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INTRODUCCION

INTRODUCCION.

En la actualidad y cada vez mas, un alto porcentaje de la poblacion se interesa en formar un cuerpo atlético, que
le permita tener una mejor imagen o un mejor desarrollo a nivel profesional en alguna disciplina deportiva. En
este sentido, la ingestion de aminoacidos se ha tenido un incremento muy importante. Los aminoécidos, péptidos
y proteinas son componentes esenciales de los alimentos ya que proporcionan los elementos necesarios para la
sintesis proteica. Los aminodcidos son los elementos constitutivos de las proteinas y contienen

aproximadamente el 16% de nitrogeno, que es lo que los distingue de otros nutrientes basicos.

En el mercado existen de suplementos proteicos en una amplia variedad de presentaciones como polvo,
pastillas, bebidas, alimentos, etc. [1,2] que requieren un control adecuado tanto en la calidad como en el

contenido, para lo cual se usan diferentes técnicas analiticas

Las técnicas analiticas usadas para la identificacion y cuantificacién de aminoacidos son la cromatografia de
gases [1,3], la cromatografia liquida [4-5] y la electroforesis capilar [6-7]. En particular, la cromatografia en fase
gaseosa se aplica al analisis y control de los productos de su metabolismo en el organismo en numerosos

liquidos biolégicos asi como del componente activo en productos farmacéuticos [8].

La potenciometria es una técnica considerada exacta para establecer las constantes de disociacién de diversos
compuestos organicos incluyendo los aminoacidos [19]. Esta técnica es confiable ya que no es afectada por

interferencias provocadas por otras sustancias presentes en el hidrolizado [20].

La espectrofotometria Ultravioleta, la fluorescencia o detectores electroquimicos son usados dependiendo de la
naturaleza de los derivados del aminoacido. No obstante, en este método, el procedimiento de derivatizacién es
muy complejo y la sensibilidad es mas pobre que las alternativas disponibles para anélisis de amino acidos

individuales. Sin embargo, es Util en el anélisis automatizado de péptidos.

Una de las técnicas comunmente utilizada para el andlisis de los aminoécidos es la cromatografia liquida (HPLC)
en fase reversa; sin embargo, debido a que la mayoria de los aminoacidos no tienen un grupo cromoforo, no son
candidatos viables a dar respuesta en un detector UV-VIS, por esta razon es necesarios la derivatizacion de
aminoéacido, cominmente con o-ftaldialdehido (OPA) [18]. El derivado formado tiene la capacidad de fluorecer lo
que permite determinarlo en concentraciones muy pequefias en un detector de fluorecencia, incrementandose de
esta manera la sensibilidad del método. Sin embargo, los inconvenientes al utilizar este derivatizante son:

e contar en el laboratorio con un detector selectivo lo que incrementa el costo de equipo
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e baja estabilidad de los derivados formados
e no reacciona con aminoacidos secundarios por ejemplo: la prolina, e hidroxoprolina.

Los métodos por cromatografia de gases poseen algunas ventajas sobre HPLC, como es el uso de un detector
més universal y econdmico. Sin embargo, esta cromatografia requiere una derivatizacion previa de los
aminoacidos para producir compuestos suficientemente volatiles y por lo tanto un método de derivatizacion que
les confiera dicha volatilidad. En cromatografia de gases se utiliza generalmente la silinizacion previa para el
andlisis de los amino&cidos la cual se lleva a cabo con BSTFA [9-10] y MTBSTFA [11-12] bajo condiciones

analiticas previamente establecidas y calentamiento [13,14].

Existen aproximadamente una docena de métodos propuestos para derivatizar aminoacidos para su posterior

analisis cromatografico. Las reacciones de derivatizacién mas utilizadas suelen ser de dos etapas:

1. Derivatizacién de los dos grupos funcionales (-CO,H y -NHy) utilizando diferentes reactivos.

2. Proteccion de los dos grupos utilizando un sélo reactivo.

El proceso de dos etapas incluye la esterificacion de aminoacidos por un exceso del correspondiente alcohol en
presencia de HCI y, después de la evaporaciéon de compuestos volatiles, el tratamiento de la hidrocloracién no

volatil de alquil ésteres por acilaciéon de reactivos [8].

Una dificultad en la separacion por cromatografica de gases de los aminoacidos es el detector, ya que puede ser
necesario dividir la corriente del gas y usar dos detectores diferentes [15]. El detector de ionizacion de flama, que
comulnmente es usado, no es especifico para aminoacidos. Ademas la respuesta molar relativa del detector de
ionizacion de flama varia para cada aminoacido, haciendo necesario la produccion de curvas individuales [16].
En casos especiales, es posible emplear un detector de nitrogeno para aumentar la especificidad de la

deteccion.

El principal objetivo de este trabajo es desarrollar un método analitico para realizar la identificacion y
cuantificacién de aminoacidos en diferentes suplementos alimenticios por cromatografia de gases capilar,
mediante la silinizacién previa de los aminoacidos usando BSTFA. Este método pretende ser una opcién
analitica en relacion a los métodos establecidos por HPLC. La presente investigacién pretende ser una
contribucidn para establecer una metodologia para el control del contenido de aminoacidos en suplementos
alimenticios, ya que al no ser medicamentos, no estan regulados por la Secretaria de Salud y pueden presentar

contenidos muy diversos a los reportados en el marbete.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS.

Objetivo general.

e Desarrollar un método analitico para la separacion, identificacién y cuantificacion de los aminoacidos
(valina, leucina, treonina) presentes en diferentes suplementos alimenticios por cromatografia de gases
capilar (CGC - FID).

Objetivos particulares.

o Establecer las condiciones cromatograficas adecuadas que permitan la separacion de los aminoacidos

presentes en suplementos alimenticios.

e Optimizar las condiciones de reaccion para llevar a cabo la silinizacion de los aminoacidos usando BSTFA

como agente derivatizante.

e Elaborar las curvas de calibracion correspondientes, para la cuantificacién de los aminoacidos mediante el

empleo de un estandar interno.

e |dentificar los aminoacidos presentes en uno o varios suplementos alimenticios mediante el uso

estandares.

e Desarrollar un procedimiento para el tratamiento de suplementos alimenticios que contienen aminoacidos
que permita determinar los aminoacidos presentes a partir de las curvas de calibracion y a través del

empleo de un estandar interno.

e Comparar los contenidos de aminoacidos obtenidos con los reportados en el marbete a fin de evaluar la

calidad de los productos analizados.
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3. MARCO TEORICO.

3.1 Generalidades.

Los aminoacidos son moléculas organicas con un peso molecular relativamente pequefio (100 — 200) que poseen
un grupo carboxilo (COOH) y uno amino (NHz). Son los componentes esenciales de las proteinas, los cuales los

cuales constituyen a las plantas y animales.

Los aminoacidos se dividen en dos grupos; en funcién de la capacidad que posee el cuerpo humano para

sintetizarlos: esenciales y no esenciales.

Los esenciales son aquéllos que no fabrica el cuerpo o lo hace en cantidades muy limitadas y deben ingerirse a

través de alimentos consumidos o de los suplementos. Los aminoacidos no esenciales los fabrica el propio cuerpo.

Como aminoacidos esenciales se puede citar la treonina, lisina, metionina, arginina, valina, fenilalanina, leucina,

triptéfano, isoleucina e histidina.

Los no esenciales son: glicina, alanina, serina, cisteina, acido aspartico, acido glutamico, hidroxilisina, cistina,

tirosina, prolina, hidroxiprolina.

Los aminodacidos son los componentes basicos de las proteinas, pero para cada proteina, la secuencia, es decir, el
orden en que van ordenados los aminoacidos, es diferente. EI nimero de secuencias posibles es tan grande que
explica la gran cantidad de proteinas diferentes. Algunos aminoacidos conocidos, como por ejemplo, la fenilalanina,
forman parte esencial de los neurotransmisores, tanto en el cerebro como fuera de él. La metionina y el triptofano

son componentes esenciales del higado. La tirosina y la glutamina, son segregadas por la glandula tiroides.
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3.1.1  Aspectos generales de los aminoacidos.

Los aminoacidos son los mondémeros de las proteinas. Dos aminoacidos se combinan en una reaccion de
condensacién que libera agua formando un enlace peptidico. Estos dos restos aminoacidicos forman un dipéptido.

Si se une un tercer aminoécido se forma un tripéptido y asi, sucesivamente para formar un polipéptido.

Los veinte aminoacidos encontrados en las proteinas son a-aminoacidos. Todos tiene un grupo carboxilo y un
grupo amino unidos al mismo &tomo de carbono (el carbono o), como se muestra en la figura 1. Son diferentes
unos de otros en sus cadenas laterales (o grupo R) ya que varian en estructura, tamafio y carga eléctrica influyendo

en la solubilidad en agua de los aminoacidos [27].

grupo O OH
carboxilo Y H

o cadena lateral
(parte variable)

Figura 1. Estructura general de un aminoacido.

3.1.2 Clasificacion de los aminoacidos.

Los a-aminoacidos se agrupan de acuerdo a las propiedades del grupo R, en especial a su polaridad o tendencia a
interactuar en el agua a un determinado pH. La polaridad de los grupos R varia totalmente en forma apolar o

hidrofébico a altamente polar o hidrofilico. Coexisten 5 principales clases de a—aminoacidos [28-29]:

a. Grupos R apolares y alifaticos
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b. Grupos R aromaticos (generalmente apolares)
c. Grupos polares sin carga
d. Grupos cargados negativamente

e. Grupos cargados positivamente

a. Grupos R apolares y alifaticos
Los grupos R hidrocarbonados son apolares e hidrofébicos. Las cadenas laterales voluminosas de alanina, valina,
leucina e isoleucina, con sus distintas formas, son importantes para la promocién de interacciones hidrofébicas

dentro de las estructuras proteicas.

b. Grupos R aromaticos
La fenilalanina, tirosina y el triptéfano con sus cadenas laterales aromaticas son relativamente apolares. Todos ellos
pueden participar en interacciones hidrofébicas, las cuales son especialmente fuertes cuando los grupos aromaticos

se apilan los unos sobre los otros.

