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INTllODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

La cuantificación de aminoácidos en alimentos por cromatogroffa de intercambio iónico ha 

sido utiljzada como método de referencia: no obstante. requiere de mayor manipulación en la 

preparación de Jos muestras. tiempos largos de análisis y se ha reportado bajo repetlbilldad en 

el análisis de amlnoácidos en cereales y leguminosas. En general. las ventajas que proponen los 

sistemas de anólisis por HPLC (mayor resoiuci6n. rapidez. facilidad y reproducibilidad en el 

análJsis) han permitido el desa1Tollo da metodologías alternas a la tradicional cromatograffa de 

intercambio fónico. lo polaridad de los aminoácidos y la ausencia de un cromóforo en la 

mayorfa de ellos. ha obligado al desarrollo de diversas reacciones químicas selectivas que 

permitan la formación de derivados capaces de ser resueltos en columnas no polares y el uso 

de sistemas de detección por fluorescencia o luz ultravioleta (UBVJ. El reactivo 6--Qminoqutnolil-N

hidroxisuccinimldil carbamato (AQCJ permite la formación selectiva de derivados de aminas 

primarias y secundarias. los cuales pueden ser separados .. detectados y cuantificados de modo 

adecuado en un sistema de cromatograffa de líquidos de fase reversa. utilizando un detector 

de luz UV o un detector de fluorescencia. Generalmente. la principal fuente de error en el 

onólisis es la hidrólisis de los enlaces amida que unen a los aminoócidos entre sf. El método mós 

común considera el uso de HCI 6 N .. a reflujo o 1100 C durante 20 - 241 horas: el principal 

inconveniente es la degradación total de triptofano y la pérdida parcial de los aminoócldos 

azufrados. sobre todo en muestras con porcentajes elevados de hidratos de carbono. Con la 

finalidad de mejorar Jo precisión y exactitud en el recobro de cada uno de los aminoócidos 

después de Ja reacción de hidrólisis. se han propuesto alternativas distintas. entre ellas: el uso de 

tiempos mós cortos cuando se eleva lo temperatura. hidrólisis empleando ócidos orgónicos o 

hidrólisis con HCI en fose de vapor. En el presente trabajo se estudia la cuantificación de 

ominoócidos en cereales y leguminosas por HPLC de fose reversa después de hidrolizar el 

ma•'9rial protefntco con HCI en fase de vapor y derivatizar los aminoácidos liberados con 6 

ominoquinolil-N-hidroxisuccinimldil carbamato. como una metodología oltema al método 

tradicional de cuantificación. 
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OaJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL 

""" Validar un método para cuantificar amlno6cidos en cereales y leguminosas por 

HPLC de fase reversa. después de haber hidrollzado el material proteínico con HCI en 

fase de vapor y derivatizar los amino6cidos liberados con 6-aminoquinolll-N

hidroxisucclnlmidil carbamato. 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

> Establecer los condiciones apropiadas poro la deñvatizaclón de aminoácidos. utilizando 

6-omlnoquinolil-N-hldroxlsucclnlmidil carba mato (AQCJ. 

)o.o Determinar las condiciones óptimos para Ja separación. Identificación y cuantificación 

de los derivados de los aminoácidos. empleando HPLC de fose reversa. 

> Adaptar las condiciones de hidrólisis con HCI en fase de vapor para el anólisls de 

omlnoócldos en cereales y leguminosas. 

> Proponer una metodología para la cuantificación de aminoócidos en cereales y 

legumtnosos. empleando hidrólisis en fase de vapor. derivatización con AQC y 

cuantificación por HPLC de fase reversa. 

~ Evaluar la precisión. linealidad. sensibilidad. tolerancia y robustez del sistema de 

cuantificación de los derivados de los aminoácidos por HPLC. 

l> Valorar la linealidad, exactitud. repetibilidad y especificidad del método de extracción, 

purificación. derfvatlzación y cuantificación de aminoácidos por HPLC. 

~ Estimar la repetibllldad de la cuantificación de aminoócidos con la metodología 

propuesta. 

lOi- Cuantificar los amlnoócidos del mateñal protelnlco de dos leguminosos y un cereal. 

empleando un autoanolizador de aminoácidos para establecer la referencia de la 

metodología propuesta. 
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ANTECEDENTES 

1. PROTEÍNAS Y AMINOÁCIDOS 

1.1 Generalidades 

Todos los tejidos vivos. tanto vegetales como animales. contienen proteínas. éstas difieren de las 

grasos y Jos hidratos de carbono por el hecho de que contienen nitrógeno (16 % como 

promedlo). En el anóllsls proximal. el cálculo del contenido protefnfco de un mateñal dado. estó 

fundamentado en la transformación del nitrógeno org6nico de la muestra en amoniaco. el cual 

después es deslllado y cuantificado por tltulacl6n: el contenido de proteína (proteína cruda) es 

6.25 veces el contenido de nitrógeno. 

Todas las protefnas estón constituidas por las mismas unidades bóslcas llamadas amfnoócldos. 

moléculas orgónlcas que cuentan can un grupo amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOHJ. Se 

reporta la existencia de al menos 300 aminoácidos en la naturaleza. de los cuales sólo 20 

constituyen los unidades monomérfcas de las proteínas (tabla 1). 

Los aminoócldos se unen entre sr .. en protefnas o péptidos .. por formación de enlaces amida 

entre el grupo amino de un aminoácido y el grupo carboxilo del siguiente .. con la consiguiente 

eliminación de una molécula de agua. Este enlace se conoce como enlace peptidlco. Los 

distintos aminoácidos se van uniendo a partir del extremo omino. en el sentido grupo amino -}!> 

grupo carboxilo. 

La proporción de coda uno de los 20 aminoócidos.. la secuencia en que se encuentran 

enlazados (estructura primaria) .. la formación de puentes de hidrógeno dentro de una sola 

cadena de aminoácidos (estructura secundaria).. su acomodo tridimensional (estructuro 

terciaria) y la unión de dos a mós cadenas de amlnoócidos (estructura cuaternaria) son los 

factores determinantes que intervienen en el arreglo .. funciones y propiedades de las proteínas: 

estructurales (queratina. colágeno. elastina.. etc.). reguladoras (hormonas.. enzimas. 

neurotransmisores.. etc.).. transportadoras (albúmina.. hemoglobina.. mioglobina. etc.) y de 

protección (lnmunoglubulinas. factores de coagulacl6n. etc.) (1-.i]. 
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Tablo 1. Nomenclatura trivial. símbolos de 1 y 3 letras y nombre sistemótico de los 20 
amlnoócldos [5). 

Nombre lrtvfal 
Alantno 
Arginina 
Asparagina 
ácido Aspártlco 
Clstelna 
Glutamina 
ácido Glulámlco 
Glicina 
Hlslldina 
lsoleucina 
Leuclno 
Lisina 
Metionlna 
Fenilolanina 
Prolino 
Serina 
Treonlna 
Triptofano 
Tirosino 
Vollno 

3-a• llelra 
Ala A 
Arg R 
Asn N 
Asp O 
Cys C 
Gin Q 
Glu E 
Gly G 
Hls H 
lle 1 

Leu L 
Lys K 

Me! M 
Phe F 
Pro P 
Ser S 
Thr T 
Trp W 
Tyr y 
Val V 

Nombre ol•tem6tlco 1.2 
Ácido 2--aminopropanoico 

Ácido 2-amino-5-guanidinopentanoico 
Ácido 2-omlno-3-carbamllpropanolco 

Ácido 2-aminobutanodioico 
Ácido 2-amino-3-mercaptopropanolco 

Ácido 2-omlno-t-carbomilbutanolco 
Ácido 2-<Jminopentonolco 

Ácido aminoetanoico 
Ácido 2-omlno-3-( 1 H-lmldazol-4-il) propanolco 

Ácido 2-amlno-3-metilpentanoico 
Ácido 2-amlno-4-metilpentanolco 

Ácido 2.6-diaminohexanoico 
Ácido 2-amino-4'-(metiltio) butanofco 

Ácido 2-omlno-3-lenllpropanolco 
Ácido pirrolidin-2-c.arboxJHco 

Ácido 2-amino-3-hidroxfpropanoico 
Ácido 2-amlno-3-hidroxibutanoico 

Ácido 2-omlno-3-( 1 H-indol-3-il) propanolco 
Ácido 2-amlno-3-(.ol-hldroxilenil) propanolco 

Acido 2-amino-3-metil butanoico 
1 El nombre sistemático está dado para Jos o. L o Dl- aminoócidos 
2 El nombre sistemático. referido a una situación hipotética: grupos carboxilo no 
disociados y grupos amino no profanados 

1.2 Aminoácido• 

Adem6s de constituir proteínas. los aminoócidos. sus derivados y cadenas relativamente cortas 

de ominoócldos llamadas péptidos. participan en funciones celulares de importancia: como 

neurotransmisores. hormonas. antibióticos sintetizados par algunos microorganismos .. reguladores 

de procesos biosintéticos y del desarrollo celular. etc. 

Los am1no6cldos que conforman a Jos proteínas. cuentan con un grupo amino (-NH2) v un 

carboxilo (-COOH). como ambos se encuentran unidos al mismo ótomo de carbono (carbono 

adyacente al carbono del grupo carboxilo) se fes llama alfa-aminoócldos. 
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ANTECEDENTES 

El carbono al que se encuentran enlazados los grupos funcionales mencionados cuenta con 

otros dos sustituyentes distintos (figura lJ: un ótomo de hidrógeno v una cadena (grupo R) 

ácida. bóslco. orom6t1ca o alifática. en función del aminoócido de que se trate (con 

excepción de glicina. en donde los dos sustituyentes son ótomos de hidrógeno); esto les 

confiere actividad óptica (rotor el plano de la luz polarizada a la izquierdo ~evc; o a lo derecha 

-dextro rotatorios-). Aunque se reporta la presencia de aminoácidos levo o dextro rotatorios en 

algunas proteínas. todos tienen la configuración absoluta del L-gllceraldehido por lo que se les 

conoce como L-alfo-amlno6cicios (1.3.-4). 

Alanlna Vallno Leuclno tsoleuclna Gllclna 

"1"~~"14f 
Tlroslno Fenlfolonlno Trtptofono Metfonlno Cisterna 

~ "JI ~ :! ~ 
Asparaglno Glutamlna Treonlno , Prollna 

":ir ":[ "'f Á ? 
Aspártlco Glutámlco Uslna Arglnlna Hlstldlna 

Flgura 1. Fórmula estructural de los 20 aminoácidos protelnlcos, establecida a pH<2 (3). 
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ANTECEDENTES 

1.3 Calldad de proteína 

1.3.1 Proteínas y aminoócidos en la alimentación. 

Los proteínas Ingeridas en la dieta, al ser degradadas por las enzimas de los Jugos digestivos. 

permiten que Jos amlnoócfdos liberados sean absorbidos por el organismo. donde serón 

distribuidos por el sistema drculatorfo en Jos distintos tejidos paro reconstruir el patrón especfflco 

correspondiente a corazón. pulmones. pfel. músculo. etc. Es por eso que los organismos pueden 

utilizar proteínas de fuentes muy distintas. 

Como se mencionó antes, lo forma particular en que los 20 aminoácidos se combinan en las 

proteínas determlna sus carocterfsticas bioquímicas; el valor nutritivo de las proteínas depende 

del tipo y proporción de aminoácidos que contenga. es más alto cuando hay una goma mós 

completa y mayor proximidad con los requerimientos específicos de una especie dada. 

Los aminoócfdos no se almacenan en formo comparable a los hidratos de carbono o Ja grasa. 

por Jo que es necesario que se suministren todos los aminoócfdos Indispensables juntos en la 

dieta para lograr lo óptima utilización de los 20 aminoócidos en los procesos fisiológicos. de no 

ser asf. su r6pldo catabolismo provocarfa un desbalonce en el contenido de nitrógeno del 

organismo. 

La función primaria de los proteínas de Ja dieta es suministrar los amlnoócidos para que el 

organismo lleve a cabo los procesos de mantenimiento. crecimiento. gestación y lactancia. Si 

no existe aporte suficiente de aminoócidos .. de acuerdo a Jo que cada organismo requiere. no 

se llevan a cabo Jos procesos mencionados pues no habña material para ello. Ademós .. si los 

aminoócldos que estón presentes no se utilizan. son eliminados por no haber variedad y 

cantidad suficiente de los 20 amlnoócldos (1-2). 
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1.3.2 Aminoácidos indispensables. 

Los aminoócidos indispensables son aquellos que el organismo no sintetiza a la velocidad 

suficiente o que no sintetiza en fo absoluto (lisina, isoleucina. leucina. valina. metlonina. 

fenilolanino. treonina y triptofano; los infantes requieren, además. de arginina e histldina) para 

sa1isfacer las necesidades fisiológicas. Se ha encontrado que en rotas y humanos, los 

aminoácidos indispensables (con excepción de llsina y treonfna) pueden ser sustituidos por sus 

derivados alfo-hidroxi o olfo<:eto. es decir. que lo que parece ser indispensable es el esqueleto 

de carbono; en el caso de lisina y treonina. deben ser suministrados ya preformados puesto que 

la mayoña de Jos mamíferos superiores han perdido las transamlnosas necesarias para lo 

conversión de Jos hldroxJ o ceto derivados en sendos aminoácidos. 

Las proteínas que contienen en abundancia amlnoócidos indispensables. en general. son 

consideradas como de alta calidad. Calidad es la utilidad de una proteína alimenticia para el 

crecimiento y mantenimiento de los tejidos[l-2). 

1.3.3 Aminoócldos dispensables. 

Los aminoácidos dispensables son aquellos que son sintetizados por el organismo. a partir de un 

esqueleto de carbono y grupos amino de otros aminoócidos o compuestos simples de 

nitrógeno. v que por lo tanto no necesitan estar presentes en la dieta (no son necesarios como 

componente en Jo dieta pero sr lo son para el organismo. pues también de ellos depende el 

funcionamiento fisiol6glcoJ [l-2). 

1.3.4 Evaluación química de Ja calidad de la proteína. 

En términos químicos. Ja calidad de una proteína se evalúa midiendo el contenido de 

aminoácidos y comparándolo con una proteína de referencia. El resultado de la comparación. 

expresado como un porcentaje. permite conocer la abundancia de cada uno de los 

aminoácidos indispensables en la proteína. 
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Generalmente la proteína de huevo es tomada como referencia. aunque la Organización de 

las Naciones Unidas (ONUJ. a través del organismo responsable de la alimentación y agricultura 

(FAO), y la Organizacl6n Mundial de la Salud (OMS/WHOJ, han establecido un patrón con la 

cantidad de cada ominoócido Indispensable. por coda 100 gramos de proteína (16 g de N). 

necesaria para asegurar que los requerimientos de los seres humanos serón cubiertos (fabla 2J 

[4]. 

En a~os recientes. Ja OMS y la FAO han recomendado que paro lactantes. se utilice como 

patrón Jeche humana (fabla 2). en Ja obtención de la calificaclón química de los alimentos 

destinados a este sector de lo población [6]. 

Tabla 2. Contenido de aminoácidos' del patrón establecido por la FAO/OMS (7) y de leche 
humana (6). 

Aminoácido 
leche 

Lactante• Pr•-
Adulto• humana2 •acokll'••ª 

Jsoleucina 4.0 4.6 2.8 1.3 
Leucina 8.5 9.3 6.6 1.9 
U sino 6.7 6.6 5.8 1.6 
Azufrados• 2.9 4.2 2.5 1.7 
Aromótfcos5 6.6 7.2 6.3 1.9 
Treonina 4.4 4.3 3.4 1.1 
Trlptofano 1.7 1.7 1.1 0.9 
Vallna 4.5 5.5 3.5 0.5 
Hlstidina 2.5 2.6 1.9 
1 Expresado en g / 16 g de Nitrógeno 
2Comunldad Económica Europea 
3 Niños de 2-5 anos 
• Cistelna + Metionina 
5 Fenilalanina + Tirosina 
- Histidina no se considera indispensable para los adultos 

La califlcación química de una proteína. es et valor más bajo de la comparación que se lleva a 

cabo entre el contenido de cada uno de los aminoócidos indispensables de la proteína en 

cuestión. con el contenido de aminoócfdos indispensables de la proteína de referencia o del 

patrón de FAO/WHO. El aminoácido del que se obtenga la calificación química de la proteína 

es. también. el amlnoócido limitante de la misma. las proteínas de. presumiblemente. mejor 

calidad son aquellas con calificaciones químicas cercanas a 100 (la proteína de huevo tiene 

una califfcación química de 100). 
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Existen dos formas de calcular fa calificación química de una proteína. La primera es la 

obtención del porcentaje del contenido de un aminoácido dado, respecto al contenido de ese 

mismo aminoácido en el patrón: 

CQ = (Qomlnoócldo/16 g de N)muestro I (Qomlnoócldoll 6 g de N)potrón X 100 

La segunda manera de obtener la calificación química es la comparación del contenido 

relativo de un amtnoócido en una protefna. respecto al contenido relativo del mismo 

aminoácldo en el patrón: 

CQ = ( (9omlnoócido/16 g de N) I (9totolde omlnoócldo•lncfispensobk>S/16 g de N)] mueskoX 100 

( (gomlnoócldo/16 g de N) I (g101a1 de aminoácidos lnclspensobles/16 g de N) ] patrón 

La diferencia principal entre fas dos formas de cálculo de la calificación qufmlca. es que la 

primera compara la composición de fa proteína contra la composición del patrón. en tonto que 

lo segunda compara la proporción que guarda un aminoócldo indispensable en la proteína .. 

respecto a la proporción que guarda el mismo ominoócido en el patrón. Dado que los 

proteínas de mayor calidad son aquellas con mayor contenido y diversidad de aminoócidos 

indispensables .. esto forma de calcular la calificación química pudiera considerarse como un 

mejor índice de la calidad de una proteína. 

En general. se considero que las proteínas de origen animal son de calidad superior a las de 

origen vegetal. Las proteínas de los cereales son deficientes en lisina principalmente .. en tanto 

que los proteínas de los leguminosas lo son en los aminoócidos azufrados: cisteina y metlonina 

(4). 

Aunque el hecho de conocer la composición de aminoócidos da cierta idea de la calidad de 

la proteína de un alimento# deben considerarse otros factores# puesto que bajo ciertas 

circunstancias (presencia de factores antinutricionoles y/o preparación del alimento).. los 

aminoácidos no están disponibles para su absorción en el organismo. La evaluación de la 

calidad de la proteína se complementa con análisis en organismos a los que fa proteína será 

dirigida y de la forma en que será consumida. Los ensayos biológicos empleados para 

determinar lo calidad de uno protelno estón basados en el porcentaje del nitrógeno Ingerido 

con la dieta que permanece en el cuerpo para síntesis de proteínas estructurales y funcionales 

o en la ganancia en peso como resultado de la calidad de lo proteína Ingerida (2 .. 4]. 
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2. PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DE LOS AMINOÁCIDOS 

2.1 Generaldade• 

Los aminoácidos son compuestos qufmicos cristalinos de puntos de fusión elevados. color 

blanco. moderadamente solubles en aguo (tabla 3) y. en la mayoña de Jos casos. son Insolubles 

en solventes orgónicos ( .. ]. 

Los múltiples grupos con carga de los aminoácidos permiten que sean solvatados con facilidad 

y por lo tanto sean solubles en solventes polares. Los elevados puntos de fusión (>20QO CJ son 

indicio de lo elevada cantidad de energfa que hay que proporcionar para romper las fuerzas 

fónicas que estabilizan los cristales [3). 

2.2 EqulHbrlos ócldo-ba .. de los aminoácidos 

El grupo amino de su estructura tiene caracteñsticas bósicas (PKa = 6.8-7.9). en tanto que el 

grupo carboxilo es de carócter ócldo (pKa = 3.5-4.3). 

Equilibrio ácido - base del grupo carboxilo de los aminoócidos: 

•-COOH ... •-coo· + H· 

Equilibrio ócldo - base del grupa amino de los amlnoócldos: 

R· NH~ • • + R·NHz + H• 

Dado que ambos grupos estón en la misma molécula. ésta tiene la capacidad de actuar como 

un ócido o una base. es decir. los aminoácidos son de naturaleza anfotérlca. 

Algunos aminoócidos también cuentan con grupos capaces de ceder o aceptar un protón en 

los grupas de la cadena lateral (Arglnlna. Aspórtico. Clstelna. Glutómlco. Hlslldlna. Uslna y 

Tirosina). éstos grupos también influyen en el estado en que se encuentran a un pH dado (Tabla 

3) [3-.ol). 
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Tabla 3. Algunas propiedades llsico-qufmicas de los aminoácidos (8-9]. 

Alanina 16.65 
Arginina -12 15 
Aspártico 4.5 0.78 
Asparagina 3.53 
Cisteina 9.1-9.5 Alta 
Glutámico 4.6 0.86 
Glutamina 2.5 
Glicina 24.99 
Histidina 6.2 4.19 
lsoleucina "4.12 
Leucina 2.-43 
Usina 10.4 Alta 
Metionina 3.38 
Fenilalanina 2.96 
Prolina 1.62 
Serina 5.02 
Treonina Alta 

6.11 
10.76 
2.98 

3.02 
3.0S 

6.06 
7.64 
6.04 
6.04 
9.47 
5.74 
5.91 
6.3 

5.68 

Tirosina 9 .7 1.11 5.88 
Triptofano 0.45 5.63 
Valina 8.85 6.00 
1 pKa de la cadena lateral: pKadel grupo amino -6-8-7.9. pKa del 
grupo carboxilo -3.5-4.3 
2 Expresado en gromos/100 gramos de agua 

3 Valores determinados a 25° C 
- no hay datos disponibles 

2.3 Amlnoócldoa corno especies con carga neta 

Los aminoácidos son electrolitos débiles. por lo que la carga neta está en función del pH del 

sistema en el que se encuentren. 

los aminoácidos sin cargo (con el grupo amino desprotonado y el grupo carboxflo protonado) 

no pueden existir a ningún pH. pues en un pH suficientemente bajo para protonar el carboxilo 

de la molécula. el grupo amino también serfa protonado. 

Cuando los cargas positivas son Iguales a las cargos negativas. el aminoócido es neutro y se 

dice que estó en el punto isoeléctrico (pH al cual Ja cargo neta es cero. tabla 3) y se le 

denomina i6n dipolar o zwitterion. 
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Dichos iones bipolares tienen capacidad para actuar como amortiguadores puesto que son 

viables para combinarse con ócidos o bases. impidiendo cambios en el pH. ésta capacidad 

amortiguadora es muy importante en el caso de los células puesto que solo se mantienen en 

funcionamiento en intervalos de pH muy estrechos. 

Lo capacidad de alterar la carga de los aminoócidos o de sus derivados manipulando el pH 

facilita la separación físico de amlnoócidos. péptidos y protefnas. 

El punto isoeléctrico es importante puesto que algunas otras propiedades alcanzan valores 

móximos o mínimos; la conductividad eléctrica. lo solubilidad y la viscosidad estón todas en su 

valor mínimo [~). 

2.4 rolarldad d• loa amlnoóclcloa 

A partir de tas coracterfsticos de los grupos funcionales (grupos R) unidos al carbono alfa. los 

amino6cidos pueden ser clasificados según su polaridad. Aunque existe discrepancia respecto 

a cuales son Jos aminoócidos mós o menos hfdrofóbicos .. en general se acepta que Alanina. 

Fenilalanina.. lsoleucina.. Leucina. Metionina.. Prolina. nrosina. Triptofano y Valina. son los 

omino6cidos con mayor tendencia a asociarse en un amblente no polar (hidrofóbicos); en 

tanto que Aspórtlco.. Glutómico .. Arginino .. Asparagina. Cisteino .. Glicina. Glutamina. Histidlna .. 

Lisina. Serina y Treonlna son los ominoócldos con mayor tendencia a asociarse con agua. 

La mayor o menor tendencia de los aminoócidos para formar asociaciones en ambientes 

acuosos .. permitiña .. en principio .. su manipulación para lograr separar y purificar físicamente. 

amino6cidos .. péptidos. proteínas o sus derivados. 

También se menciona que la intensidad de las caracteñstlcas hldrofílicas o hidrofóbicas de los 

aminoócidos estó mós íntimamente relacionada con las fuerzas intermoleculares que tienen 

Jugar en sistemas mucho mós complejos a sistemas de un solo aminoócido en agua .. como la 

presencia de proteínas. otros aminoócfdos. compuestos fónicos. compuestos hldroffiicos o 

hidrofóblcos de naturaleza distinta a los aminoócidos .. etc. [3.10-11 ]. 
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Tabla 4. Dos diferentes escalas de hidrofobicidad. según las característicos físico-químicas y de 
estructura de sus cadenas laterales (12-13) .. 

Según woffenden. 1981 
Más hidrófobo Glicina Leucina. lsoleucina 

Valino. Alanino 

Fenilalanlna 
Cisteina 

Metionino 

Treonino. Serina 
Triptofono. Tirosina 

Asparagina. Usina. Glutamina 
Glulámlco. Hlslldlno 

As pórtico 

Mós hldr6ftlo Arginina 

cargados 

Según Kvte. 1982 
lsoleucina 

Volina 
Leucino 

Fenilolanino 
Clslelno 

Metionina. Alonlna 
Glicina 

Treonina. Serfno 
Triptofano. nrosina 

Prolina 
Hlstidina 

Asporogina. Glutomina 
Aspártlco. Glutámico 

Usina 
Arginina 

Figura 2. Diagrama de Venn que muestra la relación de los propiedades físico-químicas de Jos 

aminoácidos (1 O]. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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3. CUANTIFICACIÓN DE AMINOÁCIDOS 

3.1 Hldr6llsl1 

El anólisis cuantitativo de los ominoócidos de proteínas puras o de la fracción proteínica de los 

alimentos sigue a uno etapa de hidrólisis. en Jo cual son rotos los enloces peptrdicos que unen 

los aminoócidos entre sr en una proteína o péptido. 

Lo hidrólisis se llevo a cabo cuando el material protefnico se somete a reflujo (1100 C) con ócido 

clorhídrico 6 N durante 24 horas. éstas condiciones. establecidas por Moore y Stein en 1958. 

deben ser rigurosamente controladas para dar lugar a la ruptura de todos los enlaces amida. 

produciendo una mezcla de amlnoócidos (14-15). 

La reacción de hidrólisis en medio ócldo destruye por completo el lriptofano: ademós. se 

reporta' que Jos aminoócidos azufrados son parcial o totalmente degradados cuando en las 

condiciones de hidrólisis se presentan variaciones o lo reportado por Moore y Stein: el grado de 

destrucción depende de las características de fa motñzen donde se encuentran [16-19]· 

3.1.1 Hidrólisis en el cnólisls de trfptofano. amlnoócidos azufrados y llslna disponible. 

En el caso del anóllsis de trlptofano. se ha encontrado que la mejor solución es la hidrólisis 

alcalina a 145º C con LIOH 4' N. con variaciones en el tiempo en función del contenldo de 

prolelna de lo muestra [16). 

Los amlnoócidos azufrados. generalmente son llevados a su forma oxidada mós estable (ácido 

cisteíco en el caso de cistfna-cisteina y metionin sulfona para metlonina) con ócido perfórmico. 

antes de llevar a cabo el proceso de hidrólisis en mufl!tstros alimenticias. aunque se recomienda 

el mismo tratamiento para evitar su oxidación en péptldos y proteínas durante su anólisis. 

purificación y/o almacenamiento [17·19). 

El tratamiento de lo muestra con borohidruro de sodio. antes de sometene a hidrólisis ócida. 

permite hacer determinaciones de lislna disponible (lislna cuyo grupo e amino aun estó 

disponible para funciones biológicas} en alimentos cuyo proceso ha favorecido la formación de 

reacciones de Maillord [20]. 
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Todos estas variantes en los protocolos de hidrólisis. tienen como objetivo realizar análisis de 

ominoócfdos completos en matrices alimenticios. para obtener indicios de la posible calidad de 

uno proteína. 

3.1.2 Calidad de la hidrólisis. 

El correcto proceso de hidrólisis repercute directamente en ro calidad de lo cuontificaci6n. 

puesto que éste puede ser incompleto o podrian degradarse algunos aminoócidos. 

Se reporto que aOn bajo condiciones controlados y estandarizados. el rendimiento obtenido de 

los aminoócldos. en alimento paro cerdos y en derivados de soya rara vez es máximo; algunos 

aminoácidos requieren de más o menos tiempo de hidrólisis para obtener las mayores 

concentraciones [21]. 

Se sabe que bojo ciertas circunstancias. algunos aminoócidos son más difíciles de fiberor del 

enlace peptfdico cuando se presentan ciertas secuencias. como aquellas que Involucran 

isoleucina y volina. siendo fas mós difíciles lle-lle y Val-Val; también se conoce que en algunos 

casos. hay una mayor posibilidad de Interferencias en el onólisis de muestras con porcentajes 

elevados de hidratos de carbono. 

Cuando se requiere de cuantificar amino6cidos durante la secuencioción de péptidos y 

proteínas. lo más adecuado es que sean reaflzadas cinéticas de hidrólisis para cado uno de los 

omínoócidos. con el fin de hacer eficiente y preciso el anóllsis de aminoácidos del material 

proteínico de Jos alimentos; generalmente. estos estudios solo permitirían obtener factores de 

correccfón para mejorar la exactitud en la cuontificaci6n (16.21]. 

3.1.3 Protocolos alternos de hldr6ílsís ócida. 

Dado que generalmente la etapa de hidrólisis es la mayor fuente de variación en el anólisis de 

aminoócidos. se ha intentado desarrollar métodos alternos al de Moore y Stein para lograr 

rendimientos mayores con procedimientos que impliquen menores fuentes de error. 
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Se reporta el uso de distintos tipos de ócidos: 6cido p-toluensulfónlco. ócido metasulfónico y 

ócldo mercaptoetanosulfónico; con los cuales se producen pérdidas de algunos aminoácidos 

por lo que la FAO y la OMS desaconsejan su uso. 

Otros han propuesto modificaciones al método original de Moore y Stein. como el uso de 

ampolletas de vidrio selladas a vacío. tubos de vidrio con tapón de rosca. hidrólisis en fose 

vapor. temperaturas mós altas con tiempos más cortos. calentamiento por radiaciones de 

microondas y distintas combinaciones entre éstos métodos [14'.22-23]. 

Gehrke y colaboradores propusieron un método rápido de hidrólisis de proteínas purificadas. 

utilizando una temperatura de reflujo de 145° C y 4 horas de hidrólisis se obtuvieron rendimientos 

máximos para todos los amfnoócidos. Al comparar ésta hidrólisis rápida con el método original. 

Lucas y Sofelo. en 1982. comprobaron que la proteína de matrices distintas con contenidos 

elevados de material no proteínico (como en los alimentos) puede ser hidrollzado con 

resultados equivalentes al proceso de Moore y Sfein. utilizando el proceso descrito en principio 

por Gehrke, el cual permite un ahorro considerable de tiempo en el análisis rutinario de 

aminoácidos de motrices complejas como lo son los alimentos (14). 

3.1.4 Hldrólisls con HCI 6 N en fase de vapor. 

La hidrólists con ácido clorhídrico 6 N en fase de vapor es considerada como la más efectiva en 

el anólisis de péptidos y protelnas puros. El uso de fenol (-0.1% p/v) en el 6cldo clorhldrfco que 

se emplea en la hidrólisis. permite mayor limpieza en el sistema de reacción y. por lo tanto. 

menor degradación de amlnoócidos (como señna. tiroslna y treonJna) provocada por la 

presencia de Impurezas. 

El proceso previo a la hidrólisis requiere de ciclos de evacuación con alto vacío y purga con 

nitrógeno para ellminar el oxigeno presente y. de este modo. reducir las pérdidas por oxidación 

(especialmente de tirosina y. presumiblemente. de otros aminoácidos lábiles como cistina y 

metiontno). Puesto que únicamente los vapores y el Uquldo condensado de HCI entran en 

contacto con el material proteínico. idealmente. la hidrólisis es mós efectiva y el tratamiento. en 

general. es menos dróstlco que el reflujo [23-24]. 
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Normalmente el proceso se lleva a cabo a 1100 C y dura 20-24 horas. aunque existe la 

posibiltdad de reducir el tiempo de hidrólisis bajo el mismo fundamento con el que se redujo el 

método original de Moore y Stein: en este caso se tiene el reporte del uso de 1 SO° C durante 

una hora. aunque se presenta uno degradación de alrededor de 10% en serina. treonlna y 

tirosina. respecto o la metodología original de 24 horas [2'4]. 

Dado lo evidencfa de lo eficiencia en la reducción del tiempo de hidrólisis que presentaron 

Lucas y Sotelo. sería posible. con ésta metodología. reducir el tiempo de hidrólisis a 4 horas. con 

una temperatura de 145° C. tal y como fue reportado por ellos en 1982. 

3.2 Anállll• por cromatografía d• Intercambio tónico 

3.2.1 Fundamento. 

Alrededor de 1960. se crearon los primeros analizadores automáticos de aminoácidos. los cuales 

permiten cuantificar los aminoácidos procedentes del material proteínico hidrolizado por los 

métodos mencionados. 

Spackman. Stefn y Moore utilizaron dos columnas de poliestireno sulfonatodo para resolver 

mezclas de aminoácidos: se inyecta una solución ácida con el hidrolizado en las resinas de 

pollestireno sulfonotado. las cuales funcionan como un lntercomblador catiónlco. quedando 

retenidos ros aminoácidos dada la fuerza de atracción entre las cargas positivas de éstos en un 

pH bajo y las cargas negativas de los grupos sultonoto. 

La fuerza de adsorción variará con la basicidad de los aminoácidos. quedando retenidos con 

mayor fuerza los aminoócidos más bósicos. Lavando la columna con soluciones de distintos 

valores de pH. los aminoácidos migrarón a distinta velocidad a través de la columna. hasta ser 

separados. 

En general. Jos hidrollzados de proteínas puras y material proteínico de los alimentos requieren 

de 3 soluciones amortiguadores con sales de sodio (pH de 3.90. -4.15 y 5.50). en tonto que la 

separación de aminoácidos provenientes de fluidos biológicos requieren de al menos 5 

soluciones amortiguadoras con sales de litio. 

