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El glutamato monosodico es la sal sodica del 4cido glutdmico, aminoacido
no esencial. El glutamato puede existir formando parte de las proteinas, en con-
junto con otros aminoacidos, o en forma libre en tejidos vegetales y animales.
Sin embargo, es el glutamato libre el que juega un papel importante en el sabor
y en la palatabilidad de los alimentos.

El primer relato acerca de la obtencion del acido glutdmico se remonta a
1866, cuando el quimico alemdn Ritthausen describi6 la obtencion de ese com-
puesto puro a partir de la hidrdlisis acida de la gliadina, un componente del
gluten. No obstante, sus propiedades de realzar el sabor permanecieron desco-
nocidas hasta la primera década del siglo XX. En 1908, el profesor Kikunae
Ikeda de la Universidad Imperial de Tokio descubrid que el 4cido glutdmico es
responsable del sabor caracteristico del caldo hecho a partir del kombu (Lamina-
ria japonica), un tipo de alga usada a través de los siglos en la cocina tradicional
japonesa. Mediante un proceso simple de extraccion con agua caliente, fue posi-
ble que el profesor Ikeda aislara 30 g de acido L-glutamico, a partir de 40 kg de
algas (Ault, 2004).
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El proceso de obtencion de glutamato monosddico (GMS) a partir de harina
de trigo fue patentado en 1909 y el compuesto se comercializd bajo el nombre
comercial de Ajinomoto.

Debido a sus caracteristicas de potenciador o realzador del sabor, el GMS ha
sido ampliamente utilizado en todo el mundo, atribuyéndosele el gusto umami,
que es considerado el quinto gusto basico, distinto de los otros cuatro gustos:
dulce, amargo, acido y salado. El GMS se ha anadido a los alimentos preparados
y procesados tales como alimentos congelados, mezcla de condimentos, sopas
enlatadas y deshidratadas, salsas, aderezos para ensaladas y productos carnicos
como salchichas y jamones. En su forma natural, esta presente en alimentos ricos
en proteinas como carnes, hortalizas y leche.

El organismo humano también produce glutamato en gran escala. Los mus-
culos, el cerebro y otros 6érganos contienen glutamato en forma libre o unido a
proteinas. El L-glutamato libre es el mas abundante de los aminoécidos en el ce-
rebro y uno de los mas importantes neurotransmisores excitadores en el sistema
nervioso central de los mamiferos. Cuando la concentracion de glutamato en el
cerebro es excesiva, se vuelve toxico para las neuronas que contienen receptores
de glutamato (Blandini & Greenamyre, 1998).

Debido a la importancia del glutamato monosodico en el ambito biologico,
asi como a su uso como ingrediente alimenticio, se han llevado a cabo muchas
investigaciones acerca de la inocuidad y eficacia del GMS, enfocando princi-
palmente en su utilidad en la alimentacion. Para este fin, es necesario que haya
disponibilidad de métodos analiticos confiables, capaces de determinar el glu-
tamato y el 4cido L-glutdmico en matrices complejas, tales como alimentos y
material biologico.

Este capitulo tiene como objetivo describir las propiedades fisico-quimi-
cas del glutamato y discutir sobre los métodos analiticos desarrollados a través
del tiempo.

1. PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL GLUTAMATO MONOSODICO

El compuesto 2-amino-5-hidroxi-5-oxo-pentanoato de sodio, cominmente
conocido como glutamato monosddico, o GMS, existe en dos formas enantio-
meras. Si bien el isomero levogiro (L) es responsable del caracteristico gusto
umami, el isomero dextrogiro (D) no presenta caracteristicas organolépticas.

La estructura quimica de GMS se muestra en la Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Estructura quimica del glutamato monosadico.

Fuente: figura elaborada por los autores.

El GMS esté registrado en el Chemical Abstract Service bajo la identifica-
cion CAS 142-47-2. Las propiedades fisico-quimicas se resumen en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1 — Propiedades fisico-quimicas del glutamato monosadico.

Féormula molecular Masa molar  Apariencia  Punto de fusion Solubilidad
Pol istali M lubl
CH.NO Na 160,11 olvo cristalino 225 °C uy soluble en agua y
S84 blanco poco soluble en etanol.

El GMS no es higroscopico y es estable cuando se almacena a temperatura
ambiente durante periodos prolongados. El pH de una solucion acuosa de 1:20
(m/v) se sitta entre 6,7 y 7,2 (CFCC, 2004).

Ademas, el GMS no sufre descomposicion durante el procesamiento, es
decir, en la coccion normal de los alimentos. Mientras en condiciones acidas (pH
2,2 a 2,4) y a altas temperaturas, se transforma en 5-pirrolidona-2-carboxilato
(Yamaguchi & Ninomiya, 1998).

En general, el GMS se comercializa en su forma hidratada (masa molar
187,13) y CAS 6106-04-3 (CFCC, 2004).

1.1 Produccion

La produccion industrial de GMS se realiza a partir del hidrocloruro del
acido L-glutamico o simplemente del acido L-glutamico, el cual es disuelto en
agua, neutralizado y convertido en sal monosodica mediante la adicién de hi-
droxido de sodio. Los cristales de GMS se obtienen después por concentracion al
vacio de la solucion que contiene GMS, a 60 °C y tras la posterior centrifugacion
(Ault, 2004).

A su vez, el acido glutdmico puede obtenerse por extraccion a partir de
fuentes naturales, por sintesis quimica, fermentacion o catalisis enzimatica. La
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obtencion de 4acido L-glutamico por fermentacion es actualmente el proceso mas
importante a considerar en la produccion de glutamato monosodico. Este proce-
so se establecid hace més de medio siglo, cuando se descubri6 que la E. coli es
capaz de sintetizar y secretar aminoacidos y que el rendimiento de la reaccion
se incrementa por la presencia de sales de amonio en el medio de cultivo. Las
materias primas mas importantes para este proceso han sido la cafa de azucar,
el maiz y la yuca. Mas tarde, otra bacteria fue descubierta, la Corynebacterium
glutamicum, que produce el acido L-glutamico (C.H,O,N) a partir de carbohi-
dratos, oxigeno y amoniaco (Reaccion 1).