¢. Grupos R polares sin carga
Los grupos R de estos a—aminoacidos. Son mas solubles en agua, o hidrofilicos, que los a-aminoacidos apolares,
debido a que contienen grupos funcionales que forman puente de H con el agua. Algunos de ellos son la serina,

treonina, cisteina, metionina, asparagina y glutamina.

d. Grupos R cargados negativamente (acidicos)
Los 2 a-aminodcidos que tienen grupos R con carga neta negativa a pH 7 son el aspartato y el glutamato, cada uno

de los cuales tiene un segundo grupo carboxilo.

e. Grupos R cargados positivamente (basicos)
Son en los cuales grupos R tienen una carga neta positiva a pH 7 son lisina, que tiene un segundo grupo amino en
la posicion de su cadena alifatica; arginina y la histidina, que tiene un grupo imidazol. La histidina es el Unico

o—aminodcido que tiene una cadena lateral con un pK, préximo a la neutralidad.
3.1.3 Propiedades acido base de los aminoacidos.

Todos los amino&cidos poseen un grupo acido (-COOH) y un grupo basico (-NH), por lo tanto todos los

aminodcidos presentan propiedades acido-base [45].
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Puesto que los aminoacidos tienen un grupo &cido y un grupo basico, presentan propiedades anfotéricas. Una
sustancia anfotérica es aquélla que puede aceptar y donar un H*. En una solucion &cida fuerte, con un bajo pH, los
aminodacidos estan totalmente protonados y tienen una carga positiva (la forma catidnica). Para valores de pH altos,
los aminoacidos se cargan negativamente (la forma anionica) porque los iones hidréxido sacan los H* de las

moléculas y en solucién se establece un equilibrio entre sus diversas formas.

Ejemplo, la valina:

e apH 1, todos los grupos aparecen protonados: carboxilo como -COOH y amino como -NHs*. El aminoacido
tiene una carga positiva neta.

e A pH 7, el carboxilo se disocia (-COO-) y el amino sigue protonado (-NHs*); el aminoacido tendra
simultaneamente carga positiva y negativa (zwitterion).

e A pH 13, el carboxilo sigue disociado (-COO-) y el amino pierde el protdn (-NH.); el aminoacido queda con

una carga negativa.

Por otro lado, encontramos las formas idnicas de un aminoacido dicarboxilico (&cido aspartico) en funcion del pH.

A pH 1, todos los grupos aparecen protonados: los dos carboxilos como -COOH y amino como -NHs*. El

aminoacido tiene una carga positiva neta.

A pH 3, el carboxilo de la cadena lateral y el grupo amino, aparecen protonados (-COOH y -NHs*) y el a-

carboxilo disociado (-COO-). El amino&cido esta en torno a su punto isoeléctrico.

A pH 7, los dos carboxilos estan disociados (-COO") y el amino sigue protonado (-NHs*); el amino&cido

tendra simultdneamente dos cargas negativas y una positiva (una negativa neta).

A pH 13, los dos carboxilos siguen disociados (-COO-) y el amino pierde el protdn (-NH); el aminoacido

queda con dos cargas negativas netas.

Para concluir este andlisis, consideremos las formas ionicas de la lisina que es un aminoéacido dibasico.

e ApH 1, todos los grupos aparecen protonados: el carboxilo como -COOH y los dos aminos como -NHs*. El
aminoacido tiene dos cargas positivas netas.
e A pH7, el alfa-carboxilo disociado (-COO-) y los dos aminos protonados (-NHs*). El aminoacido tiene una

carga positiva neta.


http://medicina.usac.edu.gt/quimica/biomol/html/aa/amac/v1.html.htm
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e A pH 9.5, el carboxilo sigue disociado (-COO-) y el amino de la cadena lateral sigue protonado (-NHs*); el
alfa-amino aparece como (-NH). El amino&cido estara proximo a su punto isoeléctrico.
e ApH 13, el carboxilo sigue disociado (-COO-) y los dos aminos han perdido el protdn (-NH.); el aminoacido

queda con una carga negativa neta.

La mayoria de las células tiene valores de pH aproximadamente neutros; por lo tanto, la forma predominante de los
aminoacidos en las células es el ion dipolar. Puesto que el anion carboxilato -COO-, esta cargado negativamente, y

el grupo amino protonado -NHs*, est& cargado positivamente, el ion dipolar es una especie quimica neutra.

Dentro de una titulacion se sabe que cada punto de inflexién, indica la condicién en que la forma &cida y la forma
basica de un grupo quimico son equimolares. El pH al que esto ocurre corresponde a:

-log (constante de ionizacion del acido) = pKa

(Tal como lo indica la ecuacion de Hendersson-Hasselbach)
Si se habla de un aminoacido que al titularse se comporta de manera diprotica, se dice entonces que el primer

grupo en titularse es el grupo acido:
R-COOH -->R-COO- + H*

El pKa aproximado de este grupo en los aminoacidos es inferior, esto debido al efecto electro-atractor del grupo a-

amino, que a este pH se encuentra cargado positivamente.

En el punto medio de cualquier titulacion se alcanza un punto de inflexién en que el pH es igual pKa del grupo

protonado. El segundo grupo en titularse es el grupo a-amino:
R-NH;* --> R-NH, + H*
que posee un pKa del grupo basico.

En varios aminoacidos, la cadena lateral también posee caracter &cido base y por tanto tendremos un tercer grupo

ionizable.

Siempre que una molécula presenta dos 0 mas grupos ionizables, existe un valor de pH al cual la especie i6nica
més abundante posee una suma de cargas positivas y negativas igual a cero, es decir, no posee carga eléctrica

neta.
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Cuando los aminoacidos se encuentran en solucion, se encuentran en forma del ion dipolar, o zwitterion (en alemén
“jon hibrido”). Un zwitterion puede actuar como acido (dador de protones), o0 como base (aceptor de protones). Las

sustancias con esta naturaleza dual son denominadas anféteras y cominmente denominadas anfolitos.

Si nosotros analizamos el movimiento electroforético de los aminoacidos a distintos valores de pH, encontraremos
un valor al cual su movilidad electroforética es nula. Este valor de pH corresponde a la condicién en la cual la
especie dominante es aquélla que no posee carga eléctrica neta. Este valor de pH recibe el nombre de punto
isoeléctrico (p/). El punto isoeléctrico puede calcularse como el valor promedio de los valores de pKa de los dos
grupos siguientes:

« Elgrupo &cido que al perder su proton da lugar a la especie sin carga neta.

«  Elgrupo béasico que al ganar un proton da lugar a la especie sin carga neta.

3.1.4 Reactividad quimica de los aminoacidos

Las aminas pueden considerarse como derivados de amoniaco, al igual que los alcoholes y éteres se consideran
derivados de agua. El nitrégeno en aminas tiene una hibridacion sp® y el par de electrones sin compartir puede
considerarse como el cuarto sustituyente. Esta disposicion tetraédrica se invierte rapidamente a través de un estado
de transicion plano. El par de electrones sin compartir esta menos unido con respecto a los pares sobre el oxigeno
en alcoholes y éteres, ya que el nitrdgeno es menos electronegativo que el oxigeno. Las consecuencias de esto,
son:

e sumenor capacidad para formar enlaces de hidrgeno
e su mayor basicidad y nucleofilia

e sumenor acidez

De los métodos de sintesis las sustituciones con azida o cianuro, o la aminacién reductora son mejores métodos
que la alquilacién directa del amoniaco [42]. EI grupo NR3 en una sal de amonio cuaternario, R-N*Rs, es un buen

grupo saliente, lo que permite que se produzca la eliminacion de Hoffman.

La reactividad nucleofila de las aminas se manifiesta en reacciones sobre carbonos electréfilos, como haloalcanos,

aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos y sus derivados.
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En el caso de este tipo de compuestos, muchas de las reacciones consideradas como principales estan asociadas

a compuestos carbonilicos entre otros grupos funcionales. Es muy dificil en este punto resumir las méas importantes.

Aminacidén reductora (metilacion)

H CH,=0 ?Ha
R R NaBHCN Mg

Eliminacion de Hofmann

metilacion
NH exahustiva N*(CH.) Ag;0 A
2 — _—
R/\/ i R/\/ 3)3 o R™ X

alqueno menos
sustituido

Las reacciones de aminas estan controladas por el potencial nucleofilico del atomo de nitrégeno, la tendencia del
nitrégeno a compartir el par de electrones libre, hace que éstos sean buenos nucledfilos, buenas bases y una

reactividad excepcional de los anillos aromaticos con grupos 0-amino sustituidos.

Los 20 a-aminodcidos naturales poseen un grupo acido que puede sufrir las reacciones caracteristicas de los cido

carboxilicos, por ejemplo:

Los aminoé&cidos sufren descarboxilacidon a aminas; un ejemplo particular seria la descarboxilacién de la histidina a
histamina. El interés sintético de esta reaccién es suprimir el grupo carboxilo (-COOH). Esto puede ser mas o

menos facil, necesitando mas o menos temperatura para lograrlo, en funcién del grupo R unido al carboxilo.

Cabe mencionar que los grupos R de los aminoacidos son diversos, por ello pueden reaccionar de varias maneras,
es decir; el acido aspartico y el acido glutdmico poseen un segundo grupo acido carboxilico. Otros aminoacidos con
grupos laterales reactivos son la cisteina (-SH), la arginina (guanidio), la histidina (imidazol), la serina, la treonina y

|a tirosina (alcoholes), la asparagina y la glutamina (amidas), la metionina (un tioeter) y el triptofano (indol).
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3.1.5 Métodos de cuantificacion.

Los o-aminoacidos pueden cuantificarse utilizando diferente técnicas; quimicamente se pueden cuantificar
mediante la reaccion del grupo a-amino con ninhidrina donde este compuesto reacciona rapidamente con el grupo
amino, lo oxida y libera amonio, el cual se condensa con la ninhidrina reducida y con otra molécula de ninhidrina

para producir un aducto de color purpura.

Otros métodos de cuantificacion y analisis de mezclas de aminoacidos que se desean analizar, llevan a cabo una
previa separacion. Los principales métodos de separacion empleados en los laboratorios, dependen en gran

medida, de la cromatografia de gases [1,2], la cromatografia liquida [3—4] y electroforesis capilar [5-6].

Cromatografia de capa fina.