31 



ANTECEDENTES 

El grado de separación entre los aminoócidos depende directamente de las interacciones 

iónicas e hidrofóbicos que tienen lugar entre Jos grupos expuestos. grupos con carga. la motriz 

de la resina de intercambio. las cadenas laterales de los omlnoócidos y el flujo de 

amortiguadores a través de la columna [25]. 

3.2.2 Orden de elución. 

Comúnmente .. primero salen los amlnoócldos con coracterfsticas ócidas. seguidos de Jos neutros 

y finalmente los aminoácidos bósicos. los cuales a veces requieren de aumentos en la fuerza 

Tónica para vencer las fuerzas que los mantienen retenidos en la columna. 

Por lo general. el orden es el siguiente: 

.,,. ospórtico. glutómlco. treonlno y sertna (ócidos e hldroxilados): 

.ti" prollna. clstina. glicina. alanlna. valina. metiontna, isoleuclna.. leucina.. tiroslna y 

fenilalanina (alifóticos y aromóticos): 

V lisina .. hlstidina y arglnina (bósicos). 

Si se analizan los datos de Jos tablas 3 v "'4 .. v se observan las estructuras de la figura 1 .. se puede 

explicar el porqué de este comportamiento: 

v Los aminoócidos ácidos son retenidos con muy poca fuerza en la resina debido al 

relativamente bajo valor de pKo de sus cadenas laterales (sus grupos carboxilo estarán 

desprotonados y se repelerán con la carga negativa de la resina): 

v Los valores más altos de pKa corresponden a los aminoácidos básicos .. siendo éstos 

retenidos con mucho mayor fuerza en la resina .. pues al pH con el que es lavada la 

columna aun permanece profanado el grupo omino de sus cadenas laterales. Con 

estos aminoácidos el orden de salida es función del pKo: del más bajo al más alto. 

En el caso de alifáticos y aromáticos.. el orden de salida es ligeramente Influenciado por el 

punto isoeléctrfco. pero tiene más peso el tamaño v polaridad de la cadena: 

v Eluyen primero los aminoócldos de cadena corta; 

v Paro tamaños de cadena iguales. son eluidos primero las cadenas más ramificadas: 

v Los grupos hldroxilados también salen primero; 

V Finalmente salen los aromáticos y de éstos. primero el que está hidroxilado. 
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Bojo condiciones de análisis constantes. cada aminoócido será retenido el mismo tiempo en Ja 

columna en cada análisis que se realice (25]. 

3.2.3 Detección y cua~tific~cJón' d8 los aminoácidos eluidos. 

Una vez separados 10.s~Om!iioácidos. al salir de la columna .. se hacen reaccionar con nlnhidrina 

a temperatura .. e1eVadcJ para formar un cromóforo que pueda ser detectado 

colorfmétrfcamente {derfvatización post-columna) .. pues lo mayorfa de los aminoácidos no 

cuentan con uno. 

Dos moléculas de nlnhldrlna reaccionan con una molécula de un aminoácido primario .. que se 

descarboxfla· y desamina .. para formar un compuesto púrpura Intenso con un móximo de 

absorción en '570 nm (todos los aminoácidos .. con excepción de prollna .. forman el mismo 

aducto); los ominas secundarias (prollno y su derivado hidroxilodo) forman un cromóforo 

amorillo. con un móximo de absorción en 440 nm. 

Aun cuando es uno reacción muy sensible. la intensidad del color no siempre es reproducible. 

ya que lo presencia de oxígeno. lu:z. variaciones en la preparación de la solución y cambios en 

el pH y la temperatura. provocan variaciones en lo intensidad del color. 

La lntensida_d_'del color es directamente proporcional al contenido del amlnoócldo en un 

volumen dado. El color es detectado en un espectrofotómetro o en un colorfmetro. Ja señal que 

se produce en tunclón del tiempo. es groficado en papel en movimiento. Jo cual genera picos. 

Bajo los mismos condiciones. coda pico ser6 generado o un tiempo característico a partir del 

momento en que son introducidos en lo columna. lo que permite su identificación: el órea bojo 

cado pico es directamente proporcional a lo concentración del amlnoócido que dio origen al 

pico [1-4-1 5.25). 
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3.3 otro• medios para ldentlllcar y cuanttllcar aminoácido• 

3.3.1 Cromatografía en papel. 

Aun cuando en la actualidad es fócilmente sustituido por metodologías mós sofisticadas. la 

cromatograffa en papel encuentro aplicación en el anólisis de amlnoócidos. principalmente en 

la fdentificoción. Los solventes mós utilizados son mezclas de aguo. alcoholes y ócidos o bases .. 

El componente mós polar del solvente se une al papel y forma la fose estacionaña .. en tonto 

que los solventes menos polares constituyen la tase móvil. Una variación de mayor interés es la 

cromatografía bidimensional en papel .. en donde Ja muestra se aplica en un vértice de una 

hoja cuadrada. se corre la cromatograffa con una mezcla de solventes. después se retira la 

hoJa .. se seca .. se gira 900 y se coloca en una segundo mezclo de solventes poro un nuevo 

corrimiento. Los aminoócldos son revelados con ninhidrino y se identifican por medio del Rt 

(movilidad relativa al solvente)# el cual es constante bajo las mismos condiciones de onólisis (3). 

3.3.2 Electroforesis. 

La electroforesis de alto voltaje es una de los técnicas con mayor utilidad en el área de la 

bJoqufmlca. Se basa en lo separación de los aminoácidos# cuya carga neta depende del pH# 

en un campo eléctrico de corriente directa. En el onólisis de omlnoócidos se usan hojas de 

papel o copos finas de celulosa en polvo como soportes Inertes. Los separaciones se llevan a 

cabo en un campo de 2000 a 50CXJ V durante 0.5-2 horas y dependen de lo cargo neta del 

anfotJto asf como de su peso molecular. Para revelar e Identificar en el electroferograma se 

utilizo nlnhldrino (3). 

3.3.3 Cuontlficoción de tiroslno por espectrofotometrlo de UV. 

Existen intentos por cuantificar de un modo mós exacto y selectivo los aminoácidos susceptibles 

de degradación durante la reacción de hidrólisis: en el caso de tiroslna# se toma ventaja de la 

relativamente alta absorbancia en la región UV de estos restos en proteínas de alimentos. lo 

cual permite evitar el proceso de hidrólisis y# bajo ciertas condiciones del espectrofotómetro de 

UV (cuarta derivada de los espectros obtenidos por diferenciación electrónica a una velocidad 

de barrido de ""80 nm/min)# evitar Ja interferencia de los otros aminoócidos que generan 

respuesto en esto zona del espectro (26). 
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3.3.4 Cuantificación de amino6cidos .. como hidantoinas. por HPLC de fase reversa. 

Otra adaptación es la formación de hldantoinos de los aminoácidos .. haciéndolos reaccionar 

con cianato de potasio (K.CNO). Estos derivados pueden ser separados en cromatografía de 

líquTdos de fose reversa. En la actualidad. esta metodología es útil en la secuenciación de 

proteínas y pépttdos. pues permite la identificación del resto amino terminal de una cadena; 

esto permltiña especular acerca de su posible traslado al anólisis de ominoócldos en alimentos. 

pues el proceso es muy parecido a lo secuenclaclón con ayuda del reactivo de Edman. PITC. el 

cual. después fue utilizado con éxito en Ja cuantificación de aminoácidos en matrices tan 

complejas como los alimentos [27). 

3.3.5 Cromatografía de gases. 

La cromatograffa de gases es la mayor alternativa para el análisis de aminoácidos después de 

HPLC; la desventaja principal es la formación de un derivado volátil de los aminoácidos 

(olquilación). siendo el punto con mayor probabilidad de error. pues Ja derivatización difiere de 

aminoócido en aminoócldo y es poco reproducible {25). 

3.3.6 Cromalogralla de llquldos de alta resolución (HPLCJ. 

A pesar de que se ha conseguido adaptar con éxito el fundamento propuesto por Moore y 

Steln en la cromalogralla de líquidos de alta resolución (HPLC. por sus siglas en inglés). por lo 

general no ha sido muy común su uso. 

Uno de los principales inconvenientes es el costo de Jos columnas de intercambio fónico paro 

HPLC. 

la cuantificación por HPLC de fase reversa ha sido una de lfls más importantes adaptaciones al 

análisis de aminoácidos del material proteínico en muestras de naturaleza dive~a {25). 
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4. ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS P'Olt HP'LC DE FASE REVERSA 

La cromatografía de fose reversa utiliza las propiedades de solubilidad de la muestra. de 

manera muy similar a los mecanismos de extracción por solvente: Ja partición de una muestra 

entre un solvente hldrofílico y uno hidrofóbico. El grado de partición depende directamente del 

grado de solubilidad de lo muestra en los distintos solventes. 

La (mica manera de separar aminoócidos empleando columnas de partición. en 

cromatografía de líquidos de fase reversa. es formando un derivado que reduzca la polaridad 

de estas especies. 

Aun cuando se forman derivados. ciertos grupos (·COO· y -NH3+ .. princlpalmenteJ pueden 

conservarse Ionizados. lo cual no permitiño que fueran retenidos de modo adecuado en lo fase 

estacionario .. modificóndose el grado de partición entre los dos foses. El uso de solucJones de pH 

amortiguado .. permite controlar el grado de ionJzocJón y .. por lo tonto .. manipular eficientemente 

el grado de partición que rige la separación. 

Las fases estacionarias mós populares en el anólisis de aminoócfdos son C1e: cadenas de 18 

6tomos de carbono ligados a la sílice (octadecilsilano) .. en tanto que Ja fase móvil tiene mayor 

diversidad en sus caracterfstlcas.. pues se emplean solventes orgónfcos (tetrahfdrofurano .. 

metanol o acetonltñlo) mezclados con soluciones acuosas de pH amortiguado [25 .. 28-29]. 

4.1 Deñvatlzacl6n 

En algunos casos es c~.':''.~~~!e~~.~ ::transformar los componentes de una muestra en otros 

compuestos, antes o después 'cie proceder a su separación cromatogróflca. 

Este tratamiento puede:. ser i:iecesario para: 

1) Reducir la polo~dOd de las especies y de este modo utilizar columnas de reporto y no de 

intercambio lónico. 

2) Aumentar la respuesta del detector para todos los componentes de Jo muestra y 

3) Aumentar selectivamente Ja respuesta del detector para determinados componentes 

de la muestra. 
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Debido a lo polaridad de los grupos carboxilo. amino y los grupos funcionales de algunos de los 

cadenas laterOles de los amlnoócidos. Y a la ausencia de un cromóforo que permita su 

detección espectro~o~~métrf.ca · ,e·n· la mayoría de ellos (solo tirosina. trfptofano y fenilolanino 

cuentan con- ·uno). e.S :estricfa,:...;ént'Et necesario formar un derivado antes de llevar a cabo lo 

seporació~·en--c;ol~míi~~-d';;, ~rnbe·l-igado con grupos alquilo. 

La formocíó~-F~-~;~--~~~·~-~-~·~~---~sa':_~ivide principalmente en post y pre columna. después de 

haberles separado y previo a su separación en una columna cromatogróftca. respectivamente. 

La primera. como ya se mencionó. se utiliza en la detección de los amlnoócidos separados en 

una columna de Intercambio fónico. 

Generalmente. los omfnoócidos se hacen reaccionar con nfnhfdrina para su detección 

colorimélrico (derivallzaclón post columna). o con ortoftalaldehldo (OPA) poro su detección en 

la región UV del espectro o por fluorescencia (derivatización pre o post columna). 

Lo formación de deñvados pre columna. odemós de permitir lo separación de los amlnoócidos 

en columnas no polares. facilito su defección (en la región UV del espectro o por medio de 

fluorescencia) y permite hacer selectivo el onólisis. reaccionando primordialmente aminoócldos 

y no otros compuestos que podrían interferir. sobre todo en motrices complejas como los 

alimentos. 

Lo sensibilidad aumenta en el análisis con la derivatizoción pre columna. pues el analito no se 

diluye o lo solida del sistema. o diferencia de fo que ocurre en el anólisis con derivatización post 

columna [30]. 

4.2 Agentes dertvattzantes 

4.2.1 Ortoftaloldehido (OPA). 

El ortottolaldehido (OPA) fue introducido en 1970 y es uno de los reactivos mós comunes en el 

onólisls de aminoécfdos por HPLC de fase reversa. Oerfvatiza aminas primarias y suele emplearse 

en procesos pre o post columna de manera Indistinta. 

A diferencia de la ninhidrfna. los aminoócidos que reaccionaron con OPA. forman aductos 

diferentes. Jo que permite sean separados en cromotogroffa de fase reversa. 
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la reacción ocurre en presencia de un tiol. generalmente 2-mercaptoetanol o etanotiol. lo cual 

permite la formación de derivados altamente fluo~escentes. 

Los derivados de los aminoócidos con OPA pueden ser cetectados a 330 nm en UV; para 

aumentar la sensibilidad del on61isis. se emplean detectores de fluorescencia a longitudes de 

onda de emislón mayores a 430 nm. 

No existe la necesidad de remover el exceso de reactivo puesto que no interfiere en la 

separación o en la detección; aun así, se requieren de sistemas de derivatfzación 

automatizados para obtener reproducibilldad en la reacción. yo que los derivados de Jos 

aminoácidos son relativamente inestables. Otras desventajas son Ja baja respuesta de ctstina y 

Jlslna y la falta de reacción con aminas secundarlas [30). 

4.2.2 Fenilisolioclanato (PITC). 

El fenilisotiocianato. PITC. comúnmente conocido como reactivo de Edman. ha sido empleado 

en la secuenciaclón rutinaria de péptidos y protefnas. 

En 1984. Heinrikson. Meredith. Cohen. Tarvin y Bidlingmeyer .. demostraron su utilidad como 

agente derivotizonte en el anólisis de hidrollzados de ominoócidos por cromatografía de 

líquidos de fase reversa. 

A diferencia de la reocclón de los aminoócldos con ninhidrina u OPA. el PITC reacciona con 

aminas primarias y secundarias. formóndose el mismo cromóforo poro todos los aminoócldos. 

Ademós de ser bastante selectivo. con ésta reacción no se forman derivados disus1ituidos con 

tlrosfna o hlstidino. únicamente lisina y clstino requieren de dos moléculas de PITC para formar el 

derivado. 

Dada la alta volatilidad del PITC. se requieren de grandes excesos para garantizar la completa· 

derivatizacfón. aún asr. sólo una pequeña proporción de los reactivos permanece en el sistema 

y pueden ser fácilmente separables de los derivados de interés. 

La sensibUidad de este método no es tan alto como con lo formación de derivados 

fluorescentes. pero se pueden detectar plcomoles de algunos de los derivados. 
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El desarrollo tecnológico de este sistema de derivatizoción. permite el uso de presión reducido. 

nitrógeno y vacío para eliminar el exceso de reactivos y sub productos y evitar. en lo posible. lo 

degradacfón por oxidación. de los aminoócidos durante la preparación de Jos derivados. 

Una de los principales desventajas es que se requiere de una alta manipulación durante la 

preparación de los derivados (eliminación del exceso de HCI de lo reacción de hidrólisis. 

evaporación a sequedad. redisolución. secado. derivatización. eliminación de exceso de PITC y 

redisolución). lo cual ha generado sistemas semi automatizados que disminuyen en gran 

medida la manipulación. 

Algunos autores han encontrado que la reproducibllldad no es muy buena paro algunos 

am1no6c1dos. en otros. el intervalo de linealidad es muy reducido y que la vida útil de las 

columnas se ve disminuida por la presencia de PITC que no fue eliminado por completo durante 

el proceso de derivattzación. 

Aun asf. es uno de los medios mós utilizados en el análisis de aminoócidos por cromatogrofTa de 

líquidos en fase reversa: fórmulas para lactantes; onólisis de tejidos. ffuldos biológicos o 

alimentos; determinación de lisina disponible en productos alimenticios: Tdentiflcaclón y 

cuantificac16n de los productos de ciertas enzimas de importancia en alimentos como los 

transglutamlnasas: etc. (22.30.32). 

4.2.3 Otros agentes derivatlzantes. 

Algunos otros reactivos se han adoptado paro utilizarles como agentes derivatizantes pre 

columna: el 9-fluorenilmelil cloroformlato fue presentado como agente protector del grupo 

amino en reacciones de síntesis de péptidos. Moye y Boning demostraron que era posible 

formar derivados fluorescentes susceptibles de ser separados por cromatografía de líquidos de 

fase reversa .. la desventaja prfnctpol está en la eliminación de la interferencia que provoca el 

reactivo. pues éste es tan fluorescente como los derivados de los aminoácidos bajo las mismas 

condfciones. 
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Tonto el cloruro de dansilo como el cloruro de dabsilo han sido bien caracterizados como 

agentes derivotizantes. pues forman deñvados fluorescentes de las aminas primarias y 

secundarias. las principales desventajas por las que su uso no ha sido muy popular son 

deficiencias en reacción de derivotización. formación de picos secundarios para el mismo 

omino6cido.,pobre estabilidad de los derivados. alta sensibilidad a la luz y solventes. respuesta 

distinta en un mismo detector con cantidades equivalentes de un derivado y contaminación 

por formación de derivados hfdroxilados y aminados de los reactivos de derfvatización durante 

lo formactón de los derivados de los amlnoócidos. 

Existen muchos otros reactivos que pueden llegar a ser utilizados como agentes derivatizantes. 

su uso. en la mayorfa de los casos. no ha sido completamente desarrollado en la cuantificación 

de amfno6cidos en alimentos. 

Algunos de ellos son: 

,,,. ácido 2.4.6 lrfnilrobencen sulfónlco • 

.,, 1-fluoro-2.4-dinitrobenceno • 

.,, N-succinimidil-p-nitrofenilacetato • 

.,, 4-nitrofenilisotlocianato • 

.,, 1-naftillsocianato • 

.,, fluorescamina. etc. 

Los cuales permiten la formación de aminoócidos derivatizados. fluorescentes o con un 

cromóforo poro lo reglón UV del espectro [30]. 

4.3 AQC: 6-amlnoqulnolll-N-hldroxlsucclnlmldll carbamato. 

En 1992. Steven Cohen y Dennis Michaud. lograron sintetizar un reactivo derivatizante nuevo. 

éste reacciona r6pidomente con las ominas primarias y secundarias en un solo paso en el 

proceso de derivatlzaclón. lo cual implica. necesariamente .. una menor manipulación de la 

muestra durante su preparación. 

B 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidll carbamato permite la formación de derivados 

fluorescentes de los aminoócldos (los derivados también generan respuesta en Ja región UV del 

espectro). 
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Agura 3. Reacción de derivatización entre ominas primarias o secundarias y AQC [33). 

Se requieren excesos de 3 moles a l para generar los máximos rendimientos de lo reacción: Ja 

cual. es poco susceptible a la presencio de soles o detergentes. el m6ximo rendimiento se 

alcanza con valores de pH de entre 8.2 y 1 O. 

El exceso de AQC. en presencia de agua se hidrolizo rápidamente {aproximadamente 15 s) en 

AMQ. NHS y C02. mientras que lo reacción de AQC con aminas primarias o secundarios. da 

origen a la amina derfvatizado correspondiente y NHS como subproducto (figura 3). 

Cuando el reactivo de derlvotizocl6n es insuficiente. Jo reproducibilidod de los aminoácidos 

aspórtico .. glutómico y lisina. es la más afectada. Gróficamente .. se producen uno o dos picos .. 

elutdos cerco de glicina e hfstfdino .. que podrían corresponder- a los dos posibles monoderivodos 

de Ustna (amtnoóc1do que reacciona con dos moléculas de AQC .. una por grupo amino). 

Con un hldrolizado de amtnoócidos recién derivatizado. se produce un pico más. éste eluye 

después de fenilalanina y podría trotarse de un derivado poco estable de tirosina (grupos amino 

y fenal deñvatlzados). el cual se degrada. en aproximadamente 4'-6 horas. al derivado más 

estable: tirosina monoderivatlzodo. La reacción de conversión se acelera calentando a 55° C 

durante 1 O minutos. 
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Los factores de respuesta (constante de proporcionalidad que relaciono la concentración con 

la respuesta) obtenidos por fluorescencta son muy distintos entre si. en parte .. por el efecto de 

bloqueo (que,;,~hlng) .. o reducción de la fluorescencia que el agua provoco en los derivados. 

los mós ofectadps son los derivados polares .. pues al ser eluidos cuando lo composición de la 

fase es mÓyorita~riamente acuosa. generan una respuesta menor que los derivados eluidos 

cuando la fase:·acUosa es mayoritariamente orgónica. El coso más preocupante es de cistina. 

pues .. en conc8ntraciones iguales, genera solo el 5 3 de la respuesta que genera la fenilolanlna 

(derivado con el mayor factor de respuesta). seguramente por efecto de bloqueo Interno de la 

molécula deñvatfzada. 

En general .. los factores de respuesta que se obtienen cuando los deñvados son detectados en 

la reglón UV son slmllares entre sí, solo difieren cistina y llslna. pues son derlvatizados en dos sitios. 

En un detector de fluorescencia (excitación 250 nm. emisión 395 nmJ. el mó>Cimo de emisión de 

la amina derlvottzado no corresponde con el móximo de emisión de AMQ. difieren en alrededor 

de 60-100 nm. Los condiciones cromatogróficos permiten lograr una resolución adecuada entre 

AMQ y el primer amlnoócido derivatizodo en ser eluldo: ácido Aspórtlco (figura <4). lo que 

garantiza que Ja cuantificación no se veró influenciada por la presencia de este subproducto. 

Los otros dos subproductos de fa derivatizaclón.. no registran respuesta en el detector a las 

condiciones de anólisis. 

Los aminoácidos derivatizados también pueden ser detectados en la región uv del espectro. a 

una longitud de onda de 254 nm; en estas condiciones, el sub producto de la reacción. AMQ. 

genera una respuesta muy intensa. por lo que .. para evitar interferencias. debe haber resolución 

suficiente entre el pico de éste y el del ácido ospártlco (figuro 5) (33-34]. 

Aun cuando se trata de un reactivo relativamente nuevo.. se han desarrollado un número 

importante de aplicaciones en el análisis de aminoácidos en muy distintas matrices: péptidos 

sintéticos.. glicoproteínas. alimentos. granos.. amino azúcares .. aminoócidos libres en plasma .. 

Identificación y cuantificación de aminoócidos no protefnicos que son neurotóxicos~ etc. (35-

40]. 
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Ffgura ..... Cromatograma de la separación de un hldrotlzado de proteína de cacahuate 
Derivatlzación con AQC; 1 AMQ. 2 Asp. 3 Ser. 4 Glu. 5 Gly. 6 Hls. 7 NH>. 8 Arg. 9 Thr. 1 O Ala. 11 Pro. 
12 6cldo a amlnobutfrlco (estóndor fntemo). 13 Cys. 14 Tyr. 15 Val. 16 Mel. 17 Lys. 18 lle. 19 Leu. 
20 Phe. . 
Columna Nova Pak C1a 3.9 x 150 mm. Detector de fluorescencia excitación 250 nm. emisión 395 
nm[41] 

Los derivados de AQC. han probado ser mós estables que los derivados de PITC. ademós. el 

exceso del reactivo no genera Impurezas que interfieren en el análisis o en la vida útil de la 

columna, se requiere de mucho menos tiempo en Ja preparación de los derivados con AQC y, 

por lo tanto. de menor manipulación. 

Ademós. también se reporta que la precisión del sistema se ve menos influenciada por la 

composición de los solventes cuando se forman derivados con AGC. lo cual es una ventaja muy 

Importante (34). 

El on61isls de aminoócidos puede llevarse a cabo en 35 minutos (contra las casi 4 horas del 

anólisls por cromatografTa de intercambio fónico). El método presenta intervalos muy amplios de 

linealidad para todos los aminoócidos y limites de detección desde 40 fmol para fenilalanina. a 

800 !mol para cistino (33). 
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5. CllOMATOGlllAFfA DE LÍQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN (HPLC) 

5.1 fundamentos 

La IUPAC define la cromatogroffa como un ºmétodo usado primariamente para lo separación 

de los componentes de una muestro. en la cual estos se distribuyen en dos foses. una de las 

cuales es estacionaria, mientras la otra se mueve. Lo fase estacionaria puede ser un sólido, un 

lfquldo retenido sobre un sólido o un gel y puede estar extendida como uno capo o distribuida 

como uno pelfcula. La fase móvil puede ser lfquida o gaseosa". La separación se efectúa 

mediante una gran variedad de técnicas v las diferencias moleculares en las que se 

fundamenta son muy diversos: carga. peso molecular. polaridad del enloce .. potencial redox.. 

pKa y estructura de los Isómeros o qulralidad ["3-«). 

En general. la separación de los componentes de una mezcla ocurre por migración diferencial 

durante su poso a través de una columna empacada con la fase estacionaria. lo cual formo 

distintas interacciones con los moléculas de la mezcla. en función de sus propiedades físfco

químicas. La fuerza de las interacciones se debe a los campos eléctricos. inducidos o 

permanentes. o a fuerzas de Van der Wools. 

La separación cromatogrófica se considera como el resultado de un número elevado de 

extracciones individuales. una tras otra. los cuales pueden describirse con constantes de 

partición (Ko): 

[anolito]fase estacfonorta 
Ko= 

[analito]rose móvil 

En la cromatografía de fase reversa. los aminoácidos deñvatizados se .. disuelven" en la columna 

de sílice enlozado con cadenas de 18 ótomos de carbono. provocando su retención; la mayor 

o menor proporción de acetonitrilo en la fase móvil permite ºextraer" los solutos. permitiendo 

que el sistema semeje un proceso cromatogrófico de partición o reparto. Los salutes se reparten 

en el recubrimiento superficial. el cual semeja una capa sumamente delgada de disolvente 

orgónico. con lo que el proceso de una extracción simulada líquido-líquido puede ser descrito 

por una constante de partición. Ko. 

45 



ANTECEDENTES 

La velocidad promedio de migración. de uno fose a otra .. de una molécula depende del 

tiempo promedio que se asocia o lo fase estoclonarla en comparación con el tiempo que se 

desplazo con la fose móvil. 

Cualquier mecanismo que modifique el balance de las interacciones soluto - fase estacionario 

(pH. fuerza lóntca. polaridad.. temperatura) es utilizado con lo finalidad de retener 

selectivamente los componentes de Ja mezcla en la columna. provocando la migración 

selectiva de los componentes a la fase móvil. haciendo que sean eluidos por ésto. 

En la próctica se requiere de un sistema de detección capaz de monitorear los cambios que 

ocurren en la salfda del sistema. evaluando alguna de las propiedades físico-químicas de los 

anolltos (absorbencia en la regfon UV o fluorescencia • en el caso del análisis de aminoácidos 

deñvatizados con AQCJ. 

Un cromatogroma es la expresión gráfica del desarrollo de la separación. se grafica fa 

respuesta generado en el detector en función del tiempo transcurrido a partir de la 

introducción de la muestra en el sistema. dando oñgen a picos que semejan una curva de 

distribución normal o Gaussiona (figuras 4-6) (28,-45-50). 

la distribución de todas las concentraciones de un soluto al equilibño es constante. por lo que 

todas las concentraciones de la banda cromatográfica saldrán de la columna con la misma 

velocidad. dando origen a una curva de eluclón simétrica. Ademós. la columna actúa como 

un instrumento de dilución. por lo que la muestra siempre será eluida en un volumen mayor al 

volumen original. por lo tanto. la dispersión de la banda es inevitable y Ja elución se aproxima a 

una curva Gaussiana (28.45). 
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Fragmento de un cromatograma de lo separación de un hidrolizado de proteína de 
cacahuate. Derlvolizoclón con AQC. 1 AMQ. 2 Asp. 3 Ser. -4 Glu. 5 Gly. 6 Hls. 7 NH,. 8 Arg. 9 Thr. 
Columna Novo Pak C1e 3.9 x 150 mm. Detector de fluorescencia excitación 250 nm .. emisión 395 
nm[41] 

5.2 l'arómetros crornatog<ótlcos (28.45-46) 

En el campo de la química. el término parámetro se emplea para referirse a una cantidad que 

toma diferentes valores y caracteriza un proceso. Los parámetros cromatográficos permiten 

tabular y comunicar los datos con mayor facilidad. 

5.2.1 Tiempo y Volumen de retención. 

El tiempo o volumen de retención permiten Identificar a un componente dado.. pues son 

coracterfsticos bajo condiciones de trabajo constantes. El grado de retención de un compuesto 

particular en una mezcla es expresado, generalmente, en términos de tiempo (fr) o volumen de 

retención (vr). 

TESIS co~ -
FALLA DE OhlGlN l 
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El tiempo muerto (to) es el tiempo requerido para eluir un soluto que no se retiene en la fase 

estacionaña. el volumen muerto (vo) es el volumen mínimo de .rase móvil que transporta a un 

anollto dado y corresponde al volumen que ocupa la fase móvil en los resquicios de las 

partículas de lo fase estacionaria en la columna. 

El tiempo de retención corregido (tr'J es el tlem.f:>o.:que dura la Interacción fase estacionarfo

anallto. se calcula restando el tiempo mu8rt0 d81 t1;"1po de retención. El volumen de retención 

corregido (vr'J es el volumen de la tase móvil necesario para lograr elulr un compuesto retenido 

en la columna. Se obtiene restando el volumen muerto del volumen de retención (ffg~ra 6J .. 

5.2.2 Ancho de pico. 

El ancho del pico a la base (Wb). ayuda a calcular la eficiencia del slslema y es la porción de la 

línea base Jntersecada por Jos tangentes al pico. W112 es el ancho del pico a la mitad de la 

altura (h); siendo ésta. una medida mós reproducible y adecuada para evaluar manualmente 

la eficiencia del sistema. pues permite describir picos cuya línea base no esté claramente 

delimitada o no semejen una curva Gaussiana. Un sistema eficiente produce picos delgados 

(frgura6). 

5.2.3 Platos teóricos. 

El número de platos teóricos (N) representa el poder de separación de una columna. una 

columna eficiente tiene un número elevado de platos teóricos. pues cada plato teórico 

represento un equilibrio teórico de distribución del soluto entre los foses. El valor de N es una 

medida de la eficiencia. 

5.2.4 Altura equivalente de un plato teórico. 

La altura equivalente de un plato teórico (H) es et segmento de una columna a la que 

corresponde un plato teórico. Es la medida inversa de la eficiencia: entre menor sea la altura 

equivalente de un plato teórico. el sistema es mOs eficiente. ya que. teóricamente .. el sistema 

requiere de menor cantidad de tase estacionario paro obtener un equilibrfo de separación. 

dando la posibilidad de que a lo torgo de la columna ocurran muchos equilibrios mos. 
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5.2.5 Factor de capacidad. 

El factor de capacidad (K'J se define como la rozón de la cantidad de soluta en la rase móvil al 

equflibrfo. Es Igual a la relación del tiempo que el soluto permanece en Ja fase estocionoña 

respecto al tiempo que permanece en lo fose móvil. 

se recomiendan valores mayores a 2. para que el tiempo muerto no Interfiero con Jos picos. y 

menores a 15. pues a mayor retención. se produce un mayor ensanchamiento de Jos picos 

debido o lo Inevitable dilución (figura 6). 

5.2.6 Selectividad. 

La selectividad (a) mide los diferencias relativas entre la interacción de dos solutos con Jo fase 

estacionaria. Un valor mayor de a significa una columna m6s selectiva e Implica una mejor 

separación entre solutos. 

5.2.7 Resolución. 

La resolución (Rs) es la medida cuantitativa del grado de separación entre dos solutos. Es una 

expresión que relaciona el ancho de dos picos eluldos. con la distancia entre sus m6ximos. A 

mayor valor de resolución. mayor grado de separación entre picos. La resolución es función de 

la selecllvldod (a). ellclencla (NJ y retención (K'J de un sistema. La resolución se ve afectada 

por: eficiencia de la columna. tamaño de partfcuro. velocidad de flujo. presión en la columna. 

longitud de la columna. interacciones soluto-solvente y solvente-solvente. A medida que 

aumento la resolución. el contenido relativo de impurezas disminuye. 

5.3 Elemento1 bálk:OI de crornatogralla 

Los elementos bósicos de un sistema de anólisls cromatogrófico son: fase móvil. sistema de 

bombeo .. inyector, columna. sistema de detección y sistema de registro y anólisis de datos. El 

resultado del anóllsis depende de las Interacciones que se forman en el sistema lnstrumento

operoricr-método [28]. 
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5.3.1 Fase móvil. 

la cromatografía de líquidos en fose reversa requiere del uso de mezclas de solventes orgánicos 

(acetonitrilo al 60 3) y acuosos (buffer acetato de sodlo/ócido fosfórico. pH = 5.02) paro lograr 

lo elución de los aminoácidos derivatizados retenidos en lo columna no polar. B control del pH 

permite lograr la separación de las moléculas con ótomos de hidrógeno lonizobles (ácidos 

aspórtico. ácido glutómico. histidina. arginina y los grupos carboxifo del resto de los 

aminoócidos). pues mantiene bojo control el grado de disociación (47). 

La proporción de las dos fases cambia en función del tiempo: mayor proporción de agua con 

pH regulado al Inicio. para lograr la eluclón de los aminoácidos más polares. y mós fuerte 

(mayor proporción de modificador orgónlco) hacia el final de coda corrida. lo que permite la 

eluclón de los deñvados menos polares (isoleucina. leucina. norfeucina y tenilalanina). 

la preparación de la fase móvil garantiza reproducibllldad en los resultados y tiempos de 

retención. La diferencia en la preparación de uno mezcla. produce modificaciones en la 

selectividad del sistema. reproducibilidad de los tiempos de retención y respuesta del anallto en 

el detector (por ejemplo. el agua bloqueo lo Huorescencia de los aminoácidos derivatizados 

con AQC. quenchlng). Aun asi. siempre que lo preparación de la fase móvil se lleve a cabo del 

mismo modo y bojo condiciones controladas. se obtendrán resultados reproducibles. 