C,H,0, +30,+2NH, — 2CH,0,N +2CO, + 5H,0 (1)

La ventaja del proceso de fermentacion es la produccion del isomero le-
vogiro del 4cido glutamico, que en forma de sal sddica tiene las propiedades
organolépticas deseadas de potenciador o realzador del sabor. Por otro lado, en
el proceso de sintesis se obtiene una mezcla racémica y la separacion enantiomé-
rica necesita ser realizada en una etapa adicional.

2. METODOS DE ANALISIS

Uno de los primeros métodos descritos para la determinacion de glutamato
fue propuesto por Fernandez-Flores et al. (1969). El método se basa en la titula-
cion del acido glutdmico con hidréxido de sodio en presencia de formaldehido,
después de la separacion previa de este aminoacido de una matriz acuosa en
una columna de intercambio i6nico. Sin embargo, este método titrimétrico no
presenta detectabilidad y selectividad suficientes para cuantificar el glutamato en
los alimentos, en presencia de otros aminoacidos. Posteriormente, para sortear
estas limitaciones, fueron propuestas modificaciones tanto en la preparacion de
muestras (separacion y purificacion), como con relacion a artificios para aumen-
tar la detectabilidad del glutamato (Sporns, 1982).

Desde entonces, una gran variedad de métodos han sido descritos en la lite-
ratura para la determinacion de glutamato en matrices diversas como alimentos
y material bioldgico. Entre ellas, titulaciones potenciométricas, métodos fluori-
métricos, cromatografia en papel, cromatografia de gases, cromatografia liquida
de alta eficiencia, electroforesis capilar y determinacion mediante los analiza-
dores de aminodcidos. En la actualidad, la mayoria de los métodos destinados a
la determinacion de L-glutamato en matrices biologicas, incluyendo alimentos,
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implica el uso de una cromatografia liquida de alta eficiencia, la electroforesis
capilar o mediciones amperométricas con el uso de biosensores.

Aunque la cromatografia en papel y la cromatografia de gases hayan sido
empleadas para la determinacion del glutamato, la primera carece de precision
y la segunda requiere una etapa previa de derivatizacion. Los métodos que em-
plean la cromatografia liquida de alta eficiencia o analizador de aminoacidos
asociados a detectores UV o fluorescencia también requieren derivatizacion
del acido glutamico post o precolumna. En general, las técnicas cromatografi-
cas requieren una preparacion previa de la muestra, antes de la cuantificacion,
destinada a extraer el analito de la matriz, asi como también la eliminacion de
interferencias de otros componentes y concentracion, lo que requiere tiempo y
consumo de reactivos.

En este sentido, los métodos enzimaticos, utilizando biosensores, son una
interesante alternativa para los métodos cromatograficos debido a sus caracteris-
ticas de selectividad y rapidez de respuesta.

El método oficial propuesto por la Association of Official Analytical Che-
mists (AOAC) se basa en la cuantificacion del dcido glutdmico mediante la titula-
cion con hidroxido sddico en presencia de formaldehido, después de la extraccion
y limpieza en columna de intercambio i6nico (AOAC, 2005). No obstante, este
método no es adecuado para la cuantificacion del glutamato en los alimentos y
en material bioldgico y no indica la contaminacidn cruzada por otros aminoaci-
dos (Lau & Mok, 1995).

A continuacion se discuten los principales métodos analiticos utilizados
para la determinacion de glutamato en alimentos y matrices bioldgicas.

2.1. Cromatografia liquida de alta eficiencia

Los métodos cromatograficos han sido ampliamente utilizados en las mas
diversas areas por sus numerosas ventajas sobre otros métodos, en especial en la
separacion, identificacion y cuantificacion de compuestos en matrices complejas
hechas en un solo analisis. La sensibilidad de la técnica depende del sistema de
deteccion asociado al método cromatografico. El glutamato no posee un cromo-
foro que resulte en una absorcion significativa de energia en la region ultravioleta
o visible del espectro electromagnético, ni tampoco tiene un grupo funcional
con propiedades fluorescentes, que permita la cuantificacion del GMS en matri-
ces biologicas. Por esta razdn, son necesarias reacciones de derivatizacion pre
o postcolumna. Como reactivos de derivatizacion se han utilizado, entre otros,
fenilisotiocianato (PITC), cloruro de dansilo (DNS-CI), o-ftalaldehido (OPA),
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9-Fluorenilmetil cloroformato (FMOC). No obstante, en general, las reacciones
de derivatizacion consumen tiempo, muchas veces los derivados carecen de es-
tabilidad y los interferentes de matrices bioldgicas no son totalmente eliminados.
Todos estos factores puede afectar la selectividad del método (Zhang et al., 2006).

El método mas conocido para la determinacion de aminoacidos por HPLC
implica la reaccion del analito con o-ftalaldehido (OPA) y 2-mercaptoetanol
(2-ME) para producir derivados isoindoles fluorescentes. Estos ultimos com-
puestos son separados en la columna cromatografica y cuantificados mediante un
detector de fluorescencia. Sin embargo, el método no permite la diferenciacion
de enantiomeros. Para el analisis enantioselectivo, el 2-ME necesita ser reem-
plazado por tioles quirales tales como N-acetilcisteina, N-isobutiril-L-cisteina
(IBC) y otros (Grant et al., 2006). La reaccion de derivatizacion de un aminoaci-
do con OPA e IBC se representa en la Figura 2.2.

o

R o)
OHC CHO O OH
OH
H R OH ———> N S OH
+ HN. o + \ /

OPA IBC AMINOACIDO ISOINDOL DERIVADO

Figura 2.2 — Reaccion de derivatizacion de un aminoacido con o-ftalaldehido (OPA)
y N-isobutiril-L-cisteina (IBC).
Fuente: figura elaborada por los autores.

