:20, respectivamente, representa el 90-95% de todos los AGCC. El
rango del 5-10% restante esta conformado por isobutirato, valerato, isovalerato y
hexanoato que se producen durante la fermentacién de proteinas (a partir de
aminoacidos ramificados como valina, leucina e isoleucina). Por otro lado, las
concentraciones de lactato y &cidos grasos de cadena ramificada aumentan en el colon
distal (Rozenbloom et al., 2014).
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1.3 Funciones de los &cidos grasos de cadena corta

Entre las principales funciones de los AGCC se puede destacar:

e Los AGCC son la fuente principal de energia para las células epiteliales del
colonocito, del 5 al 10 % de los requerimientos energéticos basales son provistos
por estos acidos, como también para otros tejidos como el higado y el musculo
(Scott, Dunca, & Flint, 2010).

e Los AGCC modulan la quimiotaxis de células inmunitarias generando especies
reactivas de oxigeno y citosinas. Esto ejerce un efecto positivo en la regulacion
de las enfermedades inflamatorias porque controlan la liberacién de las células
inmunes hacia el sitio de inflamacién (Agudelo et al., 2016).

e Los AGCC favorecen a la proliferacién colénica, aumentan el flujo sanguineo
colénico y son los combustibles preferenciales para el colon (Agudelo et al.,
2016).

e La absorcion de acetato y propionato regula el metabolismo hepatico de la
glucosa, reduciendo la glicemia postpandrial y por tanto la respuesta insulinica,
siendo el acetato el inico AGCC detectable en sangre periférica (Guarner, 2016).

e EIl propionato es utilizado como sustrato para la gluconeogénesis y el acido
propidnico disminuye la sintesis hepética de colesterol por la inhibicion de la
actividad de la hidroximetilglutaril coenzima A (Guarner, 2016).

e Elbutirato es la principal fuente de energia para los colonocitos, el propionato es
transportado al higado donde tiene un papel en la gluconeogénesis, mientras
que el acetato entra en circulacion sistémica y se utiliza en la lipogénesis
(Guarner, 2016).

o El butirato tiene un gran efecto tréfico sobre la mucosa aportando energia,
aumento de flujo sanguineo del colon, incremento de secrecidn pancratica y
estimulacion del sistema nervioso autonémico (Guarner, 2016).

o El butirato es el sustrato preferido por el coloncito y provee entre el 60 y el 70 %
de los requerimientos energéticos necesarios para su proliferacion y
diferenciacion (Agudelo et al., 2016).

e Los AGCC de cadena ramificada (isovalerato, isocaproato y heptanoato)
contribuyen al mantenimiento de la homeostasis de la mucosa intestinal

(Agudelo et al., 2016).
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1.4 Absorcién de los acidos grasos de cadena corta

Los microorganismos mediante la fermentacion logran la transformacion de los
nutrientes complejos como fibra dietética en AGCC y estos son los productos finales de
la digestién de los carbohidratos y proteinas. Estos se absorben en més del 90% en los
colonocitos del intestino grueso en su forma protonada por lo que también favorece a la

absorcion de electrolitos y agua (Berruezo et al., 2011).

La absorcion de los AGCC no estéa influenciada por la presencia de micelas de sales
biliares en el medio por lo que no necesitan ser solubilizados en los contenidos del
lumen del intestino delgado para posteriormente ser absorbidos. Los mismos se
difunden a través del citosol de la mucosa y al entrar en la sangre venosa, en donde
mantienen su forma de acido graso libre. Ademas, los AGCC no son transportados al
reticulo endoplasmico por lo que no se produce la reesterificacion de los acidos grasos
(Gbmez & Acero, 2011).

1.5 Microbiota del tracto gastrointestinal

La actividad metabdlica de la flora intestinal esta relacionada con la produccién de los
AGCC por la fermentacién bacteriana de los sustratos no digeribles de la dieta,
recuperando energia metabdlica y favoreciendo a la proliferacion del ecosistema
bacteriano (Louis & Flint, 2010). En particular, las especies benéficas de Bifidobacterias
y Lactobacilos se relacionan con la produccion de AGCC, asi como también con la
inmunoestimulacion y efectos inhibitorios sobre el crecimiento de bacterias dafiinas
(Louis & Flint, 2010).

En el humano adulto existen mas de 400 especies bacterianas diferentes en la flora
intestinal, aunque solo las mas abundantes han sido bien identificadas. Las bacterias
residentes se distribuyen por la cavidad oral y a lo largo del tracto gastrointestinal TGI.
En los nifios recién nacidos, el TGl es practicamente estéril. El colon en los nifios
nacidos por parto normal son colonizados principalmente por Lactobacillus y Prevotella
inmediatamente después del nacimiento; mientras que, en el colon de nifios nacidos por
cesarea dominan las bacterias presentes en la piel de la madre como estafilococos,
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estreptococos y micrococos, entre otros (Albenberg & Wu, 2014). Los nifios alimentados
con leche materna presentan bacterias tales como Bifidobacterium y Lactobacillus
mientras que, en el caso de bebés alimentados con formulas lacteas predominan
Bacterioides spp. y Escherichia coli (Marti del Moral, Moreno, & Martinez, 2010). Al
llegar a los 3 afios, la composicién de la microbiota se estabiliza y se asemeja a la del
futuro adulto, aunque pueden existir cambios al presentarse una enfermedad, ingerir
antibiéticos o cambios en la dieta (Albenberg & Wu, 2014). En las heces de los nifios las
bacterias encontradas son particularmente Bifidobacterium y Lactobacillus (Marti del
Moral et al., 2010). En los adultos, el estomago y la parte inicial del intestino delgado
tienen unas 10° unidades formadoras de colonias (CFU), el ileon 107 y el colon entre
10 y 10*2, La relaciéon de bacterias anaerdbicas y aerdbicas es de 1.000 a 1 (Marti del
Moral et al., 2010) (Walker et al., 2011).

Los phylos bacterianos dominantes en el intestino son Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia. En el intestino delgado, las familias
dominantes son Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae, mientras que en el colon se
caracteriza por la presencia de especies de las familias Bacteroidaceae, Prevotellaceae,
Rikenellaceae, Lachnospiraceae y Ruminococcaceae. Una seccion transversal del
colon esta dominada por Bacteroidaceae, Prevotellaceae y Rikenellaceae. Ademas, en
las regiones entrelazadas de la luz, dominan las familias Lachnospiraceae y

Ruminococcaceae (llustracién 2) (Donaldson, Lee, & Mazmanian, 2016).
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llustracién 2. Habitats microbianos en el tracto gastrointestinal inferior humano
(Donaldson et al., 2016)

En general, la diversidad bacteriana tiende a disminuir con los afios. En los ancianos, la
microbiota puede verse afectada por cambios relacionados en la dieta, el sistema
inmunitario, enfermedades, tratamiento con antibiéticos, entre otros (Louis & Flint,
2010). Por otro lado, la microbiota del intestino delgado y el colon pueden ser
influenciadas por factores fisiolégicas, por ejemplo, si el gradiente de oxigeno es mayor,
el pH es &cido y los péptidos antimicrobianos (incluidos los &cidos biliares, secretados
por el conducto biliar) aumentan limitando la densidad bacteriana en el intestino delgado;
mientras que en el colon el contenido de oxigeno es menor y el pH se alcaliniza

aumentando la carga bacteriana.
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1.6 Influencia de la dieta en la microbiota intestinal

La cantidad, el tipo y el equilibrio de los principales macronutrientes de la dieta
(carbohidratos, proteinas y grasas) tienen un gran impacto en la composicion y el
metabolismo de la microbiota col6nica, que a su vez influye en la produccién de AGCC
(Albenberg & Wu, 2014) (Chassard et al., 2011).