Ademós de la preparación de las fases móviles. se debe destacar lo importancia de la filtración. 

para la elfminación de partículas que potencialmente podñan dañar las bombas o tapar Jo 

columna; y la degaslficoción. que permite evitar la formación de burbujas en las bombas o en 

los detectores. la pérdida de respuesta en ciertos detectores por efecto de bloqueo v Ja 

oxidación de analitos por la presencia de oxigeno. 

En general. se usan membranas elaboradas con polímeros insolubles a la fase que se filtra y de 

tamai'\o de poro que oscila entre los 0.22 y 0.45 µ.m en combinación con vacfo con el objetivo 

de filtrar y degasificar las fases en un solo paso (figura 7). El vacío. a diferencia de otros medios 

de degasificaclón. provoca una disminución en la solubilidad de los gases al disminuir lo presión 

(47). 
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Aguro 7. Sistema de filtración y degoslftcoclón de fose móvil 

5.3.2 Sistema de bombeo. 

Las bombas deben ser aptas para proporcionar el flujo adecuado paro el método (1 ml/minJ. 

entregar con exactitud el flujo establecido (volumen entregado por unidad de tiempo) v 
mantener en un mínimo grado la inestabilidad de la línea base por diferencias en la entrega de 

solvente o sincronía de los pistones [47). El mal funcionamiento de los sistemas de bombeo 

puede ocasionar bajo precisión en la obtención de los tiempos de retención v áreas de cada 

pico .. además de deficiencias en el grado de separación de los derivados de amlnoócldos. 

sobre todo si se considera que se deben separar 20 analitos en un sistema de gradiente: 

entrega de distintas proporciones de las dos foses en func16n del tiempo. 

5.3.3 Inyector. 

Los inyectores son vólvulos que orientan la fase móvil hada la columna .. pasando o no .. según su 

posición .. por un loop de 20 µL (comúnmente). Es a través de este último por donde Ja muestra 

será introducida (inyectada) al sistema. Si el loop es manual.. puede ser llenado total o 

parcialmente. En el primer caso~ se requiere de al menos S veces el volumen nominal del loop .. 

lo que permite obtener una precisión de hasta O.OS ~- SI se llena parcialmente .. la precisión de la 

inyección está casi completamente influenciada por la precisión de la jeringa con la que se ha 

de introducir la muestra. Con ésta técnica se pueden lograr precisiones hasta del 0.3 3 [47). 
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5.3.4 Fase estacionario. 

lo cromatografía de fase normal basa su funcionamiento en las interacciones que se forman 

entre los grupos libres de la sílice y los moléculas* siendo necesario un solvente no polar para 

elulrtes. Lo cromotograffa de fase reversa emplea una columna no polar paro interactuar con 

los analifos. siendo empleada una fase móvil polar para lograr la eluclón. la tabla 5 muestra un 

resumen de las diferencias principales entre los tipos de cromatografía. 

Tabla 5. Algunas de las principales diferencias entre la cromatograffa de líquidos de fase normal 
y de fase reverso. 

Polaridad de la columna 
Polaridad del solvente 

Orden de etuclón 
Efecto del Incremento en la 

polaridad del solvente 

Fase Normal 
Alta a Media 
Baja a Media 

de Menor a Mayor Polaridad 

Reducción en tr 

Fase Reversa 
Baja a Media 
Media a Alta 

de Mayor a Menor Polaridad 

Aumento de tr 

En el anóllsis de aminoócldos derivatizcdos con AQC, la cromatografía de fose reverso empleo 

-C1sH37 como grupo funcional enlazado a la sílice. se le conoce como octadecil silano (ODS) o 

simplemente C1s. 

Lo pñncipal desventaja de los soportes de silice estó en su susceptibilidad al pH; por debajo de 

2. se hidrolizan los grupos funcionales enlazados, en tanto que valores superiores a 8, la sílice se 

disuelve, perdiéndose la integridad de la columna. 

El tipo de sílice del soporte. el diómefTo de las partículas que forman el soporte, el tamaño de los 

poros en las partículas. la concentracJón del grupo funcional ligado a la sílice y la cantidad de 

grupos funcJonales de la sílice sin enlazar. son los factores que se deben tener en cuenta para 

alcanzar reproducibilidad entre los anólisis realizados entre distintos laboratorios o distintos 

operadores [28.47-50]. 
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5.3.5 Sistemas de detección. 

Los sistemas de detección deben contar con: amplio intervalo de respuesta lineal. evitar el 

ensanchamiento de banda extracolumnar. generar una respuesto para todos los solutos. ser 

altamente sensibles. evitar que Jo señal sea modificada por cambios en la temperatura. poseer 

una alta relación señal/ruido. evitar la degradación de la muestra y responder con alta 

velocidad o los cambios instantóneos. 

Los detectores de absorbencia son los mós usados en HPLC. Su funcionamiento consiste en 

medir la fracción de luz que atravieso una solución con lo muestra~ a una determinada longitud 

de onda. La respuesta generada. absorboncia. es directamente proporcional a la cantidad de 

muestra que absorbe la luz incidente 

La espectroscopia de fluorescencia es el fundamento de otro tipo de detector. mucho más 

selectivo y de alta sensibilidad. Se fundamenta en la capacidad de algunas moléculas para 

absorber energía radiante a una longitud de onda. lo cual excita un electrón. éste. al volver a su 

estado basal. emite energía radiante a una longitud de onda mayor. fenómeno conocido 

como fluorescencia y que es directamente proporcional a la concentración[28."47.St]. 

El análisis de los derivados de los aminoócidos requiere. idealmente. de un sistema de 

detección por fluorescencia. El uso de un sistema de luz UV. ademós de volver menos selectivo 

y sensible el anólisis, propicia deficiencias en la obtención de la línea base. pues se utiliza uno 

sal que genera respuesta en la misma longitud de onda que los derivados (33]. 

5.4 Ensanchamiento de las bandas 

Existen distintos factores que provocan el ensanchamiento de los picos. el cual no es deseable 

pues con picos mós anchos. la resolución es menor. y. por lo tanto. la pureza de cada banda 

cromatogrófica no es adecuada. 

Los factores de ensanchamiento intra columna más estudiados son: 

.;" Difusión de Eddy. Es función de la sinuosidad del .. camino" .. Jos partículas se moverán 

mós rópido por los caminos mós amplios. 
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""' Difusión longitudinal (difusión molecular). Resulto de lo difusión de los solutos en dirección 

del flujo de la fase móvil • 

.,,, Transferencia de masa en la fase móvil. Se subdivide en dos términos: transferencia de 

masa a la fase móvil en movimiento y transferencia de masa a la fase móvil estancada. 

En la transferencia de masa a la fose móvil en movimiento. los solutos se moverán mós 

rópido por el centro de Ja ruta que si están cerca de la superficie de las partículas. 

Mientras que en Ja transferencia de masa a la fase móvil estancado. los solutos tardarán 

más en salir si se encuentran en la fase móvil estancada pues deben abandonar el 

volumen estancado para entonces salir con el volumen en movimiento • 

.,,. Transferencia de masa de lo fase estacionaria. Aquí. las moléculas que difunden mós 

profundo en la fase estacionaria tardarón mós en alcanzar la fase móvil. por lo que 

serón dejadas atrás por la mayorfa de las moléculas. 

Existe un valor de velocidad de flujo en el cual la altura equivalente de un plato teórico es 

mfnima. dando como resultado picos delgados. Con flujos bajos. el ensanchamiento se debe 

principalmente a la difusión longitudinal. en tanto que a velocidades altas. el ensanchamiento 

es resultado de deficiencias en la transferencia de masa. 

Existe otro tipo de ensanchamiento de bandas. se le conoce como ensanchamiento extra 

columna y generalmente está asociado a problemas can la tuberfa que permite la circulación 

de fluido en el sistema y con deficiencias en el sistema de detección (28.45-46). 

5.5 Cuantlllcaclón en cromatografía 

Para cuantificar un componente dado es necesario que la recuperación sea cercana al 1003 

(que sea eluida y detectada la totalidad del analito que ingresó en la columna). adem6s. los 

componentes no deben sufrir modificaciones químicas durante el curso de la separación. 

La cuantificación precisa se lleva a cabo con facilidad cuando la señal del detector se 

encuentra en una escala que es exactamente lineal con respecto a la concentración de cada 

componente. Cuando la señal de respuesta es lineal. la concentración de la especie es 

proporcional al órea bojo la curvo de la función respuesta = f{tlempo). El área es la integral de 

Ja curva graficada. 
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En lo actualidad. los Integradores y computadoras calculan numéricamente el órea tras ubicar 

la línea base; si los picos no se resuelven en su totalidad. la ubicación outomótico de la líneo 

base puede ser errónea. En el caso de un registrador. Ja velocidad con la que el papel se 

desplaza también Influye en la precisión del análisis. 

Para cuantificar Jos componentes identificados. se inyectan soluciones de concentración 

conocida. para después comparar el área del anolito en la muestra contra el órea del estóndar 

(estóndor extemo). También es muy común y altamente recomendable. obtener curvos de 

calibración. es decir. modelos matemáticos que describen el comportamiento de la respuesta 

(área bojo lo curva) que produce un onalito dado a distintos niveles de concentración. 

El método de cuantificación con ayudo de un estóndor intemo. permite determinar lo 

concentración del analito en la muestra calculando la relación de las óreas analito a estóndar 

intemo. Un estóndar interno es un analito que produce una respuesta de caracteñstfcas similares 

y tiene propiedades físico químicas comunes con el analito en cuestión; el estóndar fntemo no 

debe encontrarse en la muestra y no debe interferir en la respuesta que genera el anolito. Este 

método permite compensar errores en Ja inyección y. o veces. deficiencias en la preparación 

de las muestras. 

En ambos casos. se pueden obtener factores de respuesta y curvas de calibración. En el 

presente frobojo se utilizó norleuclno (ominoócldo slnféfico) como est6ndorlnterno (28). 
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6. VALIDACIÓN DE MÚODOS ANALÍTICOS 

6. 1 Definición 

Un método anaHtlco se define como la secuencia de actividades que se deben cumplir para 

llevar acabo el an61isis de un componente especifico (analito) en una muestra. la validación es 

proporcionar la información necesaña para comprobar que un método cumple con el objetivo 

para el que fue diseñado. es decir. es la evidencia documentada. de los estudios de 

laboratorio. de que un método satisface con seguridad los requisitos paro su apllcaclón 

analftica. permitiendo lo obtención de resultados confiables y cercanos al valor real. 

La evidencia documentada de la validez de un método se expresa por medio de la evaluación 

de distintos parámetros: linealidad. exactitud. precisión. repetibilldd, reproducibilidad. lfmites de 

detección y cuantificación. especificidad .. tolerancla .. robustez y estabilidad .. en función de las 

caracterfsticas del anóllsfs. Cada parámetro debe cumplir con ciertos criterios de aceptación 

para considerar que la metodología es válida. 

Los métodos que aparecen en la literatura oficial reconocida (Farmacopea de los Estados 

Unidos Mexicanos. métodos oficiales de anólisis de la AOAC .. etc.) se consideran vólidos y solo 

deben cumplirse uno etapa de adecuación .. verificando que los resultados obtenidos cumplan 

con los criterios de aceptación (47,52-56]. 

6.2 Unealldad 

La linealidad es la proporcionalidad que existe entre la concentración de un analito y la 

respuesta (directa u obtenida por medio de transformaciones matemáticas definidas) que 

genera. Se utiliza el modelo de la ecuación de la línea recta (Y = mx + b) para su evaluación. 

También se evalúa el intervalo dentro del cual se cumple dicha proporcionalidad. 

Existe la posibilidad de que la proporcionalidad buscada no sea descrita por un modelo lineal. 

Pueden utilizarse otros modelos matemáticos que permitan obtener la proporcionalidad entre la 

respuesta generado y la concentración de un analito dado .. siempre que sean cubiertos los 

requisitos específicos para el modelo encontrado. 
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La linealidad del sistema es la proporcionalidad del anólisls de estándares de referencia en el 

sistema de cuantificación. Permite obtener curvas de calibración que relacionan Ja respuesta 

que genera el onollto (Y) en una metodología dada. con Ja concentración de soluciones 

estándar del onollto (x). Las curvos de calibración se preparan con al menos 5 niveles de 

concentración del estóndar. cado nivet al menos. por triplicado. 

Lo ecuación que descñbe la tendencia se obtiene por el método de cuadrados mínimos. 

donde se obtienen coeficiente de determlnacl6n (r2). pendiente (m) y ordenada al origen <.bl: 

ademós se estima el intervalo de confianza de la pendiente. El coeficiente de determinación 

debe ser mayor a 0.98 para considerar adecuado el modelo lineal: el Intervalo de confianza de 

la pendiente no debe Incluir el cero. pues esto lmplicarfa que no existe proPorcionalidad alguno 

entre la respuesta y la concentración. También se recomienda encontrar el Intervalo de 

confianza para Ja ordenada al origen. si éste Incluye el cero. se considera que es adecuado 

analizar muestras comparando su respuesta contra la respuesta generado por un estándar en 

un solo nivel de concentración. es decir. sin necesidad de una curva de calibración para cada 

análisis. 

La linealidad del método es el comportamiento entre la concentración del compuesto de 

Interés. en la muestra. y Jo respuesto obtenido. descrito mediante lo ecuación de la línea recto. 

En este punto debe abarcar lo metodología involucrada en la preparación de lo muestro 

(extracción. purificación. formación de derivados. etc.). Permite asegurar que los resultados que 

se obtengan serón directamente proporcionales o la concentración del anolito en la muestra. 

dentro de un Intervalo dinómlco de trabajo y después de haber preparado lo muestro de modo 

conveniente para su an611sls. Se utilizan al menos tres niveles de concentración. 

Existen dos formas de evaluar la linealidad del método: 

.,,,. Cuando se conoce la totalidad de los componentes de la matriz donde se encuentra el 

anolito. se prepara un placebo y se adiciona. en tres niveles de concentración. el 

anolito a cuantificar. el anólisls se hace por triplicado . 

.,,,. Cuando no se conocen los componentes de la matriz. se utiliza la muestra mismo como 

motriz; sin adicionar y adicionando tres niveles mós de concentración. cada uno por 

triplicado# el onolito o cuontiffcor. En coda nivel. se mantiene constante lo cantidad de 

muestra utilizado~ con lo finalidad de restar este resultado de los muestras adicionadas. 
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Cuando no es posible adicionar de manera directo el analito a lo muestra. la adición se 

hace en alguna de los primeras etapas del método. para lograr asegurar que las etapas 

posteñores no dan lugar o resultados incorrectos. 

Los niveles de odJci6n se realizan considerando que los resultados obtenidos estarán dentro del 

intervalo de linealidad del sistema. Se utiliza como referencia la misma sustancia adicionada. La 

metodología de Ja cuantificación debe ser realizada por el mismo analista y bajo las mismas 

condiciones. 

En ambos casos. se reporta la cantidad recuperada (Y) en función de la cantidad adicionada 

(x). También se utiliza el método de cuadrados mínimos para calcular la pendiente (m). 

ordenada al origen (b) v coeficiente de determinación (r2). Se estiman también .. los Intervalos 

de confianza paro la pendiente y la ordenada ol origen. adem6s del coeficiente de variación 

de Ja regresión. El coeficiente de determinación debe ser mayor a 0.98 para considerar que el 

modelo lineal es adecuado; el intervalo de confianza de la pendiente debe incluir el uno. 

mientras que el intervalo de confianza de lo ordenada al origen debe incluir el cero. Si no 

ocurre asf. es posible utilizar los modelos obtenidos para encontrar factores de ajuste que 

permitan llevar los valores encontrados en el anólisis de muestras al valor real [52-54.56). 

6.3 Exactitud 

Se define como lo concordancia entre un valor obtenido. empleando el método. y el valor de 

referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro del anólisis de muestras o placebos 

adicionados (cantidad cuantificada I cantidad adicionada x 100). El Intervalo de confianza del 

promedio de recobro debe incluir el 1003 o. el promedio aritmético. de al menos 6 

determinaciones. de la recuperación debe estar incluido dentro de un intervalo dado en 

función del tipo de anólisis que se realiza. 

SI el método lo permite y se cuenta con justificación para ello. se pueden utilizar factores de 

corrección cuando no se alcance el 100 % de recobro utilizando el método que se está 

validando. 
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Cuando se hace lo evaluación de fa linealidad del método. puede determinarse 

simultóneamente la exactitud del método, pues en lo evaluación de cada nivel de 

concentración adicionado. se determino la cantidad de muestra recuperada [52.54.56). 

6.4 P'reclsl6n 

Es el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el método se aplico 

repetidamente a múltiples alícuotas de una muestra o referencia homogéneos. Se expresa 

matemóticamente como la desviación est6ndor relativo (RSD) o coeficiente de varlocfón 

(%C.VJ: desviación estándar muestro!/ media añtmético x 100. 

Este punto incluye la precisión y adecuabilidad del sistema y la precisión del método. 

Lo evaluación de adecuabilidad permite encontrar el error en el análisis debido únicamente al 

equipo. Se examina seis veces una solo muestra. empleando las mismas condiciones en el 

cnóllsls. 

La precisión del sistema se determina a partir del anólisis de una solución a un solo nivel de 

concentración .. por sextuplicado. 

La precisión del método (o precisión intermedia) se obtiene del anólisis por triplicado de una 

muestra homogénea o sustancia de referencia en dos días diferentes y por dos analistas 

diferentes (52.54.56]. 

6.5 llepeHblHdad / lleproduclbllldad 

La repetibllidad es la precisión expresada como la concordancia entre las determinaciones 

Independientes. aplicando el método desarrollado. realizadas bajo las mismas condiciones 

(muestra. analista. tiempo. aparato. condiciones. etc.). 

La reproducibilfdad también se refiere a precisión. pero expresada en términos de 

determinaciones independientes. realizadas en condiciones diferentes (analista. laboratoño. 

equipo. etc.). analizando una misma muestra. La desviación estóndar relativa es la forma de 

evaluar la reproducibilidad y/o repetibilidad [52.541. 
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6.6 Senslbllldad 

Cuanto mayor es la sensibilidad de un método. será más probable medir cambios mós 

pequeños en la respuesta del sistema de detección. Los parámetros que lo definen son: el limite 

de detección. que es la mínima cantidad del analito que se puede detectar pero no 

necesariamente cuantificar. y el límite de cuantifrcacf6n. que es la mfnimo concentración del 

analito que se puede determinar con exactitud y precisión razonables. 

Tanto el lfmite de detección. como el de cuantificación. pueden ser estimados a partir de lo 

relación señal /ruido o de los parámetros de la curva de calibración (52.56.57). 

6.7 Especlllclclad / Selectlvldad 

Lo especificidad es lo capacidad de un método analítico para obtener respuesta debida 

únicamente al onalito de interés y no a otros componentes de la muestra. es decir. evaluar 

lnequfvocamente al analito en presencia de compuestos endógenos. La selectividad es la 

posibilidad del método de separar el analito de otros productos. La prueba más simple para la 

evaluación de especificidad es el anólisis de un blanco de la matriz biológica. La evaluación de 

selectfvJdcd. en los métodos cromatogróficos. requiere del anólisis de pureza de cada uno de 

los picos. paro asegurar que el método es capaz de separar un analito de otros productos (56]. 

6.8 Tolerancia / Robustez 

La tolerancia es la reproduclbilldad de los resultados analíticos de una misma muestra bajo 

diferentes condiciones normales de operación (temperatura. reactivos. diluciones. columna .. 

equipo. etc.). La robustez es la capacidad del método de mantener su desempeño al 

presentarse vañaciones deliberadas en los parámetros normales de operación {gradiente. 

composición de lo fose móvil. sistema de detección. etc) (52.54). 

6. 9 EstablRdad 

Es lo propiedad de una muestro. preparada para su cuantificación .. de conservar la Integridad 

fisico qufmica y concentración de la sustancia de interés. después de mantenerle bojo 

condiciones especfficas [54]. 
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1. DIAGRAMA DE FLU.JO 

1.1 Valldac16n de un método para cuanttncar a1T11no6cldo1 por HPLC de fa .. revena 

Preparación de las muestras 
(molienda, secado y 

desengrasado): determinación 
de Nitrógeno 

Pruebas para adecuar el 
sistema de hidrólisis (HCI en fas• 

de vapor, 145° c. 4 horas) y 
preparación de hldralizados 1 

Retroalimentación 

Hldróllsls con HCI 6 N. reftujo 
a 145° c. 4 horas. 

Cromatografía de Intercambio 
lónlco 

Preparación de 
estándares de 
aminoácidos 1 

Retroalimentación 

Pruebas paro adecuar el sistema de 
análisis de aminoácidos por HPLC 

VALIDACIÓN 
(adecuabilidad, linealidad. exactitud, 
precisión, sensibilidad. especificidad. 

tolerancia, robustez. estabilidad) 

Protocola para la 
Cuanfllcaclón d• 

Aminoácidos - HPLC de 
fase revena 

1 se utilizó norteucina 0.1 mM como estóndor lntemo 

Llnealidad del 
sistema 

Análisis de 
muestras: 

repetibilidad 
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1.2 Cuantificación de aminoácidos por HPLC de fa1e revena 

Determinación 
de Nitrógeno 

Preparación de las muestras 
(molienda. secado y 

desengrasado) 

Hldróllsls (HCI en fa1e d• vapor. 
145" c. 4 hora1) 

Adición de Estóndar lntemo '· 
Reconstitución-Extracción y 
Purificación del Hldrolizado. 

Derlvatlzaclón con AQC 

AnóU.ls cromatogróflco. 
Columna AccQ-Tag Nova Pal< Cia. 

tamaño de partícula -4 µm. 
dimensiones: 3.9 mm x 150 mm. 

Fase móvil: buffer acuoso de acetatos 
y fosfatos. pH =5.02; CH3CN 60% en 

agua 

1 se utilizó norfeucina 0.1 mM como estóndar Interno 

METODOLOGÍA 
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2. METODOLOGÍA 

2..1 Preparación de la• muestras 

En la validación de la metodología para cuantificar aminoócidos por HPLC de fase reversa. se 

emplearon muestras de fnjol Negro Jomapa (Phaseolus vu/gorls). frijol Escumite (Phoseo/us 

ocutlfollus) y maíz (Zeo mays). las cuales se hidrolizaron con HCI 6 N en reflujo a 145° C por 

cuatro horas y se analizaron por cromotografla de intercambio fónico. La muestra de fnjol 

Escumite. fue también analizada por HPLC de fase reversa. después de haber sido hldrollzada 

como ya se mencionó. El objetivo de éstos anólisis fue obtener un referente paro evaluar los 

resultados que se obtuvieron con la metodología propuesto. 

Una vez obtenido y validado el protocolo de cuantificación de aminoócidos por HPLC. se 

reallzó la cuanttffcaclón de aminoócidos en las siguientes muestras: 

~ Arroz pulido (Driza solivo); 

.,, 3 variedades de lupinos CLuplnus exo/tatus. Luplnus angustlfolius y Luplnus aschenbomn); 

~ Semilla. germinado. ejote v semilla del ejote de colorln (Erythrino americano). crudos y 

cocidos: 

.,, Residuo de vid (Vitis vlnifera) procedente de la elaboración de vino; y 

.,, Semillas y germinados de tñgo. sorgo. fnlol Tepari (Phoseotus acutifolius). fnlol 

Escumite(Phoseo/us ocutifo/lus) v frijol Combo (Phoseo/us /unotus). 

Cada una de las muestras se hizo pasar a través de una malla de 0.5 mm. en un molino Thomas 

Wiley loborotory Hill modelo "" o en un molino Weber-Bros & White modelo 553853. 

En el caso de muestras con contenido elevado de humedad (mayor o 1 O 3). se eliminó el agua. 

previo a la etapa de molienda. por liofilización {LABCONCO freeze dryer modelo 4.5) o secado 

a ~65° C (estufa de corriente forzada LAB-LINE modelo Imperial 111). Todos las harinas de las 

muestras. cuando el contenido de humedad ya era menor a 1 O 3. fueron secadas (AOAC 

14.004. l 984 (58)) en uno Estufo de Vocio LAB-LINE modelo 3620. después de haber sido molidos. 

Todas las harinas secas. fueron desengrasadas (AOAC 7.063. 198"" [58)J en un aparato de 

extracción Goldfisch de LABCONCO. hasta obtener harinas con menos de 5% de graso. 

En todos los casos se determinó el contenido de nitrógeno total (AOAC 2.055. 1984' [58]). 



METODOLOGÍA 

Los materiales y métodos empleados durante el desarrollo de las siguientes metodologías se 

encuentran en el anexo 111. 

2.2 Detennlnact6n de Nitrógeno total (proteína cruda). AOAC 2.055. 1984 (58). Con 

modificaciones 

2.2.1 Fundamento. 

El método de Kjeldahl cuantifica el nitrógeno total contenido en uno muestro. La conversión o 

proteína se hace multiplicando por el factor 6.25. pues comúnmente. 100 g de protefno 

cuentan con 16 g de nitrógeno (100/16=6.25). 

El método se fundamenta en la combustión. en húmedo .. de la muestra por calentamiento con 

ócldo sulfúrico concentrado en presencia de catalizadores metóllcos para reducir el nitrógeno 

org6ntco a amoniaco. el cual queda en solución al formarse sulfato de amonio. 

El medio se alcaliniza y destila por arrastre de vapor. para desprender el amoniaco y después 

retenerto en una solución de ócldo bórico (HB02H20 = H3B03). donde se forma borato de 

amonio (NH4B(OH¡.). el cual es valorado con HCI. 

Reacción de digestión: 

Destilación y Recepción en ócldo bórico: 

NH4HS04 + NaOH ~ NH3 

NH3 + H3803 + H20 ~ NH4B(OH)4 

En todas las muestras se determinó porcentaje de nitrógeno total con la finalidad de expresar .. 

posteñormente .. el contenido de aminoócidos en 16 g de nitrógeno. 
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2.3 Cuanttncacl6n de arnfno6cldos en un autoanallzador .. previa hldr6Hala con HCI 6 N .. en reflujo. 

4 horas a 145" C. [14] 

2.3.1 Fundamento. 

La determinación cuantitativo de los ominoócidos de una proteína en un alimento, permite 

realizar una evaluación de la posible calidad de dicha proteína. en términos de cantidad y 

variedad de los amJnoócidos indispensables que contiene. Los equipos automatizados .. basados 

en cromatografía de intercambio iónico. permiten obtener la composición de una proteína. 

después de haber sido hldrollzada. con exactitud. rapidez y facilldad. 

La hidrólisis ócfda es el procedimiento generalizado para una gran variedad de proteínas; las 

cuales se tratan con 2.5 - 50CXl veces su peso con HCI 6 N.. mantenfAndo la solución bajo reflujo 

a 145ª e por espacio de 4 horas. 

Los resinas especificas (resina de poliestireno sulfonatada. carga negativa) acopladas a 

bombas especiales que mantienen un flujo constante de las soluciones eluyentes. forman 

interacciones con los aminoócidos cargados positivamente. a manera de un intercambiador 

catióntco. Una vez separados. se hacen reaccionar con ninhidrfna para lograr su detección con 

ayuda de aparatos de registro electrónico automático_. 

Con esta metodología se llevó a cabo el análisis de aminoácidos en frijol Escumite. frijol negro 

Jomopa y mafz lo que permitió establecer lo referencia de la metodología propuesto en este 

estudio. 
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2 .. 4 Cuantificación de aminoácidos por HPLC de fase reversa. previa hldróllsl• con HCI 6 

N en fase de vapor, 4 horas a 145• C (23.33) 

2.4 .. 1 Fundamento .. 

Debido o la polaridad de los aminoócldos y a la ausencia de un cromóforo en la mayor(a de 

ellos. la formación de un derivado antes del anólisls por HPLC de fase reversa es necesaria 

(derivotización pre columna) .. los derivados formados con 6-ominoquinolil-N-hidroxisucclnlmidil 

carbamato son estables y permiten incrementar la precisión del anólisis rutinario de 

amino6cidos por derivatizacióh pre columna. dada la. relativamente. menor manipulación de 

la muestra durante la preparación de los derivados de los aminoócldos liberados después de 

haber hidrolizado la protefna.. El derivado formado también permite mejorar la sensibilidad 

(análisis por HPLC de fase reversa con detección fluorescente o en UV) y selectividad (reacción 

selectiva del reactivo con aminas primarios y Jo secundarios). 

Lo cuantificación de aminoácidos en alimentos sigue a una etapa de hidrólisis. la cual 

comúnmente es lo principal fuente de en-or. debido a la manipulación de las muestras. 

Lo hldróllsls ácido en fose de vapor (HCI 6 N. 0.1% de fenol). es otro adaptación que permite 

incrementar el rendimiento del proceso de hldrólisls. pues las pérdidas por oxidación de 

aminoócldos se reducen gracias a la combinación de nitrógeno y vacfo durante la preparación 

de ras muestras a hldrolizar. el contacto de HCI gaseoso con la muestra y un control eficiente de 

lo temperatura y tiempo de hldróllsls (145º C. 4 horas). Inicialmente disei\odo paro el onállsls de 

péptidos y proteínas puros. se adaptó para su uso en la hidrólisis de proteínas en cereales y 

leguminosas. 

En la cuantificación de los aminoácidos de las proteínas de cereales y leguminosos. se 

combinan la derivatiz.ación con 6 amfnoqulnolil-N-hidroxisuccinimldil carbamato. la 

cuantificación por cromatograffa de líquidos de alta resolución de fase reversa Cpartición de un 

soluto entre una fase estacJonarfa no polar y una fase móvil polar). utilizando norleucina como 

estándar Interno. y lo hldróllsls del material proteínico con HCI 6 N 0.1% de fenol, en fose de 

vapor. a 145° e por 4 horas. 
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2.4.2 Elaboración del protocolo. 

Previó o la valtdoción .. fue necesario desarrollar y/o ajustar las condiciones en las metodologías 

de hidrólisis y cuantificac16n por HPLC para llevar a cabo el análisis de aminoócidos en cereales 

y leguminosos. 

Uno vez que se ajustó el análisis cromatográfico .. se llevaron o cabo distintos pruebas paro 

adaptar las condiciones de hidrólisis .. preparación .. purificación y derivatización de los muestras .. 

todo con el objetivo de elaborar el protocolo que seña validado. El protocolo final se encuentra 

en el anexo 111 y fue obtenido con los resultados obtenidos al evaluar los siguientes variables • 

.;- Preparación de la muestra: secado 

Se pesaron de 2 o t S mg de muestra seca y desengrasada. 

Se evaluó también lo posibilidad de humedecer las muestras con la finalidad de hidratar par 

completo la muestra y distribuirla en los paredes del tubo para mejorar su exposición o los 

vapores de HCI. 

""' Preparación d• las mue1tra1: Hldróllsla en fas• de vapor 

Se probó hidrolizor de 1 o 6 tubos con muestra por vial de reacción • 

.;- Preparación de las muestras: re-hidratación del hldrollzado 

Se sabe que es necesario el uso de HCI para mejorar el proceso de extracción de los 

ominOócidos del tubo de hidrólisis. Se evaluaron 2 concentraciones de HCI (10 y 20 mM) durante 

la re-hidratación de los hidrolizados • 

.;- Preparación de las muestras: re-hidratación y lavado del hldrollzado 

Se supuso que el lavado con ocetonitrilo : agua (20:80). permitirfa mejorar Ja extracción de !os 

amlnoócidos menos polares. Se realizaron pruebas de lavado utilizando el 25. 50 y 9°" del 

volumen de aforo final. Esto permitirla. en principio. sustituir una dilución previa a la purtncación 

de los hldrolizados con ayuda de un cartucho no polar. según lo reportado por Zendejas [60). 

~ P'r•parac16n d• las muestras: dHucl6n - --
Se hicieron evaluaciones utilizando 1 y 5 ml como volumen final de aforo. 
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""' Preparación de las muestras: flttracl6n y purificación del hk:lrollzado 

los muestras necesariamente debieron ser filtrados: se utilizaron filtros de nylon de 0.22 µm de 

tamaño de poro. 

Previo a la purificación con cartuchos no polares. se analizó lo dilución del hldrolizado con 

acetonitrilo al 20 3 en proporción 1 :1. de acuerdo con Zendejos [60). 

También se evaluó la purificación omitiendo el paso de dilución y considerando tínicamente los 

lavados con acetonitrilo al 20 3. 

Los muestras con volúmenes finales de 1 mL fueron analizados solo filtradas o filtradas y 

purificadas con cartuchos no polares. 

Para evaluar la extracción v puñflcación durante lo obtención del protocolo. se comparó el 

óreo de norteucina lograda después del tratamiento contra el área obtenida con un estóndar 

sin mós tratamiento que la derivatización. Esto debido al reporte de las bajas recuperaciones de 

los amlnoócldos no polares cuando se utilizaron cartuchos hldrofóbicos en la purificación [25] .. 

Con el protocolo desarrollado y validado. se procedió al onólisis de algunos cereales y 

leguminosas. 

2.5 Cuanttllcacl6n de aminoácido• por HPLC de rase revena previa hldr611sl• can HCI 6 N. en 

reftuJo. -4 horas a 1459 e (14.33). 

Se hidrolizó el material proteínico de frijol Escumlte con HCI 6 N en reflujo a 145° C durante 4 

horas. para posteriorryiente cuantificar los amlnoócidos la protefna por medio de HPLC de fase 

reversa. derivatizando con AQC. 

Después de la hidrólisis. el producto fue filtrado y purificado antes de ser derivatizado con AQC y 

onollzodo por HPLC. 

El material y método utilizados se encuentran en el anexo llt 
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3. VALIDACIÓN 152.54-55.57] 

En todos los casos. se empleó norteuc1na como estóndar interno. La relación de óreas analito a 

nor1eucina. fue registrada como respuesta. Las fórmulas de cólculo utilizadas se encuentran en 

el anexo l. 