La propiedad del cloruro de dansilo de formar derivados fluorescentes con
aminas primarias y secundarias también ha sido explorada para cuantificar el glu-
tamato mediante HPLC. En este caso, los derivados fluorescentes pueden sepa-
rarse en una fase estacionaria octadecilsilano, usando una fase mévil compuesta
de metanol:agua. Williams & Winfield (1982) emplean este procedimiento para
la determinacion de glutamato en muestras de sopas. Las longitudes de onda de
excitacion y emision del dispositivo de deteccion fueron ajustadas en 245 nm y
328 nm, respectivamente y el glutamato de las muestras fue extraido con agua.

Populin et al. (2007) determinaron aminodcidos, entre estos el acido glu-
tamico y aminas bidgenas en alimentos (sopas instantaneas, aderezos para
ensaladas, verduras, carnes, proteinas vegetales hidrolizadas, entre otros), con
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y sin la presencia de GMS. Para eso emplearon la cromatografia liquida de alta
eficiencia, asociada a un detector de fluorescencia (HPLC-FL). Los aminoacidos
fueron derivatizados con OPA y la separacion se realizo en una columna octade-
cilsilano, usando agua como fase movil agua:tampon fosfato pH 7,0 (370:90 v/v)
+ acetonitrilo y elucion por gradiente. Para la deteccion se utilizaron longitudes
de onda de excitacion y emision de 330 y 440 nm, respectivamente. La prepara-
cion de las muestras consistio basicamente en la extraccion de los aminoécidos
de la matriz con agua antes de la derivatizacion con OPA. Las muestras liqui-
das (listas para el consumo), fueron simplemente diluidas con agua antes de la
reaccion de derivatizacion y cuantificacion por HPLC. Las muestras en polvo,
las granuladas y las pastas fueron disueltas en agua hirviendo y tratadas como
muestras liquidas. En el caso de muestras mas complejas, como las sopas con
trozos de hortalizas, aderezos para ensaladas y condimentos, una parte represen-
tativa de la muestra fue homogenizada y luego se le afiadi6 acido clorhidrico 0,1
mol L. La solucion fue centrifugada y el sobrenadante fue filtrado antes de la
etapa de derivatizacion. La mayor concentracion de glutamato en los alimentos
a los que no se les adicion6 GMS fue constatada en los productos que contenian
hidrolizados de proteina (> 129 mg/100g). Los alimentos con mayor porcentaje
de glutamato monosddico en su composicion fueron las sopas y los aderezos
para ensalada (76,8 — 92,5%)).

Harada et al. (2004) estudiaron el efecto de la cepa y del medio de cultivo en
la composicion quimica de los componentes responsables del sabor (aztcares so-
lubles y aminodacidos libres) en hongos Hypsizygus marmoreus. La preparacion
de las muestras consistid en la extraccion de los analitos de la muestra previa-
mente liofilizada con una soluciéon de agua:etanol (20:80 v/v). La cuantificacion
de los aminoacidos se realizo por HPLC-FL.

Rotzoll et al. (2006) realizaron un estudio para identificar compuestos con
propiedades organolépticas en hongos Morchella deliciosa Fr, entre ellos el
acido L-glutamico. Antes de la cuantificacion, los hongos fueron triturados, y
los aminoacidos extraidos con agua. El extracto fue filtrado y fraccionado por
ultracentrifugacion. La fraccion de baja masa molecular (<1 kDa) fue liofilizada
y posteriormente disuelta en una solucion tampén 0,1 mol L' que contenia aceta-
to de sodio, metanol, acido formico, acido acético y acido octanoico, antes de la
cuantificacion. Para este fin fue utilizado un analizador de aminoacidos.

En lugar del detector de fluorescencia, Lau & Mok (1995) desarrollaron un
método para la determinacion de glutamato en los alimentos (sopas, salsas y
alimentos para bebés), empleando HPLC asociada a un detector de conductivi-
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dad. Como columna analitica se utiliz6 una columna Econosil NC y como fase
movil agua:acetonitrilo:tetrahidrofurano (77:22:3 v/v/v) adicionada de 1 mmol
L' de acido perclorico. Las muestras que no contenian almidén en su composi-
cion fueron previamente homogeneizadas y se les afiadi6 agua y carbon activa-
do. La limpieza del extracto, después del proceso de filtracion, fue realizada por
medio de una columna de intercambio i6nico (Dowex 50W-X8 (H"), 100-200
mesh). Antes del analisis cromatografico, los eluatos fueron liofilizados para la
eliminacion del 4cido clorhidrico.

Un método simple y versatil, que utiliza HPLC-FL, fue descrito por Grant
et al. (20006) para la determinacion de aminoacidos neuroactivos en el sistema
glutaminérgico, entre ellos, L-serina, L-glutamato, L-glutamina y glicina. Antes
del analisis, los aminoacidos fueron derivatizados con OPA y N isobutiril L-cis-
teina (IBC) en una solucion de metanol y tampon borato pH 10. EI método fue
aplicado al andlisis del plasma y para este fin, las muestras fueron previamente
desproteinizadas, utilizando metanol y centrifugacion. La separacion cromato-
gréfica fue realizada en una columna octadecilsilano con una fase movil com-
puesta de dos solventes: (i) fosfato de sodio 0,04 mol L-:metanol (85:15 v/v) y (ii)
fosfato de sodio 0,04 mol L':metanol:tetrahidrofurano (67:55,5:3 v/v/v), ambas
fases ajustadas para pH 6,2. La elucion fue realizada por gradiente. Los deriva-
dos de aminoacidos fueron monitoreados en las longitudes de onda de excitacion
y de emision de 260 y 455 nm, respectivamente. El método mostrd ser lineal en
el intervalo de 2,5 a 100 ng de L-glutamato.