1.6.1 Carbohidratos

Aproximadamente 40 g de carbohidratos de la dieta alcanzan el colon cada dia, los
mismos que escapan de la digestién por la accion de las enzimas del huésped. Las
formas principales de los carbohidratos disponibles para las bacterias en el colon
incluyen carbohidratos no digeribles (fibra alimentaria y el almidon resistente),
polisacaridos no amilaceos (PNA) y oligosacaridos. La fermentacion de los polisacaridos
complejos da como resultado la produccién de AGCC, principalmente acetato,
propionato y butirato, normalmente en una relacion de 3:1:1 (Figura 3) (Scott et al.,
2012).

Small intestine Large intestine Faeces
Proximal Distal

Non-digestible CHO (RS, NSP, 0S) !

Food v Residual protein ﬁ

' Excretion of
S, SCFA, BCFA
CHg'gesutop o: t Ga’ses : undigested CHO,
, protein, fa : . lignin, unabsorbed
other metabolites j e,
by host ;nzymes E—— | nutrients
Absorption

Absorption

llustracion 3. Destino de los componentes alimenticios ingeridos en el intestino
delgado y grueso. CHO - carbohidratos, RS - almiddn resistente, NSP - polisacérido no
amilaceos, OS - oligosacaridos, SCFA - &cidos grasos de cadena corta, BCFA - acidos

grasos de cadena(Scott et al., 2012)
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El consumo alto de fibra insoluble produce una mayor cantidad de AGCC y estos son
capaces de actuar como sustratos en el metabolismo del colesterol y el metabolismo de
la glucosa (Albenberg & Wu, 2014).

El cambio de la cantidad o tipo de carbohidratos durante periodos de hasta cuatro
semanas tiene una influencia profunda y rapida en la composicion de la microbiota
intestinal y sus productos metabdlicos como los AGCC en adultos (Brinkworth, Noakes,
Clifton, & Bird, 2010). El mayor sustrato butirogénico lo proporciona los almidones
resistentes de los alimentos (Agudelo et al., 2016).

1.6.2 Proteinas dietéticas y bacterias proteoliticas

Aproximadamente entre 12 y 18 g de proteina dietética residual y enzimas segregadas
en el intestino delgado, alcanzan el colon humano a diario. Recientemente se propuso
gque dietas altas en proteinas se consumen para controlar el peso corporal. Ademas, de
inducir a un cambio en el metabolismo bacteriano hacia la degradaciéon de aminoacidos
con diferentes perfiles de metabolitos segun la fuente de proteina (Beaumont et al.,
2017).

El camino principal de la fermentacion de aminoécidos en el colon humano es la
desaminacion, lo que también conduce a la producciéon de AGCC y amoniaco. Alrededor
del 30% del sustrato se convierte en acetato, propionato y butirato y los acidos grasos

de cadena ramificada (isobutirato, 2-metilbutirato e isovalerato) (Agudelo et al., 2016).

La cantidad y fuente de proteinas dietéticas van actuar como reguladores de la
produccién de metabolitos de la microbiota intestinal y la expresion génica del huésped
en la mucosa rectal. Sin embargo, generan nuevas dudas sobre el impacto en la mucosa

del intestino grueso (Beaumont et al., 2017).

En contraste con la fermentacion de carbohidratos, el metabolismo microbiano de
proteinas en el intestino grueso puede resultar en la formacién de metabolitos
deletéreos, incluyendo nitrosaminas. Ademas de los residuos de la dieta, la microbiota
también metaboliza los sustratos endégenos tales como enzimas, células intestinales

desprendidas y mucina. Especificamente, la Akkermansia mucinophila se ha
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identificado como un degradador clave de mucina (Derrien, Vaughan, Plugge, & De Vos,
2004).

1.6.3 Grasas

Si bien las grasas de la dieta se absorben en la mayoria de los casos, se considera que
el 7% de los acidos grasos son excretados en las heces (Gabert et al., 2011). Pocos
estudios han investigado el efecto de la grasa dietética en la microbiota humana. En la
actualidad, aun se desconoce si el factor dietético crucial para la composicién y el
metabolismo de la microbiota es la grasa o contenido reducido de carbohidratos
(Brinkworth et al., 2010).

1.7 Prebidticos en relacion a la produccion de AGCC

La dieta puede influir sobre la microbiota de dos maneras:

e Mediante la inclusién viable de microorganismos (probidticos), debido a su
resistencia a la digestion, es decir, a los efectos del acido gastrico, digestivo
enzimas y acidos biliares pueden alcanzar el colon y desarrollarse hasta ser
metabdlicamente activos (Gabert et al., 2011).

e Mediante la inclusién de sustratos no digeribles (prebi6ticos) que resisten la
digestion y alimentan el colon para estimular el crecimiento y el metabolismo de los

residentes en el intestino. (Gabert et al., 2011).

Los prebidticos son definidos como “ingredientes alimentarios que al ser fermentados
selectivamente producen cambios especificos en la composicién y/o actividad de la
microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la salud del individuo” (Gibson et.
al.,2004). Es asi que, los metabolitos generados a partir de carbohidratos prebiéticos
por los microorganismos mediante fermentacion sacrolitica producen AGCC en el
intestino grueso (Corzo et al., 2015). Las principales bacterias que degradan
polisacéridos en el colon con sus respectivos productos de fermentacion se presentan

en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales géneros bacterianos que fermentan carbohidratos complejos en el

colon y sus productos de fermentacion (Herndndez & Sastre, 2010)

Género bacteriano

Productos de la fermentacion

Eubacterium

Bifidobacterium

Ruminococcus

Clostridium

Bacteroides

Lactobacillus

Acetato, butirato y lactato
Lactato y acetato
Acetato, lactato y succinato
Acetato, lactato, butirato y propionato
Acetato, propionato y succinato

Lactato y acetato

La suplementacién de la dieta con los prebidticos promueve el crecimiento de miembros

especificos de los residentes de la microbiota intestinal, estimulando la produccién de

AGCC y reduciendo el pH, de manera que se ayuda en la exclusién de patégenos como

se esquematiza en la llustracion 4 (COFENAT, 2017).
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llustracién 4. Accion de prebioticos en el organismo(COFENAT, 2017)

1.8 Método de analisis para la cuantificacion de acidos grasos de cadena corta

La cromatografia de gases es esencialmente un método fisico de separacion de
compuestos quimicos, método que falla cuando no se consigue la separacion deseada,
cuando la resolucién entre picos es deficiente, o cuando las separaciones se logran en
tiempos excesivamente largo. Las fallas parciales cuando se trata de obtener un método
cromatografico optimizado durante el analisis de analitos pueden numerosos, por lo que
es necesario conseguir condiciones éptimas que impliquen la seleccion del tipo de
columna, pardmetros de la columna cromatografica y condiciones operativas (Gasco,
2011).

Los acidos grasos libres suelen analizarse por GC con columnas capilares en forma de
ésteres volatiles, especificamente como ésteres metilicos (Rincon & Duque, 2014).
Entre los métodos de analisis para la cuantificacion y diferenciacién de AGCC, el mas
comunmente utilizado es el método cromatografico de gases con detector de ionizacion

a la llama (GC-FID), en donde la muestra ingresa como solucién derivatizada en un
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puerto de inyeccion donde es volatilizada y arrastrada a través de la columna
cromatogréfica por medio de un gas portador quimicamente inerte ( no interacciona con
las moléculas del analito y su funcién es el transporte del mismo a través de la columna)
permitiendo la separacion, identificacion y cuantificacion de AGCC, que son mezclas
complejas que requieren un previo tratamiento como la derivatizacion para lograr ser

analizadas (Rincén & Duque, 2014).

1.8.1 Condiciones cromatograficas de optimizacion del método analitico

Dentro de las condiciones operativas para el proceso de optimizacion, se considera que
el volumen de inyeccion para muestras liquidas o soluciones previamente preparadas
va desde 0,1-10 pl, los cuales deben ser inyectados rapidamente en una sola descarga
a una temperatura de 10°C a 50°C mayor a la temperatura de la columna sin la
presencia de aire al momento del llenado. Es importante mencionar que, dependiendo
de la cantidad de muestra disponible, el tipo de columna que se emplee y la
concentracion de los analitos, se debe aplicar un sistema de inyeccién apropiado para

gue la separacién sea la mas adecuada (Olguin & Rodriguez, 2004).