3.1 Adecuabllldad 

Se registró el promedio. desviación estóndar y coeficiente de variación de 6 señales 

electrónicos producidas manualmente en el detector .. con la finalidad de evaluar la precisión 

en la obtención de las óreas con el registrador empleado. El coeficiente de variación debería 

ser menor a 1 %. 

Una vez establecidos las condiciones del anóllsls cromatogrófico. se procedió a evaluar la 

odecuobllidod del sistema de análisis. 

Idealmente. poro cada método analftico se recomienda el uso de distintas soluciones de 

adecuación. las cuales permiten reportar los porómetros más importantes dentro del desarrollo 

de un método cromatográfico. con el objetivo de verificar que el sistema de análisis funciona 

correctamente. En este caso. lo más cercano a una solución de adecuación fue el uso de un 

estándar de aminoácidos. 

Se Inyectó por triplicado un estándar de aminoácidos de concentrocl6n 0.8 mM de cada 

aminoácido (clstlna 0.-4 mM) y norieuclno 0.1 mM. reportándose lo respuesto del anollto. 

coeficiente de variación. resolución y factores de capacidad para cada analito. 

Se emplearon los siguientes criterios de aceptación: el coeficiente de variación deberá ser 

menor a 3%: el factor de capacidad de codo uno de los anolitos. debe ser mayor o 2 y la 

resolución debe ser mayor o 2. 

También se registró el tiempo de retención de cada uno de los aminoácidos. a partir de los tres 

inyecciones de un solo estándar de aminoácidos. determinándose promedio. desviación 

estándar y coeficiente de variación. Se empleó el coeficiente de variación menor o 3 ~ como 

criterio de aceptación. 
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3.2 Precisión del sistema 

Se evaluó la precisión del sistema. analizando un sextuplicado de soluciones a un solo nivel de 

concentración de un estóndar de aminoócidos (0.2 mM. cistina 0.1 mM y norfeucina 0.1 mM). 

derivatizodas con AQC. Se midió la respuesta anolitica (relación de óreas) y se determinó la 

media. desviación estándar y coeficiente de variación. 

Se utilizó el siguiente criterio de aceptación: coeficiente de variación menor o 5 % 

La precisión del método (precisión intermedia) no fue determinada. puesto que los diferentes 

analistas que participaron. trabajaron con muestras distintas. en niveles distintos de 

concentración y. en algunos casos. bajo diferentes condiciones de anólisis. 

3.3 Unealldad del sistema 

Se procedió o determinar la linealidad del sistema. sin realizar modificaciones en las condiciones 

cromatogróflcos establecidas y evaluadas en los etapas previas. 

Se determinó mediante la construcción de uno curvo de calibración. tipo Y = mx + b. con al 

menos 5 niveles de concentración. cada uno por triplicado (tres soluciones estóndar. 

derivotizados de manero independiente). de lo respuesta de cado uno de los aminoócidos en 

función de los niveles de concentración manejados. 

Puesto que las respuestas son diferentes para cada uno de los aminoócidos. se decidió incluir 7 

niveles de concentración. con la finalidad de obtener ecuaciones con al menos 5 niveles de 

concentración para cada uno de los aminoácidos. Se realizaron soluciones estóndar con las 

siguientes concentraciones: 0.025. 0.05. 0.10. 0.15, 0.20. 0.30 y 0.8 mM de cada aminoócldo 

{0.0125. 0.025. 0.05 y 0.1 mM. en el caso de cistina) con 0.1 mM de norteucina en cada caso. 

También se prepararon soluciones a la misma concentración de cada amlnoócido. pero con 

norleuclna 0.5 mM. pues también se utilizó esta ultima concentración del estóndor Interno en el 

análisis de muestras. Se realizó el anólisis bojo las mismas condiciones. 
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Se obtuvo uno curva por aminoócido. del tipo Y = mX + b. con el método de los mínimos 

cuadrados: determinándose el coeficiente de determinación (r2J. ordenada al origen. 

pendiente e intervalos de confianza de la pendiente y de la ordenada al origen. Se debe 

reportar. ademós. el intervalo lineal de la curva. 

Los criterios de aceptación empleados fueron: coeficiente de determinación (r2J mayor a 0.98. 

el Intervalo de confianza de la pendiente (a = 0.05) no debe incluir el cero. en tonto qu~ el 

intervalo para la ordenada al origen deberfa Incluir el valor cero. 

3.4 Unealldad. Exactffud y ll•peftbllldad del método 

Aun cuando se conocen. en general. los componentes de los matrices analizadas. es dlffcil 

elaborar un placebo. 

Dado que se desconoce el comportamiento (cinéticas de degradación o susceptibilidad a las 

condiciones de reacción) de un hidrolizado de amlnoócidos (estóndar de referencia) durante 

la hidrólisis y la variabilidad propia de las muestras. se decidió que era mós adecuado utilizar 

una matriz con alto contenido de hidratos de carbono y adicionarla con aminoóctdos 

Inmediatamente después de haberle sometido al proceso de hidrólisis. 

El objetivo era determinar si la cuantificación se podña describir con un modelo lineal. 

evaluando el recobro de la cantidad adicionada (exactitud) .. después de extraer .. purificar. 

derivotizar y cuantificar en HPLC los aminoócidos libres del enlace peptfdico; es decir. 

determinar si la preparación de la muestra evita que se presenten interferencias asociadas a los 

productos de degradacl6n de una matriz de elevado contenido de hidratos de carbono 

sometida a hldrólisls. 

Cada nivel de adición se realizó por triplicado paro evaluar la repelibilldad del método de 

anólisis. 
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Se utilizó maltodextrina (Mo/zeno} como fuente de hidratos de carbono. Se pesaron 9 tubos con 

exactamente 10 mg y se sometieron a hidrólisis en fase de vapor. Después del proceso. se 

adicionaron. por triplicado. 3 niveles de ominoócidos: "'45. 220 y 450 µL del estóndor de 

aminoócidos 2.5 mM. (correspondientes o 0.1125. 0.55 y 1.125 µ.moles de cada amlnoócido. 

respectivamente. 0.05625. 0.275 y 0.5625 µmoles en el caso de cistina)) por cada 10 mg de 

maltodextrina. se agitó en vórtex y se llevó o sequedad lo muestro con ayuda de vacío. 

continuóndose con el proceso de preparación del hldrolizado (adición de estóndar interno. 

extracción de amlnoócidos y purificación) poro su posterior deñvotización. inyección y 

cuantificación en el cromatógrafo. todo de acuerdo a las metodologías mencionados en el 

anexo 111. 

Ya que no fue posible preparar un placebo con distintas proporciones de protefna. con las 

adiciones preparadas se simularon hidrolizados de 40 a 400 µg de nitrógeno. Las 3 adiciones de 

4S µL se rehidrotaron en 1 mL. las 3 de 220 µL se llevaron a 5 ml y las 3 adiciones de 450 µL se 

llevaron a 1 mL. Todos los casos fueron purificados con cartucho C1a y filtrados a través de 

tomar.o de poro de 0.2 µm. de acuerdo a lo referido en el anexo 111. 

Se obtuvo una curva (cantidad recuperada en función de la cantidad adicionada) para cada 

aminoócido. determinóndose el coeficiente de determinación (r2J. ordenada al origen. 

pendiente e intervalos de confianza para la pendiente y la ordenada al origen. Se reportó 

ademós el coeficiente de variación de la regresión. 

Los criterios de aceptación empleados fueron: coeficiente de determinación (r2) mayor a 0.98. 

el tntervalo de confianza de la pendiente (a = O.OS) debe incluir el uno y el intervalo de 

confianza de la ordenada al origen (a = O.OS) debe incluir el cero. El coeficiente de variación 

de la regresión debe ser menor a 3 "· aunque cualquier otro criterio de aceptación deberó 

estar fundamentado y documentado. 
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En la evoluocfón de exactitud y repetibilidad del método de cuantificación de aminoócidos .. se 

determinó la media .. desviación estóndor y coeficiente de variación del porcentaje de recobro 

del método: 

3 recobro = (cantidad recuperada / cantidad adicionada) x 100 

realizando el anólisis por cada nivel de adición y considerando los 9 repeticiones totales. 

los criterios de aceptación empleados poro esta evaluación fueron: el promedio de recobro 

debería estar incluido en el intervalo 90-11 O %. en tanto que el coeficiente de variación debería 

ser menor a 5 '%. para comprobar que el método de cuantificación de aminoócidos tiene 

exactitud y repetibilidad adecuados. 

3.5 Exactitud y ReP9flbllldad del método (hld'611ala y cuantlllcaclón por HP'LC) 

La exactitud del método completo (hidrólisis del material protefnico y cuantificación de los 

aminoócidos liberados por HPLC de fase reversa) se evaluó después de analizar .. por tñplicado. 

la composición proteínica de frijol negro Jomapa .. frijol Escumite y maíz por cromatograffa de 

intercambio fónico .. utilizando el método de hidrólisis propuesto por Luces y Sotelo en 1982 (14']: 

hidrólisis con HCI 6 N en reflujo a 145° C por 4 horas (sección 2.3 de METODOLOGÍA). 

También se realizó el análisis de frijol Escumite. hidrolizando según el reporte de Luces y Sotelo. 

derivatizándole con AQC. para su cuantificación en HPLC de fase reversa. paro contar con otra 

referencia. acerco de la combinación de Jo hidrólisis tradicional y la cuantificación por HPLC de 

fase reversa (sección 2.5 de METODOLOG(A). 

Lo repetibilfdad del método se determinó después de cuantificar el contenido de aminoócidos 

a partir del triplicado de pesadas independientes. Con la colaboración de tres analistas. se 

analizaron 4 diferentes muestras (un analista evaluó dos muestrns. el resto solo una). es decir. la 

repetibllidad fue evaluada 4 veces. Dado que no analizó lo misma muestra. no se determinó la 

reproduclbilidod del método. Se determinó el coeficiente de variación de cada aminoácido. 

en cada muestra. El protocolo de anólisis. tal como fue utilizado por los tres analistas se 

encuentro en el Anexo 111. 
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3.6 S•nolblffdad 

A partir de las curvas de calibracfón. con al menos 5 niveles y por triplicado. se obtuvo Jo 

pendiente. el intervalo de co;,fianza de Ja pendiente (que no debe inclufr el cero). el 

coeficiente de determinación ··cr2. mayor a 0.98) y desviación estóndor de la regresión .. La 

sensibllfdad del sistema se colcul6 con los siguientes ecuaciones (57): 

Limite de deleccl6n = (3.3 x desv. esl.regre"6n) / pendlenle_x (1/vn) 

Limite de cuanllficaci6n = (10x desv. es1Jegre"6n) /pendiente x (1/../n) 

Solo se determinaron los límites de cuantificación y detección de los omtnoócfdos cistina. 

metionina. tirosino e hfstldina. pues durante Jo etapa de adecuabilldod. se encontró que eran 

los que se encontraban mós cerca del límite inferior del intervalo lineal del sistema. cuando se 

analizaron frijol Escumite y maíz. 

3.7 Eopecltlcldad 

La especificidad se determinó utilizando 1 O mg de hidratos de carbono sometidos a hidrólfsis. no 

debiendo producir respuesta analítica a las condiciones de trabajo. analizando aforos de 1 y 5 

mL. cada uno por triplicado. 

La selectivldad no fue evaluada. ya que se requiere del an61isis de pureza de cada uno de los 

picos correspondientes a los aminoócidos presentes en una muestra. con la finalidad de 

garantizar que el sistema de análisis selecciona y resuelve aminas deñvatizadas con AQC entre 

sr. 

En lo evaluación de la robustez del método. se seleccionaron dos factores cóticos relacionados 

al método (PH y composición de fases). y en la evaluación de la tolerancia. se seleccionó un 

factor critico ajeno al método (diferentes rotes de reactivo de derfvattzaciónJ. 
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Se evaluó fa tolerancia del método con el an61is1s de un solo estóndar de am1noócidos (0.8 mM .. 

norleuctno 0.1 mM). derivotlzado por triplicado .. cada vez con AQC recién reconstituido. de 

diferente lote. 

No debió haber diferencia (a = 0.05J entre las respuestos generadas con cada AQC. utilizando 

la prueba t de Student para la comparación de promedios con varianza desconocida. 

La robustez del sistema. respecto a ta composición de la fase móvil B. se evaluó Inyectando por 

trfplicodo un solo derivado .. cuando se preparó fase B en tres días distintos. Se utillzó el an611sls de 

varianza de una vfa (a = O.OS). donde no deberfa encontrarse diferencia entre la respuesta 

generada para coda fase. La robustez en función del pH se evaluó inyectando por triplicado 

cada vez. un solo derivado cuando se modificó el pH de la fase A en 4.8 y en 5.2 .. Con ambas 

modificaciones se debieron resolver todos los picos. 

Ambas pruebas fueron evaluadas utilizando el an61isis estadístico de una hoja de cólculo de 

Microsoft Excel versión 9.0~719. 

3.9 EstablUdad 

Se evaluó inyectando un mismo derivado. bajo condiciones constantes. o los días 1. 3 y 5. Se 

determinó la relación porcentual de las respuestos de los días 3 y s. respecto a lo respuesta 

generada el día 1. El valor absoluto de la diferencia de las relaciones porcentuales (día 1 menos 

día 3 y día 1 menos día 5) no debió ser mayor a dos unidades porcentuales. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1. ELABORACIÓN DEL PROTOCOLO 

Durante lo etapa de adecuación del sistema de onólisis cromatogrófico se realizaron 

modificaciones al gradiente que inicialmente se tenla reportado [59-60]. Los puntos modificados 

permitieron: mejorar la resolución entre los pares cistino-tirosina y nor1euclna-fenllalanlna: evitar 

lo interferencia del lavado en la eluci6n de norfeuclno y fenilalanina. y acelerar la etapa de 

acondicionamiento de la columna para aumentar la resolución de los primeros 5 picos dela 

siguiente corrida. También se diseño un programa que permitiera lavar el sistema al finalizar las 

sesiones diarias. El programo tal y como fue utilizado se encuentra en el anexo 111. 

Las fases preparadas como se menciona en el anexo 111. fueron almacenadas en refrigeración 

para conservarles hasta por un mes cuando fue necesario. filtróndoles y desgasificóndoles 

cuando no fueron utilizadas por m6s de dos días. Cuando lo resolución no fue adecuada. sobre 

todo en el inicio de cado cromatograma. se ajustó el pH de la fase A (amortiguador acetato de 

sodlo-ócldo fosf6rlco) en 5.02. utilizando ócldo fosfórico concentrado o hidróxido de sodio 5 N. 

según fuese necesario. 

La preparación de ambas fases siempre se llevó a cabo de la manera descrita con lo finalidad 

de mantener reproducibilidod en los tiempos de retención y en la respuesta de cada uno de los 

omlnoócidos, en el detector. durante todas las etapas del estudio: adecuación del sistema. 

validación y anólisis de muestras. 

Dado que .. 8s ·necesario contar con muestras homogéneas y representativas. sobretodo en el 

onóllsls de .:;·llmentos, se determinó que es adecuado utilizar de 10 o 15 mg de muestro, 

empleando mayor cantidad de (15 mg) cuando el contenido de proteína es mós bajo (menor 

0203). 

El uso de ras harinas tal cual, no resultó adecuado. La mejor opción fue adicionar agua (50 µL). 

de esta manera se evitó la formación de una especie de pastilla de la muestra carbonizada 

que fuero sacada del tubo durante la hidrólisis. Ademós. con la hidratación se mejora la 

distribución de la muestra en el Interior del tubo y. por lo tanto. es mós eficiente su exposición a 

los vapores de HCI. 
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Bajo las condiciones descritas en el anexo 111. se encontró que pueden ser hldrollzados hasta 6 

tubos en un solo vial; la presión generada durante la reacción de hidrólisis .. no compromete la 

Integridad del equipo. 

Existe el reporte de que la extracción de los amlnoócidos de hidrolizados de proteínas puras. se 

hace con HCI 20 mM [24]. Después de intentar hacerlo de ésta manera. se encontró que. dada 

la complejidad de los muestras sometidas al proceso de hidrólisis. durante el proceso de 

derivatizoción ero prácticamente imposible amortiguar el medio para que ocumese la reacción 

(pH = 8-10). Se decidió que la mejor opción para hacer efectiva la extracción era el uso de HCI 

10 mM. lo cual no comprometía la eficiencia de la reacción de derivotización de los 

hldrollzados de los muestras analizados durante la adecuación. 

Para evitar Ja pérdida de los ominoócidos menos pelares en el cartucho de purificación. 

Zendejos. en 1996 (60]. reportó la dilución 1:1 del hldrolizado con acetanltrilo al 20 3 entes de 

proceder a lo purificaclón con el cartucho C1s. Además. White y Hart (25) reportaron que la 

purificación en cartuchos no polares. puede provocar una boja recuperación de aminoócidos 

poco polares. Se decidió que durante lo preparación de la muestra se utilizara CH3CN al 20 3. 

con el mismo objetivo propuesto por Zendejos. cambiando la dilución propuesta por lavados 

directamente en el tubo de hidrólisis. El omitir la dilución permitió que las respuestas generadas 

por los aminoócidos en mós baja concentración estuviesen dentro del intervalo lineal de cada 

una de las curvas de calibración. 

En este punto. se encontró que aproximadamente un volumen del SO % del aforo final era 

suficiente, durante la preparación de los hidrollzados. para lograr la recuperación del 100 3 de 

la norleucina utilizada como estándar interno (evaluando el órea de este ominoócido sometido 

al proceso de purificación. respecto al órea de un estóndarJ. lo cual implicarla que fa 

recuperación de los aminoácidos tan poco polares como la norleucina (isoleucino. leucina y 

fenilalanina) debería ser buena. Un exceso de solución de lavado. asegurarlo mejores 

rendimientos. lo desventaja es que también podrían ser arrostrados. junto con los aminoócidos 

no polares. productos de degradación de las matrices hidrolizodas. aumentando el riesgo de 

ensuciar de modo grave lo columna. 
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lo elección del volumen de aforo resultó función del contenido de proteína; 1 ml paro muestras 

con menos de 20 3 de proteína y S ml para muestras con porcentajes mayores. Se encontró 

que era mejor concentrar el producto de hidrólisis en las muestras con menos de 20 3 de 

proteína. En estos casos se decidió utilizar 1 ml como volumen final. También se decidió 

mantener la cantidad de norleucina adicionada al hidrolizado (100 µ.L de uno solución 5 mM); 

dado que se considera el paso crftlco de la preparación de la muestra~ el reducir la cantidad 

de norleucina (pues se redujo el volumen) para mantener la mismo concentración que en los 

estóndares de calibración~ lmplicarfa~ tal vez mayor error en este punto~ por ser necesario 

adicionar un volumen 5 veces menor. 

En todos los casos se utilizaron filtros de nylon de tamarao de poro 0.22 µm. Se encontró que 

cuando el volumen de aforo se ha establecido en 1 ml, resulta complicado recuperar la 

muestra. sin diluirle. después de la purificación con el cartucho. Cuando fue considerado 

adecuado (soluciones relativamente Incoloros), se omitió la purificación y únicamente se llevó a 

cabo la filtración. El lavado con ocetonltrilo ayudarla a precipitar péptldos o proteínas 

hldrollzados Incompletamente. mientras que el uso de filtros evitarla que éstos posaron o lo 

solución que sería Introducida en la columna. pues se conoce que el nylon de los filtros es capaz 

de formar interacciones con péptidos o proteínas (61 ]. 

Con la información anterior se elaboró un protocolo que. después de ser validado. permitiría 

llevar a cabo el an61isis de amtnoócldos en cereales y leguminosas. empleando la hidrólisis 

ócida en fase de vapor y el onólisis de los aminoácidos por HPLC de fase reverso con 

derivotizoción pre columna. El protocolo. en su versión final. se encuentra en el anexo 111. 

2. VALIDACIÓN 

2.1 Adecuabllldad 

La prueba de lo precisión con la que el registrador integra Jos óreas fue satisfactoria. El órea 

promedio de las 6 señales electrónicas producidos con el detector fue -4.9933 x 101. la 

desviación estándar 5.2375 x 104. El coeficiente de variación. 0.1049. resultó menor a la 

magnitud establecida como criterio de aceptación en esto pruebo (1 3). lo cual significa que 

existe repetibilidad en la forma en la que el registrador ubica la línea base e Integra el órea bajo 

la curva de cada pico. a partir de los porómetros utilizados: ancho de pico. velocidad de papel 

y ruido (PT). 
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En la sigulente tabla se encuentran las respuestos generados por un solo estóndar de 

aminoócidos (0.8 mM). derivoftiados con AQC. después de inyectórsele por tñpllcado. 

Tablo 6. Promedio. desvfacfón estóndar y coeficiente de vañación (n=3J de la respuesto 
generado por_un solo estóndor de aminoócidos derivotizados con AQC 

Aminoácido 2 1 Respuesto± O'n-t %C.V. 
Aspórtlco 10.04±0.55 5.5 

Serlno 11.06±0.18 1.6 

Glutómlco 9.35±0.41 4.4 

Glicina 10.82±0.32 3.0 

Hlstldlno 10.91 ±0.14 1.3 

Arglnlno 10.10±0.01 0.1 

Treonina 11.22±0.23 2.0 

Alanina 9.74±0.09 0.9 

Prolina 11.07±0.11. 1.0 

Clstlno 8.02±0.05 0.6 

Tirosina 11A8±0.09 0.8 

Vallna 10.02±0.13· 1.3 

Mellonlno 9.89±0.13 1.3 

Llslno 13.11 ±0.21 1.6 

lsoleucfna 9.87±0.07 0.7 

Leucina 9.26±0.12 1.3 

Fenilalanina 11.89±0.22 1.9 

Promedio 1.7 
1 Respuesta = Relación de óreos aminoócido a norleucina 0.1 mM 
2 Concentración o.a mM. cistina 0.4 mM 

Cabe mencionar que durante la etapa de ajuste del sistema de anólisis cromatogrófico. se 

realizó varias veces Ja prueba de adecuabilidad; la Idea era identificar todos aquellos fuentes 

de variación que impedían la repetibilidod de las respuestos generadas .. poro que después de 

corregir apropiadamente.. la variabilidad de los resultados debida únicamente al sistema 

(cromatógrafo .. columna y fase móvil) fuera reducida hasta límites de precisión razonables. 
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Como se aprecta en fo tabla 6. la mayor porte de Jos aminoócldos superan el cñferio de 

oceptocl6n de esto pruebo (% c.v. menor o 3 %). Aspórtico. glutómico y glicina son los tres 

aminoócidos cuyos coeficientes de variación son mayores al parámetro establecido. 

la tendencia encontrado podrían explicarse si se considera que la bojo precisión estaño 

asociada o las coracterfsticos propias del sistema de separación. Al no contar con un sistema 

de mezclado de las fases. al inicio del gradiente. donde existe una mayor proporción de 

acetato de sodio en la fase móvil (generándose respuesta en el detector).. la línea base 

presenta deriva considerable (figura B). lo que provocaría una boja preclsfón en Ja decisió~ del 

registrador para ubicar la línea base y llevar a cabo la integración y obtención del órea bajo la 

curva. lo que repercute finalmente en la relación de óreas que se ha considerado como la 

respuesta a evaluar. 

Esto fundamenta el que se permita la validez de algunos parómetros aun cuando no se 

cumplieran los criterios. pues el sistema. como única variuble. no responde con la precisión 

requerida en el caso de ócido aspórtico. ócldo glutómlco y glicina. 

'º 

Rgura 8. línea base 
Señal producida por la fase móvil durante el desarrollo del gradiente de separación. simulando 
una inyección. 
Columna Nova Pak C1e 3.9 x 150 mm. Detector de uv. longitud de onda 254 nm. Atenuación 
128. 
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La siguiente tabla muestra la repetibllidad de los tiempos de retención de cada uno de los 

amino6cidos; cuando se ha analizado un solo estándar de aminoácidos1 inyectado por 

triplicado. 

Tabla 7. Promedio1 desviación estóndar y coeficiente de vañactón (n=3J de Jos tiempos de 
retención generados por un solo estándar de amtnoócidos deñvatizados con AQC 

Aminoácido ' 2Tiempo de retención± crn-t %C.V. 
Aminoquinolina 12.62±0.07 0.6 

Aspórtico 15.27±0.07 0.4 

Serlno 16.93±0.06 0.3 

Glutómlco 17.84±0.08 0.4 

Glicina 19.15±0.10 0.5 

Histidlno 19.80±0.04 0.2 

Amoniaco 21.14±0.09 0.4 

Arglnina 23.24±0.11 0.5 

Treonina 23.76±0.06 0.3 

Alanina 24.85± 0.11 0.4 

Prolina 26.76±0.10 0.4 

Cistina . _29.98±.0.15 0.5 

Tirosina 30.22±0.13· 0.4 

Va lino 31.25±0.16 0.5 

Metlonino 31.73±0.18 0.6 

Uslno 33.75± 0.21 0.6 

fsoleuctna 34.51 ±0.20 o;6 

Leucina 34.97±0.23 0.6 

Norleucina 35.50±0.25 0.7 

Fenilolanina 35.90±0.27 0.8 

t Concentración 0.8 mM. cistina 0.4 mM. nor1eucina 0.1 mM 
2Mfnutos , 
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Aunque en todos los casos se cumple ampliamente con el criterio de aceptación (3 c.v. menor 

a 3%). hecto el final de la corrida. los tiempos de retención son ligeramente mós variables. lo 

que podría indicar que el modificador orgónico del sistema empieza a perderse por 

evaporactón. provocando variabilidad. sutilmente mayor. en los tiempos de retención entre 

corñdas; dicha variación es poco relevante en términos prócticos puesto que durante todo una 

corrida de t~obojo.:,la yariación en los tiempos de retención dlffcilmente llegarfa a ser mayor a 

33 en térmtnOS de coeficiente de variación. 

Esto lleva a concluir que los ominoócldos derivatizados. de los soluciones empleados durante lo 

volldación V d~ las muestras analizadas. pueden ser identificc;idos a partir de la comparación 

con los tiempos de retención obtenidos de los aminoácidos derivatlzados de un estándar. 

El tiempo muerto fue de 1.21 minutos. El factor de capacidad, K'. (calculado según el anexo 1) 

fue mayor a 2 en todos los cosos. Aunque existe la recomendación de evitar factores de 

capacidad mayores a 15. para evitar el ensanchamiento de los picos. en este caso solo los 

picos de amlnoquinollno, asp6rtico.. serino y glutámico presentaron factores de capacidad 

menores a 15. encontrándose valores hasta de 28.37 para norteucina y 28.57 poro fenilalanina .. 

últimos aminoácidos en ser eluldos. 

El riesgo de que se presentara ensanchamiento en los picos con factores de capacidad 

mayores a 15, en realidad era muy bajo. ya que en los separaciones que utilizan gradiente. 

cado cambio en la composición Implica nuevas condiciones y, por lo tanto. disminuye la 

posibilidad de que el fenómeno de transferencia de masa en la fase móvil. responsable del 

ensanchamiento de los bandos, se presente (sección 5.4 del capitulo ANTECEDENTES). 

El gradiente permite que se generen picos más delgados al final del cromatograma (figura 9). 

cuando los factores de capacidad son más grandes: en tanto que con los factores de 

capacidad menores. pero cercanos a 15. se presentan picos más anchos. debido a que son 

eluidos cuando el gradiente prácticamente no ha cambiado durante 15 minutos. facilitando la 

formación de fenómenos de ensanchamiento intracolumna. a diferencia del final de la 

separación. donde el gradiente presenta cambios en menos tiempo. generándose condiciones 

nuevos en menor tiempo. 
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Figura 9. Cromatogromo de la separación de uno solución estóndar de aminoócldos 

Derivatlzacfón con AQC. Concentración de ominoócldos 0.2 mM. cistina y norteuclno 0.1 mM 1. 
AMQ. 2 ASP. 3 SER. 4 GLU. S GLY. 6 HIS. 7 NH3. 8 ARG. 9 THR. 10 ALA. 11 PRO. 12 (CYS):z. 13 TYR. 14 
VAL. IS MET. 16 LYS. 17 ILE. 18 LEU. 19 N-LEU (est6ndar interno). 20 PHE. 
Columna Nova Pak C1e 3.9 x 150 mm. Detector de uv. longitud de onda 25-4 nm. Atenuación 
128. 
El pico entre 15 y 16 es asociado al metano! que contiene el acetonitrilo usado para diso:-,er el 
AQC [34) 

1 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 1 
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Como se aprecia en lo figura 9 .. la mayoría de los pares de picos presento resoiuclón al nivel de 

la Hnea base (Íesoluclón 'mayor a 2). Los pares más comprometidos se .... glicina-histldlna. 

arglntna-treontna. cistfna-tiroslna y valina-mettonlna. En estos casos. la resol:.;ción fue mayor a 

2.0. excepto para el por argfnina-treonina. que presentó un valor de 1.5. 

Esto significa que en dicho par de picos. aun cuando no se cumple con el criterio de 

oceptaclón establecido. únlcamente alrededor de 0 .. 1 3 de un pico está empalmado con el 

otro. contaminándolo. 

Por tratarse de un amfnoócido Indispensable (freontna) se consideró modificar el gradiente poro 

aumentar la resolución de este par. el resultado no fue adecuado. ya que se producían muy 

bajos resoluciones (alrededor de 1) en los otros pares. que Tnvolucrcoon aminoócldos 

indispensables (clstina-tirosina y valina·metionina). por lo que se decidió continuar el proceso de 

validación. cuidando que bajo ninguna circunstancia {cambios pronunciados en la 

concentración del modificador orgónico o cambios en el gradiente) lo resolución entre arginino 

y treonina fuese menor o 1.5. 

También se evaluó la resolución de los pares de picos que involucraron el estóndor infamo: 

leucina-nor1eucina y norteucina-fenilalanina. puesto que el uso del estóndor interno se permite 

siempre y cuando no interfiera en la cuantificación de ninguno de los onolitos. Para ambos 

pares. se presentó una resolución mayor a 2; 2..2 en el primer por y 2.1 en el segundo par. lo que 

asegura la completa resoluclón entre el estóndar infamo y los anolitos adyacentes. 

2.2 Precisión del sistema 

En lo tablo 8 se encuentran los resultados obtenidos después de derfvatizor e inyectar 6 veces 

una solución estóndar de ominoócidos. Se evalúo la precisión de la reacción de derivatizaclón. 

86 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tablo B. Precisión del sistema. Reacclón de derivatizaclón. estóndar de aminoócidos 0.2 mM 

Aminoácido Respuesta 3C.V. 
Aspórtico 2.72±0.04 1.5 

Serina 3.10±0.19 6.1 

Glutómlco 2.86±0.03 1.2 

Glicina 2.79±0.01 0.4 

Hislidino 2.68±0.09 3.5 

Arginino 2.48±0.07 2.8 

Treonino 2.64±0.02 0.9 

Ala ni na 2.47±0.11 4.5 

Prollna 2.61±0.06 2.2 

Cislina (0.1 mM) 2.17±0.01 0.6 

Tirosina 2.54±0.01 0.4 

Vollna 2.38±0.03 1.4 

Metionino 2.32±0.02 o.a 
Usina 3.89±0.06 1.5 

lsoleucina 2.45±0.03 1.4 

Leucina 2.35±0.03 1.2 

Fentlalanino 2.39±0.02 0.7 

Promedio 1.83 

La precisión del sislema. evaluado como la precisión de la reacción de derlvatizoción (toma de 

alícuota a derlvotlzar. amortiguación del sistema. derlvatlzación y oblención de la respuesta en 

el cromatógrafo) es buena: de hecho. en algunos casos los coefictentes de vorfoción son 

menores a los obtenidos en Ja prueba de adecuabilldad. esto demuestra que existe precisión 

en la generación de respuestas cuando se forman derivados a partir de soluciones 

Independientes. donde la principal fuente de error la tendría el equipo y no la reacción de 

derivatlzociÓn. 

Se obtuvieron coeficientes de variación bajos. cumpliendo con el criterio de aceptación todos 

los aminoácidos excepto serfna. Se debe resaltar que los aminoácidos. cuya dificultad en la 

derfvatizaclón pudo haber generado mayor variación. fueron evaluados con repetibllidad 

adecuada: tirosina (se pudo formar el diderivado). cistina y lisina (que son derivatizados en dos 

sitios). 
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2.3 Unealldad del 1lstema 

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos durante lo elaboración de las curvas 

de calibración del tipo: respuesta= f(concentraclón) .. 