Zhang et al. (2006), describieron un método utilizando HPLC-FL para la de-
terminacion de glutamato y aspartato en retina de conejos. Para esto, combinaron
la microextraccion en polimero monolito con derivacion de los analitos usando
8-fenil-(4-oxi acido acético N-hidroxisuccinimida éster)-4,4-difluoro-1,3,5,7-te-
trametil-4-bora-3a,4a-diaza-S-indaceno. El limite de deteccion establecido para
el glutamato fue de 0,53 nmol L.

Nagata et al. (2006), determinaron la concentracion de serina, alanina,
prolina, aspartato y glutamato en la saliva humana, utilizando dos técnicas de
cromatografia en serie: cromatografia en capa fina bidimensional y HPLC. Las
muestras de saliva libres de células fueron tratadas con acido tricloroacético al
5% para la eliminacion de las proteinas y el extracto fue clarificado en columna
de intercambio i6nico. Posteriormente, se procedio a la concentracion del eluato
y a la derivatizacion de los aminodcidos con 1-fluoro-2,4-dinitrofenil-5-L-alani-
na amida antes de su separacion por cromatografia en capa fina bidimensional.
Después de la separacion, los derivados fueron retirados de la placa y analizados
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por HPLC con deteccion en longitud de onda de 340 nm. Para este fin, fue utili-
zada una fase estacionaria octadecilo y una fase mévil compuesta de acetonitrilo
y tampon de trietilamina-fosfato pH 3,5. Fue realizada la elucion en gradiente.

Kang et al. (2006) propusieron un método para la determinacion de doce
aminodcidos, entre ellos el glutamato, tanto en el tejido cerebral de ratas como
en el plasma de conejos. Para este fin, el cerebro o el plasma fue homogeneizado
en acido perclorico, seguido de centrifugacion para la eliminacion de las protei-
nas. Luego, los extractos fueron transferidos a una solucion de bicarbonato de
potasio-hidroxido de potasio 2 mol L' y los aminoacidos fueron derivatizados
con DNS-CI en medio de acetonitrilo. La reaccion fue encubada a 80 °C en la os-
curidad, durante 30 min. Inmediatamente después, la reaccion fue interrumpida
por adicion de acido acético. La mezcla fue centrifugada y el sobrenadante fue
inyectado en el sistema cromatografico. La separacion de los derivados fue reali-
zada en columna de fase reversa octadecilsilano y una fase mévil compuesta de
metanol:agua adicionada de trietilamonio 1,5% e hidroxido de tetrabutilamonio
5 mmol L, pH 2,5 bajo elucion isocratica. La cuantificacion fue realizada en la
region ultravioleta a 286 nm. Los autores concluyeron que, en las condiciones ex-
perimentales establecidas, el detector de UV mostré una mayor sensibilidad que
el detector de fluorescencia. El limite de deteccion para un volumen de inyeccion
de 20 pL fue de 38 ng para el glutamato.

La cromatografia liquida de ultra alta eficiencia (UHPLC) ha estado re-
emplazando a la cromatografia liquida de alta eficiencia en la tltima década en
las aplicaciones mas diversas. Los motivos son las ventajas de alta eficiencia de
las columnas analiticas con un diametro de particula menor a 2 pm combinado
con tiempos de analisis mas cortos y menor consumo de solventes. Gonzalez
et al. (2011) utilizaron UHPLC asociada con espectrometria de masas secuencial
(UHPLC-MS/MS) para la determinacion de neurotransmisores, incluido el glu-
tamato, en el cerebro de ratas. Stragierowicz et al. (2017) reportaron un método
para la determinacion de neurotransmisores en la misma matriz usando UHPLC
con detector de fluorescencia.

La ventaja de usar UHPLC-MS/MS en la determinacion de glutamato y
otros aminoacidos es la selectividad cuando se opera en el modo de reacciones
seleccionadas y que no se necesita agregar un agente de derivatizacion. Zheng
at al. (2019) reportaron un método que utiliza UHPLC-MS/MS para la determi-
nacion de aminoacidos, purinas en suero sanguineo, incluido el glutamato. Para
la cuantificacion, se control6 la transicion del i6n precursor (m/z 148,2) al i6n
producto (m/z 84,0). La preparacion de la muestra consistid en la precipitacion
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de proteinas mediante la adicién de metanol. Después de la centrifugacion y
separacion de proteinas, el sobrenadante se filtr6 y se analiz6 directamente en
UHPLC-MS/MS. La fuente de electrospray se hizo funcionar en modo positivo.
El limite de cuantificacion del método para la determinacion de glutamato en
suero fue de 0,8 ng mL".

2.2. Cromatografia gaseosa

Numerosos investigadores han explorado el uso de la cromatografia de
gases para la resolucion de aminoacidos Opticamente activos. En el caso de la
produccion del GMS por fermentacion, es importante disponer de técnicas que
permitan la diferenciacion de los dos enantidmeros, incluso cuando uno esté
en concentracion mucho mas baja que el otro. En este contexto, Curry et al.
(1983) describieron un método para la determinacion de D-GMS y L-GMS por
cromatografia gaseosa utilizando una columna capilar quiral y un detector de
ionizacion de llama. La cuantificacion fue realizada después de la derivatizacion
del glutamato con anhidrido trifluoroacético y usando la L-fenilanalina como
patrén interno. El método fue evaluado en muestras liquidas que contenian de
30-40% de GMS en su composicion.