Una de las técnicas que cabe mencionar es la cromatografia de capa fina. Este método se basa en la separacion
de las moléculas adsorbidas a una capa muy delgada de gel de silice, mediante el flujo de una columna de solvente
que se deja ascender mediante capilaridad. La separacion se realiza en base a la polaridad de las moléculas y la

mezcla de solventes mas empleada ha sido butanol: agua: acido acético (4:1:1).

Cromatografia liquida en columnas de intercambio aniénico.

En este caso, los aminoacidos se hacen pasar por una columna de resina con un grupo catiénico. Los aminoacidos,
segun su carga se van a unir a la columna y luego, mediante un cambio gradual en el pH del solvente que se aplica
a la columna, se va eluyendo cada aminoacido a un pH distinto (segun su punto isoeléctrico). Como algunos
aminodacidos son mas dificiles de separar que otros, a menudo es necesario emplear una columna corta para

separar un grupo de aminoacidos y una columna larga para separar los aminoacidos restantes.

Los aminoacidos pueden identificarse mediante su reaccién con ninhidrina, mediante su absorbancia UV o
mediante fluorescencia (si estan marcados con un grupo fluorescente), ya sea en la placa de silice, o conforme

eluyen de la columna.

Cromatografia liquida de alta resolucion en columnas de fase reversa.

Este método consiste en aplicar los amino&cidos disueltos en una fase acuosa acidificada a una columna de silice

unida a una cadena hidrocarbonada. Los aminoacidos, segun su polaridad se van a unir a la columna y entonces el

11
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eluyente se mezcla gradualmente con cantidades cada vez mayores de un solvente menos polar que el agua. Los

aminoacidos van siendo lavados de la columna conforme la polaridad del solvente baja lo suficiente.

Existen otros métodos que nos permiten analizar de manera tanto cualitativa como cuantitativa; en los cuales se
sustituye uno de los grupos del aminoacido, ya sea el acido carboxilico, el grupo amino como tal, o bien el

hidrogeno activo.

También se han comparado técnicas de cromatografia gaseosa (GC) con las de cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) en la separacion y cuantificacion de azUcares, polialcoholes y aminoacidos, concluyendo que en el
andlisis de un gran nimero de estos compuestos, la GC tiene mejor selectividad, mayor sensibilidad, permite
separar mayor nimero de compuestos y cuantificar, en un mayor intervalo de concentraciones. Todo con una

derivatizacion y una inyeccién con una sola columna y un dnico inyector [7-8].

Los compuestos en estudio requieren de una derivatizacion para formar compuestos volatiles susceptibles a la
separacion por cromatografia gaseosa [9-10]. A pesar de la gran variedad de derivados y métodos existentes, y en

desarrollo, se puede observar que los mas usados son los acetilados y sobre todo los trimetilsililderivados.

3.1.6 Propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos en estudio.

3.1.6.1 Acido glutamico.

Es un aminoacido no esencial. Se considera como “alimento d

HOOC ?\ cerebro” que mejora las capacidades mentales; ayuda rapidamente a
H~ =0, /C"‘O recuperacion de la ulcera; ayuda a evitar la fatiga; ayuda en el conti
“=CH . . . . .
NH3+ 2 del alcoholismo, esquizofrenia y el ansia por el azlcar.
Acido glutamico° pK1 a-COOH 2.10; pK2 a-NH*3 9.47; pKr 4.07 (A-COOH).
glu Formula empirica CsHgNO;4
Peso molecular 14713
aspecto Sélido blanco
. o olor Caracteristico.
Figura 2. Estructura acido oH 3,035
glutamico Punto de fusion 205°C
Solubilidad 7 g/l en agua a 20°C HCI,

12
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3.1.6.2 Acido aspartico.

Es un aminoacido no esencial. Ayuda en la expulsién de amonio perjudici:
Cuando el amonio ingresa al sistema circulatorio actia como una sustanc

altamente tdxica que puede ser dafiina para el sistema nervioso centr:

0
HOOC é’! Estudios recientes sefialan que el &cido aspartico puede incrementar
H -
-‘-C‘_CHQ \0' resistencia a la fatiga e incrementa la resistencia. pKy a-COOH 1.99; pK: «
NH,+ NH*3 9.90; pK 3.90 (8-COOH).
QCidO aspartico’ Formula empirica C4H/NO,
S
D P Peso molecular 133,10
. aspecto Sélido blanco
Figur olor Inodoro
3. Estructura acido aspartico oH 95_35
Punto de fusion 270°C
Solubilidad 5 g/l en agua a 20°C. HCI

3.1.6.3 Treonina

Es un aminoacido esencial. Es un constituyente importante de

colagena, elastina y proteinas del esmalte; ayuda a prevenir el exces

HO OC‘ /AH de grasa en el higado; ayuda al aparato digestivo y tractos intestinalt
H-‘%#C:-C')_.HCHz a funcionar suavemente. Contiene un centro quiral extra, marcado c«
NH,+ asterisco en la figura.
Treonina pK1 o-COOH 2.09; pK, o-NH*3 9.10.
Thr Formula empirica C4Hy NO;
Peso molecular 119.12
aspecto cristal blanco
Figura 4. Estructura treonin: olor Inodoro
pH 5-6(100g/1)
Punto de fusion 265-270°C
Solubilidad 90 g/l en agua a 20°C. HCI

13
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3.1.6.4 Leucina

HOO CH
He {
C-CH;CH
! \

NH3+ CH3

3

Leucina
Leu

L

Figura 5. Estructura leucina

Es un aminoécido esencial.

Junto con la isoleucina provee de unidades para la fabricacic
de componentes bioquimicos esenciales, algunos de los cuals
se utilizan para la producciéon de energia, estimulantes ¢
cerebro superior y ayuda al organismo a estar alerta.

pK1 o-COOH 2.33; pKz a-NH*3 9.74

Formula empirica CeH13sNO;
Peso molecular 131.18
aspecto solido
olor débil
pH (20 g/l H20, 20 °C) 5,5 - 6,5
Punto de fusion 265-270°C

Solubilidad 24 gl en agua a 20°C. en etanol (20 °C
poco soluble. HCI.

3.1.6.5 Valina

Figura 6. Estructura valina

Es un aminoécido esencial.

Promueve el vigor mental, la coordinacion muscular y ayuda
calmar las emociones nerviosas.

pK1 a-COOH 2.29; pK; a-NH*3 9.74.

Formula empirica CsH11INO;
Peso molecular 117,15
aspecto Sélido blanco
olor Inodoro.
pH 5,5-6,5 10
Punto de fusién 315°C
Solubilidad 85 g/l en agua a 20°C HCl,
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3.2 Cromatografia.

La cromatografia se define como una técnica que separa una mezcla de solutos basada en la separacion de las
velocidades de desplazamiento diferencial de los mismos que se establece al ser arrastrados por una fase mévil la
cual puede ser liquida o0 gaseosa, a través de un lecho cromatogréafico que contiene la fase estacionaria que igual

puede ser liquida o sélida.

La cromatografia como tal es considerada una de las técnicas mas versatiles de separacién, ya que es aplicable a

cualquier mezcla soluble o volatil.

Generalmente las técnicas suelen dividirse en cromatograficas y no cromatograficas, la eleccion de estas técnicas
depende de la naturaleza y la cantidad de la muestra, cabe mencionar que como toda técnica de separacion tiene

sus limitaciones. Una de ellas son el tiempo de elucién y la disponibilidad del equipo.

La cromatografia, al igual que las demés técnicas de separacién tiene como objetivo prioritario la mejora de la
selectividad del proceso analitico, que junto a la sensibilidad, precision y rapidez constituyen las caracteristicas

esenciales del mismo.
3.21 Cromatografia de Gases.

En cromatografia de gases se incluyen todos los métodos cromatograficos en los que la fase mévil es un gas (gas
portador), siendo la fase estacionaria un liquido (CGL) o un s6lido (CGS). Se desarrolla en una columna cerrada en
la que se encuentra retenida la fase estacionaria y por la que se hace pasar el gas portador, la técnica de

separacion es la elucién.

Iniciado el proceso cromatografico, los componentes de la mezcla se distribuyen entre la fase estacionaria y la fase
mavil; la elucion tiene lugar forzando el paso de un gas inerte a través de la columna. La fase mévil no interacciona

con el analito y su Unica mision es la de transportar la muestra.

La cromatografia gas-sélido tiene una fase estacionaria sélida en la cual se produce la retencién de los analitos
debido a la adsorcion fisica sobre la superficie del sélido. Esta técnica ha tenido una aplicacion limitada debido a la
tendencia de los picos de elucion a formar colas y a la retenciéon semi-permanente de gases activos sobre la fase

estacionaria.
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La cromatografia gas-liquido se basa en la distribucion del analito entre una fase mévil gaseosa y una fase
estacionaria liquida, inmovilizada sobre la superficie de un sélido inerte (soporte) o en las paredes interiores de la

columna, si ésta es capilar.

La cromatografia de gases, trata compuestos organicos de bajo peso molecular (P.M. 300 o menos). De forma
general, la técnica ha sido ampliamente desarrollada en los Gltimos afios para separar y analizar mezclas cuyos
constituyentes tengan punto de ebullicion inferior a 400°C y que sean térmicamente estables. La limitacién es
debida a que las muestras se deben de introducir como gas en cabeza de columna; cuando son liquidas se
volatilizan instantdneamente en el bloque de inyeccion del cromatografo. Martin y Synge, en 1941, definieron la

técnica y en 1955 aparece en el mercado el primer cromatégrafo.

Esta técnica cromatografica es la que ofrece mejor poder de resolucion para compuestos organicos volatiles; su
principal limitacién se encuentra en la labilidad térmica de los solutos, los cuales deben ser estables a la

temperatura requerida para su volatilizacion.

La cromatografia de gases requiere muestras volatiles, por lo que los compuestos que no lo son (azucares, acidos
grasos, aminoacidos, efc.) tienen que ser derivatizados, lo que significa transformar quimicamente los grupos
quimicos que originan puntos de presidn bajas (punto de ebullicidn alto) en compuestos mas volatiles (en azlcares
bloqueo de OH con cloruro de silice trimetilado, en &cidos grasos se producen sus ésteres metilicos, etc.). La
derivatizacion también puede ser empleada cuando los componentes reaccionan para dar grupos que proporcionan
una fuerte respuesta en el detector empleado (adicién de cloruros cuando se usa un detector de captura

electronica, etc.).
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3.2.2 INSTRUMENTACION.

