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INTRODUCCION 

Uno de los principales problemas que se han deleclado al 
analiz~r el contenido de aminoácidos en alimentos, por medio de la 
hidróli5is prolaica, es la baja concentración de los aminoácidos 
azufrados.encontrados débido a su inestabilidad a las condieones 
en que s~ desarrolla la hidrólis1s, lo que conduce a una 
deficiente estimación de los requerimentos de mellonina y cislina 
en la nutrición animal. 

Si eonsidA>ramos la lmport.ancia económica qu""' tienen eslos 
aminoácidos en la formulación alimentaria , es import.ante lener 
una técnica que nos permita cuantificar adecuadamente la cantidad 
de melionina y cislina pr~senles en alimentos. 

Para evitar el problema de la inestabilidad de estos 
aminoácidos • se han ut.ilizado di versas técnicas que nos 
permiten proteger adecuadamente a los aminoácidos azufrados: 
La oxidación da cistina a ácido cist.eico, con ácido pPrfórmico, 
ant.es de la hidrólisis de la proteína es apropiada al moment.o de 
cuantificar la cislina aliment.os. Oftl mismo modo, para 
t.ener una buena recuperación da met.ionina al moment.o de 
cuant.ificarla en alimentos es necesario oxidarla a sulfolfona de 
met.ionina. Igualmente se ha utilizado una hidrólisis a temperatura 
el.evada y tiempo corlo CATTC), para evitar la destrucción de la 
met.ionina. 

Para el desarrollo del prttsent.e trabajo se ut.iliz6 una 
técnica conjunta de la met.odologia propuesta por Moore en 1903 con 
la. de Kaiser el al. propuest.a en 1974. Estas técnicas,. además de 
haber demostrado ser eficientes, son adecuadas, pU@oS nos orrecen 
un• aceptable confiabilidad con una buena ganancia de t.iem¡:::>o 
CComparandola con la hidrólisis normal que necesita un tiempo de 
ª'horas· para llevarse a cabo). 

II OBJETIVO 

El objet.ivo del presente t.rabajo rué el desarrollo de una 
técnica. para cuant.iC-icar a los aminoácidos a.zurrados present.es en 
cualquier t.ipo de aliment.os, utilizando una oxidación con ácido 
perC-órmico , s.guida da una hirólisis de mayor t.emperat~ura y 
menor tiempo , para evit.ar al máximo la. destrucción de ést..os 
aminoácidos azufrados. 



III GENERALIDADES 

AMIHOACIDOS, 

Ext.r!ctament.e definido. un aminoácido un ácido 
orgánico el cual tiene uno o mas grupos amino sust.ituyentes El 
más común de los aminoácidos llene una est..ructura general con un 
grupo amino primario y un grupo carboxilo, tales grupos se 
encuentran unidos a un solo átomo de carbono. otro de los enlaces 
de este carbono esta unido a un átomo de hidrógeno. y el grupo 
que se encuentra unido por la cuart.a valencia es el llamado 
radical orgánico Cgrupo R). El grupo R es el que confiere a cada 
uno de los aminoácidos sus propiedades e-specíficas, as! como la 
distribución de la carga en 91. 

A diferencia do los aminoácidos, los irn!noácidos, prolina 
e hidrox.iprolina, carecen de un grupo amino primario. El nitrógeno 
reacciona con el grupo R para formar un anillo pirrolico de 9 
miembros. Est.a diferencia con le<; aminoácidos es lo qu0 permilo 
que los iminoácidos den una coloración diferenle al reaccinnar con 
la ninhidrina. 

Es evidente el gran número de aminoácidos que pueden 
exist.ir debido a las numerosas posibilidades de variación, ya sea 
en la longitud de la cadena hidrocarbonada, a la posición y el 
ntímero del grupo aminocarbox.ílico, o al radical orgánico en la 
molécula. 

Con excepción de la glicina que lion6 un álamo de 
hidrógeno como radical R, lodos los aminoácidos pr.Jsenlan un 
carbono asimétrico, y por lo t.ant..o existen en dos formas 
ópt..icament.e act.ivas: O y L. isómeros. De acu9rdo con la est.ruct.ura 
química del glic•raldehído, los aminoácidos qua se encuentran en 
la nat.uraleza, y que tienen actividad biológica son los de 
cont'iguraeión L.. L.os de la serie D se encuentran en mezclas 
racérnicas de aminoácidos producidos a través de dist..int.os procesos 
químicos y no son aprovechados por el organismo humano An la 
sínt.esis da proteínas, sino quP. ~n la maycria de l~s casos sirven 
únicamente como fuenle d9 energía. 

R R 

1 1 
NHi- ¡--cooH 

H 

COOY- C-NH'Z. 

~ 
L-anú. noácidos O-aminoácidos 

En la naturaleza se E>ncuent.ran varios aminoácidos; sin 
embargo, la mayoría de las prot.einas varían considerablement.e 
respect.o al contenido de los a1 aminoacidos aceptados Ccuadro I). 
El número de posibles polímeros que se pueden formar con a1 amino-

:~;d~:n~;er~o ª a:~~o~~rd~~ª~f~~n;: ~~:LaP~~,gJ::~t~~c1~~~d1~:~;~~~: 



de aminoácidos y. por lo tant..o. de prot.einas. Generalmente no hay 
t.ant..as combinaciones, sino que cada pl"'ot..eina t..iene una secuencia 
de aminoácidos muy est.ableeida y bien definida, lo que repercut.e 
en sus propiedades y funciones biológicas. Esto se puede ver 
elarament..e en la anémia de células falsiformes, que se presentan 
normalment.e en la raza negra y que SR' debe al cambio de una 
molécula de ácido glut..ámico en posición 6, de la cadena (? de la 
hemoglobina, por una valina o lisina. Esta diferencia tan pequeña 
t.rae consigo problemas que pueden SA>r muy graves la 
hemólisis o rompimient..o de los glóbulos rojos. 
En cierlas proteínas eslos o-aminoácidos ~e ancu~nlran tan sólo en 
t.razas , an cambio en et.ras proteínas la proporción de 
est..os aminoácidos es relativamente alt.a. Los siguiant.es ejemplos 
ilust.ran est.a variable distribución. La glicina esta ausente en 
albuminas; y present.e on pequ~ñas cant.idades en las globulinas, 
caseína, y en prot.eínas vegetales solubles en alcohol; y es 
relali vament.o abundante .:-n gel at..ina. Las proteínas solubles en 
alcohol cont.ienen relalivament.e altos porcent.aj~s de prolina y 
ácido gl.ut.ámico~ en lanlo que las queratinas. las proleinas del 
cabello y lipos similares de t.ejido do- Ppidermic; son 
caracterizados por su alt.o contenido d~ cist.ina. La gelatina es 
deficiente Pn cist.oina y en aminoácidos aromát.icos. 

Además de los 21 aminoácidos mencionados. exist.en más de 
100 que se encuentran en difnrent.es tejidos q;n forma libro o 
combinada, pero nunca en las prot.einas. Algunos de estos son no 
prot..eicos, pero act.úan como 1mporlant.es precursores de et.ras 
moléculas, o bien como int.ermediarios en el metabolismo humano. 
Por ejemplo, la (?-alan1na es el procursor del ácido p:t.nlot..~nico; 

la homocisleina y la homoserina intervienen an Etl metabolismo de 

=~r~~s st~~~~t~i~~sÍa l:r~t~~~~~n:nZ'r;~t.~r0~i~¡ina son int.e'\-mediarios 

cuadro I Aminoácidos de configuración L comunment.e encont.rados 
en las proleínas. 

Gr\l.pó Nombre trivlal AbrevlattJra F"drm\l.la 

A. 
H-E-~on Glicina Gly 

Alanina Ala 
HH& 

cM3-c!-coou 

Valina Val 'r"1 r"& 
CH3-CH--CH-COOH 

L.eucina Leu f"s J."z. CH 3-cncHz.- H-COOH 

Isoleucina Ile 
X"1 NHL 

CHSCH& H~-JH-COOH 



B. 

Serina Ser i:z.--l..~~OOH 

Treonina Thr 
l'"z. 

CH3x:-cH-COOH 

c. 

Ac. aspárt.icO Asp ~:::_x:~COOH 

Asparagina Asn ~~~~=-'coon 

Ac. glut.ámico Glu b~~~"2. -X:-~ºº" 
Glut.amina Gln i:;~~l. J:~COOH 

D. 

l..isina Lys i::(CHz. ''lCH2.~~~0H 

Arginina Arg 
NH J."7.' ·~:HCHi, CH¡ CHa, H-COOH 

E. 

Cist.eina ·- Cys ~:l ---1=-~00H 
HH~ 

Cist.ina· CySS 
s~Ót-coon 
1 HHz. 

11-cttz;.dn-cooH 

Met.fonin'a Met ~~~~H1.-l:-~oot1 

F. 

·F•nilalanina Phe . C>-H~-J':_:-;OOH 

Tirosina. Tyr ~NHz. MO H ¿-c:!n-coon 
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Triplofano Try 

Hislidina His 

Prolina Pro 

C3l 

CLAStrtCACION. 

Ex.islen diferentes formas de clasificación de los amino­
ácidos pero lodas se refieren a la naturaleza del grupo R. Algunos 
aminoácidos como la glicina • alanina • valina , \eucina e 
isoleucina son del tipo monoaminocarbox!lico ; la li'Sina y 
arginina son del lipo diaminocarboxílico y a su vez la alanina, 
valina , leucina , isoleucina , fenilalanina , lriplófano 
y la melionina , tienen un caracter hidrófobo débido a 
la eslruct.ura qui mica de su radical, mientras que otros son 
polares como la glicina , serina • t.roonina , cist.eína • 
lirosina • asparagina , lisina , glulamina y los <leidos; 
aspártico y gltJlciimico. Los aminoácidos t.amb10n "ie pueden 
clasificar desde el p1Jnlo de vista n11lricional como indispensables 
y no indispensables dependiendo de la capacidad que tiene el cuer­
po huma.no para sintet.izarlos. los indispensables son aquellos que 
forzosamente se deben de obtener de la dieta, ya que 
bioquímica"18le no se sint.'31tizan en las cantidades requaridas por 
el hombre , mientras '11J& los no indispenzables son normalmente 
producidos en concentraciones suficientes para el organismo humano 

~;otl:/nas de los ali~en~~s~s tan necesaria su presencia en las 

De las anteriores y olras formas más son clasifficados 
generalmente los aminoácidos , estos presentan propiqdades 
que dependen.de la nat.oraleza de su grupo R. A r.onlinuación se 
presenta en el cuadro II una forma muy com1jn de clasificación de 
aminoácidos. 