2.3. Electroforesis capilar

Las técnicas electroforéticas basadas en la electromigracion de moléculas
cargadas en solucion bajo la fuerza de un campo eléctrico han sido ampliamente
empleadas en diversas aplicaciones analiticas, especialmente en el campo de la
bioquimica. Entre estas técnicas, la electroforesis capilar de zona o solucion libre
(CZE) se ha destacado en los ultimos afos, debido principalmente a algunas
ventajas en comparacion con los demas métodos cromatograficos. Por ejemplo:
alta eficiencia, requerimiento de pequefias cantidades de solventes y muestras,
asi como rapidez de analisis. Basado en la electromigracion y en los diferentes
modos de separacion, se han desarrollado técnicas tales como, la cromatogra-
fia micelar electrocinética (MEKC), la electroforesis capilar en gel (CGE) y la
electroforesis capilar por focalizacion isoeléctrica (CIEF). Una de las grandes
versatilidades de la electroforesis capilar es la posibilidad de asociacion a una
amplia variedad de técnicas de deteccion, como: la absorcion en el UV-Vis, la
fluorescencia, la fluorescencia inducida por laser, la espectrometria de masas,
la conductividad, la amperometria, la radiactividad, el indice de refraccion, el
dicroismo circular y Raman.
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No obstante, para la separacion y la determinacion de aminoécidos se ha
destacado el uso de la CZE y MECK, asociadas a los detectores de absorcion en
el UV y/o fluorescencia inducida por laser (LIF).

Debido a las propiedades fisico-quimicas del GMS, antes de la cuantifica-
cion se recomiendan procedimientos de derivatizacion para mejorar la sensibili-
dad del método. Para la deteccion mediante LIF, se han utilizado reactivos como
4-fluoro-7-nitrobenzofurazan, (NBD-F), naftaleno-dicarboxaldehido (NAD) y el
o-ftalaldehido (OPA) (Chen et al., 2007, Wang et al., 2006).

Pérez-Ruiz et al. (2000) describieron un método para la determinacion de
glutamato en bebidas y alimentos usando CZE con deteccion por LID. El método
presento linealidad en el rango de concentracion de glutamato de 107 a 10-* mol
L, con un limite de deteccion de de 5,4 10" mol L.

Chen et al. (2007) propusieron un método que emplea la técnica MEKC
para la separacion de veinte aminodcidos, incluyendo el acido glutamico. Los
aminoacidos fueron derivatizados con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y
cuantificados con un detector de fluorescencia con excitacion multifotonica de-
sarrollado por los propios autores.

Bodor et al. (2001) utilizaron la isotacoforesis en un chip con detector de
conductividad para la separacion y determinacion de aditivos alimentarios, entre
estos, el benzoato, el sorbato, los ésteres de acido p-hidroxibenzoico y el gluta-
mato. El método fue utilizado para la determinacion de glutamato en alimentos.

Para la deteccion de aminoacidos excitadores, Wang et al. (2006) utilizaron
la electroforesis capilar asociada a un detector de fluorescencia. Los aminoécidos
fueron derivatizados con naftaleno-2,3 dicarboxaldehido. Los analitos fueron se-
parados en capilar de silice fundida con tampén borato 10 mmol L, pH 9,3. El
limite de deteccion para el acido glutamico fue de 2,1 10-® mol L. Este método
fue utilizado para la determinacion de 4cido glutdmico y aspartico en fluidos
biologicos (suero humano y liquido cefalorraquideo). Las muestras de suero y li-
quido cefalorraquideo fueron diluidas y agitadas con acetonitrilo para precipitar
las proteinas. La mezcla se encub6 en baiio de hielo durante una hora y luego fue
centrifugada. Enseguida fue afiadido el agente de derivatizacion.

Li et al. (2006) propusieron un nuevo método para la determinacion de la
actividad de las enzimas aspartato aminotransferasa y alanina aminotransfera-
sa en los fluidos bioldgicos. Este procedimiento esta basado en la separacion y
cuantificacion de alanina, glutamato y aspartato por electroforesis capilar con
deteccion por electroquimioluminiscencia. La separacion fue promovida en
tampon fosfato 5 mmol L, pH 2,1. La deteccion se llevo a cabo en un electrodo
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de disco de platino (1,2 V vs Ag/AgCl) en presencia de tris (2,2-bipiridilo) rute-
nio (II) disuelto en fosfato 80 mmol L, pH 10,5. El método se mostré adecuado
para su aplicacion en biologia celular y en el 4rea clinica.

El uso de detectores electroquimicos ofrece ventaja sobre los detectores
Opticos porque no requiere la derivatizacion del glutamato antes de la cuantifica-
cion. En este contexto, se destacan los detectores de conductividad conductimé-
trica sin contacto acopladas capacitivamente (C4D). Aunque estos detectores son
de bajo costo, son simples técnicamente y permiten la detecciéon de compuestos
multiples, sufren el efecto de la matriz, lo que puede comprometer la selectividad
y detectabilidad de los analitos.

Campos et al. (2019) desarrollaron un método que emplea electroextraccion
liquido-liquido (sistema acuoso bifasico) en linea (on-line) con electroforesis ca-
pilar y usando sistema de deteccion conductimétrica sin contacto acoplada capa-
citivamente. Este método fue utilizado para la determinacion de 4cido glutdmico
en muestras de shoyu, que presentan alto contenido de sodio.