La inyeccion split aplicado en columnas capilares permite la inyeccién de muestras de
tamafio reducido, con un flujo rapido en el inyector, simple de operar y con excelente
acoplamiento. Generalmente se inyecta 1uL de muestra, pero realmente solo ingresan
0,01 pL a la columna, por tal razén entre las desventajas de este sistema de inyeccion
es que resulta en una divisién no lineal, donde se pierden altos pesos moleculares y
degradacion térmica, generando analisis limitados debido al desperdicio de cantidades
considerables durante la vaporizacién de muestra en el momento de la inyeccién (Olguin
& Rodriguez, 2004).

Para la elecciéon de la columna cromatografica se debe considerar la cantidad de
muestra que se pueda inyectar sin pérdida apreciable de eficiencia (capacidad de carga)
y los valores de los flujos del gas portador. Las columnas capilares contienen una capa
de revestimiento soélido dentro de ella con poro en el centro que permiten aplicar una
velocidad 6ptima de flujo mas rapida (aproximadamente de 2- 5 ml por min en lugar de

1 ml por min) por lo que el andlisis resulta mas sensible (Arango & Duque, 2015).

El detector de ionizacion a la llama es un dispositivo que se encuentra dentro del
cromatografo de gases, que permite medir la concentracion de cada uno de los
29
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componentes de la muestra y genera una sefal eléctrica proporcional a dicha
concentracion. Es uno de los mas versatiles y posee una alta selectividad hacia los
compuestos que presentan enlaces C-H como los AGCC (Zambrano, Lineth, Arango, &
Leidy, 2015). Posee una alta sensibilidad adecuada junto con un bajo nivel de ruido,
buena estabilidad y reproducibilidad, manejo sencillo y alta fiabilidad (Rincon & Duque,
2014). La sensibilidad que proporciona el detector permite conocer la cantidad de sefial
generada por unidad de concentracién o por unidad de masa de un analito en el gas
transportador. Sin embargo, una desventaja del detector de ionizacion de llama es que
se trata de un detector destructivo de la muestra (Rodriguez, 2014).

La temperatura de la columna es una variable importante en donde es preciso regular a
décimas de grado con el fin de obtener una adecuada separacion de los analitos, por
ello la columna normalmente se introduce dentro de un horno termostatizado. La
temperatura 6ptima de la columna depende del punto de ebullicion de la muestra y del
grado de separacién requerido. En la practica, con una temperatura igual o ligeramente
superior al punto de ebullicién promedio de la muestra, se obtienen tiempos de elucién
razonables mas corto (2 a 30 min). Para muestras con un amplio intervalo de ebullicién,
a menudo es conveniente emplear una programacion de temperatura, con lo que se
aumenta la temperatura de la columna de forma continua o por etapas, al mismo tiempo

que tiene lugar la separacion (Marin et al., 2007).

El programa de temperatura para la cuantificacion de los AGCC se ejecuta de acuerdo
al punto de ebullicién de cada acido con el fin de obtener el orden de elucién establecido.
Las condiciones de optimizacién para dichos compuestos estan establecidas de forma
semejante en la mayoria de métodos de optimizacién. Por otro lado, las diferencias que
se pueden observar en GC-FID se basan principalmente en los cambios en la rampa de
temperatura, ya que esta condicion es critica para la separacion cromatogréafica de los
analitos. Segun el criterio del analista se puede modificar la rampa de temperatura para
gue provoque la elucion directa de todos los AGCC (Marin et al., 2007). Por ejemplo,
varios métodos indican que la temperatura inicial debe ser de 110 seguido por una tasa
de incremento de 6 °C/min (Coma, 2014), mientras que en otros la rampa inicia a una
temperatura mas baja (80°C) y continua con incrementos de 5 °C/min (Tan, Zhao, Liu,
Ju, & Li, J, 2005).
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1.8.2 Validacion del método analitico por GC-FID

La validacién de un método analitico consiste de procesos de evaluacién sistematica
gue demuestran que el método a validar cumpla con los parametros de desempefio
analiticos necesarios para el uso que se le va a otorgar y se usa comiunmente para
incorporar una técnica nueva al trabajo de rutina del laboratorio. De esta manera permite
que el analista pueda estar seguro del grado de confianza sobre el resultado (Rodriguez,
2014).

Si se desea validar un método cromatografico es necesario que cumpla varios
parametros analiticos instrumentales para demostrar que las caracteristicas de
funcionamiento del procedimiento del método cumplan con los requerimientos
necesarios para la aplicacion prevista de cuantificar analitos. Entre estos parametros
estan especificidad, linealidad, rango dinamico lineal, precisién intra-dia e inter-dia,

limite de deteccién y limite de cuantificacion (Rodriguez, 2014).

La especificidad se refiere al 0% de interferencias de picos ajenos a los del analito de
interés, basandose en las ventanas de los tiempos de retencién, en donde el analito o
los analitos de interés son retenidos durante su recorrido cromatogréafico a un tiempo
determinado y ese valor se mantiene mientras no se modifiguen las condiciones
cromatogréficas. Se acepta un coeficiente de variacion menor al 5% (Arango & Duque,
2015) .

La linealidad y el rango dindmico lineal se determinan mediante la construccion de
curvas de calibracion permitiendo obtener resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analitos en la muestra dentro de un rango
establecido. Este rango va a estar entre la concentracién superior e inferior del analito
para el cual ya se ha demostrado la correcta precision, exactitud y linealidad del método
(Arango & Duque, 2015). Los criterios minimos aplicables para la linealidad son
(Rodriguez, 2014):

e Para el rango establecido se recomienda estudiar al menos 5 niveles de
concentracion y analizarlas por triplicado. Como punto importante es requerido
analizar las muestras en sentido creciente de concentracion para minimizar

posibles efectos memoria en el equipo.
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o Las muestras a analizar se deben preparar a partir de estdndares de analito de

concentracion conocida.

e EIl nimero de repeticiones de cada muestra dependera de la precision del
sistema instrumental empleado (Rodriguez, 2014).

e Preparar una tabla relacionando las concentraciones (X) y areas (Y). La relacion
entre ambas variables se expresa matematicamente como una recta de

regresion del tipo (y=mx+b) (Rodriguez, 2014).

En cuanto a precisién se debe tener una concordancia mutua entre datos que se han
obtenido de la misma forma, logrando indicar la medida del error aleatorio de un analisis.
Es importante evaluar por lo menos tres concentraciones en el rango esperado y realizar
tres 0 cuatro determinaciones para cada concentracion (Rodriguez, 2014). Diferentes
autores aceptan un coeficiente de variacién igual o inferior al 5 0 10 % (Arango & Duque,
2015). Segun la legislacién europea, en el caso del analisis repetido de una muestra
llevada a cabo en condiciones de reproducibilidad dentro del laboratorio, el coeficiente
de variacion (CV) intra-laboratorio de la media admite hasta <20% para métodos
cuantitativos (European Communities, 2010).

Dentro de la precision existe algunos términos relacionados: repetibilidad, precision
intermedia y reproducibilidad. La repetibilidad en donde los resultados deben concordar
y ser realizados por el mismo investigador, los mismos reactivos, laboratorio e
instrumento en un corto periodo de tiempo. La precisién intermedia trata de la
variabilidad del método ejecutando una serie de andlisis sobre la misma muestra, pero
en condiciones operativas diferentes y en un mismo laboratorio. La reproducibilidad en
donde la variabilidad del método es bajo condiciones operativas diferentes y en distintos

laboratorios (Rodriguez, 2014).