6 
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CUADRO tI Clasificación de aminoácldos 

.. - A'"\.nodctdo• deido• 
- dc:i.do o•pdrhco 
- ñcido gluld"'' CC" 

11. - Aminodei.do• neutro• 
- alo.nino. 
- o.epo.ro.gino. 
- c\.•l•Íno 
- e\•H1"1o 
- glulomi.no. 
- gllci.no 
- l•oleuc\no. 
- l•ucina 
- m•h<::1ni.nG 
- fantlalGni.nG 

- tr•ol"'!ina 
- lriplotano 
- Hro•\.no. 
- voli..nu 

1u. - Amll"'!odcldo• b+ietco• 
- arg\ni.nCL 
- h\.•li.di.nG. 
- ll•\.no 
- orn\Una. 

IV, - lrn\nodc\.do• 
- prolina 
- -.._-hidroxlprollno. 

llEACTIVtnAD CUIMIClt., 

OIYISION DE ANINOACtDOS 

ABREVIATURA 

Qap 

glu. 

pro~ 

hypro 

Como se ha comentado con anleriorldad el radical orgánico 
de los aminoácidos os al qu"" confiera a ést .. a sus propi4dadAs 
específ'ieas, de lal forma que la reaclividad qtJimica q11e presente 
va a est..ar en funci6n de que t...an activo sea el grupo P. Los 
aminoácidos dert.vados de hidrocarburos alif~• .. t.cos son 
pr;:ict..icament.e inert""s, mienlra-s ql1e la ct.sleina con su grupo 
sulfhidrilo es altament~ reactiva, pudiendo inlerveni.r en una 
gran variedad de re.-r.:ciones. El imi.daz,....,L de la. hist.idina, -iodem.;l.s 
de que f'avor~ce muchas reaccionP.s, se puede romper por la acci.ón 
de varios agi;mt..es quimico-=: con el consecuente despr~ndimienlo de 
subproductos que a su vez tienen un allo grado de reaclividad. 

6 



[..os grupos amino de la asparagina, la glut..amina y la 
li-sina son también muy react.ivos. El lioéter de la melion1na es 
propenso a t.ran~formaciones de oxido-reducción. y el grupo 
g1Janidino de la arginina. al igual que el hidroxilo fen6lico de la 
;;~~~i~~~s~ t.iene la capacidad de favorecer muchas otras 

t. 9 PROPtlCDADES IONICAS. 

Debido a sus grupos 1ontzables, <::"arbox1lo y amino. los 
aminoácidos t,ienen la capac1dad de desarrollar una carga positiva 
o negat.iva de acuerdo con el pH al que se encuentren: es decir, su 
caráct.er anfotérico les confiere la capacidad de recibir y donar 
elect.rónes. Esta situación hace que ex1sta un e'Stado químico 
conocido como punto isoeléctrico o de doble t.ón. en el que el 
aminoácido tienf" el mismo nUmero de <"argas negativas y posit.t.vas, 
y por t,anto su carga neta e'S de cero. Los amincacidos ptteden tRner 
tres est.adoo¡ de carga. eléctrica, qu~ dependen dal pH al cual se 
encuent.ren: ~ pH menores de su punto isoel~ctrico se enc11ent ran en 
forma protonada o cat.iónica~ en el pH correspondiPnta al punlo 
isoeléct.rico s1J carga neta es cero, y por encima del punto 
i'-;SoA>léclrico adquierP.n una carga negaliva Cfcrma antónica), A 
continuación se presenta un sist.ema complet.o en equ1 l i.br t.o qlle 
r:tnVU9lve una solución d"l' \.In amincácido. pasando de lina ar.cidez 
media a 1ma. alcalinidad media. 

calodo -

.. • 
FIGURA 1~ RePr~S~r\t.aCión_ 9'quem3t.ica del equilibrio de disociación 

, de ~un aminoácido. 

:_:.\ .-.<·:-: -'.' 

'<;La"s·:_:·dos ·rormas que se presentan en el ~ent.ro dP.l diagrama 
de ·1a. ri·gura"'·~ •. _.corresponden al punt.o isoeléct.rico el"l el cual l~ 
carga :net.a es .c:e_r·o· o carece de carga. Al aument.ar el pH exist.e una 
despr_ot.onización del grupo carbox!lic:o y por t.ant.o la f'ormación de 
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un anión, en este caso la carga neta del aminoácido ~s negativa. 
Al disminuir el pH el grupo amino sufre una protonac1ón y el 
aminoácido adquiere una carga nela positiva al formar un cati6n? 

Un proceso de representación de los estados iónicos de un 
aminoiicido en función del pH es ilustrado en segr1ida, lomando 3.l 
ácido aspártico para el caso: 

pH 1 pH 2.8 pH '3. P3 pH 11 

punto isoel&ctrico 

De la misma forma tenemos los estados de ionización de la ll~inaf 4 

pH 1 pH 5.6 pH Q.7 pH 11 
punto isoel~ctrico 

Esta propiedad que ti~nen los aminoácidos de ionizarse en 
<unción del pH al cual se encuentren, sirve para e~licar la 
t.eoria del inlercambio lónieo, que analizara 
posteriormente. 

La ionizactt)n de los aminoácidos es similar a la de 
cualquier" ot.ra molócula ioniza.ble y por t.anlo sigue la ecua.c16n de 
Henderson-Hasselbalch. 

pK - log K 

Donde el pK , por definicón , es •l logaritmo negativo de 
la constante de disociación de los grupos ionizables. A su vez, la 
constante de disociación se pUP.de definir como sigu~: 

Aminocícido 

K 

<:::::::::::::::::::::::> Base -~ H 

CB.ass-l CH+J 
[ Am1no.ac1dol 

Los valores de las constantes de disociación de los 
distintos grupos ionizables de los aminoácidos se muestran en el 

a 



cuadro III. Además de los carboxilos y aminos que contienen lodos 
los aminoácidos, los siguientes grupos son los que tienen una 
mayor inf'luencia en el comport.amienlo ácido-base de los 
aminoácidos: el imidazol de la hist.idina, el amino e de la lisina, 
el carbox.ilo ~ del ácido aspártico, el sulChidrilo de la cisleina. 
•l carbox.ilo del ácido glulamico, el guanidino de la arginin~ y el 
hidroxilo Cen6lico de la lirosina. 

El punt.o isoléclrico de un aminoácido que conliftne un 
sólo grupo carbox.tlo y uno .a.mino se puede calr:tJlar a part.ir de sus 
respectivos valores de pK 

pI = ~p_K_,._m_i n~o-•...-'-p_K_á_c_i_d_o 

El cálctJlo puede hacerse con relativa Cácilidad para los 
ácidos monoaminocarboxilicos y en muchos casos para el más 
complejo de los aminoácidos. En el caso d~ lo~ péptidos el cálculo 
:~c~~r~5 ~un poco mas complicado, y en el caso de las proteínas 

CUADRO III. Const.anles de disociacion logarilmicas de algunos 
aminoácidos 

AMINOACIDOll SIMPLES 

Am\nodcldo c-coo111 CNHrl 

OUcina. p."" 

Ala.ni.no. .. "' 
Ya.U.na. z. az p .... 

L•uel.na. 
•-l•ue\na. a .• ., P.OO 

&erlna. Z. Zl P. l!! 
P1'oli.na. 

Feni.lalani.na. t., •• P. t.• 
Trtplofano z .•• "'· ª°' Neli.oni.na. z. ze P, Zt 

AWINOAC:rDOg QUIC CONTI&MICN AL.OUN o•UPO f'ICMOLICO O •Ut.f'HtblllILO 

pKI •"t pl(J 
<COOH' 

Ti.ro•lna. •• 20 P.t.UNHS• ta, 97fOHI 

Ci.et•i.na. .... .. ,. to. za 

g 

PI 

"· P7 
o.oo 

"·"" ..... 
d. oz 

d."° 
IS,,. 

'!S. ep 
IS. 74 

PI 

....... 
s. 07 



AMINOACtDOS CONTIENllENDO DOS o•UPOS 

pKI pK¡, 

I01-C00ff' <COOHI 

4ci..do. G•pórli.co '· .. . ..... 
Acldo gluldmi.co Z, tP "· 2'!1 

AMINOACIDO& CONTIENlll'NDO O•UPOS 

ICOOIU P":r, . 
•• az tS.OOttN . 
z. t7 t>, 04<NH;)+ 

z. t• a, SO!:tv-NH-¡I 

C7' 

t. 4 PROTEINAS, 

CAABOXILO 

PK3 

INHt°' 
p, dO 

P. "7 

BA.SICOS 

•"3 
9, t7CNH3 r+ 
tz. 4810ua 

tO. ?lllNH;\ 

. 

.. 
e . .,.. 
a. zz 

.. 
7. ~o 

10. 71'S 

º· 74 

Por dff>f'tnieión las prol&i.ras soie polimaros da alto peso 
molécular e de aproximadamenl9 10 a 10 dallones ). Cuando se 
solubilizan son de dimensiones coloidales, tienen propiPdades 
anfo~éricas. y su hidrólLsis compl~la produe~ una mezcla de 
aminoácidos. L.as proleinas eslan compuestas de residuos de 
•minoácidos que se encuentran unidos en una unión quii¡tica firme 
por enlaces covalentes. Una cadena individual de esla naluralaza 
es conocida como p9plido. L.a rormaeión de peptidos cons1sle en la 
eliminación de agua de los grupos amino y carbox.ílico de los 
amino&cidos al condensarse. 