Tabla 9. Linealidad del sistema. Curvas de calibración de la respuesta (relación de óreas) en 
función de la concentración 

Aminoócidos dispensables. Norleucino 0.1 mM 

Amlnoócldo Y=mXl +b R2 Intervalo de confianza 2 Intervalo de linealidad 
de la Q!!ndiente (mM) 

Aspórtico 11.86 X + 0.24 0.9982 11.60-12.13 0.025-0.8 

Señno 12.99 X+ 0.51 0.9951 12.44 - 13.53 0.050-0.8 

Glutómlco 11.70 X +0.15 0.9964 11.32-12.07 0.025-0.8 

Glicina 14.61 X-0.02 0.9986 14.35 - 14.88 0.025-0.8 

Arginlna 12.96 X-0.11 0.9990 12.76-13.15 0.025-0.8 

Ala ni no 11.77 X + 0.06 0.9994 11.61-11.92 0.025-0.8 

Prollna 13.85 X-0.13 0.9996 13.70 - 14.00 0.025-0.8 

Aminoócfdos indispensables. Norleucina 0.1 mM 

Aminoócfdo Y=mXl +b R2 Intervalo de confianza 2 Intervalo de linealidad 
de la Q!!ndiente (mM) 

Histidlna 13.09 X+ 0.02 0.9963 12.67-13.13 0.025-0.3 

Treonlna 13.75 X-0.08 0.9990 13.48 - 14.02 0.025-0.3 

Cistina3 21.99X-0.03 0.9988 21.54 - 22.44 0.0125-0.10 

Tirosina3 13.09 X - 0.06 0.9973 12.69-13.50 0.025-0.2 

Va Una 12.73 X - 0.08 0.9993 12.57 - 12.89 0.025-0.8 

Metlonlna 11.88 X + 0.06 0.9979 11.55-12.21 0.025-0.2 

Llslna 16.37 X+ 0.33 0.9970 15.83-16.90 0.050-0.8 

lsoleucina 12.68 X -0.09 0.9993 12.52 - 12.84 OD25-0.S 

Leuclna 12.05 X - 0.08 0.9995 11.93-12.18 0.025-0.8 

FenUalanfna 12.45 X - 0.09 0.9985 12.19-12.70 0.025-0.3 
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A~inc>"ácid~s d~sp~ns-?bles. Norleucina 0.5 mM 

Amlnoócldo Y=mXI +b- - R2 Intervalo de confianza 2 
de la eendiente 

As pórtico 2.37 x +o.os 0.9985 2.32-2."'3 

Serfna 2.60 )<:.: 0:1 o - ci.9952 2.49-2.71 

Glulómtco 2.32 X + 0.04 - 0.9967 2.24 - 2.40 

Glicina 2.9i x+o.oo 0.9991 2.86-2.96 

Arglnlna _ 2·.s9 'x:..: 0.02 0.9991 2.54-2.6"' 

Ala ni na 2.36X+0.01 o.9995 2.33-2.39 

Prefina 2.76X-0.02 0.9997 2.73-2.79 

Amlnoócidos indispensables .. Norleucina 0.5 mM 

Amlnoócido Y=mXI +b R2 Intervalo de confianza 2 
de lo eendtente 

Histidino 2.61 X+0.00 0.9972 2.53-2.69 

Treontna 2.75X-0.02 o.9990 2.70-2.80 

Cistino3 4.39X-0.01 0.9985 4.29-4.50 

Tiroslna3 2.61 X-0.01 0.9972 2.52-2.70 

Vollna 2.SSX-0.02 0.9995 2.52-2.58 

Metionino 2.37 X-0.01 0.9973 2.30-2.45 

Uslna 3.27 X +_ 0.07 0.9967 3.16-3.38 

lsoleucina 2.53 X-' 0.02 - 0.9993 2.49-2.58 

Leucina 2.41 X-0.02 0.9995 2.38-2.44 

Fenilalonina 2.49X-0.02 0.9988 2.44-2.54 

1 X = concentración del aminoócido .. mM 
2 a=0.05 
3 Cistina y Tirosino se consideran aminoácidos semi indispensables 

Las curvas de calibración obtenidas se encuentran en el anexo 11. 

lnlervalo de linealidad 
(mM) 

0.025-0.8 

o.oso-o.a 
0.025-0.8 

0.025-0.8 

0.025-0.8 

0.025-0.8 

0.025-0.8 

Intervalo de linealidad 
(mM) 

0.025-0.3 

0.025-0.3 

0.0125-0.10 

0.025-0.2 

0.025-0.8 

0.025-0.2 

0.050-0.8 

0.025-0.8 

0.025-0.8 

0.025-0.3 
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En todos los casos. se obtuvteron coeficientes de determinación (r2J mayores a 0.98. En ningún 

intervalo de confianza de la pendlente se incluyó el cero. Esto significa que en todos los casos. 

la respuesta (relación de óreas) es directamente proporcional a la concentración y se ajusta a 

un modelo lineal cuando lo concentración de coda uno de los analltos se encuentro dentro de 

los tntervalos que aparecen en la tabla 9. cuando se mantiene constante la concentración de 

norleuclno: 0.1 mM 6 0.5 mM. 

Los modelos matemóticos tienen validez únicamente dentro del intervalo generado. a medida 

que los valores se acercan a los extremos. crece la Incertidumbre en cuanto a la idoneidad del 

modelo presentado. por eso los modelos no pueden ser utilizados poro extrapolar [62). 

la pendiente de cada una de las curvas obtenidas. es un índice de la sensibilldad del sistema. 

es decir. los valores m6s altos de las pendientes permiten la evaluación de cambios m6s 

pequeños en la concentración de un analito en una muestra dada [28]. 

Las curvas de calibración con mayor sensibilidad son las obtenidas paro cistina y Usina (con las 

dos concentraciones de norteucina evaluados). lo cual era esperado. yo que ambos 

aminoócidos son deñvatizodos en dos sitios (cistino tiene dos equivalentes de clsteina. cada 

cual con su grupo omino: llsina se derivotiza en los grupos a y & amino) (33]. 

El caso de clstina es de especial Interés: cuando es utilizado un detector de fluorescencia. la 

sensibilidad es muy baja y se necesitan concentraciones conslderables de este amino6cido 

paro que sea registrada una respuesta [33]. en cambio. con el uso de un detector de luz 

ultravfoleta. la sensibilfdad es la m6s alto de los 17 aminoócldos evaluados. lo que 

tentativamente se traduce en la mayor facilidad para detector y cuantificar cistlna en los 

muestras con bajo contenido de este aminoócido. 

El c61culo del intervalo de confianza de la ordenada al origen (a = O.OS) permite predecir si 

resulta apropiado cuantificar comparando respecto a un estóndar de concentración conocida 

o si es mós conveniente el uso de curvos de calibración; siendo mejor utilizar curvas de 

calibración cuando el cero no estó incluido en et intervalo de confianza de la ordenada al 

origen [53). 
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En todos los casos. con excepción de ócido aspórtico y prolina (tablo 10). los intervalos de 

confianza Incluyen el cero. lo que hoce vólida fa consideración que permite calcular el 

contenido de amino6cidos comparando únicamente contra un estándar de concentración 

conocida. poro el resto de los 1 S aminoácidos Identificados en el método. incluyendo todos los 

aminoácidos Indispensables que se detectan con el método. 

Tabla 10. Intervalos de confianza para la ordenada al origen de los curvas de calibración 

Aminoácido 
Aspártlco 

Serfno 

Glulómlco 

Glicina 

Hislldlna 

Arglnlna 

Treonina 

Alonino 

Prollna 

Cistino 

Tirosina 

Valina 

Mellonina 

Usina 

lsoleucina 

Leucina 

Fenilolanina 

Curvos con norleucino 0.1 mM 
0.01-0.38 

--0.06 - 0.79 

--0.13 - 0.36 

--0.13-0.10 

--0.09 - o. 1 o 
--0.18-0.01 

--0.13 - 0.02 

--O.O 1 - 0.09 

-0.17 - -0.03 

--0.09 - 0.03 

--0.13 - 0.06 

--0.16 - 0.03 

--0.11 -0.04 

--0.19 -0.66 

-0.17-0.03 

--0.13-0.01 

-0.17-0.04 

Curvas con nor1eucino 0.5 mM 
0.03-0.07 

--O.O 1 - 0.24 

--0.03 - 0.11 

-0.03-0.02 

--0.01 -0.02 

--O.OS - 0.03 

--0.03 - o.o 1 

--O.O 1 - 0.02 

-0.03 - -0.01 

--0.01 -0.01 

-0.02-0.01 

--0.03 - o.o 1 

--0.03 - o.o 1 

--0.D3-0.12 

--0.04 - o.o 1 

--0.03 - o.o 1 

--0.03-0.01 

En negritas. los am1noóc1dos que no cumplen con el criteño para esta prueba 

El utmzar la comparactón contra un estóndar de concentración conocida. Implica que la 

respuesta es cero cuando la concentración es cero. aun cuando no siempre se dispone de los 

argumentos necesarios para hacer vóllda dicha consideración. Por lo general se obtiene un 

mejor ajuste si se Incluye el término correspondiente a la ordenada al origen. aun cuando 

pareciera que no tiene sentido (por ejemplo. cuando fa concentración del analito es cero y en 

el equipo no se ha registrado señal alguna) [62]. 
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El que sea completamente vólido llevar a cabo lo cuantificación empleando fa comparación 

contra un estóndar tiene como ventaja principal el consumo de menos recursos durante el 

onólisls rutinario; siempre que sea comprobado. frecuentemente. que el equipo funcione de 

modo adecuado y de acuerdo con los porómetros del protocolo de validación. Aunque no es 

lo meJor. se puede utilizar lo comparación contra un estóndar de amino6cidos para obtener 

buenas estimaciones paro el caso de ospórtico y prolina. pues el realizar curvas de calibración 

para estos dos. seña poco rentable dadas las ventajas mencionadas. 

El que dos aminoócidos no presenten el mismo comportamiento que los otros 15. cuando se 

trebejó a partir de una misma solución estándar con los 17 aminoócldos. no implica que haya 

falta de ajuste en el sistema cromatogrófico. es solo que el comportamiento de la respuesta 

generada. en función de la concentración. es descrito de mejor manera por un modelo 

matemático en donde le ordenada al origen no es estadísticamente (a = O.OS) cero. 

2.• UneaUdad. exacHtud y reP911bllldad del método: •-acción. purlllc:aclón. derlvatlzaclón y 

cuanttftcaclón 

En la siguiente tabla se muestran los parámetros evaluados para corroborar la linealidad del 

método. La cantidad recuperada para cada aminoácido se obtuvo con la comparación de las 

respuestas contra un estóndar de aminoócidos de concentración 0.2 mM. de acuerdo con lo 

obtenido en la linealidad del sistema. 

Amlno6cldo 

Aspórtlco 

Serina 

Glutómlco 

Glicina 

Arglnlno 

Alanina 

Prollna 

Tabla 11. Linealidad del método. Curvos de recuperación 

Aminoácidos dispensables 

Intervalos de confianza 2 

'Y=mX+b ,2 
pendiente ordenada al origen 

0.97X+0.02 0.9987 0.941 -1.004 - 0.003 -0.043 

1.02X+0.00 0.9989 0.989-1.048 -0.025-0.018 

0.98X+0.01 0.9986 0.951 -1.018 - 0.013 -0.035 

1.00X+0.00 0.9986 0.965-1.032 - 0.023 - 0.026 

0.99X+0.00 0.9995 0.972-1.013 -0.015-0.015 

0.99X+O.OO 0.9996 0.976-1.013 -0.008-0.019 

1.00 X+0.00 0.9993 0.974-1.022 -0.017-0.018 

3%C.V.R 

2.7 

2.6 

2.9 

3.0 

1.8 

1.6 

2.1 
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Amfnoácldos Indispensables 

Intervalos de confianza 2 

Aminoácido· ,·.;¡=.mX+.b 

Hlstldlna · 1.00 X+ 0.01 

Treonina '. i .óo'x .+:'ci.éio 
c1s11na• '·<o.99x:;'.o:oo 
Tirostna". 

Vallna · · ' · ci:99.X + 0.00 

Mellonina :,;~; ~ · ·.• 1 :oo X + o:oo 
Usina · >:,.•. · ·1.00.x + o.oo 

lsoieucln~·;·:":'.~ · • 1.01 X-0.01 

Leuclna ::.--;~.::'.:, '-¡,~·: ··;·1.01 X-0.01 

Fenllalanlna':?": - 1.00 x + 0.01 

,2 

0.9996 

0.9996 

0.9996 

0.9999 

0.9999 

0.9998 

0.9999 

0.9998 

0.9998 

0.9998 

pendiente 

0.972- 1.008 

0.983-1.017 

0.968-1.004 

0.992.- 1.005 

0.985 - 1.003 . 

0.986-1.~ 

0.989 - 1.007 

0.997 - 1.022 

0.995-1.022 

0.978 - 1.002 

1 Y = cantidad recuperada; X = cantidad adicionada 
2a=o.os 
3 %C.V.R =coeficiente de varfación de la regresión 

ordenada al 

origen 

- 0.005 - 0.021 

-0.010-0.015 

-0.003-0.010 

-0.001-0.008 

-0.002-0.011 

- 0.005 - 0.011 

- 0:005 - 0.008 

-0.016-0.002 

-0.015-0.004 

-0.003-0.015 

"' Cistina y Tiroslna se consideran aminoócidos semi Indispensables 

3%C.V.R 

1.6 

1.5 

1.6 

0.6 

0.8 

1.0 

0.8 

1.1 

1.2 

1.0 

Para todos los casos. se cumple con los criterios de aceptación; todos los Intervalos de 

confianza paro la pendiente Incluyen el uno. todos los Intervalos de confianza para la ordenada 

al origen Incluyen el cero. todos los coeficientes de determinación (r2) son mayores a 0.98 y 

todos los coeficientes de variación de regresión son menores a 3 'X.. Las curvas de la cantidad 

recuperada en función de la cantidad adicionada se encuentran en el anexo 111. 

Con los tres niveles de adición utilizados en esta prueba (0.1125. O.SS y 1.125 µmoles por 10 mg 

de hidratos de carbono sometidos al proceso de hidrólisis). se demostró que el método 

desarrollado para la extraccfón. purificación y derivatización de aminoócidos es lineal en el 

intervalo dinómico estudiado; se registraron respuestas directamente proporcionales a Ja 

cantidad adicionada. pudiendo cuantificarse el equivalente de 40 a 400 µg de nitrógeno por 

ml (adición de 0.1125 µmoles. llevada a 1 mL y adición de 1.125 µmoles. llevada a 1 mL. 

respectivamente J. 
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En general. se menciona que las reacciones de derivatizacJón. con cualquier reactivo. no 

cumplen cabalmente en el an611sis de aminoácidos; se mencionan deficiencias en la 

cuontitatividad de la reacción. falto de reacción con aminas primarias y secundarios. 

interferencias provocadas por el exceso de reactivo de derivatizoción o de subproductos. 

reacciones no selectivas a grupos amino. linealidad en intervalos estrechos y factores e 

respuesto poco similares entre aminoócidos [30) • 

En este estudio se demostró que los factores de respuesta son del mismo orden de magnitud 

poro 15 aminoácidos y los más altos {lislna y cistino) son justificables: se encontró linealidad en 

un Intervalo dinámico amplio: las posibles fuentes de interferencia. asociadas al alto porcentaje 

de hidratos de carbono en cereales y leguminosas. son eliminadas durante lo preparación de lo 

muestro; finalmente. la linealidad del sistema permite la cuantificación confiable de. al menos. 

15 aminoócidos utilizando la comparación contra un estóndar. aunque los resultados obtenidos 

para aspórtico y prolina fueron satisfactorios bajo esta consideración. 

Tanto la reacción de derivotizaclón con AQC. como la forma de preparar la muestra. han 

demostrado la viabilidad de emplear esta metodología en la cuantificación rutinario de 

amtnoócidos; considerando que aquellos que no fueron degradados o formaron otros 

subproductos durante la hidrólisis. pueden ser cuantificados correctamente y en un intervalo 

amplio. aplicando el protocolo desarrollado paro fo extracción. purificación. derivatizoción y 

anólists cromotogr6fico de amtnoócidos en presencia de los subproductos de reacción de 

hidratos de carbono sometidos al proceso de hidrólisis. 

Las tablas 12 y 13 muestran los recobros obtenidos. así como la repetibilidad del método 

desarrollado para la extracción. purificación y onólisis de aminoócidos en presencia de hidratos 

de carbono hldrolizodos. El método fue considerado como exacto si el promedio aritmético se 

encontraba dentro del Intervalo 90 - 110 ~ La repetibilldad resultó adecuada cuando los 

coeficientes de variación resultaron menores a 5 3.. 
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Tabla 12. Porcentaje de recobrol. en tres niveles de adición. después de extraer. purificar. 
derfvatizar con AQC y cuantificar por HPLC de fase reversa 

Adición 0.1125 µmoles O.SSµmoles 1.125 µmoles 

Amlnoócldo %recobro2 %C.V. 3 3recobro2 %C.V. 3 3recobro2 
Aspártlco 119.88:1:2.23 2.2 99.10:1:2.20 2.2 99.42:1:2.12 

Serfno 102.46:1: 12.8 12.8 99.93 :1: 1.93 1.9 101.82:1: 1.84 

Glutómlco 97.27 :1: 2.11 2.1 104.38 :1: 0.44 0.4 98.60±0.30 

Glicina 90.46:1: 1.50 1.5 104.18±0.73 0.7 99.20:1:0.11 

Hlstldlna 108.89 :1: 7.97 a.o 97.62:1:4.60 4.7 99.90:1:0.28 

Arglnlna 94.90:1:3.63 3.6 100.88 :1: 1.79 1.8 98.93:1:0.97 

Treonfno 99.82:1:8.25 8.2 101.08:1: 1.81 1.a · ~,~·'.·~ 100.00 ± 0.70 

Alonfna 102.19±9.16 9.2 101.38:1: 1.59: :1;6· : 99 .79 :1: 0.88 

Prefina .. 92:~4 :1: 3.90 3.9 102.59:1:0.54 > ·ó:5 · . 99.22:1:0.11 
',_•"o' ;, 

:d~:~~~d~~'~}d:~;> •. ; '.98.88 ± 0.23 Clstlna 99.91 :1: ·1.87 1.9' 

Tirosfno '10J.36±3.o3·' 3.0 100.07±'0.12 

Vallna 101:36±2.a3 2.8 100.90 ± 0.49 o.5 99.61 :1:0.46 

Metlonlno • 101.72:1:5.88 5.9 100.58:1: 1.28 1.3 99.96:1:0.50 

Uslna .. 103.88 :1: 1.26 1.3 99.15:1:0.59 0.6 100.15:1:0.16 

lsoleucfna 91.02:1: 1.87 1.9 1 o 1.40± 0.52 0.5 100.04 :1: 0.30 

Leucinó 91.82:1:3.57 3.6 101.37 :1: 0.06 0.1 100.08:1:0.16 

Fenllalanlna 101.19:1: 1.43 1.4 101.24 :1: 0.20 0.2 99.28:1:0.57 

Promedio4 4.3 Promedio" 1.2 Promedfo4 

1 % recobro = cantfdad recuperada t cantidad adicionada x 100 
2 promedio de tres determinaciones± an-1 
3 % C.V.= coeficiente de variación 
.e Promedio de coeficientes de variación por nivel de adición 

%C.V. 
2.1 

1.8 

0.3 

0.1 

0.3 

1.0 

0.7 

0.9 

0.1 

0.2 

0.1 

0.5 

0.5 

0.2 

0.3 

0.2 

0.6 

0.6 

3 
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Tablo 13. Porcentaje de recobrol después de extraer. purificar. derivatizar con AQC y 
cuantificar por HPLC de fase reversa (promedio de 9 análisis) 

Amlno6cido %.recobro 2 %C.V.3 
Asp6rtlco 106.13 ± 10.5 9.9 

Serlna 1o1.40 ± 6.65 6.6 

Glut6mlco 100.08 ± 3.45 3.4 

Glicina 97.95±6.07 6.2 

Hlstldlna 102.14±6.92 6.8 

Arglnlna 98.24 ±3.36 3.4 

Treonfna 100.30 ± 4.28 4.3 

Alanlna 101.12±4.79 4.7 

Prollna 98.08±4.89 5.0 

Clstlna 100.29 ± 1.72 1.7 

Tirostrla 100.85 ± 1.64 1.6 

Vatlna 100.62 ± 1.66 1.7 

.Metlonlna 100.75±3.12 3.1 

Uslna 101.06 ± 2.27 2.2 

lsoreuclna 97.37±4.88 5.0 

L8ucina 97.76±4.83 4.9 

Fenllalanlna 100.57 ± 1.24 1.2 

Promedio"' 4.28 

1 % recobro= cantidad recuperada/ cantidad adicionada x 100 
2 promedio ± an-t 
3 ~C.V.= coeficiente de variación 
4 Promedio de coeficientes de variación 

El coeficiente de variación. considerando 9 repeticiones (tabla 13). es menor a 5 % en todos los 

casos. excepto con aspórtico. señna. glicina e hlstldina. aunque en todos los casos el promedio 

arilmélico esl6 Incluido en el Intervalo 90 - 110 % de recobro. de hecho. el Intervalo de 

recuperación se encuentra entre 97 y 103 %. para todos los amtnoócidos. con excepción de 

aspórtico. 
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La repetibilidod. considerando 9 análisis (tabla 13). resultó más baja respecto a lo que se 

obtuvo en las adiciones de 0.55 v 1.125 µmoles (tabla 12); se puede justificar si se considera que 

el recobro presentó. comparativamente. mayores deficiencias en et menor nivel de adición; 

pudo haber ocurrido una mayor degradación del reactivo antes de reaccionar con la 

totalidad de los aminoácidos por estar en concentración bajo. Además. pudo haber Influido la 

vorfobiUdad de ubicar la línea base en el registrador. pues con picos de menor tamaño. el ruido 

puede provocar variaciones en la integración de las áreas por porte del sistema de registro. lo 

que se tradujo en sub o sobre estimaciones en algunos aminoócidos. 

Esto significa que fa metodología de cuantificación por HPLC de fase reversa. derivatización 

pre columna permite cuantificar aminoócldos de manera exacta. en presencia de los 

subproductos de la reacción de hidrólisis: presento deficiencias en la repetibilldod con los 

primeros aminoácidos en ser eluidos. lo cual seguramente afectará fo repetibilidod cuando se 

analicen muestras. 

lo relativamente menor exactitud en la cuantificación en el coso de ácido aspártico 

seguramente encontraría explicación si se considera que lo ideal en su coso era considerar uno 

curvo de calibración paro su cuantificación y no fa comparación contra un estándar. 

Si se analiza la recuperación evaluada en tres niveles (tablo 12). con 0.1125 µmoles 

adicionadas. se obtienen recuperaciones entre 90 y 110 % para todos los aminoácidos. con 

excepción de aspártico. aunque la repetibilldad es baja para serina. histidina. treonlna. alantna 

y metionina. En los dos niveles restantes. en todos los aminoácidos se obtienen porcentajes de 

recobro dentro del intervalo 90 - 110 %; de hecho. si se considera un intervalo más estrecho (97 

- 103 %) para considerar como exacta a la metodología. en todos Jos casos se cumplirfa con el 

criterio de aceptación. Para todos los aminoócidos en Jos adiciones de O.SS y 1.125 µmoles. la 

repetibllidad es buena. todos Jo coeficientes de variación son menores a 5 %. En general. la 

repetibilidad fue peor en la recuperación de la adición menor (0.1125 µmoles) y mucho mejor 

cuando la adición fue mayor (1.125 µmoles). considerando que en este último caso. se 

derivatizó una mayor proporción de aminoócidos. 
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Se ha comprobado que el método es capaz de derfvatizar los aminoócidos de 10 µl de 

soluciones de hasta 400 µg de nitrógeno por mL. aunque lo Ideal es preparar soluciones que se 

encuentren en el punto medio de fa curva de recuperación. con la finalidad de asegurar que 

todas las respuestas sean generadas dentro del intervalo de linealidad encontrado para cada 

aminoácido y disminuir la posibilidad de que se presenten deformaciones en las bandas 

cromatogróficos por Jo saturación de la columna. ademós de lograr recuperaciones cercanas 

a 100 %. con repetlbilidad adecuada. De este modo. Jos muestras con porcentajes elevados de 

proteína se deben rehldratar en volúmenes mayores y viceversa. de modo que la 

concentración después de rehidratar sea de alrededor de 0.5 - 1 mg de proteína hidrolizada 

pormL. 

El punto crítico de la preparación de la muestra. es la adición del estóndar interno. pues 

permite compensar los errores involucrados durante el proceso mencionado. de tal modo que 

es posible cuantificar con exactitud y repetibilidad razonables los aminoócidos de 40 a 400 µg 

de nitrógeno por mL. 

En lo exactitud .. linealidad y repetibilidad del método de extracción. purificación. derivatización 

y cuantificación de aminoócidos. la presencia de hidratos de carbono. sometidos al proceso 

de hidrólisis. no generó interferencias que disminuyeron la calidad del anólisis. Lo rnós 

adecuado para evaluar el recobro hubiese sido contar con una proteína caracterizada. esto 

con el objetivo de incluir las posibles interacciones que ocurren en el seno del tubo de hidrólisis. 

de modo que fueran consideradas en la adecuación de los procesos de extracción. 

purificación y derfvatización. 

Todo esto permite confirmar la posibilidad de llevar acabo el anólisis rutinario de aminoácidos 

del material proteínico de cereales y leguminosas (matrices con porcentajes elevados de 

hidratos de carbonoJ por HPLC de fase reversa. derivattzando con AQC. en presencia de los 

subproductos de reacción asociados a los hidratos de carbono. lo cual permtte confirmar lo 

que establecieron Cohen y de Antonis en 1994. al llevar el sistema de cuantificación más alió 

del anólisis de péptidos y protelnas puros [35-36]. 
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2.5 Senslbllldad 

A partir de los curvas de calibración se determinaron los limites de cuantificación (mínimo 

cuantificable con certeza) y de detección (mínima concentración detectable pero no 

necesariamente cuantificable). Durante la etapa de desarrollo del protocolo se encontró que 

la respuesta de estos cuatro amfnoócidos fue la más cercano al límite inferior del Intervalo de 

lfneolldod presentado (tablo 9). 

Tablo 14. Limites de cuontlflcocl6n y detección de clstlno, metlonlno y tlroslno 

Aminoácido 
Cistlno 

Metionino 

Tirosfna 

Hlstldlno 

Limite de Deleccl6n (mMJ 
0.003 

0.005 

0.008 

0.005 

Umite de cuantificación CmMJ 
0.008 

0.015 

0.025 

0.014 

Aun cuando se sabe que las determlnacfones hechas cerca de los límites del intervalo de 

llneolfdad son menos certeras (62). la obtención del límite de cuantificación permite obtener 

resultados confiables mós allá de los límites evaluados. En el caso de tirosina coincide con el 

punto mós bojo de lo curvo de calibración correspondiente. 

El límite de detección permite establecer la presencia de cantidades muy bajas de estos 

aminoócidos .. aun cuando no pueden cuantificarse con confiabilidad .. permite establecer la 

mínima cantidad del aminoácido que produce una respuesta. a las condiciones de trabajo. 

2.6 Especificidad 

Cuando se sometieron al proceso de extracción. purificación v derivatizaclón 10 mg de 

hidratos de carbono hidro/izados. solo se generó la respuesta ..;:orrespondiente a 

aminoquinollna. amoniaco v nor1eucina (figura 1 O). lo cual era esperado. 

Cuando se realizó un blanco de reactivos (agua. amortiguador v AQC). también se produjo 

una señal con el mismo tiempo de retención que el amoniaco del estándar. Esto implica que el 

proceso de derivatización .. por sr solo. genera una respuesta que coincide con la que generaría 

la presencio de amoniaco v que necesariamente tendña que aparecer en esta evaluación. 
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Esto significa que en el método no se generan respuestas relacionados a los productos de 

degradación de los hidratos de carbono después de hidrofizarles: solo hay respuesta 

provocada por la presencia de compuestos con grupos amino (primarios o secundarios) en las 

muestras. de acuerdo con el protocolo de extracción y purificación elaborado. 

También se concluye que no es posible cuantificar amoniaco. pues parece no haber manera 

de controlar la respuesta que se genera de manero inherente o la derivotización y que 

coincide con la señal de amoniaco. 

1 

1' 2 

20 .. 
Figuro 1 O. Especificidad del método 

Hldrollzodo de 10 mg de hidratos de carbono. después de haber extraído. rehldrotodo en 5 ml. 
purificado. derivotlzodo y onollzodo en HPLC. 
1 AMQ. 2 NH,. 3 Nor1euclno (0.1 mMJ 
Columna Nova Pak. C1s 3.9 x 150 mm. Detector de UV. longitud de onda 254 nm. Atenuación 
128 

Aun cuando no se determinó la selectividad del método. es importante destacar que bajo las 

condiciones del gradiente de separación. se podrfan resolver otros aminoócidos como 

homoserlna. canavantna. homoarginina. dihidroxifenilalanino. ácido djencólJco o ácido a-y di 

omlnobutrrico. según lo reportó Zendejos en 1996 (60). 
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Reverter reportó fa separación v cuantificación de hldroxiprolina. osparoglna. taurina. cltrullno. 

ornitlno y los otros 17 amlnoócidos evaluados en este proyecto. utilizando el mismo tipo de 

separación. modificando ligeramente el gradiente. Díoz identificó y cuantificó glucosamina y 

gatoctosamina. Sun y Chen reportaron lo cuantificación de tóxicos en cuyos estructuras se 

encuentran grupos amino. utilizando condiciones similares (38--40). 

Todos estos reportes conducen a destacar la relevancia de evaluar la selectividad del método. 

pues por tratarse de muestras biológicas. existe la posibilidad de que sean~ encontrados otros 

compuestos capaces de generar respuesta en el anólisis a los condiciones de trabajo (desde fa 

extrocc16n hasta la formación de derivados) y que no necesariamente serfan amlnoácldos 

proteínfcos. lo que podrfa afectar la exactitud del análisis. pues podrían no ser resueltos 

utilizando el gradiente propuesto. 

2.7 Tolerancla y Robustez 

No se encontró diferencia significativa (a = O.OS) al comparar las respuestas producidas por un 

solo estándar de aminoácidos (0.8 mM). derivatizado. por triplicado. con AQC de dos distintos 

lotes. Esto es. el método de derivatizaci6n de aminoácidos con AQC. tiene tolerancia al 

cambio de reactivo de derivatizac16n. por lo que solo se tendría que verificar la eficiencia del 

sistema y no recurrir a revalidar el método si se cambiase de reactivo de derlvatizaci6n. 

El método no es robusto al pH. es decir. si se modificara de alguna manera el pH del 

componente de la fose móvil que contiene el amortiguador de ócido fosfórico / acetato de 

sodio hasta llegar a "4.8. la resolución de las bandas cromatográficas se ve disminuida de modo 

cñtico.. principalmente en los primeros aminoácidos en ser eluldos (desde aspórtico hasta 

treonlna). El valor máximo de pH en donde se logra la resolución suficiente para todas las 

bandas es 5.2. aunque las respuestas generadas podrfan diferir debido a que las moléculas 

pueden modificar su comportamiento en un detector de luz UV. debido a que se modifican las 

caracterfsticas de la solución (51). 
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Cuando se preparó la solución con el modificador orgánico de lo fase móvil (ocetonitrilo:ogua. 

60:40) en tres días distintos. Inyectando el mismo derivado de aminoácidos (0.8 mMJ, aunque 

no se modificó la resolución. se encontró diferencia significativa (a = O.OS) en la relación de 

áreas que se evalúa como respuesta en tos siguientes aminoácidos: serina. arginino. alanlna. 

tirosina. lisina. Jeucina y fenilalantna. lo que implica que tampoco es robusto a la composición 

del modificador orgánico de la fase móvil. 

La explicación más lógica es que aun preparando siempre de la mismo manera la fase .. se 

genera variación en su composición, en gran parte, por la volatilidad del acetqnltrilo. la 

variación en la concentración de este en la fase móvil. genera distinta respuesta de las 

moléculas en el detector de luz uv. donde los aminoócidos mencionados son mós susceptibles 

a este fenómeno. de un modo similar a lo que ocurre con las respuestas generadas en un 

detector de fluorescencia. donde una mayor proporción de agua. genera una variación en el 

comportamiento de las moléculas cuando se les Incide un haz de luz (33.51). 

De alguna manera. esto provoca que sea preparada suflclente fase móvil para realizar análisis 

en intervalos relativamente cortos de tiempo (menos de una semana). para reducir al móximo 

la posibilidad de variaciones en las respuestas dentro de la misma serie de anólisls. Ademós. por 

cada corrida se debe analizar un estándar. el cual permitirá evaluar la eficiencia del sistema y 

obtener la respuesta en función de la concentración paro las condiciones de análisis en una 

sola corrida. disminuyendo la posibilidad de varfaclón. 

2.e Establllclad 

Se derivatlzó un est6ndar y bajo condiciones constantes, se obtuvieron las respuestas en tres 

días (1 .. 3 y 5). Se obtuvieron las relaciones porcentuales de los dfas 3 y 5. considerando como 

100 % la respuesta reglslrada el dio uno (figura l lJ. 

Una vez que se formó el derivado de cada uno de los amino6cidos con AQC. la respuesta 

demostró mantenerse estable durante 5 días. analizando bajo las mismas condiciones 

cromatogróficas. En ningún caso. la diferencia absoluta entre las relaciones porcentuales fue 

mayor a 2 "· esto significa que durante el transcurso de una semana. los derivados generan 

respuestas de manera constante (98 - 102 %). respecto a la que generaron el mismo día en que 

se realizó la reacción (100 %). 
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2. 9 ltepellbllldad 

La repetibilidad del método se evaluó 4 veces; con la participación de tres analistas.. se 

determinó el contenido de ominoócidos en cuatro muestras. Cuando los coeficientes de 

variación resultaron menores a 10 ~. se consideró que el método. aplicado a una misma 

muestro. presentó repetibilidad suficiente, dadas las condiciones propios de las muestras y la 

metodología empleada. 

Tabla 15. Coeficientes de variación de los análisis realizados por diferentes analistas 

%C.V. 
Amlnoócldo 

Analista 1 Anallsta2 Anallsla3 Muestra 1 Muestra 2 
Aspórtlco 7.1 111.1 4.3 0.4 

Serina 5.0 20.2 9.6 2.5 

Glulómlco 8.7 21.0 1.1 5.5 

Glicina 1.5 24.2 5.3 8.5 

Hislidlna 3.4 28.3 5.0 1.9 

Arglnlna 7.0 26.1 6.6 7.7 

Treonlna 2.3 23.7 8.3 4.8 

Alontna 4.6 19.9 4.1 1.5· 

Pro Una 0.7 22.7 7.4 1.6 

Clslina 7.1 27.9 6.7 1.0 

Tirosina 9.9 20.4 5.6 1.8 

Vallna 1.7 20.2 7.5 1.4 

Metionina 5.7 22.7 4;2 8;9 

Uslna 5.8 20.0 3.8 1.6 

lsoleucina 1.2 7.4 4.3 2.9 

Leucfna 2.0 3.2 4.4 6.7 

Fenllalanlna 6.9 54.9 10.7 9.2 

% c.v. e!Omedlo 4.7 22.4 5.8 4.0 
Total (g/16 gNJ 80.07" 66.59 66.61 64.22 

En negrtta1. los coeficientes de variación mayores a 10" 
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La repellbllldad de olros métodos químicos ('lr. c.v. - 3 - 4) o cromatográficos (% c.v. - 2 - 3) 

[52). es mejor que en el método empleado ('lr. C.V. - 9. en promedio). En principio. el método 

de hidrólisis en fose de vapor no fue desarrollado para el análisis rutinario del contenido de 

ominoócidos en motrices complejas como Jos alimentos. Originalmente. la derivatización se 

realiza directamente en el tubo de hidrófists (23.33]; ademós. el sistema de derivatizacJón fue 

propuesto en el anólisis de péptidos v proteínas puros. el reporte que existe de su uso en el 

anóllsis de amlnoócldos en aumentos requiere de metodologías distintas a la propuesta para 

lievar a cabo la hidrólisis y dertvatlzación de las muestras (36). 