En cuanto a la concentracion minima detectable (LOD) corresponde a la concentracion
mas baja del analito presente en una muestra que puede ser detectable en las
condiciones experimentales de trabajo. El limite de cuantificacion (LOQ) es la
concentracion mas baja del analito presente en una muestra que puede ser determinada
con una precision y exactitud aceptable en las condiciones experimentales de trabajo.
Se pueden determinar de varias formas estos limites como por ejemplo a partir de las

curvas de calibracion para la linealidad mediante férmulas (Arango & Duque, 2015).
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2. METODOLOGIA

2.1. Disefio y tipo de investigacion

El presente estudio fue de tipo cuantitativo, analitico, no experimental de corte
transversal con un componente de optimizacion analitica que incluy6 optimizacion
del método cromatogréfico y la validacién del mismo, la determinacion de los AGCC

y su cuantificacién en las muestras de digerido intestinal.

2.2. Muestreo

No se aplic6 muestreo para la obtencion de las muestras. Las muestras de digerido
intestinal fueron provistas por el laboratorio de Nutricibn y Alimentos del
Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca y que fueron obtenidas
a partir del ensayo gastrointestinal in vitro segun el “PNT: Gastrointestinal in vitro

assay” del mencionado laboratorio. En total, se analizaron 300 muestras.

2.3. Andlisis de las muestras de acidos grasos de cadena corta
2.3.1. Procedencia de las muestras

Las muestras de AGCC fueron provistas por el laboratorio de Nutricion y
Alimentos del Departamento de Biociencias de la Universidad de Cuenca
almacenadas a -80°C en micro-tubos de polietileno de 1.5 ml. Una vez
recolectadas todas las muestras, fueron etiquetadas en periodos 3 y 4 (fase

colénica) para su posterior analisis.
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2.3.2. Equipos, materiales y reactivos

¢ Instalaciones, estandares y la mayoria de los materiales para la preparacion de
muestras fueron provistos por el Laboratorio de Alimentos y Nutricién. El
cromatégrafo de gases con un detector de ionizacién a la llama modelo 6890N
(Agilent technologies, Estados Unidos), la microjeringa de inyeccion 5 pl
(Hamilton, Estados Unidos) y una columna capilar GC Zebron ZB-FFAP (30 m x
0.53 mm x 1.0 um) (°T max: 250 °C) fueron provisto por el Laboratorio de
instrumental de la Facultad de Ciencias Quimicas. Las muestras destinadas para
el analisis se mantuvieron durante todo el proceso en el ultrafrezer -80 °C
(Arctiko, Dinamarca) del Laboratorio Clinico de la Universidad de Cuenca. Todos
los reactivos dietil éter para andlisis, cloruro de sodio puro p.a., hidroxido de
sodio 1N p.a. y &cido sulfarico 1:1 (v/v) todos estos (Merck, Alemania) fueron
almacenados a temperatura ambiente excepto el Acido 2-metilhexanoico (patron
interno para el andlisis GC-FID) y la mezcla de estdndares de acidos libres
volatiles que se mantuvieron en refrigeracion a 4°C durante todo el analisis.
Finalmente, el agua destilada que se utilizé se obtuvo a partir de un sistema de

purificacién de agua Milli-Q® adquirida en Merck Millipore.

2.4 Métodos analiticos
2.4.1 Optimizacion del método analitico por GC-FID

El primer paso para la optimizacién del método analitico por GC- FID fue la revision
bibliografica, en donde se buscaron diferentes alternativas de métodos cromatogréaficos
ya existentes para determinar los pardmetros instrumentales comiunmente utilizados
para el analisis. Se decidié probar dos posibilidades de parametros instrumentales
segun Comay col. (2014) y Tany col. (2005) (Coma, 2014), (Tan et al., 2005), los cuales
proporcionaron datos sobre el volumen de inyeccién de la muestra, temperatura del
inyector, split ratio, velocidad de flujo en la columna, gas portador, temperatura del
detector y programa de temperaturas para el horno. Luego de varios ensayos
preliminares, los parametros instrumentales fueron modificados y adaptados para

obtener el método cromatogréfico final, en términos de eficiencia y resolucién con una
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corrida cromatografica de una duraciéon total de 12,75 min para obtener los 9 picos

cromatogréficos y del estdndar interno (IS). El método presenta las siguientes

condiciones:

Volumen de inyeccion: 1 pL

Temperatura del inyector: 200°C

Split ratio: 30:1

Gas portador: nitrégeno

Flujo de la columna: constante a 5 mL/min (presion: 4,5 psi; velocidad promedio:
42 cm/s, flujo total: 158 mL/min)

Programa de temperatura: inicia a 110 °C por 0.5 min, seguido de una rampa
hasta 160 °C a una tasa de incremento de 8 °C/min, luego alcanza una
temperatura de 180 °C a una tasa de incremento de 10 °C/min, y finalmente se
mantiene a 180 °C por 4 minutos

Temperatura del detector: 200°C

Proporcion Aire sintético/Hidrégeno (FID) fue de 400 / 30 mL/min

2.4.2 Preparacion de la solucion de estandar interno (IS)

La determinacion de AGCC se realiza utilizando el acido 2-metilhexanoico como

estandar interno (IS). La solucién de IS utilizada en el andlisis se prepara midiendo

1.5mL del acido 2-metilhexanoico puro en un balén de aforo de 100 mL y se ajusta el

volumen con una solucion de hidroxido de sodio 1N. Esta solucidon resultante se

transfiere a un frasco tapa rosca de 250 mL. Se enjuaga el balén de aforo utilizado con

exactamente 100 mL de agua tipo | y esto se afiade al frasco de 250 mL que contiene

la solucion anterior. El volumen final de la solucién es de 200 mL. Esta solucién debe

mantenerse en refrigeracion (4-8 °C) protegido de la luz hasta el momento del analisis
(Laboratorio de Alimentos y Nutricion-VLIR, 2017).
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2.4.3 Preparacion de la muestra
2.4.3.1 Dilucién de las muestras de digerido intestinal

Todas las muestras de digerido intestinal fueron previamente diluidas hasta alcanzar un
volumen de 2 mL que corresponde al volumen requerido para la reaccion de
derivatizacion. La dilucion dependio de la cantidad de las muestras provistas en cada
microtubo. Para el 90% de las muestras, el volumen provisto fue de 1200 pL de muestra
al que se le afiadié un volumen de 800 uL de agua tipo I. El 10% restante se trat6 de un
grupo de muestras de guayaba roja fruta (Psidium guajava L.) cuya dilucion fue de 250
ML de muestra completando el volumen con 1700 pL de agua tipo I.

2.4.3.2 Derivatizacion y extraccion etérea

Se colocaron 2 mL de muestra (o estandar o blanco de agua) en un tubo tapa rosca de
12 mL y se adicionaron 0.5 mL de una solucion de &cido sulfarico 1:1 (v/v), 0.4 g de
NaCl sélido, 0.4 mL de la solucién alcalina de estandar interno y 2 mL de dietil éter
tapando inmediatamente el tubo. Luego se homogenizé durante 2 minutos utilizando un
agitador vértex. Para la separacion de fases fue necesario centrifugar la solucién por 3
minutos a 3000 rpm. El sobrenadante o capa organica (fase etérea) fue transferida a
otro tubo con tapa rosca y se mantuvo en refrigeracién (4-8 °C) hasta el momento de la
inyeccién en el GC. Para la adicién de la muestra/ estandar/ blanco de agua y de la
solucion de estandar interno (IS) se usaron micropipetas con el fin de evitar
interferencias y errores de medicion; mientras que para adicionar las soluciones acida 'y
etérea se utilizaron pipetas serolégicas (Laboratorio de Alimentos y Nutricion-VLIR,
2017).

2.4.4 Analisis por GC-FID

Para el andlisis de los AGCC, un volumen de 1 pL del extracto etéreo derivatizado fue
inyectado manualmente al sistema CG-FID. La separacion cromatografica se realiz6 en

una columna capilar GC Zebron ZB-FFAP (30 m x 0.53 mm x 1.0 um espesor de

36
Maria José Cajas Bravo
Maria Belén Solis Cordero



rows: (VTA ‘W""!l RSSOONTS.