R1 P.i, P 1 l?.'I. 
NH-~-COOH + NH-~-COOH ------NH¡-~-CO-NH-¿-cooH H20 

La cond,g.nsación de un numero mayor de ami no.ácidos a 
traves de enlaces pept1dtcos produce los polip9pt.1dos. de t.al 
f'orma que cuando l.i ene-n 1Jn peso mol @cul ar deo m.ás de 900(1 dal tones. 
se les denomina prot.einas. 
Los péplidos y las prol~inas ti~nan un grupo amino y uno earboxilo 
terminal correspondiente a los ~os anunoac1dO$ que se localizan en 
los extremos dr:t la cadena. La figura 2 muestra la ast.ruclura de 
una r:adena poli pept.idica. y adoi?más se pu'!:"de obsf3'rvar qu& sólo los 
a.tomos del carbono eor dond9 s..- encu~ntra el grupr:- R', lienP l::t 
capacidad d& rotaci6n. 
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a.mi no t.•r mi na.l enlace peplidieo planar carboxilo terminal 

FIGURA 2. Enlace pept!dieo qua muestra quP solo el ~arbono o tiene 
posibitidade~ de rota~~ón~ 

E>tist.en muchas 4v.1dancias sobre l.a ex1slencia. de los 
enlaces pept.idico~. como es el hec-ho de f'.111~ las proleinas t.ienE>n 
moy pocos grupos amino y carboxilo litulabl""-s• quo<t aumenlélln 
considerablem~nte después de una hidrólisis ácida o alcalina de la 
proleina. Ex.i sten a.d~más di fer entes e-st.udios espectroscópicos Y 
enzimát.ieos que han demostrado que los a.minc.icidos de las 
proleinas eslan untdos a traves de enlaces carbono-nitrOqeno 
provenientes de 1.a condPnsación entre grupos earboxilo y amino. 

2. o AMlNOACl'DOS A'J:UFA4DOl'J 

Oenlro del grupo dé los 2Z aminoacidos norm~lmente 
aceptados, son t.res los cu.ala-so t.ienen if\cltJido~ &\"'\ su eo;;truct..ura 
oit.omos de a::z:uf're. Est.os aminoácidos son cist ina.. CJ.St,eína y 
met.ionlna., Est.eo átomo de- a2ut"re se encuent.ra 9n di.fer&n!·_ªs f'orma"S 
químicas qt.Je dependan d& su estado de oxidacton; basicamente 
existe coma sul~hidrilo CSH), o forma part.e de vn enlace disulfuro 
(S-S:>. Es las grupos azufrados son al. t ament.e r-eacl i vo<S y puaden 
inl•rvenir •n muchas reaccionos. Dichos grupos se oxidan o se 
r•dueen tác.ilmenle produciendo varios compuestos: aromáticos de 
bajo peso molécular-, estan sujetos a reacciones de intercambio con 
ellos mismos, a una hidrólisis alcalina. su destr-ucc1ón por 
irradiación y a la ruptura por ruerzas mecánicas, 
En las proleinas: l<1t acci.On conjunta do sustancias reductoras y 
di sol veri.t.•s sobre los grupo"° di-;;ul furo producfl!> ol. rompi min&t.ó de 
la eslruclura 'tridt.rnerisional d& ella. haciendo qt.s~ adquiera tJna 
eonf"'iguract.6n al azar. 
t.os. gr-upos sulf"hidrllo ac:livos CR-SH) se producen como result.a.do 
de la hidrólisis tE.>rm1ca d~ los eonlace'SO S-S de la-; proleinas, 
después de un lratarnient..o con cier'los agentes desnaluralizantes.. 
En caso de que el calll'lnt.arf\i.onto fue'!;a ma.s intenso, los s1Jlfhidri.lo 
'Serían 'S\Jbsecuent.emente degr-adado~ a .icido sulfhJ.drico por la 
hidrólisis de la Union S-C, o bi~n formartAn sulfonas ~n pr~s~nci~ 
de oxig~no. 
Los enlaces disult'uro de la-=- preole-tna~ proviener-. de la o:<J.dación 
de dos mol"'cul.as dq cist.ina y dPsempañan un papel muy import.~nte 
en la $St.abilidad y functonalidad ¿.,,. las molt:1>.::ulas de los 
polipeptidos:. De todas las unionés eovalentes que se encueont.ran en 

~~r~:!nE:~t=~~~~~se; 1 :~~~~eyd~~~~~~~~ !~! ~=se;f::~a~~nsible a los 
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2. t Cl.STINA CISTEINA 

CISTINA 

Nombres químicos 

3,3~01~iobis(2-áeido am.inopropanóieo) 
(1, (1~Di ami no-(1, (1!. dicarboxi 1 diet.i ldi stJl furo 
BisC~-amino-(1-carboxielil)-disulfuro 
a-Diamino-¡1-dit.iláet.lco 3.eido 

Nombres t.riviales 

Dieisleina 
(1, O; -Di t.iodial ani na 

Fórm•Jla empírica 

Peso molecular 

Z40.31 

Est.ruc~ura y designación de •st.eroeisómeros 

¡oiH 

NH¡,-H 

CH¡S 

-~O~H~ 

H~t~N~a, 
,_JHi,Ss. -----' 

L.-Cislina 

COa,H- ... ' COi.H, ·. 

NHa, -!~H ---··- H~J-NHt, 
JH,_ S:s-·-~--<s>c:!H,_ < 

MesO-Ci st.i na 

CISTEINA 

Nombres quimieos 

2-amino-3-ácido mercapt.opropanóico 
a-amino-¡1-ácido ~iolp~opanóico 

1a 

E?-Ci~liná 



Fórmula empírica 

CH O NS; e 20.74~. H s.sa~. o 2e.41""· N 1L56%. s 26.47" 

Eslruetura y designación de estereoisómeros 

L-Cisleina 0-Cisteina 

Historia y aislamiento de fuentes nat.urales 

En 1810 Wollaslon describió un compuesto orgánico, el 
cuál logra aislar de dos cálculos biliares; est.e mostró ser 
soluble tanlo en ácidos como en álcalis y lo siapar6 a part.ir de 
una solución alcalina en acidificación con acido acOlico, bajo la 
forma de placas hexagonales. A est.e compuesto le llamo Oxido por 
que era aparenlem4nt.e de naturaleza anfolérica CpropiAdad 
presentada por muchos óxidos metálicos), y puest.o q'le este 
provenia de maleria acumulada en la vejiga decidió llama¡-lo "ó~ido 
cist.ico ... Est.a substancia cuando arde produce una flama azulada y 
desprende un olor desagradable, no obslanle este fenómeno, que fuO 
cuidadosament.e registrado por Wollaslon, no hiso mancion a una 
posible presencia de sulfuro. El compueslo fué analizado por 
lñaulow en el laboralorio de Liebig obteniendo result.ados a parlir 
de los cuales fué deGucida la siguiente fórmula C"H,·¿. N10a,St,· El 
nombre de cislina en vez de óxido cislico, ya había sido 
introducido por Berzelius en 1833. 

Asimismo, por otro lado KUlz 1890 reportó el 
aislamiento de un precipitado blanco a partir de Cibra cruda y 
páncreas desmenuzado. el cual par@cia ser cisltna. El material de 

~~t !~ 1 ~~obda:l :':r~;:s nod;st.,:.~~5co~:l ~~a2~~nl~a~~~~~r ~ue;u;:~orc~~ u~~ 
i~~~r~ :"name~~~a~;6;o~a5~19~~f~~~ic~a::ad~a ;-c~~¿,1n~~ r-~~~~o=~ 
solución de ácido clorhídrico. 
En 1995 Suter empleó una reacción, la cual ful!· de mucha utilidad 
en la detección de la cistina en las proleína.;: hidrolizadas. En 
esta reacciÓZ"'I todo el nilrógeno se transforma a ;;¡,maniaco, por la 
acción de un álcali calienle sobre la cist.ina. mientras que el 
azuCre aparece como un precipilado nogro de sulfuro, ctrando el 
t.ralamiento alcalino es conducido en pre~encia dé sAl~s de 
acelalo. Fué Morner quien finalmente aisló en 1899 la L-cistina de 
hojas de cuerno hidrólizadas en HCl por una t.Ccnica combinada de 
la metodología de Millon para la separación de la lirosina bajo 
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enfriamiento. seguida por una precipitación de cistina pura en 
acidiricación del líquido nativo con ácido acético. ~a cistina asi 
obtenida estaba libre de tirosina y ést.o proporcionó valores 
analíticos correctos. 
Morner rue quien dió por asentada la existencia de modificaciones 
estereoisómericas de la c!stina, al observar di<erenles valores de 
rotación óptica en sendas muestras de cic;;t t na obt.anidas c-:'ln 
diferentes condiciones hidrolít.icas Baumann alguncs años antas, en 
1884. obtiene comp11esloo;; facilmente oxidablA>s "'1 t.ralar lo'\ cislina 
con estaño y acido clorhídrico, éstos c,-,r!'puestos tenían 
aproximadamente la mic;:m<" cr:impostción elemental, pero propiedades 
muy diferentes. Baumann formuló la reacción oxi.dac1ón-reducci.ón, 
con la excepción de que designó erróneamente esta reacci6n entre 
cist.ina y lo que 91 nombró "cisteína". 