Lo metodología evaluada propone el uso de mayores cantidades de muestra en la etapa de 

hidrólists en fase de vapor con el objetivo de obtener mayor representatividod en lo muestra y. 

además. poder llevar a cabo la purificación del hidrolizado con la finalidad de disminuir las 

posibles interferencias: las modificaciones hechas en la forma de preparar la muestra están 

encaminadas a facilitar el manejo y disminuir lo manipulación de los hidrolizodos. con relación 

a lo que han reportado Cohen y Zendejas [36.60]. Considerando que el método propuesto es 

una combinación de reacciones químicas y análisis cromatográticos. que están Involucradas 

una etapa de extracción y uno de purificación. aunado a la complejidad y heterogeneidad 

de los motrices analizadas. se justifica el que no se sea ton estricto con el parámetro de 

repetibilidad; después de todo. se ha adoptado una metodología que no fue diseñado para el 

anólisis rutinario de aminoácidos en alimentos. obteniendo repetibilidades adecuadas. 

La hidrólisis con mayores cantidades de muestra implica menor variabilidad. pues la muestra 

analizada es más representativa. cuando Cohen y De Antonls (36] aplicaron este principio. 

obtuvieron mejor repetibilfdad (% C.V. promedio = 1.3) a la presentada aquí. empleando la 

derivatfzacJón con AQC y el análisis por HPLC de fase reversa en el análisis de granos. sin 

especificar cuales. 
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Existen otros reportes en donde se emplea la metodología de hidrólisis con caracteñsticas 

similores o lo publicado por Cohen y De Anlonls (36] y Luces y Sotelo (14]. en donde lo 

repetibllidad. con distintos métodos de cuantificación. es mós parecida a Jo que se ha 

obtentdo con lo metodología propuesta:% C.V. prometdlo = 5.9 en el anólisis de leche en polvo 

por HPLC de fase reversa. derivatización pre columna con fenilisotlocionato [22) y " C.V. 

promedio= 9.9 en el anólisls de la harina destoxificado de Erythrlna americana por cromatografía 

de Intercambio fónico [63), ademós. durante el desarrollo de este trabajo. los coeficientes de 

variación cuando se analizaron muestras por cromatografía de intercambio fónico (de acuerdo 

con Luces y Sotelo .. 1982 (14']) fueron mayores a los obtenidos cuando se analizó la misma 

muestro con lo metodología propuesto (labios 16-18). 

Lo anteriormente expuesto. justifica el que sea considerado como aceptable. la repetibilidad 

del análisis por triplicado cuando se han obtenido coeficientes de variación promedio de entre 

4y63. 

Un mtsmo analista (2) obtuvo repeticiones aceptables en el análisis de una de las dos muestras 

trabajadas por él. Aunque el diseño experimental de ésta prueba no incluyó una intromisión 

más profunda en las características de las muestras analizadas. se podría inferir que la 

homogeneidad de la muestra 1 no era adecuado. Sin ningún elemento que sustente con 

fuerza esta suposición. lo más recomendable para solucionar la problemática que se presentó. 

tendría que haber sido considerar una mayor cantidad de muestra a hldrolizar por repetición o 

un número mayor de repeticiones o partir de pesadas independientes. 
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3. EXACTITUD DEL MÓODO. COMPARACIÓN CONTRA EL ANÁLISIS 

TRADICIONAL 

Se determinó el contenido de aminoócfdos en tres muestras utilizando el método tradicional 

(hidrólisis con HCJ o reflujo; cromatografía de intercambio iónico). el método propuesto 

(hidrólisis con HCI en fose de vapor; HPLC de fose reversa) y uno combinación de ambos. 

Tabla 16. Contenido de aminoócldos en fnjol Negro Jomapa 

Amlnoócldo Contenido de aminoócidos ' 
Método tradicional 2 Método propuesto 3 

Mettonlna 0.84 ± 0.07 (8.0) 0.13±0.01 (8.9) 

Uslna 5.08 ± 1.15 (22.7) 5.49 ± 0.09 ( 1.6) 

l•ol•uclna 1.71 ±0.07 (3.9) 4.00±0.11 (2.9) 

le.,;clna 5.71 ±0.74 (13.0) 6.54 ± 0.44 (6.7) 

Hlotldlna 2.10±0.49 (23.2) 2.03±0.04 (1.9) 

Fenllalanlna 3.60±0.40 (11.0) 3.18±0.29 (9.2) 

Vallna 3.51 ± 0.20 (5.7) 4.77 ± 0.07 (1.4) 

Tr•onlna 3.56 ± 0.29 (8.0) 2.46±0.12 (4.8) 

ClsHna 0.53 ± 0.11 (20.6) 0.09 ± 0.001 (1.0) 

Tiroslna 2.48±0.16 (6.3) 0.39 ± 0.01 (1.8) 

As pórtico 11.68 ± 3.07 (26.3) 7.58 ± 0.03 (0.4) 

Glulómlco 10.45±0.97 (9.2) 10.34±0.57 (5.5) 

Gllclna 8.21 ±0.40 (4.9)4 2.55 ± 0.22 (8.5) 

Alanino 4.09 ± 0.06 ( 1.5) 

Prolina 4.05 ± 0.35 (8.7) 3.08±0.05 (1.6) 

Serlna 4.94 ±0.62 (12.7) 2.93 ± 0.07 (2.5) 

Arglnlna 5.04 ± 0.61 (12.1) 4.53 ± 0.35 (7 .7) 

Total (g / 16 g NI 73.49 64.22 
Promedio% C.V. 12.3 4.0 

' g / 16 g N ± desviación estóndar (% coeficiente de variación) 
2 Hidróllsls con HCI 6 N a reflujo o 145° C. 4 horas. Anóllsls por cromalografla de 
intercambio fónico~ derivatizaci6n post columna con nlnhidrina 
3 Hldróllsls con HCI 6 N en fase de vapor a 145º c. 4 horas. Anóllsls por HPLC de fase 
reversa .. derivatizacJón pre columna con AQC 
4 Suma de alanina v glicina 
En negrftas .. los aminoácidos indispensablesª Clstina y Ti..Jsina son considerados semi 
indispensables 

107 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Tablo 17. Contenfdo de amlnoócldos en mafz 

Amlnoócldo 

Meffonlna 

Uslna 

lsoleuclna 

Leuclna 

Hlstldlna 

Fenllalanlno 

Vallna 

Treonlna 

Clstlna 

Ttroslna 

Aspórtlco 

Glutómlco 

Glicina 

Alonina 

Prolina 

Serina 

Arglnlna 

Total (g / 16 g NI 
Promedio 3 C.V. 

Contenido de omlnoócldos 1 

Método tradlclonal 2 Método propuesto 3 
0.97±0.09 (9.4) 0.10±0.01 (10.0) 

1.80 ± 0.31 (17.3) 1.60± 0.16 (10.1) 

2.33 ± 0.90 (38.8) 2.94 ± 0.03 (1.2) 

7.65±0.75 (9.8) 8.12±0.28 (3.4) 

2.42±0.35 (14.3) 3.12±0.17 (5.6) 

2.73 ± 0.43 (15.6) 1.97 ± 0.07 (3.7) 

3.76±0.31 (8.4) 5.18±0.34 (6.7) 

3.68±0.53 (14.4) 3.20± 0.15 (4.6) 

1.24 ± 0.05 (3.7) 0.26 ± 0.01 (3.BÍ . 

2.85 ± 0.24 (8.4) o.40±0.04110.oi 

5.52 ±·.1.79 (32.4) úo.±-o.« 19,aí 

6.80 ± 0:81 ci Ú) 11.91 ±0.28 (2.4)' 

13.05± 1.63 (12.5)" 3.69 ± 0.35 (9 .6) 

9.17±0.28 (3.0) 

7.22±0.86 (11.9) 7.64±0.31 (4.1) 

2.81 ±0.16 (5.7) 2.81 ± 0.05 (1.9) 

3.61 ±0.62 (17.1) 2.00 ± 0.16 (8.0) 

68.43 66.45 
14.5 5.9 

1 g / 16 g N ± desviación estóndar (3 coeficiente de variación) 
2 Hldróllsls con HCI 6 N a reflujo a 145° C. 4 horas. Análisis por cromatografla de 
Intercambio 16n1co. derivatizaclón post columna con ntnhidrfna 
3 Hidrólisis con HCI 6 N en fase de vapor a 145° C. 4 horas. Análisis por HPLC de fase 
reversa. derivatizaclón pre columna con AQC 
• Suma de alanina y glicina 
En negrita•. los aminoácidos Indispensables. Clsttna y Tirosina son considerados semi 
Indispensables 
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Aminoácido 

MeHonlna 

U si na 
lsoleuclna 

leuclna 

Hlstldlna 

Fenllalanfna 

Vallna 

Treonlna 

ClaHna 

nroslna 

Aspártico 

Glulámico 

Glicina 

Ala ni no 

Prolfna 

Serina 

Arginina 

Total lg / 16 q NI 
Promedio% C.V. 

Tablo 18. Contenido de aminoácidos en frijol Escumile 

Contenido de aminoócidos 1 

Mélodo tradicional 2 Combinación 3 Mélodo propuesto • 

0.84 ± 0.10 (11.6) < 0.005 j.<rTIOi/mL6 0.21 ±0.03 (13.4) 

8.06 ± 1.15 (14.2) 4.43 ± 1.43 (32.3) 5.64 ±.0.11, (1~9Í 
1.87 ±0.32 (16.8) 3.13±0.48 (15.5) 4.77 ±0.18 (3.8) 

4.74 ± 0.46 (9.8) 

2.93 ± 0.85 (29.0) 

5.03 ± 1.11 (22.0) 

67.22 
16.94 

5.65± 1.15 (20.4) 

8.53 ± 4.65 (54.5) 

4.14±0.64 (15.4) 

60.13 
22.7 

3.09 ±0.56 (18.2) 

5.63±0.19 (3.4) 

75.51 
6.6 

' g / 16 g N ±desviación estándar (3 coeficiente de variación) 
2 Hidrólisis con HCI 6 N a reflujo a 145° c. 4 horas. Análisis por cromatografla de intercambio 
iónlco, derivatización post columna con nlnhldrina 
3 Hidrólisis con HCI 6 N o reflujo a 145° C. 4 horas. Análisis por HPLC de fase reverso. 
derivatización pre columna con AQC 
4 Hidrólisis con HCI 6 N en fase de vapor a 1 "5º e, "' horas. Análisis por HPLC de fase reversa, 
derivatización pre columna con AQC 
5 Suma de alanlna y glicina 
6 límite de detección 
En negrftaa, los aminoácidos indispensables. Clstina v Tiroslna son considerados semi 
indispensables 
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El anólfsts por cromatografía por Intercambio fónico requiere de mucha manipulación durante lo 

preparación (extracciones. evaporación del exceso de HCI a presión reducida. ajuste de pH. 

dilución): aun cuando se cuenta con un estóndar Interno para corregir posibles errores durante 

la preparación del hldrolizado. los coeficientes de variación obtenidos son altos (columna 

método tradlclonaf de los tablas 16 o 18). 

En Jo concemiente al anóllsls de fas tres muestras. la resolución del equipo para algunos pares 

de aminoócidos (glutómlco - treonina. treonina - señna. prolino - cistina. valina - metionlna) 

no fue bueno en todos los anólisis: no hubo la posibilidad de medir el ancho del pico a la mitad 

de la altura. pues no se logró la separación de ciertos pares de aminoócidos .. al menos en el 

mismo nivel que se alcanzó cuando se llevó a cabo el anóllsis del estóndor de referencia. 

Seguramente. Ja naturaleza química de las muestras y la consecuente dificultad de ajustar el pH 

en Jos hidrollzados. provocaron modificaciones de la fuerza fónica en el sistema de análisis. 

alteróndose los equilibrios de disociación de los amlnoócidos y. por lo tanto. se modificó el 

grado de adsorción de cada ominoócido cargado a la columna de intercambio. dando como 

resultado deficiencias en la separación y pureza de cada banda. Cuando ocurrió así. la 

estimación de cada omino6cido no resuelto se realizó comparando lo relación de altura de 

dichos picos o norleucina. contra lo relación de altura de la banda respectiva o norleucina en 

el estóndar. 

Esta suposición podría ser menos válida que la estimación por comparación de áreas. 

sobretodo si se considera que las modificaciones en la fuerza fónica del sistema de análisis 

provocan picos mós anchos o más delgados que en un estóndar. lo que forzosamente implica 

que la altura de un pico dado no es. en el sentido estricto. directamente proporcional a la 

concentración. 

La bajo resolución pudo provocar voñobilidad en la estimación. pues no habría manera de 

conocer con que grado una bando contaminó a la banda adyacente. pues la resolución se 

modificó entre repeticiones. 
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Ademós de la baja resolucfón. la deriva de la Unea base también pudo provocar la alta 

variabilidad de los resultados que se obtuvieron; en este estudio la decisión de ubicar la líneo 

base fue del analista. pero muchas veces el flujo de solventes no fue constante durante la 

obtención de un amlnograma. provocando diferentes comportamientos de Ja línea base entre 

cada repetición y. por Jo tanto. el uso de distintos criterios en la decisión. La obtención de los 

áreas (altura x ancho del pico a la mitad de la altura) pudo también ser fuente de variación. 

más en el caso de picos muy delgados o bandas con forma irregular (fenllolanina y tirosino). 

Aunque seo considerado como metodologra de referencia. el anólisls de aminoácidos por 

cromatografía de intercambio fónico fue poco reproducible. y m6s si se compara con en el 

anóllsis de aminoácidos por HPLC de fase reverso (columna método propuesto en las tablas 16 

a 18). en donde los coeficientes de variación fueron menores utilizando las mismos muestras. 

aun cuando se utilizó menos material poro hidrollzor .. lo que supondría menor representatlvidad. 

Es difícil decidir acerca de la exactitud del método propuesto si se considero que el estudio que 

serviría como referencia fue poco preciso. 

Lo ideal seria contar con un péptido o proteína de composición y/o secuencio conocidos para 

simular muestras de distintos contenidos de proteína y evaluar más certeramente el recobro de 

cada uno de los aminoócidos con el método propuesto.. considerando las posibles 

interacctones que formarfan los hidratos de carbono con Jos aminoócidos cuando éstos se 

liberan del enlace peptrdfco y que tentativamente involucrarfon deficiencias en el recobro. 

Aun asf se evaluaron los resultados obtenidos con lo metodología propuesta. tomando como 

punto de partida Jos resultados arrojados del onólisJs de aminoácidos con la metodología 

puesta a punto por Luces y Sotelo [14). 
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Cuando se compararon los resultados obtenidos por ambos métodos. se encontró que en Jos 

tres casos hubo degradación considerable de cistina. metionina y tirosina cuando se realizó la 

hidrólisis con HCI 6 N en fase de vapor a 145° c. 4 horas. Se degradó aproximadamente el 85 % 

de metlonino en fnjol negro Jamapo. el 90 3 en maíz y el 75 3 en fnjol Escumite; cistina fue 

destruida en un 83 % en fnjol negro Jamopa. 80 % en maíz y 75 3 en frijol Escumlte. Se sabía que 

lo hidrólisis ócido. en presencio de hidratos de carbono. mantenfa inestables a los aminoócidos 

azufrados [64). aunque se tenía reportado mayor estabilidad de metionlna cuando se realizó la 

hidrólisis en fase de vapor del material proteínico purificado (65). 

En las tres muestras. el contenido de isoleucina y valina (aminoócidos en donde es mós difícil 

romper el enlace peptrdico (25.64.66]) fue mayor con la hidrólisis en fase de vapor. tal vez fue 

mós eficiente la acción de los vapores de HCI que el reflujo. El mismo efecto se presentó con 

leucino en el frijol Escumite. 

En los tres onóllsis se determinaron cantidades menores de fenilalanina cuando se realizó el 

anólisis con el método propuesto. aunque sólo en mafz fue considerable la deficiencia; la 

estimación por cromatografía de intercambio iónico pudo ser deficiente. pues no se 

encontraron reportes de su degradación durante la hidrólisis en fase de vapor directamente 

sobre las muestras: en cambio. la banda que produce en la cromatografTa de Intercambio 

fónico no es de tipo gaussiana y se presenta en la parte final de la elución de los aminoócidos 

ócidos y neutros. lugar donde la deriva de la línea base es consJderoble. dificultando la 

obtención del órea de este aminoócido. 

Qulzó la comparación de los resultados frente al método tradicional muestre que Ja 

metodología propuesto difiere en la cuantificación de aspórtico. glutómlco. alanina. glicina y 

lisina. pero se debe mencionar que en el anólisis por cromatografía de intercambio Tónico. estos 

aminoócldos generaron respuestas muy grandes. dificultando la estimación manual del órea de 

sendos aminoócidos. por lo que pudieron ser estimados con mós error. aspórtico. glutómlco y 

alanina-gllcina en las tres muestras v lisina en las dos muestras del género Phaseolus. a diferencia 

del anóllsis por HPLC. en donde se obtuvieron respuestas dentro del Intervalo de linealk:::tad 

encontrado. la obtención de óreas no estuvo sujeta a la vañabilidad que se presentó en Ja 

estimación por intercambio fónico y. ademós. no se tiene reporte de que sean degradados 

durante el proceso de hidrólisis. sea cual fuere [25]. 
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Prollna. serfna. treonina y tirosina. se degradan gradualmente durante la hidrólisis ócido. La 

cinética de destrucción de estos aminoácidos no es la misma siempre. depende del tipo de 

matriz en donde se encuentran los aminoácidos y de las condiciones qufmicos que prevalecen 

durante fa reacción de hidrólisis [25.36.64.66). es por eso que la comparación es distinta en las 

tres muestras: respecto a fo cuantificado en Ja hidrólisis con HCI 6 N a reflujo. con la hidrólisis en 

fase de vapor hubo menor recuperación de serina en fn]ol negro Jamapa. se determinó menor 

contldad de prollna en Jos dos géneros de Phaseo/us y se cuantificó menor cantidad de 

treonina en frijol negro Jamapa y maíz aunque en todos el recobro comparativo estuvo por 

encimo de 60 3: no obstante. se debe considerar que lo cuantificación por intercambio lónlco 

no fue precisa y que no necesariamente el recobro es mejor cuando se emplea el reflujo 

durante la hldróllsls. 

El que en algunos casos se presenten mejores recobros comparativos cuando se hldroliza con 

HCI o reflujo. no significa que no se presente degradación de estos amlno6cidos. porque 

seguramente las cinéticas de destrucción difieren entre los dos métodos. Lo mismo ocurriría con 

los demós ominoócldos. seguramente la hidrólisis de los enlaces amida difiere entre 

metodologías y aun entre pares de aminoócidos involucrados. 

SI la preparación de la muestra durante el anóllsis por intercambio fónico fue Inadecuada y no 

se Incluyó el paso que permite la oxidación a cistina de lo cisteina presente. provoca que 

coeluyo con prollno durante el anólisis por cromatografía de Intercambio fónico. sobre 

estimando prollna y obviamente subestimando clstina (64). 

Teóricamente. el uso de fenal en el ócido clorhídrico empleado en la hidrólisis permite 

secuestrar los agentes oxidantes que se encuentran como contaminantes en la solución. en 

ambos métodos (36). una de las ventajas principales de la hidrólisis en fase de vapor es que 

dichos contaminantes estarían fuera del alcance de los aminoácidos. con lo que de alguna 

manero se controla el grado en que se degradan los cuatro amlnoócidos mencionados (67-68). 
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El caso de tlrosino es de especial relevancia. la degradación fue del 85 3 en el frijol negro 

Jamapa y en el mafz y de 92 3 en el caso de frijol Escumite (85 3 si se compara contra el 

resultado obtenido en Ja combinación de métodos. tablo 18). Esto significa que en este 

omlnoócido en especial. el fenol no actúa como protector en la hidrólisis en fase de vapor. por 

lo que seguramente los componentes propios de cada muestra son los responsables del distinto 

grado de destrucción. a diferencia de la hidrólisis a reflujo. donde lo presencia de fenal permite 

recuperar el 95 %. al menos (6-4) 

Los reportes que se tienen respecto a la comparación de métodos de anólisis de aminoácidos 

involucran. en generot el mismo sistema de hidrólisis y difieren únicamente en el sistema de 

cuantificación: habitualmente se reportan buenos resultados cuando se comparan los sistemas 

de derivatización (fenilisotioclanato o AQC) con el anóllsis por cromatografía de intercambio 

tónico [derivotlzondo con nlnhldrino poro lo detección de los omlnoócldos) [:33-34). 

Cuando se reollzó lo hldróllsls lrodlclonol (HCI 6 N, o reflujo o 1-45° C. -4 horas) y se reollzó el 

onólisls del contenido de aminoácidos de fnjol Escumite por HPLC de fase reversa. se encontró 

muy bajo repetibilidad (columna combinación de la tablo 18). seguramente por la excesiva 

monlpulación involucrada durante la preparación de los hldrolizados. pues se requiere de 

realizar diluciones para llevar la cantidad de proteína hidrolizada al intervalo dinámico que se 

ha reportado anteñormente en este estudio. 

Aun con la baja repetibllidad hallado. se podrfa inferir que Ja cuantificación realizado por 

cromatograffa de Intercambio fónico. tiene deficiencias. sobre todo en lo obtención manual de 

las áreas de los aminoácidos; yo se ha comprobado que el método de derivattzación es exacto 

y. por lo tanto. lo cuantificación deberla proveer ros mismos resultados pues únicamente ha 

cambiado la forma de obtener lo respuesta de cada aminoácido. 

Podrfa decirse que los aminoácidos lisina. tirosina. aspártlco. glutámico. prolino. e isoleuclno 

fueron mal estimados. al menos en el frijol Escumite. todo a causa de la problemática expuesta 

antes: respuestas muy grandes. derivo de la linea base v falta de resolución. El valor 

excesivamente alto de sertna en la combinación se podrfa explicar si se considera que Ja 

manipulación afectó la calidad del anólisis. provocando inestabilidad en la línea base cuando 

fue eluido este aminoócido. dando lugar a estimaciones con errores grandes. 
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La tmposibilidad de cuantificar histfdina. cistina y metlonina se explica si se considera que los 

diluciones efectuadas para mantener el hldrolizado dentro del Intervalo dinómico .. llevaron la 

concentración de estos tres por debajo del límite de cuantificación del método .. aunque existe 

lo posibilidad de que lo hidrólisis efectuada también provoque su degradación (cistlna V 

metiontno) [33.68-71]. de modo que la cuantificación por cromatografía les sobrestima por las 

causas ya mencionadas. pues aunque Ja hidrólisis propuesta permite obtener los rendimientos 

móximos de la mayorfa de los amlnoócidos. no Implica que éstos no se degraden. 

Aunque la combinación podrfa llegar a ser muy útil en el anólisis rutinario de aminoócidos en 

cereales y leguminosas. se debe estudiar la posibilidad de encontrar una metodología que 

permita disminufr la manfpulaclón y. principalmente. que garantice la obtención de hfdrolizados 

dentro de un Intervalo dinómico tal. que se asegure la correcta derivatización de todos los 

aminoácidos. ya que fa metodología que Cohen y De Antonis propusieron (36) no especifica si 

con el mismo protocolo se pueden analizar cereales. leguminosas u otros alimentos de manera 

rutinaña. 

La metodología propuesta tiene como ventajas principales menor manipulación durante lo 

hidrólisis de lo muestro. lo derivotización y cuantificación por HPLC son exactos y. en general. 

tiene mayor repetibilidad que el anólisis por cromatografía de intercambio fónico. Lo desventaja 

mós Importante es que el grado de degradación de cistina. metionina y tirosina cuando se 

someten los muestras o hidrólisis en fase de vapor. excede el que podrfa presentar la hidrólisis 

con HCI a reflujo. Cabe destacar que se ha reportado que Jos mayores índices de degradación 

se presentan con muestras con contenidos elevados de hidratos de carbono [68.7()..71). 

La calidad del anóllsis rutinario se mejorarfa de modo apreciable si se considerase realizar 

protocolos alfemos de hidrólisis. tal y como se realiza en la mayoría de los reportes de anólisis de 

aminoácidos con que se cuenta. pues una vez más se ha comprobado que la principal fuente 

de deficiencias en la estimación del contenido de aminoácidos es la hidrólisis. 

La hidrólisis alcalina. que permile la cuanliflcación de triplofano. permitirla adem6s. delerminar 

el contenido de tiroslna. pues bajo esas condiciones no se presentaña degradación [64.66.68). 
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Los omlnoócldos azufrados en alimentos casi siempre son llevados a su forma oxidada mós 

estable (ócldo cisteico en el coso de cist(e)ina. y metionin sulfono para metionina). esto permite 

lograr recobros mayores respecto a los que se obtrenen con la hidrólisis tradicional. sin Importar si 

lo cuantificaci6n se realiza por cromatografía de intercambio fónico. cromatogroffa de gases o 

HPLC de fase reversa (68.71). 

La calidad del análisis mejoraría si se considerase la opción de oxidar la muestra (con ócldo 

perfórmlco) antes de realizar la hidrólisis en fase de vapor .. aunque necesariamente se tendría 

que realizar otro tipo de hidrólisis. pues la oxidación destruye tirosina. fenilalanina v triptofano 

(19.68-70) 

Otro opción que permitirfa mejorar la calidad del análisls sería la obtención de factores de 

corrección para la obtención de los móximos rendimientos. evaluando el efecto del tiempo de 

hidrólisis en la concentración obtenida poro cada aminoócido. donde el intercepto al tiempo 

cero. representa el contenido original del aminoócido en lo muestra. 

Aunque idealmente este tipo de experimentos se diseñan para uno muestro en particular, 

podrían proporcionar un buen índice de la calidad de la proteína de cereales y leguminosas. si 

se lograsen obtener modelos matemóticos que permitieran. con el onólisis de solo dos o tres 

puntos. obtener el contenido real de cistina. metionlna y tirosina en la muestro (21.64.66]. 

El análisis expuesto anteriormente permite establecer que. al menos. lo metodología de 

extracción. purificación. derivatlzacfón y cuantificación de los aminoócidos. cuando ya se ha 

roto el enlace que los mantiene unidos. es válida; cumple adecuadamente con el objetivo para 

el que fue diseñada. En cambio. el proceso de hidrólisis puede considerarse válido para 

cuantificar 14 aminoácidos con confiabilidad: aspártico. serina. glut6mico. glicina. histidina. 

arginlna. alanlna. prolina. valina. Jisina. isoleucina leucina y fenilalanina. 
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4. ANÁLISIS DE MUESTRAS 

Cuando se decidió que el protocolo era vólido. aunque solo para 14 amfnoócidos. se decidió 

llevar a cabo la cuantificación de amlnoóctdos en distintas muestras Con la finalidad de 

comprobar su opllcobilldad a matrices distintos a las empleadas durante la validación. 

Tabla 19. Contenido de aminoócidos ' en distintos muestras con menos de 20 3- de proteína 

Aminoácido Residuo Arroz Grano de Sorgo Grano de Trigo 
de vid S.QWO germinado trigo germtn_ado 

Meffonfna 0.56 0.34 0.26 0.21 0.18 0.34 

Usfna 5.28 2.04 2.09 2.72 2.08 2.84 

lsoleuclna 3.92 2.94 4.43 4.54 3.71 4.26 

leuclna 6.33 7.13 8.13 10.94 6.29 6.59 

Hlstldlna 3.19 2.66 3.75 3.10 3.16 3.31 

Fenllalanlna 3.34 3.52 3.67 3.87 3.70 4.31 

Vallna 5.00 6.39. 5.59 5.97 4.51 ,.5.36 

Treonlna 2.92 1.45- :1.91 2.12 1.82 2.54 

Clsffna 0.01 0.27 0.28 0.28 0.21 0.18 

Tlroslna 0.61 0.36 0.42 0:49 0.21 0.32 

Aspórtico 8.36 6.21 5.40 4.12 . 4.08;- --6.73 

Glutómico 15.17 11.87 14.44 12.63 18:00 10.31 

Glicina 7.08 3.63 3.62 4.10 4.23. 4.50 

Alanina 4.54 S.39 8.69 8.12 3.32:. 4.95 

Prollna 5.19 3.85 8.28 6.78 9.Sl 5.96 

Serina 3.31 2.88 3.84 4.05 3.32 2.70 

Arginino 5.16 4.97 2.93 2.72 3.25 3.38 

Total' 80.07 65.90 77.73 76.76 71.58 68.58 
Total 

30.6 27.1 30.53 34.24 25.87 30.05 Jndiseensables 1 
3Nx6.252 11.31 9.38 9.06 9.50 12.44 15.00 
lg/16gN 
2 porcentaje de nitrógeno en base seca y desengrasado 
En negritas~ Jos omlnoócldos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados semi 
indispensables 
3C.V.< 10 
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Tabla 20. Contenido de aminoácidos 1 en distintas muestras del género Phoseolus 

Aminoócido 

MeHonlna 

Uslna 

Jsoleucina 

Leuclna 

HlaHdlna 

Fenllalanlna 

Vallna 

Treonlna 

Clstfna 

nroslna 

Asp6rtico 

Glutómico 

Glicina 

Alanina 

Prolina 

Serina 

Arginlna 

Total' 
Total 
indispensables 1 
%Nx6.25 2 

Frijol 
comba 

0.22 

4.35 

4.68 

7.04 

3.95 

5.45 

5.57 

3.59 

0.11 

0.95 

6.79 

12.77 

6.65 

5.41 

3.68 

9.83 

3.69 

84.69 

35.89 

21.31 

Frijol 
comba Frijol Teparf 

germinado 
0.21 0.22 

4.81 7.45 

5.47 5.30 

8.22 8.43 

3.37 3.06 

5.88 

6.11 

2.72 

0.12· 

0.40 
9.36 .. 

14.25 

·3.8.5 
5.16 

4.49 

4.57 

3.96 

82.83 

37.18 

24.94 

4.63 

6.65' .. 

3.35. 

0.13 

o.72 
·-·-

·23.71 

6.11 

6.2o. 
4.25. 

7.19.': 

4.51 

101.4 

39.94 

23.44 

FrijolTepari 
germinC?JdO , 

0.30 

5.91. 

•;5.49 

·B.40· 
., 2.70 

<5::36 

<;6:6s,?. 
··•3,33'<, 

0.13'' 

-~o.63···· 

''10.91 .. 

Fnjol 
Escumlle 

.. 0.21 

5.64 

···.3.44 

0.09 

0.35 

'5;35 

. ··19.11--~c~· .ce.~';_ ·~:-11.98_ 
•4.62 <·. 3.43 . - : -. :~. -

.. 4.56 .'s.59) 
-'~~-~?4_;q~_::'.:~!~- -- ~/~_._4.,~ 

. :: ..• ·60!2 ••••. ·.: .. :.:.·': ;;;·· ' ~ ~-()9. 
~ ;.:.5.63' 

"·.'93.48 75.51 
.. 

·.:38.90 ,.,--, .... ··. 25.87 

'27.06 24.31 
lg/ 16g N . , ·' ':.:•····:,:• ' ,. 
2 porcentaje de nitrógeno en base seca y desengrasada · -":· '.:-:·'-._ \ ·- : ~:" , . 
En negrttas .. los aminoácidos indispensables. Clstlna y Tiroslna son considerados semi 
indispensables - -
%C.V.<20 

Frijol 
Escumlte 

germtnado 
0.23 

4.78 

4.77 

7.00 

1.83 

4.32 

5.28 

2.60 

0.10 

0.50 

8.08 

13.03 

3.30 

3.96 

3.26 

3.75 

3.52 

70.31 

31.41 

27.50 
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Tabla 2L Contenido de aminoócidos 1 en distintas muestras del género Lupinus spp 

Aminoócido 

Meffonlna 

U sino 

fsoleuclna 

Leuclna 

Hlsfldlna 

Fenllalanfna 

Vallna 

Treonlna 

Cfstlna 

Tiroslna 

As pórtico 

Glutómico 

Glicina 

Ala ni na 

Prollna 

Serfna 

Arginina 

Talal 1 
Total 
Indispensables 1 
%Nx6.252 
lg/l6gN 

Lupinus 
exalta tus 

0.26 

7.03 

3.88 

5.53 

2.44 

l.98 

4.46 

2.89 

0.30 

l.23 

12.49 

26.ll 

4.00 

4.25. 