# : ; UNIVERSIDAD DE CUENCA

pelicula). La separaciébn de los AGCC se consiguid con el método previamente
optimizado (véase 2.4.1.).

2.4.5 Validacion del método analitico

La validacion del método se realizé siguiendo la estrategia “in-house” que corresponde
a la evaluacion de los pardmetros minimos y necesarios para asegurar la calidad y
aplicabilidad del método optimizado. Los parametros a evaluarse fueron: rango dinamico
lineal, linealidad, precision inter-dia e intra-dia, limites de deteccion, limites de

cuantificacion y especificidad.

2.4.5.1. Linealidad y Rango dinamico lineal

Para los experimentos de validacién, se prepararon una serie de diluciones a partir de

una solucién stock de estandares acidos volatiles libres de 10 mM (Tabla 2).

Tabla 2. Serie de diluciones 1:2 a partir de la solucion madre estandar
(Laboratorio de Alimentos y Nutricion-VLIR, 2017)

Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel Nivel 6  Nivel Nivel

1 2 3 4 5 7 8
Dilucion Y% 1/4 1/8  1/16 1/32 1/64 1/100 1/125
Stock 10 mM (pL) 1000 500 250 125 62,5 37,5* 20 16
Agua HPLC (uL) 1000 1500 1750 1875 1937,5 2362,5* 1980 1984
Volumen total 2ml 2ml 2mi 2ml 2 ml 2,4ml* 2ml 2ml

* Se prepar6 2.4 mL en el nivel 6 para que sea medible en micropipeta.

Todos los estandares fueron derivatizados y se inyectaron por duplicado en el GC-FID.
Con los andlisis resultantes se establecieron las ventanas de los tiempos de retencién
(tR) siendo el tR promedio £ 2,5%.

La linealidad y el rango dindmico lineal se evaluaron realizando las curvas de calibracion
para cada uno de los acidos desde el nivel 1 al nivel 8, en donde se calcularon las
concentraciones para cada acido a partir de la solucién estandar cuya concentracién es
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de 10 mM Esta concentracién fue dividida para cada factor de dilucién obteniéndose asi
las concentraciones en mM para cada nivel (N1-N8). Luego, se multiplicé las
concentraciones calculadas en mM por los pesos moleculares correspondientes para
cada AGCC. Cabe recalcar, que lo que se midi6é en el cromatograma fueron ésteres de
metilo (por el proceso previo de derivatizacion y extraccion etérea) mientras que para
los calculos se consideraron a los analitos en su forma de &cidos libres (Tabla 3).
Cabe mencionar que se realizaron diluciones superiores a 1/160; sin embargo, al
observar una pérdida de la linealidad a partir de este punto, se descartaron estos
resultados y se determiné que la méxima dilucién posible que permita mantener la
linealidad fue la dilucién 1/125.

Las curvas de calibracion se construyeron siguiendo el método de estandarizacién
interna, en el que el eje de las ordenadas corresponden al area relativa (Yr =area
estandar/area I1S) y el eje de las abscisas corresponde a la concentracion relativa (Xr=
Conc estandar/ Conc 1S) (Laboratorio de Alimentos y Nutricion-VLIR, 2017). La
concentracion de todos los AGCC fueron determinados mediante interpolacion en las
curvas de calibracién utilizando los valores del area y concentracion relativos con

respecto al estandar interno (I1S) en la siguiente ecuacion:

Yi=mX,+b

Dénde:

Yr corresponde al &rea relativa (estandar/IS)
Xr corresponde a la concentracion relativa (estandar/IS)
m corresponde a la pendiente

b corresponde al intercepto
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Tabla 3. Concentraciones de los estdndares de AGCC en los niveles de trabajo en mM y mg/L

Fac(l:éor Concentracion Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Nivel dilucién mM acético propidnico butirico isobutirico valérico isovalérico  caproico caproico heptanoico

N1 1/2 10 600,5 741,0 881,0 881,1 1021,3 1021,3 1161,6 1161,6 1301,8
N2 1/4 25 150,1 185,2 220,3 220,3 255,3 255,3 290,4 290,4 325,5
N3 1/8 1,25 75,1 92,6 110,1 110,1 127,7 127,7 145,2 145,2 162,7
N4 1/16 0,625 37,5 46,3 55,1 55,1 63,8 63,8 72,6 72,6 81,4
N5 1/32 0,312 18,7 23,1 27,5 27,5 31,9 31,9 36,2 36,2 40,6
N6 1/64 0,156 9,4 11,6 13,7 13,7 15,9 15,9 18,1 18,1 20,3
N7 1/100 0,1 6,0 7,4 8,8 8,8 10,2 10,2 11,6 11,6 13,0
N8 1/125 0,8 4,8 59 7,0 7,0 8,2 8,2 9,3 9,3 10,4
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2.4.5.2. Precision inter-dia e intra-dia

La precision inter e intra-dia se determind por triplicado durante 3 dias consecutivos a 3
niveles de las soluciones estandar (N1, N4 y N6). Los coeficientes de variacion (%CV)
se calcularon para cada nivel. El %CV inter-dia se calcul6 como el pooled CV de cada
dia en base a un analisis de varianza de un factor; mientras que el %CV intra-dia se

calculé como el promedio de los 3 dias analizados (Kamala et al., 2015).

2.4.5.3. Limites de deteccion y limites de cuantificacién

Los limites de deteccién (LOD) se calcularon usando férmula:

LOD = (3*sen/m) * concentracion IS

Donde sep es el error estandar del intercepto y m es la pendiente de la curva de
calibracion.

Los limites de cuantificacion (LOQ) se calcularon como LOD x 2 (Kamala et al., 2015).

2.4.5.4. Especificidad

Para determinar la especificidad se analizaron alrededor de 5 muestras blanco de
digestién intestinal determinando que no existan interferencias de picos ajenos a los

analitos en cada una de las ventanas de tR.

2.4.6 Aplicacion del método analitico

El método analitico optimizado y validado se aplic6 para el analisis por duplicado de 300
muestras de digerido intestinal provistas por el Laboratorio de Nutricién y Alimentos. Las
matrices que se analizaron por GC-FID taxo en batido de leche, taxo en jugo con agua,
taxo en fruta (Passiflora tripartita), zapote (Manilkara zapota), guayaba roja (Psidium
guajava L.), guayaba roja en jugo, guayaba roja en mermelada, guayaba blanca
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(Psidium guajava), guayaba blanca en jugo y guayaba blanca en mermelada. Los
posteriores andlisis estadisticos se realizaron Unicamente para las muestras de taxo en
jugo de agua y batido de leche para demostrar la aplicabilidad del método analitico. Se
utilizé esta matriz con el fin de encontrar diferencias tanto en la dieta ecuatoriana como
en la dieta occidental en la produccion de AGCC. Estas dietas fueron utilizadas en los
ensayos gastrointestinales (llustracién 5).

Ecuadorian Diet Western Diet

Food composition Constituents Feed (8 g/L) Food composition Constituents Feed (8 g/L)

Carbohydrates Starch 4.6 Carbohydrates Starch 0.0
sucrose 1.1 sucrose 49
dietary fibre 0.2 dietary fibre 0.0

Proteins Casein 0.3 Proteins Casein 1.1
Gluten 1.0 Gluten 0.5

Lipids Sunflower oil 0.8 Lipids Sunflower oil 1.5

sum 8.0 sum 8.0

llustracion 5. Composicion de la dieta Ecuatoriana y Occidental por litro de
solucién(Laboratorio de Alimentos y Nutricion-VLIR, 2017)

2.4.7 Analisis estadistico

El andlisis estadistico consistié en los calculos de los parametros de la validacion del
método analitico. Ademas, a manera de caso estudio, se realizaron los calculos de las
concentraciones de los acidos grasos de cadena corta a partir de los cromatogramas de
dos de las diez matrices de alimentos en las que se aplico el método optimizado y
validado. En estas muestras (jugo de taxo en agua y jugo de taxo en leche) se realizé
un andlisis estadistico descriptivo (medidas de tendencia central y gréficos) vy
comparativo en funcién de la dieta matriz de los ensayos gastrointestinales (dieta
ecuatoriana vs. dieta occidental) mediante un t-t de Student de dos colas con un nivel
de significancia del 5% (p<0,05). Los célculos se realizaron en Microsoft Excel 8.0. y los

andlisis estadisticos en el programa Stata 10.0.