Las principales reacciones y condiciones empleadas para la determinacion
de glutamato por técnicas de separacion se resumen en la Tabla 2.2.
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2.4. Métodos espectroanaliticos

Chapman & Zhou (1999) desarrollaron dos métodos fluorimétricos para la
determinacion de L-glutamato en muestras bioldgicas y alimentos. El primero
describe el uso de una reaccion de reciclaje continua de sustrato catalizada por
las enzimas L-glutamato oxidasa (GLOD) y glutamato piruvato transaminasa
(GPT). El peréxido de hidrogeno formado en la reaccion enzimatica es deter-
minado indirectamente en la forma de Resorufin (derivado fluorescente) que
se forma en la reaccion de H,O, con Amplex Roja (Amplex Red). El segundo
método sigue el mismo principio del primero, sin embargo, utiliza como enzimas
la L-glutamato deshidrogenasa (GLDH) y GPT. En esta reaccion, el glutamato es
cuantificado a través de la medida del NADH formado en la reaccion enzimatica
mediante la reaccion de este con resazurina en presencia de diaforasa. De esta
forma, en esta reaccion ocurre la formacion del derivado fluorescente Resorufin.
Los métodos fueron aplicados para la determinacion de L-glutamato en sopas.
La preparacion de las muestras consistio en la centrifugacion de las muestras
liquidas y dilucion del sobrenadante en tampoén Tris — HC1 100 mmol L', pH
7,5. Los autores enfatizan que el método fluorimétrico con Amplex Roja es 500
veces mas sensible que el método espectrofotométrico convencional, debido a la
estrategia de reciclado del sustrato, asi como al uso de reactivo de derivatizacion.

Basado en el mismo principio de reciclaje de sustrato, Khampha et al. (2004)
describieron un método para la determinacién de L-glutamato en los alimentos,
utilizando como enzimas la GLDH y la D-fenilglicina aminotransferasa (D-Ph-
gAT). La GDLH convierte el glutamato en a-cetoglutarato con reducciéon con-
comitante del NAD™ para NADH. El a-cetoglutarato, a su vez, es reciclado para
formar glutamato por la reaccion de transaminacion catalizada por la enzima
D-PhgAT utilizando la D-hidroxifenilglicina como un donante del grupo amino.
En esta reaccion, la hidroxifenilglicina es convertida en 4-hidroxibenzoilformato
que absorbe fuertemente a 340 nm. El limite de deteccion es de 0,14 pmol L.

2.5. Biosensores

Los biosensores son dispositivos en los cuales los materiales de origen biol6-
gico (enzimas, anticuerpos, organelos, acidos nucleicos y otros) son inmoviliza-
dos junto a un transductor adecuado. Segun el transductor utilizado, el biosensor
puede ser clasificado como 6ptico (medida de fluorescencia, luminiscencia, etc.),
electroquimico (conductimétrico, potenciométrico y amperométrico) y detector
de masas. Existe un nimero elevado de articulos cientificos publicados en la
literatura que describen métodos que emplean biosensores para aplicaciones
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analiticas en alimentos y material bioldgico. Esto puede ser atribuido a sus im-
portantes caracteristicas como selectividad, respuesta rapida, bajo costo y facili-
dad de construccion, asi como a las posibilidades de miniaturizacion.

El primer biosensor electroquimico para glutamato fue desarrollado por
Malinauskas & Kulys en 1978, utilizando la enzima glutamato deshidrogenasa
(GLDH) y la coenzima NAD", inmovilizadas en una membrana semipermeable.
En esta reaccion (Reaccion 2), ocurre la formacion de NADH que, generalmente,
es la especie monitoreada para fines cuantitativos.

L-glutamato + NAD" + H O-StPH, g-cetoglutarato + NADH + NH,” +H" (2)

No obstante, la oxidacion directa del NADH en electrodos no modifica-
dos requiere un elevado sobrepotencial, debido al proceso lento de transferencia
de cargas. Para sortear esta limitacion, diferentes mediadores redox han sido
incorporados en la superficie de los electrodos, entre ellos: MnO, (Beyene et
al., 2003), tetratio fulvaleno-tetracianoquinodimetano (Pauliukaite et al., 2006),
metosulfato de fenazina (Malinauskas & Kulys, 1978; Curruli et al., 1997), entre
otros. Los mediadores pueden ser inmovilizados por diferentes procesos, tales
como quimiosorcion, union covalente en la superficie del electrodo o polimeros
conductores, peliculas poliméricas depositadas electroquimicamente en la su-
perficie del electrodo y en pasta de carbono (Curruli et al., 1997). Recientemente
se ha verificado que los nanotubos de carbono son capaces de reducir el sobrepo-
tencial para la oxidacion del NADH (Chakraborty & Raj, 2007).

Ademas de la enzima GLDH, la L-glutamato oxidasa (GLOD) producida
por Streptomyces sp, ha sido ampliamente utilizada en biosensores para la deter-
minacion del glutamato. La GLOD oxida el L-glutamato a a-cetoglutarato con la
formacion de amonio y perdxido de hidrogeno (Reaccion 3).

L-glutamato + O, + H 02, a-cetoglutarato + NH," + H,O, 3)

La reaccion y cuantificacion del glutamato pueden ser monitoreadas por la
formacion de peroxido de hidrégeno, usando el método amperométrico. Sin em-
bargo, semejante al NADH, la determinacion de perdxido de hidrogeno a través
de su oxidacién requiere un elevado sobrepotencial, lo que puede llegar a afectar
la selectividad del método.
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En las mediciones electroquimicas utilizando biosensores, los electro-
dos empleados generalmente son metales inertes y la enzima necesita ser
incorporada a la superficie de los mismos. Para este fin, se han empleado
membranas poliméricas Nafion y peliculas de polifenildiamina, entre otras
(Pauliukaite et al., 2006).

A continuacion se describen algunos biosensores y sus aplicaciones en la
determinacion de L-glutamato en muestras de alimentos y material bioldgico. La
Tabla 2.3 presenta un resumen de los biosensores utilizados.