En cromatografia de gases como se ha mencionado anteriormente, es una separacion en la cual se considera la
volatilidad de los componentes de la mezcla a analizar [46]. La mezcla se hace pasar a través de un tubo largo y
estrecho llamado Columna. Con la ayuda de un gas inerte, la separacion se basa en la diferencia de velocidad de
los solutos a su paso por la columna los cuales se dirigen al sistema de deteccién, donde se obtienen una serie de

sefiales que quedan registradas en forma de una serie de picos que contienen el cromatograma.

La figura 7 presenta los elementos de un cromatégrafo de gases:

Microjeringa
Divisor de flujo T
Septum Detector Registrador
Regulader .
deflup =
Regulador
de presién
£
(A
g Rotametro
Columna
Gas porador
Horno termostatizado

Figura 7. Esquema de un cromatografo de gases [49].
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e GAS PORTADOR.

El gas portador es un gas inerte, generalmente de helio nitrégeno o argén, de elevado grado de pureza. El caudal
del mismo que pasa por la columna, debe ser conocido y controlado. Para llevar a cabo la eleccién de estos gases,
es necesario tomar en cuenta una de las principales caracteristicas como son la pureza, viscosidad (ya que tiene
influencia sobre la dispersién de los compuestos en la fase estacionaria y sobre la difusién en la fase movil) y peso

molecular de la mezcla a tratar.

La pureza es de suma importancia, ya que ayuda a no producir ruido de fondo en la sefal registrada, con el fin de

obtener resultados reproducibles.

Para el uso del gas es conveniente saber que el peso molecular debe ser alto porque en éste los solutos se

difunden menos, ya que es conveniente que los picos sean mas esbeltos posible.

Las presiones de entrada en la columna generalmente son entre 10 y 50 psi (Ib/in2) proporcionando velocidades de
flujo de 25 a 50 mL/min.

o INYECCION DE LA MUESTRA.

La muestra se introduce en el inyector con una microjeringa a través de un septum de goma. Alli se produce la
vaporizacion instantanea de la misma y su introduccién en la corriente de gas. Para volatilizar las muestras de una
forma rapida y de modo que todas las particulas inicien el proceso de separacién en el mismo punto, la temperatura
del inyector debe ser muy elevada; unos 100 °C mayor que la de la columna. En la figura 8 se muestra en forma

esquematica el procedimiento de inyeccion.

En las columnas analiticas por lo general, los tamafios de muestra oscilan entre pequefias décimas de microlitos

hasta 20pL, pero en las columnas capilares se requiere de muestras muchas mas pequefas.
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Las caracteristicas de los inyectores asi como la de los modos de inyeccién dependen del tipo de columna que se

utilice.

Sepia
.
Gas portador
“Liner
PFlaia
calefacoora

Figura 8. Introduccion de la muestra en el puerto de inyeccion [50].

e TIPOS DE INYECTORES.

La principal funcion del inyector es evaporizar y mezclar la muestra con el gas portador antes de que ingrese a la

columna. La inyeccion es un proceso importante para que la separacion de los picos sea reproducible.

Los inyectores se usan, dependiendo del tipo de columna que se utilice en un determinado analisis; a continuacién

se mencionan los inyectores mas utilizados (o0 comunes).

Inyeccidn de vaporizacion directa.

Este tipo de inyeccion se refiere a la introduccion directa de la muestra, dependiendo del tipo de columna que se

utilice asi como el volumen que se inyecta.
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Este tipo de inyectores se caracteriza por el tipo de montaje que utiliza, el cual es un tubo de metal cubierto en el
interior por una cubierta de vidrio, en el cual se hace pasar el gas acarreador calentando hasta llegar a la

temperatura correspondiente.

Este tipo de inyector tiene la caracteristica de que toda la muestra que es inyectada pasa por la columna para ser
analizada.

Inyectores con o sin division (Split o splitless).

La inyeccion de muestras con splitless es frecuentemente usada para andlisis de componentes donde una gran

cantidad de muestra es inyectada a la columna.

Durante el muestreo con splitless, la muestra se inyecta dentro de la columna caliente y forma un vapor que
consiste de muestra, solvente y gas. Parte del gas sale por el respirador al pasar en el alineador. EI muestreo con
splitless puede ser optimizado usando “concentracion de muestra / solvente” para volver a concentrar la muestra en

la columna caliente.

Esta técnica es extremadamente Util para adelgazar los picos y eliminar las trazas de solvente y la interferencia de
vapor retenido momentaneamente en la fase estacionaria. El solvente humedece la fase estacionaria para retener a
los solutos, por lo cual, esto permite una rapida elucién de los solutos. Para que ocurra la retencion, la temperatura

inicial del horno debe ser 20°C abajo del punto de ebullicién del solvente.

El muestreo tipo split es el método mas popular porque inyectar muestras de 0.1 a 2 pl no impide que haya una
buena altura y sensibilidad en el pico. Si se obtiene la cantidad mé&xima de eficiencia de la columna, las &reas del
pico mas pequefias asociadas con el muestreo tipo split reflejan una reduccion en lo ancho en lugar del alto del
pico. Mejora la simetria del pico permite una mejor reproducibilidad y por lo cual da una mejor cuantificacién del
area de los picos. Otra ventaja del split, es que se pueden usar columnas mas estrechas para tener una mejor

resolucion sin tener que volver a muestrear la columna.

Quiza el unico inconveniente del split es que la cantidad inyectada a la columna podria no ser representativa si la
muestra no es completamente vaporizada. Esto es porque la muestra entra en el alineador con el respirador split
abierto y el extracto de la muestra y el acarreador son purgados antes de que entren a la columna. Por esta razon,
este método debe ser monitoreado siempre corriendo soluciones estandares de concentraciones conocidas y

analizar su reproducibilidad.
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Inyeccién On-column.

Por la sensibilidad de los componentes en la mezcla; es decir, debido a la inestabilidad de los componentes, se
utiliza la inyeccién on-column introduciendo la solucién directamente dentro de la columna y manteniendo la
temperatura inferior al punto de ebullicién del disolvente. De ser necesario, la zona de inyeccién se refrigera con

aire.

Este tipo de inyectores se utiliza para aquellos solutos que son termdlabiles y para los que tienen puntos de

ebullicion altos.

3.2.3 Tipos de Columnas.

La columna es el elemento esencial de la cromatografia de gases, ya que es en donde se lleva a cabo el proceso

fisicoquimico en los que se fundamenta la separacion.

Existen dos tipos de columnas cromatogréficas de uso comun: columnas empacadas y columnas tubulares

abiertas.

e Columnas Empacadas.

Son tubos de de acero inoxidable rellenos con las particulas del solido inerte; recubierto con una fase liquida no
volatil formado por particulas de silice recubiertas con liquido (100-300 um didmetro) en un tubo de vidrio. Para
mejorara la eficacia de estas columnas se puede disminuir el tamafio de particula o aumentar su longitud. El flujo

que se utiliza para este tipo de columnas varia desde 10 a 40 ml/min de gas acarreador.

Hoy en dia las columnas empacadas han sido sustituidas en su mayoria por las columnas capilares.

e Columnas Capilares.

Hoy en dia las columnas capilares son las mas utilizadas en cromatografia de gases. Las columnas capilares son
tubos largos y de diametro muy pequefio de vidrio, en la actualidad mas frecuentemente de silice fundida, en las
que la fase estacionaria esta retenida sobre la pared interna de la columna. Este tipo de columnas son ideales para

una mayor velocidad de anélisis y eficacia; pero sélo son aplicables para muestras pequefias.
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Estas columnas, la fase estacionaria como se ha dicho anteriormente es retenida sobre la pared interna de la

columna. De acuerdo a ello se pueden distinguir dos tipos de columnas:

o  WCOT (wall coated open tubular) < 1 ym de liquido recubriendo el interior de un tubo de silice. Actualmente,

se utilizan capilares de silice fundida con un recubrimiento externo protegido de poliimida.

e SCOT (support coated open tubular) 30 um de liquido soportado en el interior de un tubo de silice. La superficie

interna esta revestida de una capa fina tal como tierra de diatomeas.

La relacién de fases es mas baja en las WCOT, siendo especialmente Utiles para la separaciéon de compuestos

organicos volatiles a temperatura por encima de la temperatura ambiente.

En la tabla 1, se muestra una recopilacion acerca de las propiedades y caracteristicas para columnas

cromatogréficas.

Tabla 1. Propiedades y caracteristicas de las columnas para cromatografia de gases.

Tipo de columna®

F50T WCOT SCOT Rellena
Longitud, m 10-100 10-100 10-100 16
Didmetrn antema, mam O,1-0,53 025075 03 24
Eficacia, platosim 2004 000 1.000-4 1000 GO0- 1206 S00-1.000
Flatos wotales (OO0 = 1P (L0400 w10 (e b 200 % 100 (110 = 10
Tamufic de Lo muestra, ng 10-75 101000 10-1.000 10-10°
Presidn rebativa de refrocesn Huja Haja Baja Alra
Velocidad relativa Ripida Ripada Ripida Lent
Inereia quimica Mejor Pobre
Estubilidad quimica Si Mo Ne Mo

® FSOT: Columnas abicrlas de silice fundida
WOOT: Colamnas abeerias de pared recubéeria
B0OT: Colummas abicrtas recubiertas con sonore.
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3.2.4 Detectores.

Un detector es un dispositivo para revelar la presencia de las sustancias eluidas a la salida de la columna
cromatografica [33]. Podemos expresar que el detector son los "ojos" de un cromatégrafo. Es un dispositivo
capaz de convertir una propiedad fisica, no medible directamente, en una sefial elaborable y ofrecernos

informacién sobre la naturaleza y magnitud de la propiedad fisica.

Los detectores pueden ser clasificados:

o Detectores seguin su Grado de Selectividad :
1. Universales. Responde a la mayoria de los solutos que pasan por él.

2. Especificos 6 Selectivos. Exhibe una gran respuesta a un grupo particular de substancias con

un minimo de respuesta a otras.

o Detectores Destructivos y No destructivos. Esta clasificacion, obviamente, es en referencia a si la

muestra es destruida o no.
o Detectores segun su Modo de Respuesta:

1. Dependientes del Flujo Masico. Producen una sefial que es proporcional a la cantidad de
soluto que pasa a través de él en la unidad de tiempo pero es independiente del volumen de

gas portador requerido para la elucién.