41
Maria José Cajas Bravo
Maria Belén Solis Cordero



v VI (mfm scors

+

UNIVERSIDNDDE&ENG\

INVERSIDAD DE [LCHEi

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Optimizacion y validacién del método cromatogréfico para el andlisis de
acidos grasos de cadena corta (AGCC)

El método cromatografico se optimizé en términos de eficiencia y que cumpla con la
resolucion de los picos cromatograficos. El método resultante separa los picos y limpieza
en un lapso de 12,75 minutos (llustracion 6). Los tiempos de retencion (tR) y las
ventanas de tR de cada AGCC se presentan en la (Tabla 4). Los parametros de analisis

se indican en el punto 2.4.1 de la seccién “2. Metodologia”.

0
4
600
500 4
A00
1 o
= -
300 - 2 ) g 2 gh
g R
) ¢
) &
200 © =
_ ¥
100 -
o8 e
. 'l
: 11 _ Uk
- T T T T T
6 8 10 12 miny

llustracién 6. Cromatograma de la mezcla de AGCC e IS en base al método
optimizado
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Tabla 4. Tiempos de retencién (tR) y las ventanas tR de cada AGCC

AGCC Tiempo de retencion (tR) Ventana de tR
(minutos) (minutos)

Acido acético 4,079 3,9-4,2
Acido propionico 4,933 4,8-5,0
Acido isobutirico 5,223 5,1-5,4
Acido butirico 5,911 5,8-6,1
Acido isovalérico 6,375 6,2-6,5
Acido valérico 7,184 7,0-7,4
Acido isocaproico 7,927 7,7-8,1
Acido caproico 8,402 8,2-8,6
Estandar interno (IS) 8,631 9,3-9,8
Acido heptanoico 9,645 8,4-8,8

Para la optimizacion del método analitico por CG-FID, fue necesaria la evaluacion de
diferentes métodos cromatograficos con el fin de determinar que método es el mas
eficaz para la cuantificacion de AGCC. Para poder determinar las condiciones analiticas
del método cromatografico, se valoré la calidad del cromatograma tomando en cuenta
la resolucién y el tiempo de analisis. Inicialmente, se evaluaron dos métodos analiticos
de articulos cientificos ((Coma, 2014) y (Tan et al., 2005)), los que presentaban cierta
similitud en cuanto a condiciones de volumen de inyeccion, la temperatura del inyector
y el split ratio. Cada método fue probado mediante la inyeccién de un estandar al
cromatografo para comprobar que tanto el flujo de la columna y el programa de
temperatura del horno no afecten el orden de elucion de los AGCC. La temperatura es
considerada como una variable determinante dentro de la cromatografia de gases, asi
como el punto de ebullicién de los analitos, ya que esto depende su correcta separacion.
Por lo tanto, la rampa de temperatura del horno se modificé de acuerdo a los diferentes
puntos de ebullicion de los acidos. Sin embargo, se observé que las rampas de
temperatura ejecutadas provocaban una elucién directa y rapida de los AGCC por su
alta volatilidad, por lo que no eran visibles a la vista del analista y se decidié modificar
el programa y adaptarlo en las condiciones necesarias que se ajusten correctamente al

equipo y el método cromatografico final.
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Como resultado de las pruebas en las rampas de temperatura del inyector, detector y
horno, se obtuvo los distintos tiempos de retencion de los AGCC de acuerdo al orden
de elucion que corresponde. La optimizacién de la rampa de temperatura permitio
reducir el tiempo de analisis desde las pruebas iniciales de alrededor de 20 minutos a
el método analitico optimizado con una corrida total de 12.75 min.

Las condiciones de separacion reportadas en el GC-FID son similares a otros métodos
como (Schettino et al., 2011) y (Delgado, 2012). Sin embargo, uno de estos métodos
difirid en un punto critico pues utilizaron temperaturas mas altas para la deteccién no
solo de AGCC sino también de &cidos grasos de cadena media y larga de acuerdo a los
puntos de ebulliciébn. Por tal razon, se destaca la importancia en la calidad de los
métodos cromatogréficos en base a los incrementos de temperaturas que se logren
ejecutar de acuerdo a las propiedades fisico-quimicas de los compuestos,
principalmente sobre los tiempos de ebullicion, ya que dependiendo de esto se
establecera la mejor temperatura de elucion para cada acido y asi conseguir las
condiciones Optimas de separacion y cuantificacion de los analitos en cuestion
(Schettino et al., 2011).

La separacion de los analitos se realizé en una columna capilar GC Zebron ZB-FFAP
(30 m x 0.53 mm x 1.0 um) que contiene una fase estacionaria de polietilenglicol
modificado con 4&cido nitrotereftalico. Esta fase estacionaria, gracias a sus
caracteristicas polares, permite la obtencion de picos muy bien definidos y resueltos de
mezclas mixtas de AGCC, todo esto bajo las condiciones predeterminadas del método
optimizado. En general este tipo de columna es utilizada principalmente en la industria
alimentaria para la obtencién de picos de alta resolucion de acidos no enriquecidos,

acidos organicos y acidos grasos libres (Phenomenex, 2017).

La validacion del método se realizo siguiendo la estrategia “in-house” que corresponde
a la evaluacion de los parametros minimos y necesarios para asegurar la calidad y
aplicabilidad del método optimizado que fueron rango dindmico lineal, linealidad,
precision inter-dia y entre-dia, recuperacion, limites de deteccion (LOD), limites de

cuantificacion (LOQ) y especificidad (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados de los parametros analiticos de la validacion del método cromatogréfico de AGCC

Caracteristicas del método analitico

Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Unidad acético  propibnico isobutirico butirico isovalérico valérico isocaproico caproico heptanoico

LOD mg/L 2,50 2,00 2,02 1,81 1,49 1,14 0,57 1,03 0,74
LOQ mg/L 5,01 4,00 4,04 3,63 2,98 2,28 1,15 2,06 1,49
Precision N1(1/2) 9,0 7,5 12,7 10,5 10,6 7.8 3,4 2,0 6,3
Intra- dia %CV | N4(1/16) 12,5 6,6 6,0 6,6 5,6 3,7 1,0 1,7 2,1
N6(1/64) 6,9 10,2 13,4 14,4 13,5 13,8 0,4 11,2 11,5
Precision N1(1/2) 19,9 17,5 15,3 13,6 11,5 8,8 3,5 2,9 7,9
Inter- dia %CV | N4(1/16) 17,5 7,5 6,0 55 3,0 3,9 1,8 1,9 3,5
N6(1/64) 10,7 8,4 6,3 8,6 51 4,6 3,9 4,0 1,2

4,8- 5,9- 7,5- 7,5- 8,2- 8,2- 9,3- 9,3- 10,4-

Rango lineal mg/L 300,3 370,5 440,5 440,5 510,7 510,7 589,3 589,3 650,9

Linealidad (R?) - 0,989 0,9953 0,9966 0,9973 0,9986 0,9992 0,9998 0,9995 0,9998

*(LOD) Limite de deteccioén; (LOQ) Limite de cuantificacion; (N1) Nivel uno; (N4) Nivel cuatro; (N6) Nivel seis, Factores de dilucion (1/2,1/16,
1/64)
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La linealidad del método se evalu6é mediante la construccion de curvas de calibracion a
partir de la mezcla de estandares de 4cidos libres volatiles (Supelco Volatile Free Acid
Mix). Se obtuvo un coeficiente de determinacién (R?) cercano a uno para todos los
AGCC. Con respecto al rango dinamico lineal, para todos los AGCC este fue muy
amplio, siendo el mas bajo 4,8-300,3 mg/L para el &cido acético y el mas alto de 10,4-
650,9 para el acido heptanoico.