CH¡CCNH 2) ( COOH)SSC COOH)C NHz.)CCH3 ;_~~~=~ 2 CH3 C( NH2)CCOOH)C SH) 
OXIDA 

Cist.ina Ci-steina 
Cde acuerdo a Baumann) Cde acuerdo a BaumannJ 

Result.aba claro que para ctJando Mr::irner aisló la cislina, 
su estructura no era aún del todo comprendida. 
La certeza de que t.anlo el nitrógeno como ~l azu<re se Ancontraban 
en el carbono ~ fué cambiado por primera vez por Neuberg en 1902 y 
no fu& sino un año más larde que Pr1P.dmann e~tableció en forma más 
~=~~~!~~e:rJ-:ª posibilidad por medio de la siguientes 'SAries de 

::~~:~: :c H~~o~~~~~~~~~~~-:.N::ºz~i-.j :~~~~~~~rodi tioprop¡-nóico----
Hcl • • 

Reacciones analit.icas especificas 

procedimientos gravimetricos, 
son ut.ili:tados durante la 
Tales procedimient.os dependen 

Un gran número de 
colorirnétricos y titulom9tric05 
determinación de cislina a cisteína. 
en parle de : 

a).- la capacidad de los grupos disulfuro de la cislina para 
experimentar un desproporcionado desdoblarninelo con metales 
pesados y con ciertos agentes químicos. 

b). - la marcada labilidad del azufre de la cislina y la 
cisteina hacia álcal1s e hidrazina. 

c). - las r-eacciones de oxido-reducción en que el grupo 
sulfhidrilo de la cisleína puede participar. 

d). - la propiedad que tiAn~ el grupo sulfhidrilo para formar 
colores conjugados con varios reactivos y que pueden ser estimados 
por métodos calorimétricos o espectro(otom9tricos o la lilulación 
del grupo sulf'hidrilo pua-dao llevarse a cabo a traves dao la 
aplicación de métodos yodométricos. acidimélricos y 
electrométricos~º 
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z. Z MET?ONIN4 

METIONINA 

Nombres quimicos 

a-amino-y-ácido meli l t.iolbut.irieo 
o.-arn.i no-y-ácido meti l mercaplobut.i ~ ico 
2-anúno-4-ácido melilt...iobulanóieo 

Nombres triviales 

Meliona. 
Meonina 

Fórmula empírica 

c
5

H11 0 1NS t C 40.25Y-. -H 7:-43%~---Q é?f'.45%, N_.-0.3QX, 'S 21.40% 

Peso molécular 

14Q.22 

Estructura y designación 

L.-Mat.ionina 0-Met.1 oni na 

Hist.oria y aislamiento de fuentes naturales 

Aunque la melionina fue descuhierta por MUeller en 1Q22~ 
podría decirse qua la historia de ésle aminoacido comenzó a la par 
del descubrimiento da la cislina, en 1947. En 1848 cuando 
Fleit.mann. t.rabajando en el laborat.orio de Liebig descubrió la. 
labilidad alcalina de la cist.ina; encontró qua ademas del ácido 
sulfhídrico y el amoniaco. se producia un precipitado negro debido 
a l.a. presencia de un grupo sulfuro. Este mismo precipitado se 
encuent.ra en la hidrólisis alcAlina da las prot.einas, pero en l~ 
época de Morner (1099), fue alribu1da definit.ivamente a 13 
presenc1a de cist.ina. No fue, sin embargo hasta 1902, cuando T.B. 
Osborne u~ilizó una t.~cnica basada en aspectos cuanlita~ivos, del 
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cual emergió un cuadro de la distribución de sulfuro en las 
prot..einas. Osborne determinó dos canlldades para sus prot..einas 
alt.amenle purificadas : El azufre t.olal , y lo que 91 llamó 
'"azufre libre'' Para la det.erminación de est.e últ.imo ut..ilizó el 
mét.odo de Schul:z . \..os result..ados a los que llegó Osborne lo 
t.enian confundido , pues la cant1dad total de azur-re E:"n la 
proleina no era láb1l ante un medio alcalino, -medio siglo antes 
Fle1tmann habia observado ,,1 mismo fenómeno-. Osborne hi.so la 
suposici6n natural de que la acción de un mP.dic- >"le.ali.no en el 
componente cist.ina de las proteinas no era cuant.1t.at.1vo . De los 
resultados. de Osborne se encontró una forma de ~uf re 
orgi\ni.camente libre, >"parle dPl derivado do la cistina. en 1<>1~ 

proleinas, p-=tro durant.e mucho tiempo esta int erfereno:.1a fue 
ignorada o subest.imada. 
En 1921 , Mueller notó qqe .,,n l;;t.S hidrólisis acidas de proteinas 
se encont.raba una subst ancla la cual parec1a ser esencial en ei 
crecimiento de disti.ntac; bacterias ; pensci P.O pr1mera instancia en 
los ami.nocicidos conoci.doc; hast..a entonces c1tlna, tirosi.na, 
lrlptofano e hi.<>lidi.na, pPro da'5cart.ó est.a po-;.t.bt.lidad 3.l 
e)(pf:'tri.ment.ar con ellr:-.5. Sin embargo, Mueller al uti.lizar sulf3lo 
de mercurio como prP-ci.pitante, obtuvo un precipitado de azufre , 
el cual defini.ti.vament..e no era ct.c;.t..ina o ci.sl.eina Cuna. reacc1ón 
nitroprusida negat..i.va), por lo quP. decidió est.udiar esta 
ob'servación. Al año "iiguient.P. anunció el descubrlmt.ent.o d0 un 
nuevo '5tllfuro-a.mi.ne1áci.do, ut.i. llzando la fórmula empirtca. 

;¿~~;~ 9!1é~'t c~m~~:~~~:~~:do; ~ere~:º a un unnu~~~i. :mi ~1º:~11. ~~~ ~~l ~:~~ ~ ~ 
Trabajos posteriorP-s de!Lniercin que los cristales erán un:'! me..zcla 
de lo que finalmente f"ue llamado ''Metioni.na", junto con 
f'enilalanina . Postert.ormente el nuevo comptJesto fue purificado 
por Mueller obt.eniendo asi una nueva fórmula empírica definitiva 
CSHU SNOi, ~ con rota~ión ópt.Lca a 20° de -7. zº ieon agua~º 

Reacciones analitlcas especif"i.cas 

Diversos melodos tilulom&trLcos y colorim~lricos son 
posibles para la determi.nación y det.ección de met..ionina , cuando 
se encuent.ra en una me..zcla con et.ros aminoácidos. De los métodos 
de determinación se pueden citar los s>guientes: 

a).- la delermi.nac16n cuantitativa de los productos obtenidos 
de la degradación de met..ionina por demetilaeión reduct.iva con 
ácido hidroyódico, por la acción O)(i.daliva de la ninhidrina. 

b).- la esti.mación direc~a del aminoacido por ti~ulación con 
yodo o después de la oxi.dación con peróxido de hidrógeno. 

separ~~i~nl~r~~=~~~~;~~~~6~9d~t.~~;i~~~~~a~~~~=.R~pel después de su 
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9, O DETERMIN4CION DE AMINOAClDOS NEDlAHTE UN AUTOAHALlZADOR DE 

A.MIMOAClDOS 

La determinación cuantitativa de los aminoácidos de una 
proteína a menudo es de primordial importancJ.a. ya que el analisi~ 
de aminoácidos nos puede- prever de evidencias de la pureza de una 
proteína al ser preparada o aislada ; y ayuda a c~nocer la 
cantidad y la variedad de los aminocicl.dos presenteo; en ella. El 
análisis d~ aminoácidos es uno de los primeros pas~s en la 
elucidación de la es:truct.ura química de la molécula do:! una 
prot.eina. Conocer l.a ccmp0'iición de la proteina es ner::esar1 amente 
una guia antes de rcom~nzar el analisis e-structura.l. En part 1c•Jlar, 
la presencia o au'ienc1a d& cierlo-s .!iminoácidos (como cistina, 
cisteína y triptofanr:i ), influyE> decistvamE>nle en la 
aproximación del estudie estructural. El análisis ct1ant.J.tat1vo de 
los aminoa.ctdos P.s us11alment~ esll?ncial cuando los result ArlO'S 

al ser cblénidos 9n la elucidAción d-=:t la secuencia de 
residuos de aminoácidos en pépti.f

9
os aislados por fragmf.O>ntacl.<:in dé 

la prot.eína madre , son ambiguos. 
Estudios en 1-"l na•.uraleza dl9 las alterac1on0s ~onducidas 