2. Dependiente de la Concentracion. Dan una sefial proporcional a la cantidad de soluto por

unidad de volumen de gas portador que pasa a través de él.

e Detectores segin el proceso de deteccion lonizacion, Optico-espectroscdpico, Electroquimico, etc.

23



GENERALIDADES

3.3 DERIVATIZACION.

Las tres principales dificultades que pueden presentar una muestra al ser introducida directamente en el

cromatografo, son:

1.- La complejidad en la matriz, la cual origina graves perturbaciones en la determinacion cromatogréfica las cuales
pueden ser la determinacién de moléculas de bajo peso molecular.

2.- Los analitos de interés se encuentren excesivamente diluidos, donde las concentraciones estaran por debajo del
limite de deteccion y cuantificacion del sistema cromatografico.

3.- La incompatibilidad de la muestra con el sistema cromatografico la cual se origina de las caracteristicas basicas

de dicho sistema y de los analitos.

En general son escasas las muestras que pueden introducirse al cromatografo de gases sin algun tipo de
operacion previa para la adecuacién de la muestra y evitar las dificultades antes mencionadas.

Por tal motivo, como se ha dicho, se lleva un pre-tratamiento de la muestra. Para ello existen dos tipos de procesos
que en ocasiones son tratados de manera adjunta. Uno de ellos comprende desde la preparacién de la muestra,
orientada a evitar las dificultades derivadas de la complejidad de la matriz y de la excesiva dilucién de la muestra.
Estos aspectos son meramente procesos fisico-quimicos en los que frecuentemente se emplean dos fases para
llevar a cabo la separacion global con o sin preconcentraciones. Entre estos procesos se encuentran la sorcion,

particidn, extraccion liquido-liquido, destilacién o volatilizacion, etc.

El otro proceso es la derivatizacién, la cual consiste en una amplia gama de reacciones quimicas irreversibles, que
son orientadas hacia la transformacion de los analitos en nuevas especies que sean compatibles con el sistema

cromatografico en sus diferentes médulos y con el detector continuo.

En cromatografia de gases, la preparacion de la muestra comprende una serie de reacciones continuas y
discontinuas, cuya funcion principal es adecuar la porcion de la muestra tomada y conservada para su introduccion

directa en la unidad de inyeccion del cromatégrafo de gases.

En cromatografia de gases la derivatizacion se utiliza fundamentalmente para mejorar y posibilitar la separacion

cromatogréfica, es decir para que se lleve a cabo la separacién de los analitos en estudio.
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Cabe mencionar que un objetivo primordial para que se lleve a cabo la derivatizacion es evitar las pérdidas por
adsorcion, volatilizacién, descomposicién térmica, reacciones quimicas, entre otras. Esto se puede observar desde
la toma de muestra hasta el momento de su introduccién en el cromatégrafo.

3.3.1 Reacciones de Derivatizacion.

En resumen, la mayor parte de los articulos publicados sobre andlisis de aminoacidos por cromatografia de gases

en el periodo 1956 a mediados de 1974, se pueden dividir en tres partes [19]:

1) Procedimientos y técnicas degradantes para convertir el aminoacido en otro producto quimico.

2) Procedimientos basados en la esterificacion del grupo carboxilo y de la derivatizacion del grupo amino y de
los otros reactivos en por lo menos dos pasos.

3) Procedimientos basados en una derivatizacion simultdnea de los grupos carboxilo o el grupo amino en la

reaccion.

Como ya se menciond, la cromatografia de gases es una técnica de gran poder de resolucién y muy reproducible,
siempre y cuando las condiciones de operacién estén perfectamente controladas [6-27]. Debido a las
caracteristicas de esta técnica, los analitos a separar deben presentar una serie de propiedades para llevar a cabo

su andlisis, tales como:

a) Servolatiles a la temperatura de trabajo.
b) Ser térmicamente estables.

c) No presentar interacciones indeseables dentro de la columna.

El sistema de deteccion utilizado debe dar una respuesta suficientemente sensible a los analitos separados. He
aqui donde nos auxiliamos de la derivatizacidn, ya que no siempre se cumplen estos requisitos. Generalmente las
técnicas de derivatizacion son conocidas como cromatoquimica de gases. Los principales objetivos de la

derivatizacion en gases son:

e Hacer posible la utilizacién de la técnica mejorando, la estabilidad térmica de los analitos. La resolucion
cromatogréfica evitando la formacion de picos indeseables y las adsorciones irreversibles o combinando las
propiedades separativas del analito mediante un ajuste adecuado de su volatilidad para eliminar solapamiento

de los picos.
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e Variar indirectamente la sensibilidad del detector introduciendo la molécula del soluto, con grupos organicos

adecuados que mejoren la sensibilidad del mismo; de esta forma facilita su andlisis cualitativo y cuantitativa.

El principal objetivo para llevar a cabo una reaccién de derivatizacion es el de transformar los solutos en derivados

que presenten propiedades cromatograficas adecuadas; de forma general, se clasifican en dos grupos:

- reacciones sustractivas

- reacciones no sustractivas

e Reacciones Sustractivas.

En este tipo de derivatizacién el grupo funcional de un analito se hace reaccionar con un reactivo para originar un
derivado no voldatil, el cual no es arrastrado por el gas portador. En el cromatograma se observara después de la
reaccidn de sustraccion; la ausencia de un pico en éste se indicara que la muestra contenia un soluto con dicho
grupo funcional; la utilizacién de estas reacciones permiten obtener datos sobre la presencia de grupos de
compuestos asi como también la simplificacion de cromatogramas complejos 0 mal resueltos y la eliminacién del
pico correspondiente al componente mayoritario que puede solapar a los picos de los constituyentes de la muestra

a nivel de trazas.

e Reacciones no Sustractivas.
Se han descrito diversas reacciones de derivatizacion con el objeto de formar compuestos volatiles y con buenas
propiedades cromatogréaficas aumentando la respuesta del detector.

En general, las reacciones no sustractivas son de tipo discontinuo, llevandose a cabo en un reactor o recipiente de

mezcla, y una vez completada, los productos se introducen en el cromatografo.

A continuacion se describen las reacciones mas utilizadas, dentro de las reacciones de derivatizacion:

e Reacciones de Sililacion.

Este tipo de reacciones son las mas ampliamente utilizadas en cromatografias de gases. La mayoria de los grupos
funcionales cuya presencia en los solutos origina problemas para el analisis en cromatografias de gases, se

transforman en derivados sililados.
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Se denomina sililacién a la sustitucién de un hidrégeno activo de un grupo funcional por un grupo sililo, el cual esta

formado por un atomo de silicio trisustituido. El grupo sililo més utilizado es el trimetilsililo, -Si (CHs) 3 (TMS).
El reemplazo del hidrdgeno activo por el grupo sililo produce efectos importantes en la molécula del soluto:

e Reduce su polaridad.
* Reduce la posibilidad de formacion de enlaces de hidrogeno intermoleculares.

e Aumenta su volatilidad y su estabilidad térmica.

Las ventajas que conlleva la utilizacién de este tipo de reacciones, son mejorar la resolucion de los picos, la
reduccidn de interacciones indeseables en la columna, tales como adsorciones irreversibles y la reduccién a la

simetria de los picos.

Este tipo de reacciones es de tipo discontinuo, ya que se lleva a cabo en condiciones anhidras en frascos de vidrio
forrados con teflon; la mayoria de ellas son rapidas, produciéndose de manera instantanea a temperatura ambiente
0 si las reacciones son lentas basta con elevar la temperatura; por lo general suele estar dentro del intervalo de
60°-150°C dependiendo el proceso, ya que en ocasiones puede elevarse a 200°C. Si se utiliza trimetilclorosilano
(TMCS), el cual actua como catalizador, una vez completada la reaccion, se inyecta de forma directa al

cromatografo.
En la tabla 2 se muestran los grupos funcionales que forman derivados trimetilsililo.

Tabla 2. Grupos funcionales que forman derivados trimetilsililo.

NH — NTMS CONHz — CONHTMS CHz CO — —CH=COTMS
NHz — NHTMS  N{THS)z2 BOH — BOTMS NOH — NOTMS

OH — OTMS §H — STMS COOH — COOTHS
POH — POTHS SOH — SOTHS

El orden de los grupos funcionales, para aceptar el grupo sililo es: alcohol > fenol > acido carboxilico > amina >

amida. Los grupos funcionales primarios son mas reactivos que los secundarios.

Por otro lado la capacidad donadora de los grupos sililo es TMSIM > BSTFA > MSTFA > THSDEA > MSTA > TMCS
> HMSD. Sin embargo la mezcla on mayor poder de sililacion presenta es TMSIM-BSTFA-TNCS, en relacion 1:1:1,

ya que el TMCS hace la funcién catalitica, que anteriormente se ha mencionado.
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La capacidad donadora de los grupos sililo y la aceptora de los grupos funcionales, otro factor que debe de
considerarse en este tipo de reacciones de sililacion es el posible impedimento estérico que dificulta el acceso del
reactivo a los grupos funcionales, lo cual determinara la velocidad de formacion del derivado.

Particularmente en los aminoacidos, la presencia de los grupos amino y carboxilo en estos compuestos los hacen
menos volatiles, y por lo tanto poco adecuados para separarlos y analizarlos directamente por cromatografia de
gases. Sin embargo, la formacién de derivados trimetilsililo es una forma facil de llevar a cabo la separacién de
aminoacidos mediante esta técnica. Cabe mencionar que alguno de sus derivados no son estables tal es el caso de
la histidina, ya que se descompone en un tiempo aproximado de dos horas. Para evitar la descomposicion en el
inyector, es preferible la inyeccion directa en la columna. En la tabla 3 se resumen algunas caracteristicas

(reactivos, temperatura y el tiempo de reaccion) de la formacion de estos derivados.

Tabla 3. Separacion de aminoacidos mediante formacién de derivados trimetilsililo.