3.85 

4.34 

9.80 

94.84 

30.00 

44.54 

Lupinus Lupinus 
oschenbomil onaustifolius 

0.20 0.14 

5.11 4.41 

3.50 3.68 

4.99 5.37 

1.76 2.18 

l.16 l.63 

3.26 3.88 

2.57 1.74 

0.19 0.15 

0.80 0.54 

B.03 >· 10.57 

·21 • .46 20:20 ;¿,y·.··.·. 5.06« 

:'3:o:s: 3.39 .• 

.·2~96,';· '3.49 

2.61 '3.11 

7.42 B.55 

77.78 86.09 

23.54 23.72 

45.ll 39.25 

2 porcentaje de nitrógeno en base seca y desengrasada 
En rteQrtta•~ los aminoócidos indispensables. Clstina y Tirosina son considerados 
semi tndlspensables 
%C.V.<20 
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Tabla 22. Contenido de aminoócidos 1 en distintas muestras de lo especie Erythrina americano 
(1) 

Amlnoócldo Semilla Semllla Germinado Germinado 
cruda cocido crudo Cocido 

MeflonJna 0.85 0.79 1.00 1.00 

Uslna 5.73 5.69 5.66 5.47 

tsoleuclna 3.05 3.20 3.35 3.98 

Leuclna 5.33 6.04 6.07 7.48 

Hlalldlna 1.62 1.75 1.89 1.80 

Fenllalanlna 0.68 1.94 1.45 3.15 

Vallna 4.32 3.90 4.43 4.70 

Treonlna 3.01 2.36 2.79 2.82 

Clallna 0.33 0.30 0.55 0.49 

Tiroslna 0.69 1.29 1.50 2.76' 

Aspórtlco 7.39 7.25. 10.11 7.99 

Glulómico 13.66 10.16 10.18 9.21 

Glicina 3.04 1.99 2.17 2.23 

Alanlna 3.51 3.45 3.70 3.64 

Prolina 3.79 3.59 4.31 4.42 

Serfna 2.53 2.69 2.80 2.86 

Arglnlna 3.61 3.59 4.61 4.60 

Total' 63.14 59.97 66.59 68.61 

Total lndiseensables ' 25.61 27.26 28.70 33.65 
%Nx6.252 33.01 52.44 47.05 46.65 

lg/16gN 
2 porcentaje de nitrógeno en base seca y desengrasada 
En negrtta1. los amlnoócidos Indispensables. Cistina y Tirosina son considerados 
semi indispensables 
%C.V.<30 
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Contenido de ominoócidos 1 en distintas muestras- d8 Ja _espe~te Ery!hrino americano (2) 

Aminoócido Ejote Ejote cocido : : Semilla del, Semilla del 
crudo efote' cruda , efote cocida 

Meffonlna 0.44 0.49, 0.38 0.41 

U si na 6.74 6.96' 7.86' 5.11 

lsoleuclna 3.28 4.00 .', '4.99 4.30 

leuclna 5.64 6.98 8.60 7.21 

HlsHdlna 2.28 2.61 2.87 2.21 

Fenllalanlna 0.86 2.73 2.45 2.65 

Vallna 5.19 5.18 6.34 5.10 

Treonlna 2.45 1.96' 2.93 3.09 

ClsHna 1.04 <0.003mM3 <0.003mM3 <0.003mM 3 

Tiroslna 1.31 0.63 1.05 0.89 

Aspórlico 14.82 10.23 11.46 5.98 

Glutómico 13.99 12.93 15.25 13.47 

Glicina 3.35 3.08 3.55 3.68 

Alanlna 4.56 4.70 5.48 3.82 

Prolina 4.58 4.31 5.16 5.14 

Serina 2.99 2.87 3.50 2.93 

Arginina 4.04 3.09 5.58 4.80 

Total 1 77.93 72.74 87.44 70.77 
Total 

29.60 31.53 37.46 30.96 
indlseensobles 1 
% N x6.25 2 25.97 24.76 34.84 38.66 

lg/16gN 
2 porcentaje de nitrógeno en base seco v desengrasado 
3 límite de detección del método 
En negritas. los aminoócidos indispensables. Cistina y Tirosina son considerados 
semi indispensables 
%C.V.<30 
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Durante el onólisis de las muestras qUe se ha presentado .. particfparon 5 distintos analistas. todos 

utilizando el protocolo descrito en·e1 anexo 111 .. sin realizar modificaciones a lo que se había 

establecido pr~vian:i_ente; , 

La repetibllld~d:··~-xP:r~S~-dc/~¿,,_,;o 3 C.V. en coda tabla, no en todos los casos fue tan baja. Se 

presentaron· -'rTia'YOi~S\j'"a·r.'éJ.;;~\CiOS-·efí la cuantificación de cistina .. metionina y tirosina .. pues se 

degradan, PC/ 10 _:~~-e;;·::~·Í ~~;;r": Cuá~tificodos en los límites de linealidad del método. el error es 

mayor. AdEt~-¿~·~:l~-d~~-;~dación de éstos podña inclusive difeñr entre la misma muestro~ pues 

como ya se ·dqO·~ -~·Os~ C~nocen.Jas cinéticas de degradación y los factores que podrfan tener 

influencia 'durante la hidrólisis. Sin considerar los aminoácidos mencionados. ~os coeficientes de 

variación. en promedio. fueron menores a 1 O 3. 

Las deficiencias más relevantes fueron en la cuantificación de clstina. metlonina y tirosina. 

Resulta evidente que la destrucción, en distinto grado en cada muestra. de los amlnoócidos 

azufrados no permite evaluar de modo confiable la posible calidad del material proteínico de 

los materiales analizados. pues en todos los casos éstos serían los limitantes. aun en los cereales. 

en donde se sabe que no ocurre asf. Algo similar ocurriría con los aromáticos. debido a la 

degradación de tiroslna. 

Esto implica que es completamente necesario realizar modificaciones al protocolo propuesto o 

diseñar una metodología alterna. para lograr la correcto estimación de los aminoócidos: es 

decir. que se evalúe con exactitud la cantidad de cada aminoócido en la muestra y no 

únicamente estimar la cantidad a partir de una metodología en donde se obtengan móximos 

recobros .. pues el máximo recobro no necesariamente corresponde con la cantidad real. sobre 

todo cuando no se han considerado extrapolaciones al tiempo cero o utilizado factores de 

corrección. 

En lo que respecta al resto de los aminoócidos. se encontraron contenidos elevados de lisina 

(más de ... g por 16 g de nitrógeno) en el residuo de vid y en todas las muestras del género 

Phaseolus. Luplnus y Erythrina. aunque solo el frijol Tepari. Luplnus exaltatus. el ejote crudo y 

cocido y la semilla del ejote de Erythrina americano. presentaron mayor contenido que lo 

reportado en el patrón de la FAO para preescolares (tabla 2); todos los cereales analizados 

(arroz.. sorgo. sorgo germinado. trigo y trigo germinado) tuvieron menos de 3 g de llsina por 16 g 

de nitrógeno. 
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En todos las muestras hoy mas de 2.8-g de fsoleucina por 16 g de nitrógeno (contenido de 

isoleucino en el patrón-para preescolares~ FAO/WHO. 1985): sólo arroz. sorgo. germinado de 

sorgo. todos, l~s especi~-s onallz~daS dei Qénéró éhaseolus. el germinado cocido. el ejote 

coctdo la ~-e~il~~ .. ~é_~·~j~~B:cru~a.Y c~~l~a. __ df'.'.}~~hrin~ americano tuvieron un contenido de 

leucina mayor al patrón de le FAO (6.6 g / 16 g NJ; 
=- ·- . ··~~ 

únicame~-.~~:-~~ ··:g~;r;,~~ad~ de frijol EscumÜ;~~:-~2~.i~us a5Chenbomn y la semilla y germinado 

crudos y:C::oC::idÓsde' Erythrlna amerlcana,·piÉtserÍtarÓn menos de 1.9 g de hlstidlna / 16 g N, 

El fn]ol C~~b:·~_ Y-~¡ friJ_~I Es~umife tU_ero".' rc>s -~~i~~-~¡'-~~S~s· ~n'_~":'ª se encontró mayor cantidad de 

treonlna qu¡;,· en el patrón de le FAO pare prees;:¡;lc:;;;es (Íabl~ 2). 

Todas las l~ist:~s: except() Luplnus a~~~~Á~~~;;,"~r~~~~taron contenidos mayores de vcllna e 
10 que estcbÍece el ¡,c;trón'de,FAo;>., :l; ·· '','{,. ': ,,. 

,·,~:-" ::L;~/ ... >'- ·"<~:~- :'.-;-,:· ~::~~:¡::~,~~~··.d:~~~~,~-~:~.:¿~./: :-·.-·-. 

"" obt~,'.¡~r tO,ctores d~ conversión de nitrógeno a protefno cruda m6s reales (72); 

.r evolu-?r y caracteñzar aislados proteínicos de materiales muy diversos o alimentos que 

podrían' llegar a convertirse en una alternativa de relevancia en los paises del tercer 

mundo [63.73-77); 

.,, corregir los valores de dlgestlbllldcd en pruebas biológicas [78) y 

"' cuantificar proteínas altamente purificadas [79). 

Es por eso que las modificaciones a la técnica que se ha presentado y que solo fue vóllda para 

14 amino6cidos. permitirían ampliar las capacidades del an61isfs de aminoócldos mós allá de la 

cuantificación de cereales y leguminosas aquí propuesta. 
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CONCLUSIONES 

CONCLUSIONES 

:¡... Fueron establecidos los parómetros que permiten la derivatización. con 6-amlnoquinllil-N

hidroxisucclnlmidil carbomato. y cuantificación de 17 aminoócfdos en HPLC de fose 

reversa. Se demostró su validez en términos de precisión. linealidad. sensibilidad. 

tolerancia y robustez. 

:;.. Lo metodología de extracción.. purificación. derivatlzación y cuantificación de 17 

aminoócldos. demostró ser lineal. exacta. repetible y específica: no se demostraron 

interferencias asociados a la presencio de subproductos de lo reacción de hidrólisis. 

~ Se logró adecuar la hidrólisis ócida en fose de vapor al anólisis de aminoácidos en 

cereales y leguminosas. 

:;.. Fue obtenida una metodología que permite cuantificar aminoócidos en cereolt:ts y 

leguminosos. después de hldrolizor el material proteínico en fose de vapor y derivotizor 

los aminoácidos liberados con AQC. 

> Lo metodología propuesta. demostró mayor repetibllidod que el onóllsis trodlcfonol de 

ominoócidos por cromatografía de intercambio i6nlco. previo hidrólisis ócido a reflujo a 

145° e durante 4 horas. 

;. La hidrólisis óclda en fase de vapor o 145º C durante .t horas. no evita lo degradación de 

clstlna. metionina y tirosina. 

;. Se demostró la validez de la metodologfa propuesta para únicamente t • amlnoócldos: 

aspórtico. serina. glutómico. glicina. histldina .. arginlno. treonina. olonina. prolina. volina. 

Usina. isoleuclna. leucino y fenilalontna 
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ANEXO l. FÓRMULAS DE CÁLCULO 

ANEXO l. fÓ<mulas de cálculo 

1. P'ltECISIÓN. ltEP'EJIBIUDAD. ADECUABIUDAD 

P'romedlo arltméHco (9) 

Desviación estándar (a n-1) 

?='E.yin 

ª"''="e 
[(n•r.y•J - ('E.y!•J 

rn•rn-1)) 

Coenclente de variación l" C.V.) 

3 C.V.= an-11? • 100 

donde: 

'E.y = Y• + Y2 + ·•· + Yn 

y = respuesta (relación de óreos amino6cido o norfeucina) 

n = número de repeticiones 

2. LINEALIDAD 

P'endlente (m) 

Ordenada al origen (b) 

m = __ ..,1z,_•.,,AY=.1.l _-_1..,,r.x=.•_,,r.,,y:.1.I __ 
Z°:Ex 2 - (:Ex)2 

b= z 



ANEXO l. FÓRMULAS DE CÁLCULO 

Coeficiente de derrnlnaclón (r2) 

Intervalo de confianza para la pendiente 

m ~ to.•7•. n-2 • O'm 

1 
O"m • O"y/x • ...¡ ( _I:_x_2 __ -(-(:Ex,__)_2_/_Z_) -

_, I:y2- Cm• D<YI - Cb • I:y! 
avix = " ( -='---1.:..:..:.-'z"'-=2'---'="---=LL.-

Intervalo de confianza para la ordenada al origen 

b ~ fo.975. n-2 • Ob 

_, 1 Cx12 
O"b = O"y/x • " ( z + __ I:_x_2--~(~(:Ex._)_2_/_Z_) _ 

x=:Ex/Z 

Coeficiente de variación de regresión (CYxty) 

CVxtv = av1•I '? • 100 

donde: 

I:x = XI + X2 + X3 + ... + Xn 

I:y = Y> + y2 + Y3 + ··· + Yn 

I:X2 = x12 + X22 + -xa2 + ... + Xn2 

:I:y2 = y,2 + YZ' + y32 + .•. + Yn2 

l:Xy = X1 Y> + X2 Y2 + X3 Y3 + ... + Xn Yn 

Z = nOmero total de dolos (x y f(x)): 2 • n 
X = nivel de concentración o adición 
Y = respuesta (relación de Oreas aminoácido a norteucina) 

X f(x) 
X1 Y1 
X. Y2 
X3 Y3 

Xn Yn 
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ANEXO l. FÓRMULAS DE CÁLCULO 

3. P'AllÁMETllOS CllOMATOGllÁFICOS (28.45-46) 

P'latoo teórico• (N) 

N • 16{tr/Wb)2 • 5.545(fr/W112>2 

donde N es el número de platos teóñcos. fr es el tiempo de retención de un pico dado. Wb es 

el ancho del pico a lo base (en unidades de tiempo) y W112 es el ancho del pico a lo mitad de 

su altura (en unidades de tiempo). 

Altura equlvalente de un plato teórico (H) 

H., L/N 

donde Les la longitud de la columna (en mm) y N el número de platos teóricos. 

Factor de capacidad (lt') 

K' "'tr'/fa 

donde Kº es el factor de capacidad. frº es el tiempo de retención corregido y to es el tiempo 

muerto. 

Selectividad (a) 

ct - t,2/t,• 

donde t,2 es el tiempo de retención del soluto dos y trl es el tiempo de retención del soluto uno. 

lleoolucl6n (llo) 

Rs • 2(t,2-t,•) / (Wb2+Wb') 

donde los tiempos de retención de codo pico (tr2 y fr1J y los anchos a la base. de cada pico 

(Wb2 y Wb 1 J se expresan en unidades de tiempo. 

La resolucfón es función de la selectividad (a). eficiencia (N) y retención (K") de un sistema. lo 

cual permite optimizar el grado de separación. 

Rs • 'l• ({ct-1)/a) (N112J (K'/ {l+K')J 
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ANEXO 11. LINEALIDAD 

ANEXO 11 

Unealldad del sistema. Norteuclna 0.1 mm 

Curvos de calibración Respuesta ' en función de la concentración. Amlnoócidos dispensables 

Aspórtico Señna 

12 12 - y = 12.9B6x + 0.5085 
y = 11.863x + 0.2399 R2 = 0.9951 

10 R2= 0.9982 10 

J!! e 
i 

B 

!! 6 6 fil- l .. 
a: 4 4 

2 2 

o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e 0.2 0.4 0.6 o.e 

concentración (mM) concentración (mM) 

Glutómico Glicina 

12 14 
y= 11.697x + 0.147 

y = 14.614x - 0.0184 

10 12 R"= 0.9986 
R2= 0.9964 

e 10 

i i e 
6 

l !B 6 
4 a: 

4 

2 2 

o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e 0.2 0.4 0.6 0.6 

concent111el6n (mM) concent111el6n (mM) 
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12 

10 

J!! e 
~ e 
!G" o:: 4 

2 

o 
o 

Arglnlna 

y = 12.957x - 0.1067 
R2 = 0.999 

0.2 0.4 o.e 
concentración (mM) 

12 

10 

j e 

5t- e 
~ 4 

2 

o 

o.e 

o 

12 

10 

i : 
2 

ANEXO 11. LINEALIDAD 

Alanina 

y= 11.76Bx + 0.0569 
R2 = 0.9994 

0-1-'-~~~~~~~~~~~-

Prolino 

y = 13.BSx - 0.1265 
R2 = 0.9996 

o 

0.2 o.4 o.e o.e 
concentración (mM) 

0.2 0.4 o.e o.e 
concentración (mM) 

' Respuesta = Relación de áreas aminoácido a norteucfno 
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ANEXO 11. LINEALIDAD 

Curvos de calibración Respuesta 1 en función de la concentración. Aminoócidos indispensables 

Hislidino Treonino 

4.5 4.5 

4 4 
3.5 3.5 

!!! 3 

~ ... ~ i 
3 

i 2.5 2.5 

2 l 2 
a: 1.5 1.5 y = 13. 749x - 0.0851 

R2= 0.999 
0.5 R2 = 0.9963 0.5 

o o 
o 0.1 0.2 0.3 0.4 o 0.1 0.2 0.3 0.4 

concenlraclón (mM) concenlración (mM) 

Cisllno2 Tirosina 2 

2.5 3 

2 2.5 

i i 
2 

1.5 

8 8 1.5 

a: a: 1 

0.5 h-·- h.-·-0.5 
0.9988 0.9973 

o o 
o 0.05 0.1 0.15 o 0.1 0.2 0.3 

Concenll'llClón (mM) concentl'llClón (mM) 
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Volina 

12 

10 

i 8 

~ 
6 

a: 4 
y = 12. 733x - 0.0784 

2 R2 a 0.9993 

o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e 

concentración (mM) 

Usina 

16 

14 

12 

i 10 

c. 8 
:¡¡ 

6 a: 
4 

y = 16.368x + 0.3294 
2- R2= 0.997 
o 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 
concentración (mM) 

2.5 

2 

-!ll 1.5 
!l 

l 
0.5 

o 

12 

10 

1 
8 

8 6 

a: 4 

2 

o 
o 

o 

ANEXO 11. LINEALIDAD 

Metionino 

y = 11.884x - 0.0577 
R2= 0.9979 

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 
concentración (mM) 

lsoleuctna 

y = 12.68x - 0.0875 
R'= 0.9993 

0.2 0.4 0.6 0.8 
concentración (mM) 

1-40 



ANEXO 11. LINEALIDAD 

Leucino Fenifolanina 

12 4 

10 
3.5 

3 

i 
B 

12.5 
Q. 6 ~ 2 g¡ 
a: 4 a: 1.5 

2 y = 12.051x - 0.0757 y = 12.445x - 0.0857 
R2= 0.9995 0.5 R" D 0.9985 

o o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e o 0.1 0.2 0.3 0.4 

concentración (mM) concentración (mM) 

t Respuesta = Relación de óreas aminoócido a norleuclna 
2 Cistino y Tiroslno se consideran aminoócidos semi indispensables 

Unealldad del sistema. Norleuclna 0.5 mm 

Curvas de calibración Respuesto ' en función de la concentración. Aminoócidos dispensables 

2.5 

2 

j 1.5 

l 
0.5 

Aspártlco 

y = 2.3729x + 0.0478 
R2= 0.9985 

0.2 0.4 o.e o.a 
concentración (mM) 

1 
l a: 

Serina 

2.5 

2 

1.5 

0.5 

o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e 

concent'*'lón (mM) 

141 



ANEXO 11. LINEALIDAD 

Glulómlco Gncina 

2.5 2.5 y = 2.90Bex + 0.0003 
y = 2.31e9x + 0.0424 R2= 0.9991 

2 R2 = 0.9967 2 

1 1.5 i 1.5 
Q. 

8l 
"' 

0.5 0.5 

o o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e o 0.2 0.4 0.6 o.e 

concentración (mM) concentración (mM) 

Arginina Alonina 

2.5 2.5 
y = 2.59x - 0.0212 

y = 2.357x + 0.<?077 
2 R2= 0.9991 2 R2 = 0.9995 

l 1.5 !!! 1.5 8 
IB" 

"' "' 
0.5 0.5 

o o 
o 0.2 0.4 0.6 o.e o 0.2 0.4 0.6 0.8 

concentración (mM) concentración (mM) 
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2.5 

2 

1 1.5 

0.5 

o 
o 

ANEXO 11. LINEALIDAD 

Prolina 

y = 2.7627x - 0.0199 
R2= 0.9997 

0.2 0.4 0.6 0.8 
concentración (mM) 

1 Respuesta = Relación de óreas ominoócido a norleucina 

Curvas de callbraclón Respuesta 1 en función de la concentración .. Aminoácidos indispensables 

0.9 
0.8 
0.7 

J! 0.6 
1!I 0.5 
~ 0.4 
a: 0.3 

0.2 
0.1 

Hlslldlna 

/·-
/2;1::;;72 

o---~--~--~-~ 
o 0.1 0.2 0.3 0.4 

concentración (mM) 

0.9 
0.8 
0.7 

J! 0.8 
1!I 0.5 
i 0.4 
a: 0.3 

0.2 
0.1 

Treonfna 

y - 2.7506x -0.0187 
R2• 0.999 

0-1---~--~--~-~ 

o 0.1 0.2 0.3 0.4 
concentración (mM) 
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ANEXO 11. LINEALIDAD 

Clslina2 Tirosina 2 

0.5 0.6 

0.4 0.5 

i 0.3 
J!! 0.4 

l 0.3 
0.2 :B 

a:: a:: 0.2 

0.1 y - 4.3886x - 0.0064 y • 2.6057x - 0.0103 
R2 - 0.9965 0.1 

R2- 0.9972 
o o 

o 0.05 0.1 o 0.05 0.1 0.15 0.2 
concentración (mM) concentración (mM) 

Va lino Metionina 

2.5 0.5 

2 0.4 

t 1.5 J!! 0.3 § 

&! 10.2 

0.5 y - 2.5509x - 0.0165 0.1 y = 2.374x - 0.0126 
R2 = 0.9995 R'=0.9973 

o o 
o 0.2 0.4 0.6 0.8 o 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 

concentración (mM) concentración (mM) 
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Usina lsoleucina 

3 2.5 

2.5 2 

s 2 i ~ 
1.5 

¡¡¡- 1.5 ¡¡¡-
o:: o:: 

0.5 
y = 3.2683x + 0.0676 0.5 y - 2.5346x -0.0184 

R2 = 0.9967 R"= 0.9993 
o o 

o 0.2 0.4 0.6 0.8 o 0.2 0.4 0.6 0.8 

concentración (mM) concentración (mM) 

Leucina Fenllalonino 

2.5 0.8 

0.7 
2 0.6 

1 1.5 10.5 

l 
0.4 

o:: 0.3 

0.5 
0.2 y - 2.4936>< - 0.02 
0.1 R"•0.9968 

o o 
o 0.2 0.4 0.8 0.8 o 0.1 0.2 0.3 0.4 

concentración (mM) concentl'8Clón (mM) 

1 Respuesta ~ Relación de óreas aminoócido a nor1euclna 
2 Cistina y Tirosina se consideran anminoócidos semi indispensables 
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Unealfdad del método 

Curvas de recuperación. Cantidad recuperada en función de la cantidad adicionada 1 

Aminoócidos dispensables 

Aspórtico Serina 

1.2 

~ o.a 8. 
~ 0.6 
1il 
;g 0.4 

~ 0.2 ~.,.~ 
R2= 0.9987 

1.4 

~ 
1.2 

8. 
~ o.a 

"lil o.a 
;g 0.4 
~ h-0

-
0.2 9969 

o o 
o 0.5 1.5 o 0.5 1.5 

cantidad adicionada cantidad adicionada 

Glutómico Glicina 

1.2 

~ 

1 
o.a 

0.6 
1il 
~ 0.4 

IJ h .. º"º 0.2 99116 

1.2 

i g_ o.a 

~ 0.6 
"lil 

0.4 ;g 
ñ 0.2 /·~· /º:=:;_ 

o o 
o 0.5 1.5 o 1.5 

cmrtklmd mdlcionada 
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1.2 

"' 1 

1! 8. o.e 

~ o.e 

i 0.4 

IJ 0.2 

o 
o 

ANEXO 11. LINEALIDAD 

Argintna 

L~. 
9995 

0.5 

cantidad adicionada 

1.2 

.. 1 
1! :g_ o.e 

~ 0.6 
al 
;:;! 0.4 

li 0.2 

1.5 

Prollna 

1.2 

"' 1 
1! 8. o.e 

~ o.e 
1i 
;:;! º·~ 
li 0.2 

Alanina 

~·-/o~~ 
O+----~--~---~ 

o 0.5 1.5 

cantidad adicionada 

/.,_ /=0~;9993 
0-1----~---~---

' Cantidad Adicionada y Cantidad recuperada en µmoles 
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Curvas de recuperación. Cantidad recuperada en función de la cantidad adicionada 1 

Aminoócidos indispensables 

1.2 

~ 8. o.a 
~ 0.6 

i º·" 5 0.2 

o 

0.6 

... 0.5 

~ 
8. º·" 
~ 0.3 
1il 
~ 0.2 

I! 
0.1 

o 

o 

o 

Hlslldlno 

h··~ 9996 

0.5 1.5 

cantidad mtfclonada 

Cisllno 2 

y = 0.9862x + 0.0039 
R'= 0.9998 

0.2 º·"' o.a 
.,.,,¡ld.i miclon8da 

1.2 .. 
~ 
:!l. o.a 

~ 0.6 
1il 

º·"' ;s 
5 0.2 

o 
o 

1.2 

.. 1 

~ 8. 0.8 

~ 0.6 
1il 
;s º·"' n 0.2 

o 

Treonlna 

~·º-' 9996 

0.5 1.5 

cantidad adicionada 

Tirosina2 

y = 0.9988x + 0.0035 
ff'a 0.99119 

1.5 
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1.2 

i 
:!:. o.e 
g 0.6 

i 0.4 

5 0.2 

Vallna 

~··-/=º~.9999 
o+---~---~--~ 

o 0.5 1.5 

cantldad adicionada 

Llslna 

1.2 

i 
:!:. o.e 
g o.e 
~ 0.4 ;¡;¡ 

i3 L .. 00,, 0.2 9999 
o 

o 0.5 1.5 

cantidad lldlc-

ANEXO 11. LINEALIDAD 

Metionina 

1.2 

i 
:!:. o.a 
g 0.6 
~ 

0.4 ;¡;¡ 

5 h .. =, 0.2 .9998 
o 

o 0.5 1.5 

cantkiad adicionada 

Jsoleucino 

1.2 

i 
:!:. o.a 
g 0.6 
-¡ 

0.4 ;¡;¡ 

i3 0.2 ~-·-0.9998 
o 

o 0.5 1.s 
cantidad lldlc~ 
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Leucina Fenilalonina 

1.2 .. 
~ 
!. 0.8 

~ 0.6 
1il 0.4 ;g 4-·-~ 0.2 9996 

1.2 

~ 

t o.a 
0.6 

a: 0.4 
~ ~.~, IJ 0.2 9996 

o o 
o 0.5 1.5 o o.s 1.5 

cantidad adicionada cantidad adicionada 

t Cantidad Adicionada y Cantidad recuperada en µmoles 
2 Cistina y Tirosina se consideran aminoócidos semi indispensables 
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ANEXO 111. MATERIALES Y Mj¡JODOS 

1. Determinación de Nitrógeno total (proteína cruda). AOAC 2.055, 1984 (58]. Con 

modificaciones 

Materiales y reactivos. 

DlgestorTECATOR modelo ab-20/40 
Deslilodor Kjeltec culo 1030 analyzer, TECATOR 
Tubos de digestión de 75 mL, TECATOR 
Papel china 
Mezclo digestiva (3 g de CuS04·SH20. SO mL de H3PO• y 430 mL de H2SO• concentrado) 
Peróxido de hidrógeno al 30 % 
Sulfato de polaslo (R.A.) 
Hidróxido de sodio 60% (p/v) 
Solución de ócldo bórico con Indicadores (ócldo bórico 1%, rojo de metilo 0.0007% y 
0.0013 de verde de bromocresol) 
HCI 0.01 N, valorado 

Procedimiento. 

Para codo muestra se pesaron .. en papel china. de 70 a 100 mg de harina y o.s g de K2S04. se 

depositaron dentro de un tubo de digestión. Se añadieron 3 ml de mezclo digestiva y se 

colocaron en el digestor a 340° C. 

Después de 15 minutos. se sacaron y dejaron a temperatura ambiente 5-10 minutos. Se le 

odiclonó 1.5 ml de H202 al 303 a cada tubo y se colocaron de nueva cuento en el digestor a 

370° C hasta que se logró transparencia en la mezcla. Se realizó la destilación de cada tubo .. 

recibiendo el amoniaco en ácido bórico con Indicadores v valorando con HCI 0.01 N titulado. El 

objetivo de modificar la mezcla digestiva v utilizar peróxido de hidrógeno fue lograr la completa 

oxidación de Ja materia orgónica v reducir la pérdida de nitrógeno por formación de aminas o 

nitrógeno libre~ favoreciendo Ja formación de sulfato de amonio. Se utilizó como blanco 

dextrosa (100 mg). El porcenloje de prolefna se obtuvo multiplicando% de nllrógeno por 6.25. 

% Protefna; [6.25 x (M·Y) x N x 0.01-4 x 100] / m 

donde: 

~ M es el volumen (ml) gastado en la valoración de la muestra 

~ Y es el volumen gastado en la valoración del blanco 

,,,. N es la normalidad de HCI 

,,,. 0.01-4 son los mlllequivolentes de nitrógeno [g N por mEq) 

~ mes el peso de la muestra (g) 
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2. Cuanttncacl6n de aminoácidos en un autoanallzador. previa hldróllsls con HCI 6 N. a 

reflujo. • hora• a 1 '5" C. [14 J 

Materiales / Reactivos. 

Autoanolizador de aminoácidos TECHNICON modelo NC 2P 
Columna de vidrio empacada con resina de pollestireno sulfonatada (Resino de 
Intercambio Catlónlco forma Sódica Aminex A9 de tamono de partícula 11.5 µm. de 
BIO·RAD) de 470 x 4 mm. altura de la columna 420 :t: 5 mm, 
Digestor TECATOR modelo ab-20/40 
Potenciómetro CORNING modelo 10 
Rotavapor BUCHI modelo R • 
Acrodisco de nylon GELMAN. 0.2 µm de tamaño de poro y 13 mm de diómetro 
Micro jeringa HAMILTON modelo 1001-LTN 
Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta de teflón. PIREX 
HCI 6 N con 0.1 3 de fenal 
Nllrógeno de alta pureza (99.997 3), INFRA 
Metil-celosolve al 503 en agua deslonizada 
Amortiguador de 6cido acético / acetato de sodio 4 N. pH 5.51 ± 0.02. filtrar con papel 
WHATMAN542 
Sulfato de hidracina (1.049 g de sulfato de hidracina. 0.4 mL de H2SO .. concentrado. 30 
ml de solución BRIJ-35 al 20 3. y agua desionlzada suficiente para obtener un volumen 
total de 4 L: se añaden 0.8 mL de ócido coprílico para evitar la formación de espuma 
después de filtrar con papel WHATMAN 542) 
Ninhidrina (40 g de ninhldrina en 2 L de metil-celosolve. adicionar 1 L de amortiguador de 
acetatos 4 N pH 5.51. llevar a volumen de 4 L con aguo desionlzada. filtrar con papel 
WHATMAN 542) 
Solución lavadora (Agua:Etanol 3:1. v/v. con 0.01 3 de hidroquinona como antioxidante) 
Solución de dilución (SO mL de HCI 0.2 M - 33.3 ml de NaCI 0.2 M. con hidroquinono 0.01 
3 en un volumen final de 200 ml. pH = 1.5 ±O.OS) 
Amortiguador poro regeneración de lo columna. pH = 4 ± 0.02 (4.1 g de acetato de 
sodio anhidro. 20 ml de ócldo acético glacial. 78 ml de etanol absoluto. 0.11 g de 
hidroquinona. 8 ml de solución Brij-35 al 20%. 0.1 g de la sal disódica del 6cido 
etilendiamlntetracético. agua desionizada suficiente para llevar a un volumen final de 1 
L. filtrar en papel WHATMAN 542 y añadir 0.2 mL de 6cldo caprflico para evitar la 
formación de espumo) 
Amortiguador para elución de aminoócidos ócidos y neutros. pH = 4.1 ± 0.02 (4.5 g de 
acetato de sodio anhidro. 15 ml de ócido acético glacial. 1 .2 ml de acetato de zinc 
dihldratado 0.5 M. 80 ml de etanol absoluto. 0.11 g de hidroquinona. 8 ml de solución 
Brf't-35 al 20 % y agua desionizada suficiente para llevar a un volumen final de 1 L filtrar en 
papel WHATMAN 542 v añadir 0.2 ml de 6cldo caprlllcu para evitar la formación de 
espuma) 
Amortiguador para la eluclón de Jos aminoócidos b6sicos. pH = 5.4 ± 0.02 (87 g de 
acetato de sodio anhidro. 20 ml de 6cldo acético glacial. 11 ml de alcohol benzflfco, 2 
mL de acetato de zinc dihldratado 0.5 M. 8 mL de solución Bri]-35 al 20 'JL v agua 
destoniz:ada suficiente para llevar a un V!=)lumen final de 1 L. filtrar en papel WHATMAN 
542 v añadir 0.2 ml de 6cldo caprfllco para avilar la formación de espuma] 
Amortiguador para el lavado de la resina (1 g de la sal disódlca del Ocldo 
etilendlamintetracético. 8 g de hidróxido de sodio y agua desionizada suficiente para 
llevar a un volumen final de 1 L filtrar en papel WHATMAN 542) 
Norleucina 5 mM 
Est6ndar de amlno6cldos 2.5 mM de SIGMA AA·S-18 (cistina l .25 mMJ 
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Procedimiento • 

.!::l.!s;lr2!1f 

Se pesó en un tubo de vidrio con tapón de rosca y cubierta de teflón la cantidad de muestra 

de cada harina seca y desengrasada (frijol negro Jamapa. frijol Escumite y maíz) de acuerdo al 

contenldo de proteína (g muestra= O.OS x 100 / 3 proteína) .. A continuación se adicionó el 

volumen de HCI 6 N + 0.13 de tenol necesario para la hidrólisis de las proteínas. basóndose 

tambtén en el contenldo de proteína (ml HCI 6 N 0.1" de tenol = 4 x 100 1 3 proteína). con 

excepción del marz.. en el cual se emplearon 25 mL Cada tubo con muestra a hidrollzar se 

mantuvo a 145° C durante cuatro horas dentro del digestor. 

Transcurrido el tiempo de hidrólisis se dejó enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente. Se 

trasvasaron sendos contenidos cuantitativamente o matraces bolo de 100 ml. lavando cada 

tubo con solución lavadora. Se adicionaron después. 5 ml de norfeucina 5 mM. aunque lo más 

recomendable seña añadir la solución de norfeucina antes de trasvasar. Cada hidrolizado se 

llevó a sequedad en un rotavopor (70-8()0 CJ. con Ja finalidad de eliminar el exceso de HCI. A 

coda tubo se añadió solución lavadora (alrededor de 1 O ml) para re suspender los sólidos y 

fillrar el hldralizado con ayuda de vacío a través de papel WHATMAN 5-42, también se añadieron 

aproximadamente 5 mL más de soluclón lavadora paro lavar los matraces que contenían los 

hldrollzados. Se ajustó el pH a 6.8 ± 0.2 con NaOH 5 N y se aforó coda hidrolizado en 25 ml con 

agua destilada. Se burbujeó nitrógeno y se mantuvieron en congelación hasta su inyección. 