por t.ratamiPntos químicos de una proteína pueden ser seguidos en 
todo momE'l'nto por 1rn analisis de ~m1noác1dos. Un ej<?mplo dP lo 
doscrito anteriormente son los intent..os que se llevan a c11bo para 
modif"ir:a.r los llamado-s "sit.ios act.i.vos" de una enz1ma med1""nle el 
uso de reactivos selActivos. 
Los ejemplos anteriormentoe descritos dan una i.d~a de l~ 
imporlancia y conveniencia de llevar a cabo un anali~is d~ 
aminoácidos con rapidez y una confiable exactitud. La f3.•:ilid.l.d 
del análisis incremAnt.a "°n forma signifi<eat.tva al e~ludio de 

~~~;:~~~i~~P~!d~~a c~a~::ínsa~" trala de defin1r en forma precJ.Sa la 

En la ar=tualidad el de la cromalog:raf1a de 
intercambio iónico resinas específicas (resinas de 
polieslireno "sulfonadas), en columnas acopladas a bombas 
especiales que manlienen el flujo constante, asi como disposilivos 
eleclromecánicos aulom.álicos. han permitido el desarrollo de los 
llamados autoanalizadores de aminoácidos que realizan el análi~is 
de los arninoácidos prese9tes en una proteína con increíble rapidez 
y una adecuada exactitud. 

•• ... caoMATOOAAFJA DI: IMTEACAW•to IOHICO. 

Cromat.ografia es 1Jn t~rmino gP.neral aplicadr:. a una gran 
variedad de té~nicas d~ separación que se basan en l~ partición de 
la muestra por medio de una fasP. móvil, que- puede ser un ga-o; o un 
liquido, y una fase o:-staci.onaria, que pueda ser t.rn liquido o un 
sólido. El descubrimiP.nto de la eromat.ografía generalment.e se le 
acredita a Tsw-elt~, qu,g. en 1903 describió en sus trabajos el uso 
de una columna. para separar los pigmentos verdes en hojas. El 
término "cromalografia•• fue denotado por Tswetl para describir las 
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-zonas coloreadas móviles b~jas de la cr:ilumna. Por esle liempo el 
D. T. Day uso la cromalografia. para la separación de 
Craccicnes de pelróleo, p~ro fue Tswell quien primeramente 
reconr:ició P. interpretó el proceso de cromatografía. 

La cromatografía de inlarcambio iónico es un proceso 
mediante el cual se lleva a c:abo un int.ercambio P.nt.ra iCmas en 
solución y una bas'9' sólida. i1,soluble que se carga al contacto con 
esta sr::ilución La f~s~ sólida que interViP.nq "3'n el int~rcambio 
iónieo la consti·tuyan glll>nqr.a.lm9nle ra-;;1nao,; qu~ pueden ser 
naturales o artificiales , y poseen carga que al interaccionar con 
los iónes dff la f~-se liqu1da son relPnida-s pr:ir ~sla~. Por 
consiguiente se pued~ decir que existen dos tipos de intercambio 
iónico : El intercambio calir5nico y ~l intercambio an1ón1".'e>. 
Un prr.ocesr> d"" int...;orcambic c<t.lionico es 'ilustrado para el siguiente 
equi l l brio. 

sólido solución sol ido solución 

Donde Mx+ representa un catión y R una p3rle de lA 
molécula de la rasina. 

Un proceso análogo que envuelve un 'int.erc-ambio· .ali.íOñi~~o­
t.ipico puede representarse de la siguiente .manera. 

XRNCCH¡); OH­

sól ido 

Donde Ax- es un anión 

La cant.idad de ionos atrapados por la resina ést.a 
determinada por ,,.¡ contenido del '1Jleet.rolit.o de la solución que 
se encuentra en cent.acto con la resina. Por ejemplo, si una resina 
sulfóniea es tratada con una soluci6n de cloruro de sodio, la 
reacci6n de intercambio sera la siguiente : 

Donde R de nuevo representa una unidad de la molécula de 
la resina. Si la concentración de sal es alt.a, toda la re$ina es 
convertida a su forma sódica. 
Similarmente. si en un intercambio aniónico ·la resina as lrat.ada 
con cloruro de sodio concentrado. la reacción. • 

l>NCCH g "fr>H- Cl RNCCH g fl - OH- , 

Es gradualmente favorecida, y la forma de cloruro· de.:'· la resina 
prl'!domina. 

Cuando una unidad funcional de la resina es envuelta en 
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una reacción de int..ercambio con iónes polivalenles. como cuando 
una resina sulfónica ácida es lralada con iónes calcio. el 
equilibrio puede ser expresado de la siguien~A forma. 

En el caso especifico de análisis de aminoácidos por 
medio de un proceso de cromalografia de inlercambio caliónico. la 
resina t..iene carga negaliva y el aminoácido es adicionado con un 

·- pH bajo. por lo que se enconlrarán cargados posi li vamenle. Las 
condiciones en la columna seran preparadas de tal manera que se 
formen un gradiente de pH, lemperalura y fuerza iónica contrario a 
los iónes. 
Eslas modificaciones inducen a que los aminoácidos alcancen su 
punlo isoeléct..rico y es en esle momento en que los aminoácidos 
no inleraccionan con la resina de la columna y eluyen fuera de 
ésla. 
El punlo isoeléctrico es definido como el pH al clral todas las 
mooléculas en solución carecen de carga nela. o su carga net..a es 
igual a cero. El punlo isoeléctrico de un aminoácido es función de 
los valores de pH de lodos sus grupos ioniza.bles. CEn el inciso 
1. 3 de la unidad I • se han dado referencias ya con respeclo al 
punt..o isoeléclrico). 
El proceso de inlercambio tónico puede representarse de la 
siguienl• forma 19 

9, Z ELEMENTOS ESENCIALES DC UN AUTOAMALIZADOll Dllt AWIMOA.CllDO•, 

Loa elomont..osa •sonciales de un anali:zador de arninoa.cidos 
se pueden observar en la figura III. La mueslra cont..eniendo una 
mezcla de aminoácidos es colocada en un auloinyeclor, el cual lo 
carga sobr• una columna que cont..iene una resina de inlercambio 
ca.liónico. Los búffers, dt9 diferenlo pH y fuerza i6nica. son 
impulzados por bombas especiales a. lravés de la columna para 
separar los diversos aminoácidos. La lemperalura d .. la columna es 
conlrolada con precisión. esla requisito es necesario para t.ener 
una separación eficiente. 
El eluyenle de la columna es mezclado con el reaclivo ninhidrina, 
esla mezcla pasa a ~ravés de un baño de aceile a alla lemp0ralura. 
En el baño de reacción, la ninhidrina se combina con los 
aminoácidos present.es en la solución eluyenle para formar 
compuest..os coloridos. La canlidad de est..os compuest..o colorido 
es direclamenle proporcional a la canlidad de aminoácidos 
del eluyen~e. 
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Después de salir del baño de reacción la mezcla 
eluyent.e-ninhidrina es alimentada a un folócolor1met.ro , donde 
la cantidad de cada compuesto colorido es determinado por la 
medida de la absorción de luz a dos longitudes de onda, 570 y 
440nm. 
El fotómetro liene una lerrninal, la cual está conectada a dos 
canales de un registrador, un canal para una longilud de onda de 
570nm y el et.ro canal para 440nm. La concent.r~~1~n de aminoácidos 
es registrada en una ~erie de picos. El liempo dv retención de los 
picos en la carla identifica a cada aminoácido; el área bajo la 
curva indica la cantidad de aminoácido presente. Mientras el 
análisis de aminoácidos es un inst.rumenlo comparativo, una 
calibración del mismo deba ser desempeñada ant.es de comenzar 
una serie de análisis introduciendo un estandar interno junto con 
la muestra para propósitos de comparación. 
Después del análisls de cada muestra, la columna es regenerada por 
la adición a esta de una base fuert.e por medio de bombas, seguida 
por un búffer de regeneración • que permiten que la columna est.9 
lista para el proximo análisis. 

SIELE'CTOll: DIE •UFP'Ell:S BUP'FEaS 

TaAMPA DE AMONIACO 

•ON9A. 

A.UTOIHVIECTOll 

COLUMNA ANALITICA. PllCZA. "T'' MEZCLADOR 

oaA.P'ICADOlt 

FIGURA 3. Elemen~os esenciales de un autoanalizador d• aminoácidos 

a. a ESTRUCTURA. OENERAL DE LA RESINA DE UH AUTOAHALIZA.DOR DE 

AWIHOACIDOS 

Las resinas ut.ilizadas en los modernos analizadores 'de 
aminoácidos consisten en microesferas de poliest.ireno . Las 
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cadenas de polieslireno son Anlrelazadas por la adición de grupos 
de divinilbeneeno C::DVB) y son sulfonaladas para darle una carga 
negat..iva, 

L.as bases de poliestireno en las resinas de intercambio 
1ón1co están hechas por copolimerizac.ión de eslireno y 
divinilbeneeno C::D\fB), La estructura de la l"'E"$ina puede 
represent..arse como mueslra en la figura ( 4 ). Si el 
di vtni l benceno no estuviera presente. 1 as caden3o;¡; de 
poliestirono ~e liberarían y disolverían. 

Estos materiales ent..relazados son demasiado blandos para 
resisttir las fuerzas de viscosidad generadas por la f1..1erz3 del 
bliffer a traves de la columna. Cuando el DVB es adicionado al 
estlreno. los dos grupos funcionales reaccionan para ent.rel.a.zar 
simultáneamente 1 as dos cadenas de pol ieslireno. Esto hace mas 
rígida a la cadena. Usualmente la rtgidez o f'uerza mecélnica de la 
resina se da en termines de cantidad de DVB presenle en ~11~. 

La experiencia indica que el DVB contenido en las 
resinas de poliest..ireno debería de ser del 4% y preferentemente 
del 8%. Algunas manufacturas incluyen el porcentaje de DVB en las 
especif'icaeiones de la resina. Por ejemplo , con ºDurum AD-X4F"", 
la X4 se ref'iere a un 4% DVB. En general, a medida que el 
porcentaje de DVB se incrementa, la porosidad de la resina 
decrece-. 

L.a selecl!vidad de la base de polieslireno de la resina 
de int..ercambio tónico, semejant..e a Durum DA-XBP, es: Hso; 
> c10; ) No; ) Br ) CN- ) Hso; ) NO~ ) Cl ) Hco; ) HCOO- ) OAc 

OH- > r- . Olras rf3'sinas de intercambio. aniónico pueden loner 
dif'erent..e selectividad. 

Olros parámetros variables importantes uliliz.ados: en las 
resinas para análisis de amino.<icidos son el tamaño de partícula y 
grado de sulfonación de la resina • los: cuales nos dan la 
capacidad quo tiene la resina para intercambiar muestra~• 
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9. o& SJ:STENA DE DETECCION. 

Los dos t..ipos más comunes de sistemas de det..ección 
ut..ilizados en el análisis de aminoácidos son: 
a) det..ección mediant..e ninhidrina 
b) det..ecc16n mediante fluorescencia 

Los dos sist..emas difieren en la sensibilidad de la 
det..ección,pues la det..ección por fluorescencia es mas sensit..iva que 
la det..ección medianle ninhidrina, pero su inconveniente radica en 
no s~r sensible a los iminoacidos. El react..ivo de detección es 
mezclado con el eluyenle de la columna • y la mezcla pasa a t..rav&s 
d& un fluor6melro o un rolómelro , Pl cual analiza la canlidad de 
aminoácidos presenles en la mueslra. 

NI NHI DRI NA, 

La reacción de ninhidrina (h1dralo de hidrantina) con un 
aminoácido y con iminoácidos se mueslra en la figura 9 La 
ninhidrina. es un fuerte agente oxidant.e y produce la det!E'rmina.ción 
oxidat..iva del grupo a-amino , liberando amoniaco, monoxido de 
carbono y aldehído con cadenas pequeñas de átomos de C.'.\.rbono, 
además de una forma reducida de ni.nhidrina-hidrid3.nlina. 
El amoniaco, a la sazón reacciona con la hidridantina y un3. 
molécula de ninhidrina para producir una substancia color pUrpura 
conocida como pt,jrpura de Ruhemann. Esta substancia pt.Jrpura t_iene 
una absorbancia máxima alrededor de los 570 nm • y es proporcional 
a la cant..idad de grupos a-amino presentes en la muestra. 

Es import..ant• que la hidridant..ina 9st.9 presente en la 
deleceión para prevenir la reacción de la ninhidrina con los 
iminoácidos Esta hidr1dantina reduce la cantidad de purpura de 
Ruhemann formada en la reacción con los iminoác1dos • que no 
poseen grupos ~-amino libres. El producto es un compueslo amarillo 
brillant.e que es monit.oreado a 440 nm. La medición a cualquier 
longit.ud de onda por debajo do 440 nm. puede dar una alt.a 
respuest..a , pero una parte significat..iva de esta respuesta puede 
ser debida a la absorbanc::ia de un compuest.o ninhidri.na pos1t.1vo 

~~!.:~n[e~º~n t..;~t.~u;:lrc:ann~1::5c0a.1c(aón1 ad'::0lr~e~~r:,~~dad de i mi noácidos 

~ ft j o «><~: +KHiG\R-cOOH-o¿-1 I ~+Ro\0-tC<>t. 
11 11 
o 2. o 

N 1 NHIDRINA AMINQ.<\CIDO PURPURA DE RUHEMANNS 
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o:}<: + ():---coa~ 
PROLIN.A. 

~6()11COOH V";('• ¡, 

FIGURA 5. Raaeción de la ninhidrina con los aminoacidos 
imi noácidos~' 

Para poder ser analizada la cantidad de color ptirpura de 
Ruh•mann formada al reaccionar la ninhidrina con los 
aminoácidos.la mu&slra es pasada a través de un especlrofot.ómelro, 
el cual llena como principio teórico de su funcionamienlo la ley 
de Lamberl-Beer • que dafine la relación enlre la absorvancia o 
lransmilancia y la concentración molar. éstas realaciones se 
encuentran dadas por las siguientes funciones : 

Donde : 

A • absorbancia 
T • lransmilancia 

Io • inl•n~idad da la luz ineidenl• 
I • intensidad de la luz transmitida 
E • absorvancia molar (dm•/mol cm) 
e • concont.ración molar Cmol/dm8

) 

b • lrayecloria (cm) 

· Ecb 

La ley de Lambert.-Beer es una relación lineal ent.re la 
concentración y la absorbancia . En el análisis de imino8cidos la 
relación es valida solament.e para 1. 6 unidades de absorbancia 
aproximadament.e Dicha aproximación de 1. 6 unidades de 
absorbancia se ve mermada al ut.ilizar fot.ómet.ros que llenen por 

=~~~~;~i:1 ~~!~~~~~~~~~~8 en el rayo de luz incidente. ya que causan 
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IV PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 

La t.écnica uli lizada druante el procedimiento 
4ucperiment.al se muest.ra en el diagrama de trabajo. Las muestras, 
seleccionadas de acuerdo a su cont~ni do prolei na t'uerón 
analizadas por dos técnicas diferent.es. Una muestra de los 
aliment.os t'ue oxidada con 3..cido perf'órmico seguida de una 
hidrólisis corla CATTC) con ácido clorhídrico 6N. y posteriormente 
se dF.tt.ermin6 el producto de la hidrólisis mediant.e un 
autoanalizador de aminoácidos. A otra muest.ra d"'°l mismo alimento 
se le aplicó una hidrólisis costa CATfC) directa sin oxidación, y 
post.eriorment.e se procedio a det.erminar aminoácidos azufrados en 
la muest.ra por el mismo método antes descrito. 

1 , 0 DIAOaAWA DC TllABA.10 

.i--MUESTRA-~I 

HIDRO LISIS 

0 
CATTCJ 

lt"S C/4 h • HCl dHJ 

CUANTIFIC~ION DE 

~n~··r a=•• 

TOTAL DE AZUFRADOS 

24 

OXIDAC10N 

(dc\.dQ perf órmlcol 

PROTEINt OXIDADA 

1 
HIDaOL115111i1 

CATTC> 

1t.•!lºC/"h .l HCl CSNI 

CUANTIFfCACION DE 
SULFONA DE METI ONI -
NA Y AC. CISTEICO 

l 
EQUIVALENTES DE ME­

TIOHINAl CISTIHA 

TOTAL DE AZUFRADOS 



&, i MUEST .. AS 

L.as muest.ras de experiment.ación fueron seleccionadas al 
azar. t.omando en cuenta el contenido de prot.eina present.e en 
ellas. lftSt.o se hizo para tener variedad en las muestras. 
Con ést.as muestras se formarón tres grupos que se clasificarón de 
la sigui•nte manera: 

Grupo I: muestras con alto contenido de proteína C>85%.). 
Grupo II: muestras con contenido inlermedio de proleina 

(25-65~..J. 

Grupo III: muestras con bajo contenido de proteína C<15%) 
y allo contenido de carbohidralos. 

De acuerdo a cada grupo las muest.ras son las siguientes: 
Grupo !: Aislados Proteínicos 

MUESTRA 

Caseína 
Lisozima 
Gelat.ina. 

Grupo II: Concentrados Proteínicos 

Huevo d9sengrasado 
Proteína de ajonjolí 
Harina de soya desengrasada 

X PROTEHIA 

91. 10 
88,00 
98.33 

e1.3o 
59.57 
45.45 

Grupo III: Harinas de cereales procesados 

Harina de trigo 
Harina de arroz 
Harina de maiz nixt.amalizado 

11. 44 
Q.01 
Q,!5Q 

L.as mu•stras se molieron finamente. de tal manera que 
pa•ará.n por una malla de 0.6 mm y se colocaron •n envas•s 
herméticos para su subsecuente análisis. 

OX:lDACIOH 

Esta metodología propuesta :inici~lment.e por Moore en 
1003. t.iene por objetivo la oxidación de'-los amil)Oácidos azufrados 
presen~es en la muestra. 

Mat.erial 

Tubos de cultivo' c>t&Pón -~--·~/. b~_quelit.a y cubierta de 
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leflón. 
Balanza analilica Melller 
Agilador magnélico 
Ba.ño de hielo 
Refrigerador 
Rolavapor Buehi modelo R 

Acido fórmico al 88% 
Fenal (ácido fénico) 
Peró)ddo de hidrógeno al 30~ 

Preparación del ácido Porfórmico 

A un lolal de 0.5 ml de peróxido de hidrógeno al 30% se 
le adiciona 4.4 ml de ácido fórmico al 88% y 25 mg de fenol . La 
mezcla es homogenizada por medio de un agilador magn9lico, dentro 
d• un baño de hielo durante 30 minutos e inmediatamente ulilizada 
an la oxidación de la muestra. 

Técnica : 

Dentro del tubo de cultivo pesan las muestr~s 

correspondiente al peso de 50 mg de proteina cruda y se adicionan 
6 ml de ácido perfórmico recien preparado, se coloca ésta mezcla 
en el recipiente con el hielo y se procede a homogenizar con ayuda 
de un agitador magnético a 200 rpm., por espacio de 15 minutos. 
L~ muestra se coloca dentro del refrigerador a una temperalura de 
O C durante 18 horas, pasado esle tiempo se neutraliza el ácido 
perfórmico remanente adicionando aproximadamenl e O. 85 g de 
bisulfito de sodio y se coloca la mezcla en agitación durante 15 
minutos. Finalmenln a la muestra oxidada se le elimina el exceso 
de ácido perfórmico que pudo haber quedado sin neutral i~ar, por 
medio de un rolavapor a una temperatura constante de 80-65 C. 
Después del procedimiento anteriormente descrito, se somete a la 
muestra a una hidrólisis similar a la de las muestras no oxidadas. 

HIDaOLISIS 

En ésta parte del procedimiento se llevé a cabo una 
hidrólisis ácida corla (aumento de temperatura • tiempo corlo) 
CATI'C). Esta hidrólisis corla fue propuesta inicialmente por 
Kaiser y colaboradores en 1Q74, y llene por objetivo la protección 
de melionina presente en la muestra. 

Mal.erial 

Tubos de cult.~vo e/lapón de baquelita leflonada 

26 



Digest.or Tecat.or modelo 20/40 
Rot.avapor Buehi modelo R 

React.ivos 

HCl 6N 
HCl 0.1N 
Hit.rógeno de Alta pureza 

Técnica : 

Dentro del t.ubo d9 cultivo se pesa la muest.ra equivalent.e 
a 50 mg de proteína cruda y se mezcla con la cant.idad de HCl 6N 
necesaria para su hidrólisis complet.a. Lo anterior se det.ermina de 
acuerdo a las siguientes relaciones: 

A ~ Cantidad de muestra en mg 
8 = Cantidad de HCl 6N 

.. .. M tOO --.. -.--
Y.P = Porcentaje de prot.eina en la muestra 

Una vez colocada la mezcla de muestra y ácido en el tubo 
de hidrólisis. s& le insufla 'nitrógeno y se coloca dent.ro del 
~~~=~!;.~~.~e r~!~ó1~.º por un lapso de 4. hs. a una t.emperat.ura 