Tipo de aminodcido Reactivo* Tiempo Temperatura (°C)
Genaral BSTFA—MeCN 15 min 128
General BSA-TMCS—Py 12-14 h 60
General THSDEA i1h reflujo
General A 5 min 25
General MSTFA-THMCS-MeCN 1h 120
Sulfurado BSTFA 5 min 150
Glicina, lisina, BSTFA—MeCN 15 min 1356
arginina

¢ Reacciones de alquilacion.

De igual forma, en las reacciones de alquilacién se sustituye un atomo de hidrégeno activo por un grupo alquilo o
un grupo arilo.

Generalmente, los reactivos mas utilizados para llevar a cabo la reaccion de alquilacién son los haluros de alquilo

en presencia de un catalizador como 6xido de plata., y los bromuros y yoduros de hidrocarburos de bajo peso
molecular.

Para obtener estos derivados, “se utiliza la técnica discontinua en la que el catalizador se afiade al soluto en
presencia de un exceso de agente derivatizador y la mezcla se agita en la oscuridad hasta que se completa la

reaccion” [42]. En la tabla 4 se muestran los grupos funcionales que pueden originar derivados alquilo.
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Tabla 4. Grupos funcionales que originan derivados alquilo.

COOH — COOR §020H — S020R OH— OR
EH — &R NHz — NRz NHR' — RNR®
CONH2 — CONRz 502 NHz — S0z MRz

R'COCH-COR" — R'-COCH=C(OR)R"

R: grupo alquilo

e Reacciones de esterificacion.

Por lo general se utiliza este tipo de derivatizacidn para derivatizar principalmente grupos funcionales acidos tales

como los acidos carboxilicos. En este caso se utiliza los alcoholes como reactivos derivatizantes.

La mayoria de las reacciones de esterificacidén son lentas, es por €so que se aceleran con temperaturas elevadas o

utilizando un catalizador como cloruro de hidrégeno, cloruro de tionilo, tricloruro de boro o acido sulfdrico.

Si esto no es suficiente para que la reaccion se lleve a cabo, entonces se desplaza el equilibrio de la reaccion con

la finalidad de eliminar el agua que se forma en la reaccion de esterificacion.

3.4 Técnica de Derivatizacion.

El derivatizante empleado bis (trimetilsilil) trifluoruro acetamida (BSTFA), tiene por mecanismo de reaccién la
sustitucion de un hidrégeno activo(o hidrogeno acido) por un grupo -Si (CHs)s. La presencia de este grupo en la
molécula provoca que la volatilidad del aminoéacido aumente, que la molécula sea menos polar y térmicamente
estables; haciendo posible su andlisis por cromatografia de gases. A pesar de la gran variedad de derivados y
métodos existentes, y en desarrollo, se puede observar que los mas usados son los acetilados y sobre todo los

trimetilsililderivados.

Los compuestos trimetilsilil derivatizados se caracterizan en general por ser muy volatiles. La separacion
cromatogréfica se realiza en columnas no-polares. La fase estacionaria de uso mas amplio para los compuestos en
estudio es la metilsilicona [11, 12]. Los agentes silanizantes son sensibles al agua, razén por la cual es importante

trabajar bajo condiciones anhidras.
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Una de las ventajas al usar BSTFA +1%TMS referente a otros reactivos de sililacion, es la volatilidad de sus
productos derivados, tal es el caso de mono (trimetilsilil) trifluoruro. Por ejemplo, en cromatografia de gases,
algunos de los derivados TMS en aminoacidos con puntos de ebullicién bajos y acidos del ciclo de Krebs, los
tiempos de retencion de estos derivados son la causa por la cual co-eluyen con los subproductos de la mayoria de
los reactivo de derivatizacion TMS. Se han obtenido buenas separaciones cromatograficas con el derivatizante

BSTFA+1%TMS, en donde comunmente los productos de este reactivo eluyen generalmente frente al disolvente

Los mejores resultados se obtienen cuando los productos de la reaccion de sililacion son solubles en la mezcla de
reaccidén final. Cuando se afade, un catalizador como trimetilclorosilano, muchos compuestos pueden ser
derivatizados satisfactoriamente, como en el caso amidas y muchas aminas secundarias. Cabe mencionar que los

atomos de fluor tienden a ensuciar menos los detectores de ionizacion de flama del cromatografo de gases.

El producto utilizado para esta tesis, fue una mezcla de BSTFA + 1% TMCS. El BSTFA puede actuar como su

propio disolvente que en este caso es el TMCS mismo que tiene la funcidn de catalizador dentro de la reaccion.

Esta mezcla es extremadamente sensible a la humedad, por lo que es de importancia trabajar en condiciones

anhidras, ya que de lo contrario la reaccion no procede.

3.5 Método de estandar interno para la cuantificacion en cromatografia de gases capilar.

El método estandar interno es una sustancia que se afiade a todas las muestras y estandares en cantidad conocida
y suficiente para poder determinarse sin problemas, generalmente se utiliza una sustancia que no esta presente en
la muestra a analizar, y cuyo pico cromatografico no coincida o solape con los del soluto de la muestra. Este
método se utiliza generalmente cuando se desea cuantificar uno o0 mas componentes de una mezcla en general; el

método es susceptible a errores sistematicos como al azar.

El método estd basado en que cuando las sefiales del analito y del estandar interno corresponden
proporcionalmente a las fluctuaciones del método y del instrumental empleado, entonces la razén de estas sefiales
es dependiente de tales fluctuaciones. De tal forma que el método se compensa por errores provenientes de la

manipulacion de la muestra a analizar.
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Este método generalmente se emplea en una curva de calibracién, empleando una serie de soluciones que
contiene una cantidad igual de estandar interno e incrementos en la cantidad del analito. Se lleva a cabo la
inyeccién manual con jeringa, ya que no se necesitan sistemas de introduccién de la muestra extremadamente
precisos. Ademas, no es necesario que la respuesta del detector sea perfectamente constante, ya que la variacién
en ella no afecta a la relacion de areas. Es decir del cromatograma se obtiene el area, se calcula la relacion de
areas del analito y el area del estandar interno (A anaito / A Est. int.), Y S€ grafica en funcion de la concentracién del

analito en cada solucion (Fig. 9).

Aanalito
Apst Int

Sefial del analito en la muestra
Sefal del estandar interno en la muestra

Concentracién|de la muestra

Coneontmeion Analito

Figura 9. Curva de Calibracion (Estandar Interno) [51].

La relacién matematica que se obtiene de la figura 9 es: realizar una regresion lineal por minimos cuadrado, es
decir; y=mx+b, donde, m es la pendiente de la recta, b es la ordenada al origen. Para obtener el valor de la
concentracion del analito en estudio basta con realizar la interpolacion lineal. Finalmente se interpola en la grafica
obtenida el valor de la razén de areas de una muestra conocida, la cual debe de contener la misma cantidad de

estandar interno que los patrones.

El principal problema de este método es encontrar un estandar interno adecuado, el cual debe de dar un pico
cromatogréafico suficientemente separado de los picos de los solutos, pero préximo al pico del soluto que se
requiere cuantificar. Cuando se tratan de mezclas complejas se afiaden uno o dos estandares internos, debido a los
problemas de solapamiento no siempre es posible afadir una sustancia ajena a la muestra, por lo que

generalmente se afiade como estandar uno de los componentes de la misma.
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3.6 Método de calibracion absoluta.

Este método hace referencia a la utilizacion de un estandar externo en donde se emplean mezclas sintéticas de
concentracion de analito conocidas con precisién. La curva de calibracién para cada analito, se establece al

relacionar directamente su area obtenida a partir de los cromatogramas con la correspondiente cantidad de analito.

Cuando se inyecta igual volumen de mezcla problema, el area obtenida se correlaciona directamente con la
cantidad de soluto a determinar a través de la curva de calibrado. Este método resuelta ser mas facil que el de
curva de calibracién, pero para ello debe de considerarse disponer de mezclas sintéticas del analito con una
composicion similar a la de la muestra problema; en este método la inyeccidén debe ser extremadamente precisa;

asi, cuando se utilizan valvulas de inyeccién es la técnica recomendada.
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4. METODOLOGIA

La metodologia experimental usada para llevar a cabo la determinacion y cuantificacién de los aminoacidos es

presentada en la figura 10.

Optimizacién de las condiciones para la
silinizacion de los aminoacidos

l

Optimizacion de las condiciones
cromatogréaficas

Preparacion de la mezcla

estandares de aminoacidos
con el estandar interno.

|

| Preparacion de Curvas de

Estandar Interno

| Seleccion y preparacion del |

Identificacion de los aminoacidos
en el suplemento alimenticio

|

Calibracién

l

| Cuantificacion

de Muestras.

Figura 10. Diagrama de flujo de la metodologia experimental.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental consistié en implementar un método por cromatografia de gases capilar para la identificacion
y cuantificacion de los aminoacidos seleccionados, mediante la inyeccion directa de sus derivados usando BSTFA

como agente derivatizante.

Las condiciones cromatogréficas y las condiciones de reaccion fueron optimizadas, tomando en cuenta diversos

factores:

e Tratamiento previo de los estandares de aminoacido
e Temperatura de reaccion de derivatizacion
e Tiempo de reaccion de derivatizacion

o Definicion y resolucion de los picos de cada uno de los aminoacidos en estudio, reproducibilidad de las

areas, etc.

5.1 MATERIAL Y EQUIPO
A continuacion se enlista los materiales y reactivos utilizados para llevar a cabo la parte experimental.
Material de Laboratorio

e Vasos de precipitado de 20ml, 50ml, 100ml, 250ml.

e Matraces volumétricos 10ml, 250ml.

e Micropipeta Marca ThermoLabsystems (10uL a 100 pL).
o Viales para cromatografo de 5ml.

e Matraz Kitasato 250ml.

e Agitador de vidrio.

e Espatula.
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Equipo

e Balanza analitica Mettler Toledo, modelo AB204 (+ 1mg).
e Bafio con recirculacion; Marca PolyScience.
e Estufa marca Mettler.

e Cromatdgrafo de Gases Buck Scientific 910; Figura 11.

Figura 11. Cromatdgrafo de Gases Buck Scientific 910, ubicado en la seccién de quimica analitica
L-113.

En la figura 11 se muestra el cromatdgrafo de gases utilizado en la experimentacion, ubicado en la seccién de

quimica analitica L—113.

e Columna Cromatografica.
Columna: Megabore DB-5MS (95 % metil silicon %5 fenil polisiloxano) no polar.