Kwong et al. (2000) desarrollaron un biosensor para la determinacion de
L-glutamato en salsas de soya. La enzima GLOD fue inmovilizada mediante
un hidrogel de poli(carbamil sulfonato) y cuantificada por un detector electro-
quimico. El sensor mostro linealidad en el rango de 0,1 mmol L'a 5 mmol L
de L-glutamato, con un limite de deteccion de 1,01 pmol L. Ademas, el sensor
mostro selectividad en la presencia de la mayoria de otros aminoacidos, con
excepcion de L-asparagina, L-glutamina, L-4cido aspartico y L-histidina.

La formacion de amonio en la reaccion enzimatica fue empleada para la
determinacion de glutamato en alimentos, a través de un sensor potenciométrico
(Nikolelis, 1987). El método presentd linealidad adecuada para el glutamato en
elrangode 1 10° mol L' a 1 10 mol L.
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Basu et al. (2006) desarrollaron un sensor para GMS por coinmovilizacion
de GLOD y GLDH, basado en el reciclaje de sustrato. Este paso de reciclaje del
sustrato proporciona una amplificacion de la respuesta del biosensor (Reaccion
4). En presencia de NADPH y GMS, son utilizadas las actividades de las dos
enzimas y el GMS es regenerado. La cuantificacion del GMS fue realizada a
través del consumo de oxigeno por el sistema.

NADP* L-GLUTAMATO + H,0

I

a—CETOGLUTARATO + NH; H,0,

El biosensor desarrollado presento linealidad en el rango de concentracion
de GMS de 0,02 a 1,2 mg L en presencia de 10 mmol L' de amoniaco. El pH
optimo fue de 7 £ 2 y el tiempo de respuesta de 2 min. El sensor se utilizé
para la determinacion de GMS en salsas y sopas. La preparacion de la muestra
consistid simplemente en la centrifugacion de las muestras y la dilucion del
sobrenadante en tampon fosfato pH 7,0. Ademas fue adicionada una pequena
cantidad de acido clorhidrico para prevenir la conversion del acido glutamico
en acido pirrolidocarboxilico.

Matsumoto et al. (1998) desarrollaron un biosensor para la determinacion
simultanea de L-glutamato e inosina monofosfato (IMP) en alimentos. Para este
fin, fueron acoplados dos reactores enzimaticos en serie, y las mediciones fueron
realizadas en flujo. El interés en la determinacion de IMP y GMS reside en el
hecho de que ambos compuestos utilizados como aditivos alimentarios tienen
la propiedad de realzar el sabor de los alimentos. Existe un efecto sinérgico del
IMP y el glutamato, lo que lleva a aumentar la intensidad del gusto umami. En
el método propuesto para la determinacién de IMP fueron utilizadas las enzi-
mas inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH), obtenida a partir de Bacillus
cereus, y la NADH deshidrogenasa (NADHD), obtenida de Bacillus lichenifor-
mis (Reacciones 5 y 6). La cuantificacion del IMP se efectu¢ a través de la deter-
minacion del peroxido de hidrogeno con un transductor amperométrico.

IMP + NAD* IMPPH, 3cido xantilico + NADH + H* ®)

NADH +H'+ 0, MBID, NAD'+H,0, ©6)
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Por otro lado, la cuantificacion del glutamato se realizé a través de la re-
accion enzimadtica, utilizando la GLOD y de la determinacion del peroxido de
hidrégeno formado. El método presentd un rango lineal para el IMP y glutamato
de 0,1 a 1,0 mmol L' y 1,0 a 10,0 mmol L™, respectivamente. Las muestras de
condimentos fueron diluidas en agua y filtradas antes del analisis. Como inter-
ferentes potenciales fueron identificados inosina difosfato e inosina trifosfato.

Karyakin ef al. (2000) modificaron un biosensor amperométrico para la de-
terminacion de glutamato. Los autores inmovilizaron la GLOD en una pelicula
de Nafion bajo la superficie de un electrodo modificado con Azul de Prusia.
El glutamato se determind en un sistema de analisis por inyeccion en flujo en
tampon fosfato 0,05 mol L' e KCI 0,1 mol L, pH 6,0. El potencial de deteccion
fue de -50 mV versus Ag/AgCl, KCI 0,1 mol L. El rango lineal del método
estuvo en el intervalo de 1 107 a 1 10* mol L' de glutamato.

En los ultimos afios, se ha dado especial atencion al desarrollo de mem-
branas desechables que permiten eliminar procedimientos de regeneracion de
superficie de los sensores después de su uso. En este contexto, la tecnologia de
serigrafia (screen-printing), mas conocida como silk-screen se ha utilizado con
gran éxito en la fabricacion de electrodos en las ultimas décadas. Esto hace posi-
ble, la produccion en masa de electrodos mediante un proceso simple, a un costo
extremadamente bajo y que puede ser practicada en cualquier laboratorio. El
electrodo impreso es una pelicula depositada sobre un soporte inerte (Agnes &
Nascimento, 1998). Utilizando esta tecnologia, Beyene et al. (2003) propusieron
un biosensor amperométrico para glutamato usando electrodo de carbono impre-
so modificado con MnO, y GLOD inmovilizada en pelicula de Nafion®. E1 MnO,
actua como mediador de electrones, entre la enzima reducida y el electrodo. Las
mediciones se realizaron en sistema de analisis por inyeccion en flujo, utilizando
como cargador tampon fosfato 0,1 mol L', pH 7,75 y un potencial de 440 mV
versus Ag/AgCl. La curva analitica presentd un rango lineal de 10 a 160 mg L,
con un limite de deteccion para glutamato 1,7 mg L. El biosensor fue aplicado
en la determinacién de glutamato en condimentos. En este caso, las muestras
fueron disueltas en tampon fosfato y filtradas en membrana de 0,22 um, antes de
la cuantificacion.