Con respecto a la precision, los coeficientes de variacion (%CV) de los ensayos intra-
dia fueron inferiores a 14.4%. Ademas, la mayor variacion se observé a la menor
concentracion de los ensayos (N6) con su factor de dilucién (1/64) , lo que concuerda
con la literatura particularmente cuando se acerca al LOD (Taverniers, Loose, &
Bockstael, 2004). Por otro lado, los %CV de los ensayos inter-dia fueron muy variables
e inferiores a 19.9%, siendo excepcionalmente mayor para la concentracion mas alta
(N1) y para el acido acético en las 3 concentraciones del ensayo (N1, N4 y N6). En
general, un %CV<20 es el limite aceptable segun las recomendaciones Europeas para
el desarrollo de métodos analiticos cuantitativos (European Communities, 2010). Sin
embargo, existen otros autores que refieren valores que oscilan entre 5-10 %CV para
aceptar la precision de un método validado (Rodriguez, 2014). La principal causa de los
%CV obtenidos podrian estar relacionada con la inyeccion manual y volatilidad de las
muestras, por lo que resulta fundamental inyectar la muestra por lo menos por duplicado.
En cuanto a los limites de deteccién (LOD) y limites de cuantificacién (LOQ) son lo
suficientemente bajos como para detectar y cuantificar la presencia de AGCC en
muypequefias cantidades, lo que garantiza su aplicabilidad en muestras bioldgicas.

Al momento de comparar los valores del método GC-FID con otros valores obtenidos de
la validacién del estudio realizado en el afio 2014 de validacibn de un método
cromatografico para la determinacion de AGCC y acidos grasos de cadena larga en
gueso (Estrada, Arifio, & Juafie, 2014) se evidencié que el método a la final fue lineal
en el rango de concentraciones descritas con un R? mayor 0,995 como criterio para
determinar la linealidad del método. Ademas, presenté una buena sensibilidad,
considerando los limites de deteccidn y cuantificacién. Para el caso del &cido butirico
el rango lineal se expresé como el intervalo comprendido entre el limite de cuantificacion

y la maxima concentracion estudiada, mientras que en el método validado por GC-FID
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presentd limites como para detectar y cuantificar los AGCC en muy pequefias
cantidades, permitiendo su aplicabilidad en muestra de digerido intestinal.
La especificidad del método se comprobd evidenciando la ausencia de picos

interferentes mediante la inyeccion de blancos de muestra y muestras como tal.

3.2 Aplicabilidad del método optimizado por GC-FID para evaluar el contenido de

AGCC en muestras de digerido intestinal in-vitro

La aplicabilidad del método analitico optimizado y validado se realizé6 mediante el
analisis de muestras de digerido intestinal con la matriz de taxo en sus preparaciones
con agua y leche provistas por el laboratorio de Nutricion y Alimentos. Sin embargo, se
analizaron 10 matrices de trabajo (Taxo en batido con leche, taxo en jugo con agua,
taxo (fruta), zapote (fruta), guayaba roja (fruta), guayaba roja en jugo, guayaba roja en
mermelada, guayaba blanca (fruta), guayaba blanca en jugo y guayaba blanca en
mermelada). Los cromatogramas de AGCC generados a partir de estas muestras se

presentan en la llustracién 7.
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llustracién 7. Cromatogramas: A (taxo en leche); B (taxo en agua); C (taxo fruta); D (guayaba roja fruta); E (guayaba roja en jugo); F (guayaba roja

mermelada); G (guayaba blanca fruta); H (guayaba blanca jugo); | (guayaba blanca mermelada) y J (zapote fruta)
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3.3.1 Comparacion entre diferentes condiciones de los ensayos

gastrointestinales (caso estudio)

De todos los tipos de muestras analizadas con el método por GC-FID optimizado y
validado, se eligieron dos de las diez matrices de alimentos para evaluar las diferencias
en la produccién de AGCC por la microflora in vitro en funcién de la dieta matriz de los
ensayos gastrointestinales (dieta ecuatoriana vs. dieta occidental). Estas muestras o
matrices fueron: taxo en batido con leche y taxo en jugo con agua. Los resultados de la
produccién de AGCC por la microflora colénica a partir de cada matriz de alimento
sometida a digestion in-vitro con una solucion blanco de jugo gastrico, una simulacion
de jugo gastrico con los componentes de la dieta ecuatoriana promedio y una simulacién

de jugo gastrico con los componentes de la dieta occidental se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6. Produccién de AGCC en la matriz taxo en batido con leche (JTL) y taxo en jugo con agua (JTA) digeridos con un blanco de solucién gastrica, dieta

ecuatoriana y dieta occidental.

Blanco de solucion gastrica

AGCC Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido
acético propiénico isobutirico butirico isovalérico valérico isocaproico caproico heptanoico
Matriz JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL  JTA JTL JTA JTL JTA JTL
n 12 12 10 12 12 - 8 12 3 - 2 - - - - 12 - -
X+ DE 395,8 £ 892,6 + 95+ 12,3+ 79+ 242+ 442+ 33t 2,7+ 16,7 £
392,8 243,4 2,8 4,6 1,1 11,1 8,9 0,23 0,4 1,6
Min- Max 18,1- 623- 5,3- 7,8- 5,6- 7,6- 33,3- 3,1- 2,4- 14,8-
902,6 1507 13,7 24,5 9,6 36,4 65,5 3,5 3,0 18,8
Dieta ecuatoriana
AGCC Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido caproico Acido
acético propiénico isobutirico butirico isovalérico valérico isocaproico heptanoico
Matriz JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL  JTA JTL  JTA JTL JTA JTL JTA JTL
n 12 12 8 10 11 - 10 12 1 - 5 2 - - - 12 -
Xz DE 461 £ 739,5 % 139+ 23+ 75+ 21,2+ 43,7% * 31+ 29+ 21,4+
427,1 149,6 7 46,4 3,2 12,3 14,8 1,5 0,5 6,2
Min- Max 16,3- 487,3- 5,7- 4,1- 4,3- 6,8- 21- * 2,3- 2,5- 14,3-
1040,9 1027,3 24,4 154,9 15 35,2 67,5 5,8 3,1 32
Dieta occidental
AGCC Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido Acido caproico Acido
acético propidénico isobutirico butirico isovalérico valérico isocaproico heptanoico
Matriz JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL JTA JTL  JTA JTL JTA JTL JTA JTL
n 10 12 5 10 11 9 12 2 - 3 3 - 2 - 12 - 2
X+ DE 313,7 9995 + 6,1+ 16,6 £ 8,1+ 212+ 418+ * 2,7+ 27+ 34+ 18,1 + 4+
228,7 86,9 1,1 3,4 3,9 12,3 9,2 0,12 0,3 0,6 3 1,2
Min- Max 5,7- 867,1- 4,7- 6,1- 4,6- 5,2- 30,3- * 2,6- 2,6- 3- 14,4- 3,1-
687,8 1191,8 7,5 16,4 16,1 37,6 54,9 2,8 3,1 3,8 23,6 4,8
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Para evaluar la ingesta de la matriz con un tipo de dieta especifica, se compararon los

resultados de AGCC a partir de la dieta ecuatoriana vs. la dieta occidental mediante un

ttest de Student de dos colas con un nivel de significancia del 5% (Tabla 7).