AnQ!isis cromgtogrófico 

Cado hldrolizado a inyectar en el autoanalizador se diluyó 1 :1 con solución de dilución 

(volumen total de 2 mL); después se filtró a través de un acrodisco. descartando las primeras 

cinco gotas de cada filtrado. Del filtrado. se inyectaron Q.1 ml en el autoanallzador. 

Las condiciones cromatográflcas empleadas fueron los siguientes: temperatura de la columna 

6QO c. velocidad de flujo de los amortiguadores 0.6 mL / minuto. velocidad de flujo de ninhidñna 

0.8 ml / minuto. velocidad de flujo de sulfato de hldracina 0.6 ml / minuto, velocidad de flujo 

de nllrógeno 0.32 ml / minuto, velocldad de flujo sobre el coloñmelro 0.6 ml / minuto. 

temperatura del baño de reacción 89ª C. sensibilidad del registrador 2.5 u. atenuación 2.5 y 

velocidad de la carta 3 mm/ minuto. 
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Se utilizó un programa de elución de 1 O pasos con la siguiente caracterización: 

Paso 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

Duración (minutos) 
2 
2 

60 
70 
20 
2 
6 
10 
16 
46 

Caracterización 
Amortiguador 1. Metil-celosolve; inyección 
Amortiguador 2. Metil-celosolve 
Amortiguador 2. Ninhidrina; registrador 
Amortiguador 3. Ninriidrina; registrador 
NaOH 0.2 N. Nlnhidrina; registrador 
NaOH 0.2 N. Metil-celosolve; registrador 
Amortiguador 1. Metil-celosolve; registrador 
Amortiguador 1. Mefil.-celosolve; apaga registrador 
NaOH 0.2 N. Metil·celosolve; apaga registrador 
Amortiguador 1. Metil.-celosolve; apaga registrador 

En todos los pasos hay flujo de sulfato de hldracina. Bajo estas condiciones. cada anólisis fue 

realizado en aproximadamente 3 horas con 40 minutos. 

Para poder cuantificar los aminoácidos de cada uno de los hidrolizodos de cada harina seca y 

desengrasada. fueron inyectados 0.1 ml de una mezcla de aminoácidos: metionlno. lislna. 

isoleucina. Jeucina. hlstldina. fenilalanina. valina. treonina.. tirosina. ácido aspártico. ácido 

glutámico. alanina. glicina. Jjrolina. serina y arginina 0.25 mM cada uno. norfeucina 0.5 mM y 

cistino 0.125 mM. Esto permitió obtener factores que relacionan el órea o altura de cada pico 

con lo concentración. De antemano se sabía del alto contenido de ácido ospártico. ácido 

glutámico. alanina. glicina y Jisina en las muestras. de tal modo que la atenuación paro éstos se 

llevó a 0.5 cuando fue necesario. Se preparó otro estóndar con exceso de estos aminoácidos. 

con la finalidad de obtener factores de respuesta para los picos atenuados de los aminoácidos 

en exceso. La composición de dicho estóndar fue: metionina. isoleuclna. leucina. histidina. 

fenllalanina. valina. treonina. tirosfna. prolina. serina y arginlna 0.25 mM. ácido aspártico. ácido 

glutámlco. lisina y norteucina 0.5 mM. alanina y glicina 0.375 mM y cistina 0.125 mM. 

inyectándose 0.1 ml también. 

~ 

Con cada harina seca y desengrasada se obtuvieron tres aminogramas. ademós de los 

amlnogramas de los estándares de aminoácidos. atenuados y sJn atenuar. En cada uno se 

obtuvo el órea de cada pico mullipllcando el ancho del pico a la mitad de la altura (debido a 

la Irregularidad de la lfnea base) por la altura total del pico. 
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De las áreas obtenidas de fa separación del estándar de aminoácidos. se obtienen los 

equivalentes de norleucino (EN): 

EN = Área n0f1eucina est6ndor / Área omlnoócldo est6ndor. 

Cada aminoácido en cada estándar fue cuantificado de acuerdo con la siguiente ecuación 

g ca muestra/1_ 6 g de N = (Aoa*eN•µmolestóndar• PMaa•Atoro)/(ANm*olícuota•Nm)•16 

donde: 

.,,. Aoa es el órea del aminoácido en la muestra 

.,,. EN es el equivalente de norfeucina para ese amino6cldo 

""' µmolest6ndor son las micromoles del aminoácido en el estándar 

.,,. PMao es el peso molecular del aminoácido 

.ti' Aforo es el volumen final del hidrolizado preparado 

.,,. ANm es el área de norteuclna en la muestra. alícuota es el volumen Inyectado al 

autoonallzodor 

V" Nm son los gramos de nitrógeno en la muestra 
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3. Cuantificación de arnfnodcldos por HPLC de fase reversa. previa hldróflsls con HCJ 6 N en 

fase d• vapor. 4 horas a 145º C. [23,33) 

Materiales y reactivos. 

Hidrólisis 
Estación de trabajo Pico Tog. WATERS 
Viales de reacción de lo estación de trabajo Pico Tog 
Bomba die alto vacío RVB. EDWARS 
Refrigerante tipo dedo frfo 
Tubos de ensayo de 4 x 50 mm. CORNING 
Cortador de vidrio o marcador de tinta permanente Esterbrook de BEROL 
Micro pipelo (y puntos) con capacidad 200-100014l. FINNPIPETTE 
Vórtex Súper mixer modelo 1290. LAB-LINE INSTRUMENTS 
Agua destilado y deslonlzadaº 
Hielo seco 
Metonol (Q.P.J 
Nitrógeno de olla pureza (99.997%). INFRA 
HCI 6 N. 0.1 % de fenofb 

Preparación de la muestro 
Micro pipeta (y puntas) con capacidad 50-200 14L. FINNPIPETTE 
Pipeta Posteur 
Vórtex súper mixer modelo 1290. LAB-LINE INSTRUMENTS 
Matraz aforado de S ml. matraz aforado de 1 ml• 
Jeringas de 10 ml 
Acrodisco de nylon. 0.2 µm de tamaño de poro y 13 mm de diómetro .. GELMAN 
Tubos de ensayo de 1 O x 70 mm. PYREX 
Cartucho Sep Pak C1a Clossic. WATERS 
Norleucina 5 mM-HCI 1 O mMc 
Acetonftrilo:Agua 20:8Qd 
Acelonilriio grado HPLC. JT-BAKER 
Agua destilada v desionizadaª 

•para cuantificar aminoócfdos en muestras con menos de 20% de material protefnlco 
Derivatlzacfón 

Tubos de ensayo de 4 x 50 mm. CORNING 
Porrilla de calentamiento. Stirrer/Hot Plate CORNING. con baño de agua a 5.SO e 
Micro pipeta [Y puntas) con capacidad 5-50 14l. FINNPIPETTE 
Micro pipeta (Y puntas) con capacidad 50-200 14L. FINNPIPETTE 
Micro pipe lo (Y puntas) con capacidad 100-1000 14L. FINNPIPETTE 
Vórtex Súper mixer modelo 1290. LAB-LINE INSTRUMENTS 
Parafilm 
Estóndar de aminoócldos H 2.5 mM. Cisllna: 1.25 mM. PIERCE 

a Utilizar agua purificada de 18 Mohm de resistividad o agua destilada v desionizada pasada 
por un filtro de 0.22 14m. 
b Se puede ulilizar HCI 6 N de punto de ebullición constante. agregando un cristal del fenol 
durante la preparación de la muestra a hfdrolizar 
e Disolución de norteucina (c.b.p. 5 mM) en HCI 0.1 M suficiente para obtener 1 O mM al final 
d 200 ml de ocetonitrfio grado HPLC. mós 800 ml de aguo purificada (según a) 
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Acetonitrilo (AccQ Fluor reagent diluent. vial 28). 6-aminoquinolil-N-hldroxfsuccinimidil 
carbamato (AccQ Fluor reagent. vial 2A) y Buffer de boratos (AccQ Fluor Barata Buffer. 
reactivo 1). WATERSª 

Anólisls cromatográflco 
Sistema de entrega de disolventes (2). modelo 510. de WATERS 
Inyector Rheodyne con loop de 20 µL 
Jeringa para HPLC 25 µL. HAMILTON 
Detector UV-Vls WATERS 486. WATERS 
Horno y unidad de control de temperatura modelo 111. WATERS 
Controlador automático de gradiente modelo 680. WATERS 
Adquisición e Integración de dalos Chromjel modelo 54076. WATERS 
Sistema de filtración a vaclo y filtros de 0.45 (tipo HAJ y 0.22 (tipo GVJ µm de tamaño de 
poro. MILLIPORE 
Filtro de tamaño de poro 0.22 µm. MILLIPORE 
Rltro pre columna en línea. WATERS 
Columna AccQ-Tag Nova Pak C1s. tamaño de partícula "4 µm. de 3.9 mm x 150 mm. de 
WATERS 
AccQ lag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) de WATERS 
Acelonitrilo (grado HPLC). JT BAKER 
Agua destilada y desionizadaª 

Procedimiento. 

Hidrólisis con HCI 6 N en fase de vapor. por 4 horas a 145• C 

Prepgrgc!ón de lq estgdón de trgbgjo 
Se preparó la estación de trabajo de acuerdo al diagrama (figura 12). Se depositó hielo seco en 
el recipiente del refrigerante tipo dedo frío y metanol suficiente para cubrir el hielo seco que fue 
depositado. Una vez que se verificó que los controles de vacío y de Nitrógeno se encontraran 
cerrados. se encendió la bomba de vacfo y después de cinco minutos la lectura del 
manómetro de la estación de trabajo era de 50-70 miliTorr. La presión de salida del nitrógeno no 
excedía 0.3 kg/cm2. 

~ 
Se pesaron 10 mg de muestra SECA Y DESENGRASADA (15 mg en el caso de muestras con 
menos de 20% de proteína) en el Interior de un tubo de 41 x 50 mm. previamente marcado con el 
cortador de vidrio o con el marcador de tinta permanente. 
Se agregó una gota de agua (aproximadamente SO µlJ y se agitó durante algunos segundos en 
el vórtex. con la finalidad de hidratar por completo la muestra y distribuir1a en las paredes del 
tubo para mejorar su exposición a los vapores de HCI. 
Se depositó en el vial de reacción seco. A éste. se le colocó la tapa y se deslizó el botón rojo a 
la posición abierto (figura 13). 

e AccQ Flour Reagent Kit de WATERS 
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El vial se colocó en fa estación de trabajo. se abrió la vólvulo de Nitrógeno durante 10.15 
segundos. después se abrió lentamente la vólvulo de vacío hasta alcanzar uno presión de 1-2 
Torr. Abriendo y cerrando lo vólvulo de nitrógeno. se controló la espuma y ebullición de la 
mezcla con la muestra. paro evitar pérdidas por proyección del material al exterior del tubo. 
Una vez desaparecida Ja espuma. se cerró la vólvulo de nitrógeno y se mantuvo abierta la del 
vacío hasta secar las muestras (presión de 50-70 mlliTorr). Se cerró la vólvulo de vacío y se retiró 
el vial de lo estación de trabajo (figura 14). 

Purgo cqn njtr6geno 
Se agregaron 200 µL de HCI 6 N con 0.1 % de fenol en el fondo del vial de reacción. cuidando 
no Introducir ócido al interior de los tubos con muestro. Poro purgar el vial de hidrólisis. se cerró e 
introdujo nuevamente en lo estación de trabajo (figuro 14). se abrió lentamente el vacio hasta 
alcanzar 1-2 Torr de presión y se mantuvo abierto hasta que empezó Jo ebullición del ócido 
clorhídrico {cuando no ocurrió en 30 segundos. se continuo con la purgo); se cerró el vacío y se 
purgó el vial con nitrógeno durante 5 segundos; se cerró el nitrógeno y se repitió éste ciclo dos 
veces más. 
Al finalizar el tercer ciclo. se abrió el vacío del mismo modo y se mantuvo hasta que alcance 
una presión ligeramente menor a 1 Torr. Se cerró el vial deslizando el botón verde o la posición 
cerrado. se cerró el vacfo y se sacó el vial de reacción de lo estación de trabajo (figuras 2 y 3). 

Hidrólisis en fgse de vapor 
Uno vez finalizado la preparación. se introdujo el vial al horno de lo estación de trabajo. 
previamente calentado a 145° C. durante 4 horas. 

Preparación de hldrollzados 

Elimingción del exceso de HCI 
Transcurrido el tiempo. se sacó el vial del horno. se dejó enfriar a temperatura ombfente y 
dentro de una campana de extracción. se deslizó el botón rojo o la posición abierto para dejar 
escapar el ócido y los vapores que se generaron durante el proceso. 
Después se abrió el vial de reacción y se sacaron los tubos con los hldrolizodos. se enjuagó el 
exterior de cada uno con aguo y se depositaron en un vial de reacción seco. 
Después. se procedió o eliminar el exceso de ócido del interior de codo uno de Jos tubos con 
ayuda de vacío; se tapó el vial asegurando que se encontrara en Ja posición abierto. se 
introdujo en lo estación de trabajo y se abrió el vacío hasta alcanzar 1-2 Torr. se mantuvo 
abierto hasta que Ja lectura del manómetro de lo estación de trabajo fue de 50-70 miliTorr. Se 
cerró el vial y el vacío. conservóndose los hldrolizados en una atmósfera inerte hasta su posterior 
preparación. 

Prepgrgclón de lgs muestrgs· re-hidrgtgción del hidro!izgdo 
A cada uno de los tubos con hidrolizado se agregaron 100 µl de norleucina 5 mM - HCI 10 mM. 
el primero como estándar Interno v el ácido clorhídrico para rehidratar v extraer los 

· aminoácidos del tubo de hidrólisis. Se agitó un minuto en vórtex v se dejó reposar un minuto 
para después agregar de 100 a 200 µL de acetonitrilo ~.agitando un minuto más en vórte~ 
para después transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 1 6 5 ml con ayuda de 
una pipeta Pasteur. se lavó con acetonitrilo al 20% (en total. 400 µL en el caso de volumen de 
aforo 1 ml y hasta 2.5 ml en el caso de volumen de aforo 5 mL; en adiciones de 100 en 100 µL) v 
agitó cuanto fue necesario. hasta que fa solución de lavado era incolora. se transfirió 
cuantitativamente el contenido de cada paso de lavado al matraz volumétrico de S o 1 mL.. 
según el caso. El lavado con acetonitrilo permitió mejorar la extracción de los aminoácidos 
menos polares. La elección del volumen de aforo es función del contenido de proteína; 1 ml 
para muestras con menos de 20 "- de proteína y 5 i .1L para muestras con porcentajes mayores. 
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Se llevó al aforo con agua puñficada (concentración final de norteucina: 0.1 mM y 0.5 mM para 
volumen de aforo de 1 mlJ. 

Prepgroc:t6n de lgs muestrgs· purific:gción y filtración 
Se procedió a purificar la muestra con la ayuda de un cartucho Sep Pak C1a. el cual fue 
previamente activado de la siguiente manera: 

Con ayuda de una jeringa, se hicieron pasar lentamente (1-2 mL/minuto} 6 mL de 
ocetonltrilo grado HPLC por el cartucho (conectado o /a jeringo por lo parte mós 
largo}, Inmediatamente después. se hicieron posar6 mL de aguo purificado. 

Una vez activado el cartucho y sin que se secara. se hicieron pasar los 5 ml de la muestra. 
desechándose los primeros 2 mL (para eliminar la mezcla de hidrolizodo con el agua remanente 
de la activación) y recuperando en un tubo de ensaye el resto de la muestra que contenía los 
aminoócidos. 
Se filtró la muestra. ya purificada. a través de un acrodisco de nylon de 0.2 µm de tamai'ío de 
poro. conectado en la punta de otra jeringa. desechóndose las primeros 3-5 gotas y 
recuperando el resto. del cuól fue tomada la alícuota para derivatizar los aminoácidos. Las 
muestras con menos de 20 3 de proteína. sólo fueron filtradas a través del acrodisco. 

Anó!isis crgmgtográfic:o 
Una vez que se ha purificado y filtrado el hidrolizodo. se procedió a derivatizar 10 µL. de la forma 
en que se describe a continuación. Cuando el hidrolizodo ya habla sido derivatizado. se 
inyectaron en el cromatógrafo. de 5 a 20 µL (para muestras con porcentajes de proteína altos o 
bajos. respectivamente). con la finalidad de generar respuestas dentro del intervalo lineal. para 
todos los aminoócidos. 

Dertvaffzacl6n 

Reconstituci6n de AQC 
Se precalentó la parrilla con baño de agua a 55 ºC. Una vez que la totalidad del reactivo de 
derivatizaclón AQC (vial 2A) se encuentra en la parte inferior del vial. se enjuagó la punta de 
una micro pipeta de lOCX> µL. cargóndola con 1000 µl del reactivo de dilución de AQC (vial 28) 
y desechándolos. para después transferir lCXX> µL del mismo reactivo {vial 28) para reconstituir el 
reactivo de derivatizaclón {vial 2A). Se cerró el vial herméticamente y agitó (con Vórtex) por 10 
s. Se calentó {no mós de 10 minutos} el vial 2A en la parrilla hasta la disolución del reactivo de 
derivatización AQC. El reactivo se almacenó en refrigeración cuando no fue utilizado. cuidando 
de exponerle lo menos posible o la humedad del ambiente para evitar su degradación. 

Prepgrgcj6n de un estándgr de gminoácldos 
Se mezclaron 80 µl de la solución stock. de aminoácidos (2.5 mM) con 20 µl de norteucina 5 mM 
- HCI 10 mM y 900 µl de agua purificada paro obtener un estóndar de 16 amlnoócidos (Asp. 
Ser. Glu. Gly. Hys. Arg. Thr. Ala. Pro. Tyr. Val. Mel. Lys. lle. Leu y Phe) de concentración 0.2 mM 
(cistina. 0.1 mM} con 0.1 mM de norleucina como estándar intemo. 
Paro el análisis de muestras con bajo contenido de proteína. se utilizó un estándar de 
aminoácidos con Ja misma concentración de todos. excepto norteucina: 0.5 mM: se agregaron 
80 µL de estóndar de aminoácidos 2.5 mM. se adicionaron 100 µL de Ja solución de nor1eucina 5 
mM·HCI 10 mM y finalmente se llevó a 1 ml con 800 µL de agua purificada. 
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Deriygtizgcj6n de gmino6cjdo$ 
En un tubo de ensayo de 4x50 mm. se depositaron 10 µL del estóndar de ominoócidos. evitando 
que Ja punta de Ja pipeta tocara las paredes del tubo; se agregaron 70 µL del buffer de boratos 
(reactivo 1 J. agitando el tubo en un vórtex por 10 segundos y finalmente se agregaron 20 µL del 
reactivo de derivatizoción ya reconstituido. vial 2A. se agitó en el vórtex durante un minuto 
(tiempo durante el cual se lleva a cabo la reacción y se hidroliza el exceso de AQC. figura 1"4J. 
se cubrió con parafilm la boca del tubo y se introdujo en el baño de agua a SSº C durante 10 
minutos para completar la formación del monoderivodo de tirosino. 

Análl1l1 crornatográflco 

Prepqrgción de fgse móvil 
.r Buffer acetatos-ácido fosfórico (fose A), pH = 5.02 ± 0.02. 

Se diluyeron 100 ml de concentrado A (AccQ Tag concentrado A) hasta lOCX> ml con agua 
purificada. utilizando un matraz volumétrico de 1000 ml. Se hizo pasar la totalidad de la fose a 
través de un sistema de filtración o vacío (figuro 7) con un filtro de tamaño de poro 0.45 µm tipo 
HA. Se mantuvo el vacío durante 5 minutos. después de que había pasado la totalidad de la 
fase A por el sistema de filtración. poro desgasificarle. La fase así preparada pudo almacenarse 
en refrigeración poro conservarle hasta por un mes. filfróndole y desgasificóndole cuando no 
fue utilizado por mós de dos días. El pH debió ser de 5.02. utilizando ócido fosfórico concentrado 
o hidróxido de sodio 5 N. cuando fue necesario . 

.,,,, Acetonitrilo: agua 60:40 (fose BJ. 
En una probeta de 1000 ml. se vertieron 600 ml de acetonitrilo grado HPLC, añadiéndose 450 
ml de agua puriflcada. después de que hubo salido el aire se ajustó a 1000 ml con agua 
purificado. Se filtró y desgasificó la fase 8 de la mismo manera en que se hace para la fose A. 
utilizando un filtro de 0.22 µm tipo GV. Se almacenó en refrigeración paro conservar su 
composición durante una semana. volviendo a filtrar y desgasificar cada dos días. 

Acondjciongmiento del equipo 
Se encendió el equipo (bombas, controlador y registrador, en ese ordenj. después de asegurar 
que había fose móvil suficiente (A y BJ poro codo una de las 2 bombas, sin aire en las tuberías 
que suministran la fase en cada bomba y que la columna se encontraba conectada en Ja 
dirección adecuada. El acondicionamlento del equipo se programó en el registrador como 
sigue: 

Acondicionamiento del equipo 

(~~.:fo~) % fose A % fose B (ml;~i~ulo) 
Inicio O 100 O 

5 o 100 1 
40 o 100 1 
-45 100 o 1 
60 100 o 1 

curvo 6 (gradiente lineal) 

Se encendló el controlador de temperatura y se ajustó a 37º e, una vez que hubo flujo dentro 
de la columna. Se encendió el detector UV-Vis e inmediatamente después de finalizar la 
comprobación rutinario del detector. se ajustó a 254 nm de longitud de onda. filtro 0.5 y 
sensibilidad 0.2; para después ajustar a cero la lectura, antes de que en la celda empezara a 
fluir amortiguador (fase A) pues de Jo contrario. en el desarrollo del gradiente la línea base 
caería por debajo de cero al irse enriqueciendo con acetonltrilo al 60 S, de modo que el 
registrador no podría establecer la línea base para la Integración de cada uno de los picos. 
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Antes de iniclar el desarrollo del gradiente. el registrador fue encendido y ajustado con las 
siguientes condiciones: velocidad del papel. chart speed. 0.5 cm / minuto; ancho de pico. PW. 
3; atenuación .. otten. 128 y ruido (mínima magnitud de las señales que serón reconocidas como 
un pico) PT. 1000. 

Grgdiente de sepgroc!óo y cugnUficación de gm!ooác:;Jdos 
Cuando transcurrió el tiempo de acondicionamiento. sin interrumpir el flujo. se inició el gradiente 
(previamente grabado en el controlador de flujo) con el cual se efectuó la separación de los 
derivados de los amlnoóc.~id~o~s~. ----=----=-=-----=-..,...---

Tiempo 3A 38 FiuJo 
Inicio 100 o 

0.5 98 2 
15 93 7 
19 90 10 
32 67 33 
35 67 33 
36 o 100 
41 o 100 
42 100 o 
43 100 o 
64 100 o 
65 100 o 
66 o 100 

100 o 100 

El orden de elución de los amlnoócldos es el siguiente: 
1. Amlnoqulnolina (AMQ) 
2. Aspórtlco 
3. Serino 
4. Glutámlco 
5. Glicina 
6. Hlslldlna 
7. Amoniaco 
8. Arglnlna 
9. Treonlna 
10. Alanina 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

1.2. 
1.2 
1. 
1 
1 

11. Prollno 
12. Cistina 
13. nrosina 
14. Valina 
15. Melionlna 
16. Uslna 
17. lsoleucina 
18. Leucina 
19. norleuclno 
20. Fenilalonina 

El tiempo de corrida fue de SS minutos; a partir del minuto 36. el gradiente ya no tiene influencia 
en lo separación de los derivados de los amino6cidos. por lo que transcurrido este tiempo. se 
detuvo el registrador para obtener áreas y tiempos de retención de los derivados. A partir del 
minuto 66. el gradiente se diseño para lavar la columna al finalizar las inyecciones de cada 
sesión. El controlador de temperatura se apagó aproximadamente 10 minutos antes de que 
dejara de circular fase móvil en el Interior de la columna. 
Se inyectaron 5 µL de soluciones estóndar de amino6cidos derivatizados. durante las etapas de 
adecuación y validación. y S -20 µL de hidrolizados de amlnoócidos derivattzados en el anóllsis 
de muestras. 
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~ 
utilizando curva de calibración 

g amlno6clda I 16 g N = 1.6 x A [(respuesta - b)/m) x P.M./ (mg x 3 N) 
donde: 

"" A es el aforo (en ml) después de la extracción de los aminoócidos 
.,. respuesta es la relación de áreas aminoácido a norleucina en la muestra 
"" P.M. es el peso molecular del aminoácido 
"" mg es el peso de lo muestra en miligramos 
"" 3N es el porcentaje de nitrógeno en lo muestra 
"" b es la ordenada al origen y m es la pendiente de la curva de calibración de cada 

aminoócido 
La concentración de norleucina en lo muestra debe ser la misma que en los estándares de Ja 
curva de calibración: 0.1 o 0.5 mM 

comparando contra un estándar 

9aa/16g N= 
1.6• A •respuesfamuestro•( 1 /respuesfaest6ndor)•cao est6ndor*P .M. •cnorteuclno muestro 

(mg X 3 NJ•Cnorteucina est6ndor 
donde: 

.,,. respuestomuestro es Ja relación de óreas ominoócido a nor1eucina en la muestra 

.,,. respuesfaestOndor es la relación de óreos amlnoócido a nor1eucina en el estóndar 

.,,. Coa eslóndor es la concentración del aminoócido en el estóndar 

.,,. Cnooeuclno muestro es la concentración de norleucina en la muestra (O. 1 6 0.5 mM) 

.,,. Cnorleucino est6ndar es la concentración de norteucina en el estóndar (0.1 6 0.5 mMJ 
""" P.M. es el peso molecular del aminoócido 
.,,. mg es el peso de la muestra en mg 
.,/ %. N es el porcentaje de nitrógeno en la muestra 
.,/ A es el volumen de aforo 

-
C-.de__... 

.......... y-J 
Figura 12. 1nstaloci6n de la estación de trabajo 
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-~ ..... 
podci6n ceHodo bcl6n •-=+> 

--· -
/ 

lapa de-

abrir 

lubos 4x50 nwn 
con--*a 

......... MCICCl6n 

Agura 13. Vial de reacción 

Rguro 1-4. Vial de reacción en lo eslocl6n de trabajo 

TESIS cr~T 
FALLA DE ü.i:UU&N 

163 



ANEXO 111. MATERIALES Y MlfiTODOS 

4. Cuanttncacl6n de aminoácidos por HPLC de fase revena previa hldróUals con HCI 6 N. a 

reflujo,• horas a 1"45" C. (l 4,33,60] 

Materiales / Reactivos. 

Hidrólisis y Preparación de Jo muestra 
Digeslor TECATOR modelo ab-20/40 
Potenciómetro CORNING modelo 1 O 
Rotavopor BUCHI modelo R 
Tubos de cultivo de pared gruesa con tapón de rosca y cubierta de teflón PIREX No. 
9826 
HCI 6 N con 0.1 % de fenal 
norleucino 5 mM 
Solución lavadora (Agua:Etanol 3:1- v/v, con 0.01 % de hidroquinono como antioxidante) 
Vórtex súper mixer modelo 1290, LAB-LINE INSTRUMENTS 
Matraz aforado de 50 ml 
Matraz aforado de 1 O ml 
Jeringas de 10 ml 
Acrodisco de nylon GELMAN. 0.2 µm de tamaño de poro y 13 mm de diámetro 
Cartucho Sep Pal< C1a Classic, WATERS 
Acetonitñlo:Aguo 20:80 

Oerivatización 
Tubas de ensoyo de 4 x SO mm, CORNING 
Porrillo de calentamiento. Stirrer/Hot Piafe CORNING. con baño de agua a 55º C 
Micro pipeta (y puntas) con capacidad 5-SO µL, FINNPIPETTE 
Micro pipeta (y puntos] con capacidad S0-200 µL. FINNPIPETTE 
Vórtex Súper mixer modelo 1290. LAB-LINE INSTRUMENTS 
Parafllm 
Estóndar de aminoócidos H 2.5 mM. excepto Cistina: 1.25 mM. PIERCE 
Acetonitrilo (AccQ Fluor reogent diluent. vial 28). 6-ominoquinolil·N·hldroxisuccinimidil 
carbamoto (AccQ Fluor reogent. vial 2A} y Buffer de boratos (AccQ Fluor Borate Buffer. 
reactivo 1 }. WATERS 

Anólisis cromatogrófico 
Sistema de entrega de disolventes (2). modelo 510. de WATERS 
Inyector Rheodyne con loop de 20 µL 
Jeringo poro HPLC 25 µL. HAMILTON 
Detector UV-Vis WATERS 486. WATERS 
Horno y unidad de control de temperatura modelo 111. WATERS 
Controlador automótico de gradiente modelo 680. WATERS 
Adquisición e integración de datos Chromjet modelo 54076. WATERS 
Sistema de filtración a vaclo y filtros de 0.45 (tipo HA] y 0.22 (tipo GVJ µm de tamaño de 
poro. MILLIPORE 
Rltro de tamaño de poro 0.22 µm, MILLIPORE 
Filtro pre columna en línea. WATERS 
Columna AccO·Tag Nova Pak Cia. tamaño de partícula .4 µm. de 3.9 mm x 150 mm. de 
WATERS 
AccQ Tag concentrado A (buffer acuoso de acetatos y fosfatos) de WATERS 
Acetonilrilo (grado HPLC), JT BAKER 
Agua destilada y desionizada 
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Procedimiento 

Se hidrolizó el material proteico de frijol Escumite con HCI 6 N a reflujo a 145º C durante 4 horas. 

para posteriormente cuantificar los aminoócidos de Ja proteína por medio de HPLC de fase 

reversa. derivatizando con AQC. 

Se pesó. por trfptrcado. en un tubo de vidrio con tapón de rosca y cubierta de teflón la 

cantidad de harina seca y desengrasada de frijol Escumite. de acuerdo al contenido de 

proteína (Qmuestro= O.OS x 100 /~proteína). A continuación se adicionó el volumen de HCI 6 N 

+ 0.1 '% de fenol necesario para la hidrólisis de las proteínas. basóndose también en el contenido 

de proteína (ml HCI 6 N 0.1".S. de fenol = 4 x 100 / 3 proteína). Cada tubo con muestro a hidrolizar se 

mantuvo a 145º C durante cuatro horas. dentro del digestor. 

Transcurrido el tiempo de hidrólisis se dejó enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente. Se 

adicionaron 2.5 ml de norleucina 5 mM y se trasvasaron sendos contenidos cuantitativamente a 

matraces bola de 100 mL. lavando cada tubo con solución lavadora. Codo hidrolizodo se llevó 

a sequedad en un rotavapor (70-S00 C). con la finalidad de eliminar el exceso de HCI. A cada 

tubo se añadió solución lovodoro (alrededor de 10 ml) para re suspender los sólidos y filtrar el 

hidrolizado con ayuda de vocro a través de papel WHATMAN 542. también se añadieron 

aproximadamente 5 ml mós de solución lavadora para lavar los matraces que contenían los 

hidrolizados. Se ajustó el pH en 6.8 ± 0.2 con NaOH 5 N y se aforó cada hidrolizado a SO mL con 

agua destilada y deslonizada. Después. se diluyó 1 mL de este hidrolizado a 10 mL con agua 

destilada y desionizada. Para llevar a cabo la purificación. se tomaron 2 ml de hidrolizodo ya 

diluido y se añadieron 2 ml de acetonitrilo al 20 3. 

Se procedió a purificar la muestra con Ja ayuda de un cartucho Sep Pak C1e. previamente 

activado como en la sección 3. Sin que el cartucho se secara. se hizo pasar la muestra. 

desechóndose los primeros 2 ml (paro eliminar la mezcla de hidrolizado con el aguo remanente 

de la activación) y recuperando en un tubo de ensaye el resto de la muestra que contiene los 

aminoócidos. 

Se filtró la muestra. ya purificada. a través de un acrodisco de nylon de 0.2 µm de tamaño de 

poro. conectado en la punta de otra jeringa. desechóndose las primeras 3-5 gotas y 

recuperando el resto. del cual fue tomada la alícuota para derivattzar los amino6cidos. 

Una vez purificado y filtrado el hidrollzado. se procedió a derlvatizar 10 µL. de la forma ya 

descrfla (sección 3 de este anexo). Cuando el hldrolizado ya habla sido derivatizada. se 

inyectaron en el cromatógrafo. con las condiciones que se han explicado (sección 3). 5 µL. 
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Para realizar la cuantificación. se compararon las relaciones de óreas obtenidas en las muestras 

contra los obtenldas con un estándar de omlnoócidos. para lo cual también se preparó y 

derlvatizó un estándar de aminoócidos. 

~ 
ce las áreas obtenidas de la separoctón del estándar de aminoácidos. se obtienen los 

equivalentes de norleucina (EN): 

EN = Área norleuclno est6ndar / Área omlno6cldo est6ndor 

Cada amlnoócido en codo estándar fue cuantificado de acuerdo con Ja siguiente ecuación 

g aa muestra/16 g de N = (Aaa•eN•µmolestóndar•PMoo• Aforo•f1•f2)/(ANm•a•Nm)• 16 

donde: 

.ti' Aoa es el órea del aminoácido en la muestra 

.r EN es el equtvalente de norteuclna para ese amlnoócldo 

v" µmolest6ndor son las micromotes del ominoócido que dieron origen a eso respuesta en el 

amtnograma del estándar 

.r PMoa es el peso molecular del amtnoócido 

.r Aforo es el volumen final del hidrolizado preparado 

.,, F1 y f2 son los factores de los dos diluciones realizadas 

.,, ANm es el órea de norleuclna en la muestra, a es el volumen Inyectado al cromat6grafo 

.r Nm son los gramos de nitrógeno en la muestra hidrolizada 
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