En los ultimos afos, los materiales sol-gel han atraido el interés de los in-
vestigadores por las caracteristicas propicias del material para la inmovilizacion
de enzimas en la construccion de biosensores. En este contexto, Doong & Shih
(2006) desarrollaron un biosensor optico de sol-gel de titanio, inmovilizado con
seminaftorhodamina-1-dextrano (compuesto fluorescente) y la enzima GLDH
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para aplicacion en la determinacion de glutamato en agua y material biologico
(suero de albumina bovina). La longitud de excitacion utilizada fue de 488 nm
y la emisién fue monitoreada en 588 y 640 nm. Utilizando material biolégico,
el sensor presentd un rango lineal para el glutamato de 0,02 a 10 mmol L y un
limite de deteccion de 6,7 pmol L.

Tang et al. (2007) desarrollaron un biosensor amperométrico basado en la
autoorganizacion de los dendrimeros de poli(amidoamina) encapsulados en na-
noparticulas de platino sobre nanotubos de carbono para la inmovilizacion de
GLDH. EI biosensor mostrd un rango lineal para el glutamato de 0,2 a 250 umol
L con un tiempo de respuesta de 3 s. El limite de deteccion fue de 10 nmol L.

Borisova et al. (2018) describieron un biosensor amperométrico para moni-
torear la liberacion de glutamato en terminales nerviosas en el cerebro de ratas.
Con este fin, los autores construyeron un biosensor amperométrico que inmovi-
lizaba la enzima GLOD y desarrollaron un algoritmo para monitorear la cinética
de la liberacion de glutamato tonico exocitdtico y mediada por el transporte de
terminales nerviosas aisladas del cerebro de ratas. El limite de deteccion del
sensor fue de 2 umol L.

3. CONSIDERACIONES FINALES

El glutamato monosodico ha despertado el interés de los investigadores
desde hace un siglo por sus propiedades de realzar el sabor de los alimentos.
Por este motivo, se han promovido discusiones tanto para aclarar su inocuidad
como su eficacia. Todos estos estudios requieren métodos analiticos que sean
capaces de cuantificar el glutamato en matrices complejas como alimentos y
material bioldgico en un amplio rango de concentraciones. Si bien el glutamato
esta presente en alimentos en concentraciones de hasta 1 mg kg, en el material
bioldgico se encuentra en nivel de pug g'. Por lo tanto, para el analisis de los
alimentos o del material biologico, los métodos analiticos requieren un desem-
peno diferenciado.

Los primeros métodos desarrollados para la determinacion de glutamato
en los alimentos fueron los titrimétricos, que ain hoy se recomiendan como
métodos oficiales de andlisis. Sin embargo, ellos han sido sustituidos por los
métodos cromatograficos, principalmente por asociar rapidez de analisis con alta
selectividad y capacidad de deteccion. Entre los métodos cromatograficos, la
cromatografia liquida de alta eficiencia ha sido la mas importante, asociada con
los detectores de absorcion en el ultravioleta (UV) y de fluorescencia. Debido
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a que el glutamato no tiene fluorescencia nativa y no presenta absorcion sig-
nificativa en la region del UV, se han utilizado ampliamente las reacciones de
derivatizacion pre y postcolumna. Sin embargo, con el desarrollo de columnas
analiticas con particulas de didmetro menores de 2 um, la cromatografia liquida
de ultra alta eficiencia ha sustituido la HPLC. Los analisis con alta eficiencia son
mas rapidos y consumen menos solventes y cuando se asocian con espectrome-
tria de masas secuencial permiten la confirmacion de la identidad del analito.
Ademas, esta técnica no requiere reacciones de derivatizacion para permitir la
cuantificacion del glutamato y se puede aplicar tanto a muestras de alimentos
como a material biologico.

También ha sido reportado en la literatura el uso de métodos electroforéti-
cos, pero en menor medida. Estas metodologias usan los mismos detectores que
la cromatografia liquida. Los avances consisten en los microdispositivos de tipo
Lab-on-a-chip.

El uso de la cromatografia gaseosa ya no es una tendencia actual, dado que
el glutamato presenta un alto punto de ebullicion y no puede ser determinado por
esta técnica sin previa derivatizacion para la formacion de derivados volatiles.

Sin lugar a dudas, la estrategia mas destacada para la determinacion de
glutamato en los Gltimos afios ha sido el desarrollo y el uso de biosensores. Estos
dispositivos son herramientas que han complementado las técnicas ya existentes,
debido a sus caracteristicas Unicas, entre ellas: selectividad, costo relativamente
bajo de construccion y almacenamiento, potencial para la miniaturizacion, faci-
lidad de automatizacion de equipos y la construccion de equipamientos simples
y portatiles. Muchos biosensores han sido desarrollados y aplicados en la deter-
minacion de glutamato en alimentos y en material bioldgico. La dificultad inicial
del alto sobrevoltaje necesario para cuantificar el peroxido de hidroégeno o el
NADH formado en las reacciones enzimaticas que utilizan la glutamato oxidasa
o glutamato deshidrogenasa, fue superada por la incorporacion de mediadores
en los sensores. Ademas, nuevos materiales se han destacado en la elaboracion
de biosensores, entre ellos los electrodos impresos, que son desechables y los
nanotubos de carbono. De esta forma, la combinacion de biosensores con medi-
ciones amperométricas ha representado el mayor avance con relacion a métodos
analiticos destinados a la determinacion de glutamato en los alimentos y matri-
ces biologicas. Alin mas, por ser una técnica de relativo bajo costo y por todas
las otras ventajas mencionadas, puede ser utilizada en varios segmentos de la
industria y en centros de investigacion.
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