CUAHTIFICACIOH 

Material 

Papel filt.ro Watman del nUmero 1 
Membrana Milipore 1PG HVLP 047 00 
Pot.enciomet.ro Corning con electrodo de eombinaeión 
Aut.oanalizador de aminoácidos LKB 4151 ALPHA PLUS 
Agit.ador magnético 
Micropipet.a Gllmson de tOO ntlcrolltros de capacidad 

Reactivos : 

Horleuc~na 2.5 micromoles/ml 
HCl 0.1N 
NaOH 5H 
Agua desionizada 
Búffer de cit.rato de sodio 2M, pH 2.2 Cbüffer de carga) 
Búffer d9 fosfat.os de pH 4 
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Estandar de aminoácidos de 2.5 micromoles de c/u de los 
aminoácidos por mililitro d4 solución CSigma) 
Aeido cisleíeo (Sigma) 
Metionina sulfonada CSigma) 

Preparación del eslandar de Norleucina 

Un total de 32. e mg de nor l euci n.a. 59 pesan dentro de un 
matraz aforado de 100 ml. La norleuctna se disuelve adicion.:\ndole 
HCl _O.lN y se lleva al aforo con el mi'Smo ácido. Cada mililitro de 
esla,solución contien~ 2.5 micromoles de norleuctna. 

Condiciones controladas 9n el autoanalizador de 
aminoácidos 

Las condici"'nes de funcionamtll?nto dPl autoanali2ador de 
aminoácidos, asi como los programas trlilizadoo:;: durante el análists 
de- las muestras se dan a continuación: 

Programa 

Paso 

1 
a 
3 
4 ____ 
5 
5 
7 
a 
Q 

10 

Muestras sin oxidación : 

Caraclerislicas de los bUCCers 

BUfCer pH Molaridad 
1--------3.20-----0.2M 
2--------4.25-----0.ZM 
3---------------------4---------------------
5--------5.45-----1.ZM 
6--------NaóH-----0.4M 

utilizado para el an•Uisis de muestras 

lemp c:ºC) tiempo 
de columna Cmi n.) 