Tabla 7. Valores de AGCC producidos para diferentes matrices de fruta (taxo en batido en leche vs taxo

en jugo en agua) combinado con distinta dieta (ecuatoriana vs occidental)

Matriz experimental: Taxo en batido con leche

AGCC n X +DE 95% IC Valor
P
Acido Dieta Ecuatoriana 12 739,5+ 149,55 (644,483; 834,523) <0,001
acetico | pjeta Occidental 12 999,5+ 86,92 (944,233; 1054,690)
Acido Dieta Ecuatoriana 10 23,0 £ 46,42 (-10,171; 56,241) 0,411
Propionico | pjeta Occidental 10 10,6 + 3,43 (8,189] ; 13,098)
Acido Dieta Ecuatoriana 12 43,7 £ 14,76 (34,284, 53,039) 0,707
butirico | pjeta Occidental 12 41,8 +9,17 (35,923; 47,575)
Acido Dieta Ecuatoriana 2 2,9+0,48 (-1,470; 7,170) 0,759
valérico | pjeta Occidental 3 2,7+0,28 (2,051; 3,429)
Acido Dieta Ecuatoriana 12 21,4+ 6,15 (17,455; 25,268) 0,118
€aproico | pjeta Occidental 12 18,1 + 3,04 (16,212; 20,076)
Matriz experimental: Taxo en jugo con agua
n X+ DE 95% IC Valor
p
Acido Dieta Ecuatoriana 12 461,0 + 427,10 (189,638; 732,374) 0,340
acetico | pjeta Occidental 10  313,7 +228,73 (150,090; 477,332)
Acido Dieta Ecuatoriana 8 13,9+ 7,04 (7,974; 19,741) 0,036
Propionico | pjeta Occidental 5 6,2 + 0,42 (4,839; 7,457)
Acido Dieta Ecuatoriana 11 7,5+3,23 (5,369; 9,703) 0,702
isobutirico | pjeta Occidental 11 8,1+3,97 (5,468; 10,803)
Acido Dieta Ecuatoriana 10 21,2+12,30 (12,398; 29,991) 0,998
Butirico  pijeta Occidental 9 21,2 + 12,30 (11,778; 30,645)
Acido Dieta Ecuatoriana 5 3,1+1,51 (1,264; 5,004) 0,677
valérico  pjeta Occidental 3 2,7+0,12 (2,454; 3,026)
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En base a esta comparacion, solamente la produccion de acido acético a partir de la
matriz de taxo en batido con leche present6 una diferencia significativa entre la mezcla
con la dieta ecuatoriana y occidental (p<0.001) siendo esta produccion
significativamente mayor en la dieta occidental (999,5 mg/L vs 739,5 mg/L,

respectivamente).

Por otro lado, las concentraciones de &cido acético, propiénico y butirico en las dos
matrices (taxo en batido con leche y taxo en jugo con agua) representaron el 90-95% de
AGCC de mayor produccion. Sin embargo, en la matriz de taxo en batido con leche se
observo la presencia de acido isocaproico lo cual denota la digestién de proteinas como
producto de la desaminacion de las proteinas contenidas en la leche. Las dos matrices
recibieron un previo procesamiento mecanico (licuaciéon, mezcla con otros ingredientes),
por lo que hizo que exista la presencia de estos acidos mayoritariamente. Comparando
las matrices, la produccibn del &cido acético presenta una produccion
considerablemente mayor en la matriz taxo en batido con leche (877,2 mg/L vs 390,2
mg/L), que con respecto a la matriz taxo en jugo con agua respectivamente. Los 4cidos
propidnico y butirico también se encontraron en mayor produccién en la matriz taxo en

batido con leche.

En la produccion de los AGCC intervienen una variedad de especies bacterianas que
se encuentren en el individuo. Esta produccion depende de la edad, las condiciones
fisiol6gicas, la dieta, entre otros factores. Gracias a los diferentes macronutrientes que
conforman la dieta, particularmente carbohidratos y proteinas, las bacterias colonicas
generaran distintos perfiles de AGCC, de los cuales el acetato, propionato y butirato son
los mas importantes representando el 90-95% de todos los AGCC. El otro rango del 5-
10% esta conformado por isobutirato, valerato, isovalerato y hexanoato que se producen
durante la fermentacion de proteinas (Chover, 2011). En este estudio se compard, en
parte, la dieta tipo occidental y la dieta ecuatoriana. La dieta occidental es rica en grasas,
azucares y considerable en polisacaridos (Wu et al., 2011). Por el contrario, en la dieta
ecuatoriana existe un consumo alto en carbohidratos, fibra y considerable en grasas,
azucares favoreciendo a la produccion de AGCC. La fermentacion de carbohidratos
complejos en el colon por Bacteroides spp., dan como productos finales de fermentacion

el acetato y el propionato (Donaldson et al., 2016).
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Esta cientificamente demostrado que la estabilidad, estructura y actividad de la
microbiota intestinal esta relacionada con la seleccién de alimentos incorporados a la
dieta (Delgado, 2012)(Diaz, Mayorga, Totosaus, & Peréz, 2012). En un estudio
realizado en individuos alimentados con una dieta carnivora se observo una abundancia
los microorganismos Alistipes, Bilophila y Bacteroides, junto con niveles bajos de
Firmicutes, lo cual fue diferente a lo observado en individuos alimentados con vegetales
que presentaron elevados niveles de Firmicutes debido al metabolismo de los
polisacaridos presentes en los vegetales. Esto a su vez influye directamente sobre la
produccién de los diferentes AGCC en mayor o menor cantidad dependiendo del
alimento consumido (Wu et al., 2011). Esto fue demostrado en un estudio comparativo
entre la microbiota en nifios africanos de aldeas rurales en Burkina Faso y en nifios
europeos. Los nifios africanos que se alimentaban con una dieta tradicional rica en
proteina animal, almidén, fibra y baja en grasas, presentaron una cantidad elevada de
Bacteroides, Prevotella (capaces de fermentar xilanos y celulosa de la fibra) y niveles
bajos de Firmicutes; mientras que, los nifios europeos que se alimentaban con una dieta
occidental tipica presentaron niveles relativamente mas bajos en cuanto a riqueza
microbiana y por lo tanto menor cantidad de AGCC en comparacién a los nifios
africanos. Apoyandose en estos resultados, se demuestra que la fibra en la dieta es
esencial para la formacién y diversidad de la microbiota intestinal, siendo ain mas

importante su papel al producir una mayor liberacion de AGCC (De Filippo et al., 2011).
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

La finalidad del presente trabajo de titulacion fue optimizar y validar un método
cromatogréfico para el analisis de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC) y su posterior
aplicacion para el analisis de AGCC en muestras de digerido intestinal in-vitro.

Se logr6 validar el método cromatografico tomando en cuenta los parametros
instrumentales de linealidad, rango dindmico lineal, precisién intra-dia, precision inter-
dia, limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ) determinandose que el
método es especifico ya que, por medio de las curvas de calibracién construidas para
cada AGCC, no se presentd interferencias al momento de inyectar los blancos de
muestra y muestras como tal. Por medio de la linealidad de las curvas de calibracién se
pudo obtener limites de deteccion y cuantificacion suficientemente bajos como para
detectar y cuantificar la presencia de AGCC en muy pequefias cantidades, lo que
garantiza su aplicabilidad en muestras biol6gicas. Todo esto asegura la confiabilidad y

precision, cumpliendo con los criterios de validacion.

El método optimizado y validado GC-FID se aplic6 en dos matrices (taxo en batido con
leche y taxo en jugo con agua) para evaluar el contenido de AGCC en muestras de
digerido intestinal in-vitro en referencia a la dieta ecuatoriana vs occidental.
Concluyendo que la dieta occidental, hubo mayor produccion de AGCC por los
constituyentes presentes y se observd que en la matriz taxo en batido con leche la
influencia del alimento mas leche gener6 mayor produccién de acido acético en

comparacion con los demas AGCC.
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4.2 Recomendaciones

Es de potencial interés que el Laboratorio de Alimentos y Nutricion VLIR siga con el
estudio de la influencia de los diferentes alimentos ingeridos en diferentes condiciones
(comunidades, dietas), aplicando el método cromatogréfico GC-FID ya optimizado y
validado por que podrian generar nuevas bases de datos, diferencias entre alimentos
contribuyendo a diferentes investigaciones que actualmente estan en proceso. Ademas
de generar conocimiento con respecto a la produccién de AGCC para que puedan

continuar con los avances sobre la salud-nutricién del tracto gastrointestinal.
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