Dimensiones:
Longitud= 30m
DI =0.53 mm.

Df= 1.5 micras de espesor de pelicula
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5.2 Reactivos.

e Acido Clorhidrico (HCI); marca Baker, pureza 37%
e Acetonitrilo (CHsCN) J.T. Baker 99.98%.
e Cloruro de Metileno (CH2Cl,) J.T. Baker 99%.

e Agua desionizada.

Gas.

o Nitrégeno. Alta Pureza. Praxair
e Hidrogeno. Alta Pureza. Praxair

Derivatizante.

e BSTFA + 1% TMCS (Regis Technologies Inc USA). ( Anexo B).

Estandares de aminoacidos.

e Acido glutémico. Merck al 99 %
e Acido aspartico. Merck al 99 %
e Treonina. Merck al 99 %

e Leucina. Merck al 99 %

e Valina. Merck al 99 %

Estdndar interno.

e Antraceno grado analitico. Merck al 99 %
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6. Preparacion de Soluciones.

6.1 Solucion de estandar de aminoacidos:

Se pesan 20 mg de cada aminoacido (valina, leucina, treonina, acido glutdmico, acido aspartico) los cuales se
disuelve y afora en 10ml de agua acida (pH =0). La curva de calibracién se prepara siguiendo los volumenes
indicados en la tabla 5.

[Concentracion aminoacido]= 20mg /10ml = 2mg / ml

6.2 Preparacion de estandar interno (E. I.):
Se pesan aproximadamente 10 mg de Antraceno, se disuelve y afora en 10 ml de acetonitrilo. Esta solucién se
prepard de esta manera debida que este compuesto es soluble en acetonitrilo y que al mismo éste, es solvente de

la reaccién para llevar a cabo la transformacién a derivados trimetilsilil de los aminoacidos.

[Concentracion estandar interno]=10mg /10ml =1mg/ml

La tabla 5 ilustra la manera en que fueron preparados los sistemas para la obtencién de la curva de calibracion.

Tabla 5. Preparacion de los sistemas para la curva de calibracion.

Antraceno Conc.
Sistema  Volumen (ml) 1 mg/mL Derivatizante aminoacidos
aminoacido (Estandar Interno) (ml) (ml) (mg /ml)

1 0.2 0.25 0.5 0.533
2 0.4 0.25 0.5 1.067
3 0.6 0.25 0.5 1.600
4 0.8 0.25 0.5 2133
5 1.0 0.25 0.5 2.667
6 1.2 0.25 0.5 3.200
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6.3 Procedimiento para la curva de calibracion.
Procedimiento de derivatizacion.

e A partir de las soluciones estandar preparadas, en un frasco vial se coloca la cantidad indicada en la tabla
5 de cada amino&cido, a continuacion el frasco vial es introducido en la celda la cual mantiene una
temperatura constante de 70°C, burbujeando las soluciones en una atmosfera de nitrdgeno hasta eliminar

el agua, (figura 12).

e Con el fin de remover las trazas de agua, se agregan dos porciones sucesivas de 0.5ml de cloruro de
metileno y se evaporan con nitrdgeno, hasta aqui se lleva a cabo tal y como se muestra en la figura 12. Es
muy importante que en este paso se elimine totalmente el agua de la muestra a analizar, ya que de lo

contrario la reaccion no se llevara a cabo.

e Una vez que se ha eliminado toda el agua se agregan las cantidades indicadas en la tabla 5 de E. I.,
posteriormente se agrega 0.50mL de reactivo derivatizante (BSTFA+ 1% TMCS), indicado en la tabla 5.

Posteriormente se lleva al horno a 120°C por 30 minutos.

Nota:

Los sistemas se preparan en frascos reactivos, se tapan con teflén antes de llevar al horno. De los sistemas se

inyecta 1uL en el CG.

Figura 12. Procedimiento previo a la derivatizacion de los aminoacidos.
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6.4 PREPARACION DE LA MUESTRAS COMERCIALES.

El tratamiento para analizar y cuantificar las muestras comerciales, como a continuacion se describe. La
informacion del marbete correspondiente a cada muestra analizada, se encuentra reportada en el anexo B (Véase
B-5y B-6).

e Tratamiento de la muestra (AMINO 2000):
A continuacion se describe el procedimiento, para llevar a cabo el analisis de este suplemento alimenticio:

Se trituran las tabletas. Una vez trituradas se pesaron 5631.5mg de muestra comercial y se llevan a un aforo a 250
ml agua acida (pH=0). Agitando previamente hasta que se disuelvan las tabletas. De esta solucién se coloca en un

frasco vial, una alicuota de 800 pL.

Una vez tomada la muestra se lleva a una atmaésfera de nitrogeno a 70°C, paso seguido se agregan dos porciones
sucesivas de 0.5ml de cloruro de metileno y se nitrogena de nuevo, con el fin de eliminar las trazas de agua que

pudiesen haber quedado.

Una vez que se ha eliminado toda el agua, se agrega 250uL de estandar interno, y 500uL de reactivo (BSTFA).

Posteriormente, se lleva al horno a 120°C por 30 minutos.

Al igual que las muestras para la curva de calibracion, cada muestra se debe tapar con teflon antes de llevarse al
horno. Se inyecta 1 pL de las muestras comerciales al CG. Cabe mencionar que las condiciones cromatogréficas

utilizadas son las mismas que se utilizaron para la curva de calibracion.

e Tratamiento de la muestra (AMINO 1800):

Se pesaron 495.7 mg del suplemento alimenticio AMINO ACIDS 1800 y se colocaron en un frasco vial, se
agregaron 250uL de estandar interno y 500uL de reactivo (BSTFA). Se sell6 con teflén y se tapd. Se calenté a
120°C por 30 minutos. Dejar enfriar

Inyectar 1 uL de la muestra derivatizada (utilizando el programa de temperaturas) e identificar los aminoacidos

presentes en la misma.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS.

7.1 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Para seleccionar las condiciones cromatograficas empleadas en la experimentacién, se realizaron ensayos
donde se variaba el programa de temperaturas, con la finalidad de obtener una buena resolucion de cada uno de
los aminoacidos que se desea identificar. En la tabla 6, se presentan los diferentes programas de temperatura

que se realizaron.

TABLA 6.- Pruebas de diferentes programas de temperatura para definir las condiciones

cromatograficas para desarrollar el presente proyecto.

Programa Temperatura

1 T; 70°C, 1 min. Rampa 10°C/min. Hasta 270°C; T; 270°C por 10 min.
2 Ti 100°C, 0.5 min. Rampa 10°C/min. Hasta 270 °C; T; 270°C por 10 min.
3 Ti 100°C, 1 min. Rampa 10°C/min. Hasta 270°C; T; 270°C por 5 min.

Para lograr una buena separacion de los aminoacidos mediante cromatografia de gases, se considerd las
condiciones de operacién cromatogréficas reportadas en la tabla 7. El programa 1 se descarto debido a que el
tiempo muerto en los cromatogramas era notable. El programa que se uso en este trabajo fue el programa 3, ver

cromatograma (A- a A-).

Tabla 7. Informacién general de las condiciones cromatograficas utilizadas en la separacion de

los derivados de aminoacidos

Columna Megabore DB-5MS, L =30 m, DI = 0.53 mm, df=1.5 um

Programa de Temperatura Ti 100°C, 1 min. Rampa 10°C/min. Hasta 270°C; T 270°C por 5 min.

Inyector On-column.

Temperatura de Detector 310° C (FID).

Flujo gas acarreador Nitrégeno, 7 psig
Presion Hidrogeno 20 psig
Vol. Inyeccion 1 microlitro.
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La reaccion general de derivatizacion utilizando BSTFA+ 1% TMCS se muestra en la figura 13, donde se
observa la obtencion del producto principal de la reaccion de derivatizacién que se lleva a cabo en los a-
aminoacidos. De acuerdo a la figura 13, se realiza la sustitucion de un atomo del hidrégeno &cido (hidrogeno
activo) por un grupo trimetilsilil -Si (CHs)s (ver seccion 3.4). Debido a la estabilidad de la reaccién el producto
obtenido principalmente es el aminoacido en su forma derivada trimetilsilil el cual es un producto con mayor

estabilidad térmica, menor polaridad y méas volatil.

Como se ha mencionado anteriormente, esta reaccién es extremadamente sensible a la humedad, ya que si
existiera la minima cantidad de humedad, la reaccién no se llevaria a cabo. Para que se lleve a cabo la reaccion
también dependen de las condiciones cromatograficas y de las condiciones de reaccién establecidas y del tipo

de aminoacido que se esté analizando para que se obtengan resultados satisfactorios.

0 SilCHal 0
. i N’ 33 ¢ . 1l )
NHq-CH-COOH CFyC-N, H3CN (CHa)3 Si-NH-CH-C-0-5i[CHy 5
| SilCHql — i
R R
BSTFA
ThS—THR

Figura 13. Reaccion general de derivatizacion.

Se realizé la inyeccion de 1ul de cada uno de los aminoacidos, para observar su comportamiento por separado
bajo las condiciones de reaccién previamente establecidas. En la figura 14 se muestra el cromatograma de uno
de los aminoacidos (treonina). Los cromatogramas correspondientes a cada uno de los aminoacidos se

encuentran en el Anexo A (Figura A-3 a A-7).
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Gondiciones Cromatograficas
Columna Megahore DBSMS L=30m, DI=0.53 mm, df=15 pm
Temperatura columna  Ti1004C, Trnin, 10 Cimin. Te 270G, 5 min.

o Flujo gas acareador  Mitrdgena, 7 psig
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Figura 14. Cromatograma de treonina en su forma trimetilsilil.

En la figura 14 se presenta el cromatograma del derivado treonina y en la figura 15 la reaccion de derivatizacion
muestra la reaccion de formacion del derivado de trimetilsilil correspondiente con el BSTFA como reactivo

derivatizante.