55 4.0 
55 o.o 
55 1.0 
59 13.0 
95 15.0 
95 4,0 
95 5.0 
55 19.0 
55 5.0 
55 1.0 

Nin.: Ninhidrina 

za· 

sin o>d dar--



Condiciones de trabajo del auloanali'Zador 

Búff'er 
F'l1Jjo Cml/h) 35 25 
Prqsi6n (bar) 45 15 

l~mpPralura del baño da reacción 135°C 

Muestras con oxidaeión : 

Caraclerislicas de los Búffer~ 

Búffer pH Molaridad 
1--------G.60------0.2M 
a--------3. 35------0.2M 
3--------4.25------0.2H 
4----------------------
5--------6. 45------1. ZH 
e--------NaOH------0.4M 

Programa ulillzado para el análisi~ de mues~ras oxidadas 

Paso t.emp cºc) liempo Búffers 
de columna Cmin. ) Nin. 2 3 4 

1 eo 2. 5 ·X X 
2 eo o. o X X 
3 eo 12. B .. X X 
4 62 12. o X ··x 
!5 67 10.0,,. X 
e 66•, •· .;r~:g~. 

X 
7 ~).•,.ee•·i .. ~'-' - ·x ,X 

'~' a· !IO.· X 
Q, -i~:í~:-~~'.;·,, .. ··-s.o·: X )( 

10 ·;91 .. 0• X X 

,'..'':"', 
.. :,,;. 

----

-~ridt-Ci~_r.\,~s de ~.r-_8baj0 d&l au~oanal i 'Zador 

Bliff@r ' Nin. 
Flujo C ml /h) 25 25 
Presión Cbar) 45 16 

Temperatura del baño de reacción 135°C 

2Q 

5 6 

X 



Técnica 

Una vez que la mueslra ha sido hidrólizada, el contenido 
hidrólizado del t..ubo se transvasa cuant..ilalivamenle a un matraz de 
bola y ahi ml~ se agrega 5 ml del eslandar de norleucina. 
Por medio del rola vapor se lleva a seque-dad 2 veces, lavaneo el 
residuo cada vez con agua eali$nle entre secada y ~ecada, y a la 
lercera lavada se concentra a un volumen menor de 25 ml Caprox. 10 
m.l), para después filtrarlo a lraveo; de papel filt.ro doble de poro 
cerrado con ayuda de vacío, post..Aricrm<'?nt e- se ajusta E"'l pH a un 
valor de 2.G y finalmAnle se afora a 25 ml. 
Del aforo anterior seo loma una alicuola y se diluye al doblé con 
bUffer de carga. Se filtra a lravés de una membrana millipore y se 
inyecta una alicuola de 30 microlilros al auloanalizador. 

30 



V RESULTADOS Y DISCUSION 

t. O OKIDACION 

La mtotlodolog!a utilizada para la oxidación de las 
mu~lras no preo;enló problemas para mueslras eon un contenido alt..o 
• int..•rmedio d• proteína , en cambio para mu•stra.s con un 
cont..enido bajo de prole!na mostró algunos inconvenientes, débido 
al alto nivel de carbohidratos, Pstos lendierón a gelificars9 
impidiendo asi 91 contacto de la mezcla oxidante con la tolalidad 
de la muestra por oxidar. En estos casos o;e pr,.,ce-dio a agregar 
lent.ament.e el ácido perfórm.ico a la muPst.ra, de tal forma que la 
humect..a-se en su mayoría, evitandose así el apelmazam1ent.o de la 
muestra, ~n seguida se agregó la totalidad del ácido, procediendo 
a agit.arse druanle- 20 rn.in1Jtos para lograr una mejor homogenización 
L.a utilización de una mayor cantidad de ácido porfórmico para 
corregir éste inconveniente no era aconsejable, ya que 
posteriormente podrian existir problemas para elim1nar el exceso 
del ácido, además de que una cantidad mayor de ácido no 

~;~;;:~~:T:~t;or t1m~l~i:l ;:;;
0 
;~Y~~ i{:~p:r;~~~.n de aminoácidos 

t. i CUAMTIFICACfON 

Los crom.alogramas típicos obtenidos de un a.n.ilisis de 
a.mino~cidos se muestran en las figuras 5y6. presentan los 
result.ados de la evaluación de melionina y cislina d&spues de una. 
hidrólisis directa. asi como déspues de una hidrólisis previa 
oxidación. 

El cuadro IV muestra los result.ados de las 
det.ermJ.naciones de melionina y ctst.ina en los t..res grupos de 
muast.ras t.rabajadas • con y sin previa oxidación a la hidrólisis. 

Figura 6. Aminograma de una muest.ra sin oxidar. 
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-­Figura 6. Aminograma de una muestra previa oxidación. 

Como se pued& observar. en los resul lados tanto de met ion1 n.i como 
cislina con oxtdacion • sólo dos de sus valores son ligeramente 
inferiores a los resultados de mueslras sin oxidación 
(cA~e{na,lisozima y Huevo deseng. y H. de arroz respaclivamente) 
la lisozima en P.l a.na.lisis de la cislina, dio un valor muy 
superior para la muestra sin oxidar que para la oxidada , Los 
demás resultados muestran una mejoria en la cuantificación de los 
aminoácidos azufrados, al ser oxidada la muestra. Aunque en 
principio los valoro<ts de recuperación de melionina y c:islina en 
muestras oxidadas rué salisf'actorio, 9sto no implicaba la 
exaclilud y conriabilidad de la técnica empleada, por lo que 
post.eriormenlB se llevó a cabo un análisis estadístico con éstos 
result.ados Mostrando que a1Jnqua los valores para muestras 
oxidadas eran mayores a los valores de muestras no oxidadas, no 
exislia diferencia significativa alguna en los valores de la 
det.arminación de cislina, pero no así en los resultados de la 
cuanlificación de tnelionina , los cuales si presentaban diferencia 
significaliva entre las técnicas sin y con oxidación. 

CUADRO IV Contenido de rnelionina y cislina en muestras con y sin 
oxidación 

NUESTllAS 

Ca••{ na 

Li•o:ii:i.ma 

O•laL\.no 

Hi.aevo d••eng. 

HarlnO. de •oyo 

Prol d• ªJº"JOli'. 
Mari.no. d• lrtgo 

Har\no de orro:ii: 

Mo.C:ii: nlxla.mo..ll. 

NETIONIN4 fmg/gHI 

S/01odaci.6n c_..nxi.do.ctón 

13'· "I /3~., 

B~.8 10.9 
~,.s 't'i.S 

11.t·-l. 1 9.>..I 
Yl.S" Pll. ~ 

/ 1y.& .t ''•"-
Y3. 'fo s.r. o 
&J..ICt 110. o 
'1·3 ''ª·º 
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CJSTJNA lwu¡."'gN> 

S/oxtdaci.ón C/oxtd<:'lc\ón 

7.>." 9.>..y 

ª'º·.t .:l.J'l.O 
o o 

.>.19. ~ / V7-~ 
11~· I ""1 7 • .t 

so.o 111.s 
f:J.S .. S 1 )3.,t 
ll't. 8 11 o.o 

'º'·' IS'G.J .· 



El cuadro V mueslra los valores oblenidos durante el 
desarrollo experiment.al de mueslras sin oxidación, comparados 
cont.ra valores regist.rados en la bibliografía. Como pul(llde 
observarse se encuentran valores experlmental~s como los de harina 
de soya, prot.eina de ajonjoii y harina de lrigo, que dii'ieren poco 
del rango est.ablecido en los valores bibliográficos repnrtados 
hast.a la fecha, sin embargo en ~stP mismo cuadro se encuentra un 
valor de htJevo desengrasado experlment.al ligeramente superior en 
comparación con su valor bibliográfico, pero debido a que los 
alimentos son materiales bblógicos complejos, se ptensa que un 
rango puede ser acons~jable y que el material ocupado es una 
variedad con un alt.o cont.enido en aste aminoácido. 

CUADRO V Contenido de aminoácidos azufr'lf1os experimentales 
comparados con dalos bibliográficos 

W:U'EST9'A 

Oela.h.na 

Huevo deaeng. 
Harina d• •OYa 

Prol. de ajonjolí 
Harlna. de trigo 

Ha.ri"a de arre• 

wai'..z nlxlamall. 

WS::TIOMINAª 

mg/9H 

73 

ª'º o 
.118 

" .. so 
1"-' 
115 
105 

prom•dlo de Lcuo d•l•r"n.nacl0"9• por do.aplicado 

METtONINA b 

,...9,...9M 

Vl·l!ih 
/~'{ 

~/ _,º 
191 -;J.~'I 
5J-// ~ 
//f·2~8 
S'l-IJ3 
o-.in 
$3-11s 

b • rAO conl•n\.do d• amlf'lod.cLdo• y do.lo• •obr• loe prot•lnn•f1V10• 

dalo• •ln oxldacLÓn pr•v\.o. 

a • re•lduo• 

t.. l.. & WICTIOHINA 

Ol&TtNA)) 

'"9''JIH 

SS 
"35ó 
R - IZ 

113-19' 
51 -1111 
'8 -1 ~~ 
'º~ -•l• 
~ B -17~ 
3 s-~oo 

El contenido de melionina de los lres grupos de muestras 
fuá ~nalizado después de una hidrólisis corla CATTC) con HCl eN y 
una oxidación con ácido perf'órmico, comr:> la.mbién despuoés de una 
hidrólisis cort.a direct.a bajo una at.mósfera de nirt.ógeno. Cada 
ejemplo fué analizado por el mismo método y en las mismas 
cond1conl9s de t.rabajo y el porcentaje de recuperación (~P.) fué 
calculado por la siguiente relación. 

Metionina oxidada 
X 100 

Melionina no oxidada 
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Los reo;ult.ados individuales y %R de cada muestra se 
present.a.n en los cuarircs VI y VII, dende se obsP.rva que si existe 
una mejor recuperación c•Jandr:i se lleva a cabo una prevl.a oxi..jación 
para prot.ecetón de la mueslra. Sin embargo para confirmar lo 
ant.erior se proretiio a rPalizar un an.1.lisis estadístico entre los 
dos mét.od.os (sin y con cxidaci~n), aplic.<'lndo una prueba de "l'' 
apareada. Esta prueoba ncs indicai que sl. extstP diferenci~ 

significat.iva CDSJ entrB los metcdos. Par~ el caso del a.nálists: 
est.adist.lco por grupo<;, ten-:tmos el c11adro VlI , que mueoslra 
diferencia significativa enlre muestras oxidadas y no oxidadas , 
en los grupos I I y III, pero no asi en el gnipo I. El 9rupo I 
Callo cont.enido d~ proteina), 195 el que prBSenta el más bajo y 
variante porcent.aje promedi.., de recuperación (~) dP mE>t.ionina 
(116%), por ejemplo casetna y lisozima diE>ron un valor mayor en 
muestras no oXl.dadas , de lal manera quff la vari~cion que presenta 
é!ile grupo es lo qu~ provoco que no h,1t-i.ase diferPn•:i l. 

signlfical.1va en ál En muestras con un contenido i.nlermE»d.ln de 
prot.eina se presenta una recuperación buena y uni. forme de 
met.1on1na, pues ti.en~ %R de 167'Y., éc;t.a t.endPnci.<\ de 
recuperac16n c;;e obs~rva por igual en mt1estrAs con un b<\jo 
conlenido de prol.eina Calt.CJ conte>nido dF.t carbohidralos) con un W 
de 172.. 

Las muestras de ca5ei.na y lisozima que contienen un alto 
porcBntaje de prnteina (Ql 'Y. y 88~ res('.'A-Clivamenle), no muPstran 
diferencia en la rer.:uperar:ión de met1onlna, cuando comp.=i.ramos li:\ 
recuperación después d~ una hidrólisis directa, cont.ra la 
recuperación despu9s de una hidrólisis con oxidación previa CQB~~ y 
04% respecl.ivamente). Este resultado puede deverse a lo s1guient0: 
1) q1Je la hidr6lisis directa tanto de caseina como de lisozima, de 
hecho da la mayor recuperación posible, 2) la mel.1onina no se 
separó completament.e de la proteina madre, o 3) el proced1mienlo 
de oxidación no se llevé a cabo correctamenl~ y quedó incomplela 
la oxidación de metionina.. Una separacion inccmplel.a do la 
métion1na de la proleina madre es posible, ya que por ser 
mueslras que necesil.an poca cant.idad de HCl para su hidróli$1s. es 
posible que al neut.ralizar el ácido perfórmico de la oxidación, la 
cantidad de bisulCito de sodio agregada fuese mayor de los 
necasario y quedáse bisulfilo residual qua influyera en la 
hidrólisis dB éslas muestras, ~l neutralizar parte del HCl que las 
hidroli'Zaria. Esto ~olo puede suponerse pues la olra mt.1n!>:lra del 
mismo grupo (gelatina) nr:i o;igue la tendencia de la caseína y ia 
lisozima. 

Las mue->tras <:-on un contenido intermedio y bajo de 
prot.eina, muestran una recuperación uniforme de melionina, sin 
embargo el gr11po I I fuA el grupo de muest.rao; que pre<sent arcin menos 
problema. al trabé\jar, ya q1Je no moslr.;ron gelif1cación como tas 
mueslrac:; del grupo 111, ni requiflren do;- poca cantidad de HCl rara 
su hidrólisis como las del grupo l. 

Se ha reportado que, una de las razones de pérdida. de 
melionina duranla la hidrólisis puede deberse a la preseneia de 
carbohldratos en la muestra como lo señala Spindler en su anatisis 
dq los t.rabajos de Smit.h et al., 1965 ; Hoppe • 1971 ; Rob~l , 
1973 • sin embargo existan trabajos q11e concluyAn que para obtener 
una buena recuperación de metionina muestras ricas en 
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carbohidratos, f!S necesaria llff oxidación con ilcido perfórmico 
antes de hidrólizar la prot..eina . 
Los result..ados present.ados en los cuadros V y VI, confirmarón que 
para la máxima recuperación de met..ionina es necesario oxidarla a 
sulfona y posteriormente ut..ilizar una hidrólisis corla CATTC) para 
su liberación de la proleina madre. 

CUADRO VI Resultados del porcentaje de recuperación C"R) de 
metionlna, cistlna y aminoacidos azufrados totales 

oauro WUi:ST1lA M.l'.TlOtltNA ClSTltlA A'ZUF1lADOS TOT 

Caseína t.z? aoc> 
LI=tl- " q 
Gelatina toa too tdc> 

Huevo deseng. td'7 aot 
II Harina de soya td'!S t.z!S f.•• 

Prot. de ajonjolí t.at> tl:s7 

------------------ ----------- ------------ ----------------
Harina de trigo tP-4 f.97 t!S• 

III Harina de arroz ta' pe; uz 
Maiz nixt.amali. f.M '67 

Valor de '"l'" calculada •·za o. dd o. te 
OI =" 0. 05 y gl = 0) (091 CHO> IHDl 

Promedio de recuperación 1.az u.a uz 

!. E:SM ~···" :•"·.. :,t<' .• 

ESW • •rrcr ••\.andar de \o m•d\.o 

t. L. z C:IJ!llTJHA 

Los resultados individuales y ~.R de cislina se muestran 
en los cuadros IV y VI. Desp1Jés de un t.rat.amient.o oxidat.ivo e 
hidrólisis se observa que las muestras t.raladas do ésta forma no 
presentan diferencia significaLiva alguna, comparándolas con 
muestras sin oxidar. De la mlsma forma que para la melionina ,se 
uLilizó una prueba de "l" apareada para analizar las muestras. 
Al no encontrarse diferencia significativa en los m&lodos en forma 
global, se procedió a analizar los métodos. pero ahora 
desglosándolos por grupos (cuadro VI), Se encontró que ninguno de 
los Lres grupos presenLá diferencia significativa en\.re sus 
resul Lados. 
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Aunque la evaluación de la cistina no puede realizarse 
forma general Cpor los valores variantes que presenta)• si 
puede observar que en cada grupo existe tendencia 
una mejor recuperación con una previa oxidación. 
En muestras co n un alto contenido de proteina la 
caseina presenta un %R de cistina de 127, de la misma forma en el 
grupo de intermedio contenido de proteína la harina de soya y la 
proteína de ajonjoli presentan un ~R de 125 y 139 respectivamente. 
El grupo de bajo contenido de proteína Ca excepción de la harina 
de arroz) as el que presenta la mejC"lr y más uniforme tendencia 
de recuperación Ccon un ~.R de 137 y 147 respectivamente). 

La evaluación cromalográfica de la c1st.ina (como .ác. 
cisteico:>. se dificultó débido a que Al ác. ci-sleico tiene un 
t.iempo dq reteonción corlo y salia rápida.mento de la columna 
analit.ica. de tal manera que en algunos cromalogramas salia a la 
par con respuest.as ajenas a la deesle ácido CMoore S. en 1982 
encontró que residuos da agente reductor como el bisulfito de 
sodio pueden afectar la hidrólisis y también la det.erminact.ón 
cromatográfica del ác. ctsteico al neutralizar HCl de hidrólisis y 
formar compuestos que tienen un tiempo de retención semejante al 
del ác. cist.eíco). 

CUADRO VII Prueba de "t.'" apareada por grupos Cot ~ O. 05 y gl = 8) 

faauPo 

II 

NUESTflA 

Caseína 
Lisozim.a 
Gelat.ina 

METIOMIMA 

··l·~ 

Ud 

tNO. ICSM 

u1.B 

Huevo desengra. "'· º"' td7 
Harina de soya ICSM 

Prot.. de ajonjolí !.•·' 
Harina de t.rigo 
Harina de arroz 
Ma.i z ni xt.amal i . 

t7Z 

EmM 

"!2.3.0 

ESM • error ••landa.J' d• la medi.a 
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ClSTlMA 

••t•:: 

º· •• º' 
CN'D) ICSM 

t. 7Z tll!I 

CMD) ICSN .2,,, 
o.•• •z• 

AZUFRADOS TOT, 

••t"c 

o, O>t 'º' 
CMDt ICSW 

!'18.L 

ESM 

!'3LJ. 

z.n ••• 
ESW 

'l:1e.11 



&. a. 9 4MIMOACIDOS AZUFRADOS TOTALES 

Un ana.lisis de aminoácidos aztsfrado-s totales, se llevO ~ 

cabo opcionalmente y los valores de recuperación se pueden 
observar en al cuadro V . Los resul lados observados para muestras 
o>ddadas no muestran diferencia significativa i!ilgund., comparados 
con los valores de los resultados de muestras que no fuerón 
oxidadas a.nles de la hidrólisis. Un a.na.lisis estadislico por 
grupos, lamp!")~O muestra diferPncia significativa alguna E>n estos 
Ccua.dro VII). 

S.1. nos rP.montamos a la dlscu~ión de los resultados en la 
cuantificación de cistina , encontraremos f.<\c1lm!'3nte una respuesta 
al por qtsé de los ro;>osullados del análio;is de azufrados tola.les, 
pues como s~ pudo constatar ant.eriormanle, los resultados de 
recuperación de cistina no se pueden analizar en Corma general, 
debido la gran variación que presentan algunos da sus 
valorll:'fs y como éstos no presentaron dif'erencia significativa 
ni en forma global, ni por grupos. es posible suponer que estos 
resul lados influyeron o"ll momento de analizar estadí sli camenlin el 
total de aminoácidos azufrados de la muestra. 
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VI CONCLUSIONES 

Los resultados d~mueslran que es posible la recuperación 
de mel i oni na y ci sl.1 na C pr 1 nci pal mente m""'t. i oni na:>, mediante el uso 
de una lP.-cnica que integre la hidrólisis corta (ArfC) con la 
oxidación de la muestra con ácido perfórmico. 

Debido a que la recuperación de cislina solamente sa pudo 
observar en forma individual en cada grupo, es necesario que la 
concenlractón de bisulfito de sodio agregada, s:0 encuf'!>ntrEt en 
canlidadeo;; adecuadas para que no tenga repercución dur,'l.nte la 
hidrólisis de la proteína (principalmente en muestras: que 
necesitan poca cantidad de HCl para su hidrólisis). 

Para lograr la maxtma cuanlificaciOn posible de metionina 
en muestras con un alto contenido de pr-oteína.. no es: necesario 
oxidarla antes de la hidrólisis. 

La hidrólisis corta CATIC) resultá de gran utilidad. 
sobre todo en casos de análisis de proteínas en los cuales se 
requiera de una acept.able confiabilidad y una buena ganancia de 
tiempo. 

Este método para la determinación de 
azufrados resul t.a adecuado para llevar cabo 
cuanti f'icación de motioni na muestras con 
intermedio y bajo de proteína. como son 
prol&icos y harinas de cereales. 
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