NH2-CH-COOH Q  SilCHal4 o
L +cr3c-r($,'CH ., CHacN (CHa) 3 Si-NH-CH-C-O-Si(CH3l3
! gkt HC-O-8i (CH])
CH3 : (CH3l3

CH3
TMS— THR

THR

Figura 15. Reaccion de derivatizacion para la treonina.
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Para observar el comportamiento de los aminoacidos a analizar bajo las condiciones cromatograficas
establecidas; en la figura 16 se muestra un cromatograma correspondiente a una inyeccion de 1ul que contiene
la mezcla de los estandares de aminoacido en su forma derivada trimetilsilil. En esta figura las primeras sefiales
corresponden al BSTFA + 1% TMCS (Bis trimetilsilil trifluoruro acetamida) y al disolvente acetonitrilo. Para
corroborar lo antes mencionado, en el anexo A figura A-1 se muestra un cromatograma en el cual se muestra el

blanco formado respectivamente por BSTFA + 1% TMCS (Bis trimetilsilil trifluoruro acetamida) y acetonitrilo.

Condiciones Cromato graficas
Columna Megabore DEBAMS L=30wm, DI=0.53 mm, df=15 pm
(? (P Temperatura columna  T;1004C, Tmin, 10+ Clain . T2 2709C, 5 min.
Flujo gas acammeador  Mitrdgenao, 7 psig
Presion Hidrogeno 20 pziy
¥olumen inveccion 1wl {on colurmn)
Temperatura deteccion FID 310+C

=T
8 2
u—:;'ii}
57 g &
o =2
el B
i
- |l a =
|3 £ £z 5
£ |5 S éﬁ B +
; ‘=
i |8 T <
= =
: £

L L_J _J e

. . . ' . . ' 1 . ' - ' . ' . . . 1
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Tiernpo
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Figura 16. Cromatograma de estandares de aminoacidos en forma de su derivado trimetilsilil.

La inyeccion de 1pL de la mezcla de estdndares de amino &cidos en su forma derivatizada trimetilsilil (Figura 16)
se llevd a cabo con el fin de determinar el tiempo de retencién de cada uno de los aminoacidos en las
condiciones cromatogréficas seleccionadas, asi como identificar el orden de elucién de cada uno de los
aminodcidos. En la figura 16 se observa la obtencidn de picos bien definidos con un comportamiento gaussiano y
se observa que no hay traslape.

Posteriormente para realizar la cuantificaciéon de cada uno de los aminoacidos, se procedié a realizar las curvas

de calibracién para cada uno de los aminoé&cidos.
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En la tabla 8 se encuentran reportados los tiempos de retencién correspondientes al promedio de 4 muestras
inyectadas en el cromatografo de Gases de la mezcla de aminoacidos. Se puede observar que al trabajar bajo
estas condiciones cromatograficas, con esta técnica, se obtiene una buena resolucion de los diferentes

aminoacidos.

Tabla 8. Tiempos de retenciéon promedio de los aminoacidos

en estudio bajo las condiciones cromatograficas establecidas.

Compuestos tr (min.)* C. V. (%)
Valina 5.823 0.01
Leucina 6.604 0.19

Treonina 8.185 0.05
Acido Aspartico 10.073 0.04
Acido Glutamico 11.356 0.03

*Resultados correspondientes a un promedio de 4 muestras inyectadas.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 8, el coeficiente de variacion que se obtuvo para cada uno
de los aminoé&cidos en su forma derivada trimetilsilil es menor a 2%, lo cual cumple con el criterio de aceptacion

de reproducibilidad en cada caso en particular.

A partir de los resultados presentados en los cromatogramas, se realizé el calculo de la Rs, tomando como
ejemplo los pares mostrados en la tabla 9. Las resoluciones obtenidas para cualquier caso es de Rs > 1.5; de
acuerdo a estos resultados se puede observar que existe una buena eficiencia de separacién en cada par de los

aminoacidos bajo las condiciones cromatograficas seleccionadas.

TABLA 9. Rs de los aminoacidos correspondientes.

Compuestos Rs

Valina - Leucina 2.67

Leucina — Treonina 2.46
Treonina — Acido Aspartico 2.87
Acido Aspartico - Acido Glutamico 2.75
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7.2 Seleccion del Estandar Interno.

En cromatografia de gases es importante seleccionar el estandar interno para realizar la cuantificacion de los

analitos en estudio, para minimizar en error de la reproducibilidad de la inyeccién.
Para elegir el estandar interno, en este caso, se tomaron en consideracion varios factores:

e En el presente trabajo no fue posible seleccionar a un aminoacido como estandar interno no presente
en las muestras comerciales, ya que de acuerdo con el marbete contienen un nimero importante de
aminoacidos.

e De acuerdo a la literatura [27-28], se indica que el fenantreno o antraceno pueden ser utilizados en la
cromatografia de gases como estandares internos. Son compuestos que no reaccionan directamente
con el derivatizante (BSTFA +1% TMCS) y presentan un comportamiento de retencion similar respecto

a los derivados de aminoacidos.

En este caso, se eligié al antraceno como estandar interno porque es uno de los reactivos existentes en el
laboratorio con alta pureza (99%). La estructura molecular del antraceno (hidrocarburo aromatico policiclico) se

muestra en la Figura 17.

Figura 17. Estructura del Antraceno,

estandar interno.

Se realizo la inyeccion de un blanco el cual sélo contenia el estandar interno y el disolvente (CH3CN) (Anexo A
figura A-2). El resultado fue la obtencién de un pico bien definido, el area reportada no se traslapéd con los
aminoacidos en estudio, tiene una buena resolucion respecto a los aminoacidos, asi como su tiempo de

retencion (tz =14.325) es en tanto mayor que el de éstos por lo que es factible distinguirlo.
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7.3 Obtencion de las curvas de calibracion.

Para realizar las curvas de calibracién se eligieron solo tres aminoacidos (valina, leucina, treonina). Para la
elaboracién de las curvas correspondientes, se consideré el procedimiento experimental descrito en la seccién
6.1.

En la tabla 10, se muestran las concentraciones experimentales reportadas para los sistemas.

Tabla 10. Concentracion de los aminoacidos para la curva de calibracion.

Conc. Conc. Conc.
Sistema Valina Leucina Treonina
(mg /mL) (mg /mL) (mg /mL)

1 0.596 0.624 0.538

2 1.052 0.971 1.077

3 1.528 1.577 1.616

4 2.135 2.176 2.154

5 2.617 2.782 2.693

6 3.269 3.227 3.232

Para realizar cada una de las curvas se inyectd 1uL por separado de cada sistema, del cual se obtuvo el
cromatograma y el reporte correspondiente. Las curvas de calibracién se obtuvieron graficando la relacién de

areas (A aminoacido/ A antraceno) €N funcion de la concentracion del aminoacido de interés.
La figura 18, muestran la curva de calibracion de leucina, uno de los aminoacidos analizados; posteriormente en

el anexo A, se encuentran las curvas de calibracion de los demas aminoacidos obtenidas con una buena

correlacion.
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Figura 18. Curva de Calibracion de leucina.

En la figura 18 se puede observar que la curva tiene una linealidad aceptable (r2>>0.99). De esta misma forma

fueron se construyeron las curvas para los demas aminoacidos; las cuales se encuentran en el anexo A (Fig. A-

10 y A-11). En el anexo a de las tablas A-1 a A-9 se encuentra la recopilacion de los datos para cada una de las

curvas de calibracion.

Haciendo referencia a los graficos obtenidos de las curvas de calibracion, se resume que presentan una

linealidad aceptable. La tabla 11 es una recopilacién de los resultados de las curvas de calibracion.
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Tabla 11. Recopilacion de datos correspondientes a las curvas de calibracion de cada aminoacido.

Compuesto [Pendiente] [Ordenada al origen] R?
m B
Valina 1.1728 0.4028 0.9968
Leucina 0.8799 0.2668 0.9928
Treonina 1.6986 0.5297 0.9897

Como se puede observar en la tabla 11, la curva de calibracidn de treonina no se obtuvo una correlacion superior a

0.99, sin embargo se encuentra en los limites por lo que se tomara en cuenta para llevar a cabo la cuantificacion.

Las curvas de calibracion de relacion de areas vs. concentracion, fueron obtenidas en un intervalo de 0.53 - 3.20

ppm de cada aminoacido. El factor de respuesta determinado mediante la ecuacion (1).

area amino acido F concentracion amino acido
area arfraceno concartraciSn artracens (1)

De acuerdo a la ecuacion 1 se calculo el factor respuesta para cada uno de los aminoéacidos.

En la tabla 12 se muestran los resultados del método de factor respuesta obtenido para los aminoacidos: treonina,

leucina y valina.

Tabla 12. Valores del factor respuesta de los aminoacidos con respecto al antraceno.

Aminoacido Factor respuesta
Valina 0.244
Leucina 0.298
Treonina 0.560
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7.4 Cuantificacion de las muestras.

Las muestras comerciales, fueron preparadas utilizando la metodologia citada en la seccion 6. Posteriormente se

inyectan 1ulL al cromatografo de gases. En la figura 19 se muestra el cromatograma de la muestra comercial

AMINO 2000. Cabe mencionar que en todas las inyecciones realizadas no se observd la presencia de &cido

aspartico. En la figura 20 se muestra el cromatograma de la muestra AMINO 1800.

5066

—_—

Walina

Condiciones Cromato graficas

Columna Megabore DBAMS L=30m, DI= 053 ren, =15 pm
Temperatura columna  Ti100+C, Train, 10 Gimin, T2 2704C, 5 tmin.

Flujo gas acameador  Mitrdgeno, T psig

Presion Hidrogeno 20 psiy

Yolumen nyeccion 1 pl {on column)

Temperatura deteccion FID 3100

Treonina

14,183

11.425

Acdo Gltarmico
Ankraceno
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| \ \ \ \ \ \ \ ! \ | [Min )
10 15 20

Figura 19. Cromatograma de una muestra comercial AMINO 2000.

Como se puede observar, al igual que en los cromatogramas de los estandares, se obtienen picos definidos, los

cuales presentan un tiempo de retencion similar al de los estandares. Cabe mencionar que de igual manera, las

areas son reproducibles en los dos suplementos alimenticios analizados.
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Condiciones Cromatograficas

Columna Megabore DESGMS L=30m, D1=0.53 rmm, df=15 pm
Temperatura columna  T;100+C, Tmin, 10 Clhmin. T2 2704C, & min.

Flujo gas acarreador  Mitrdgeno, T psin

Presion Hidrogeno 200 peiy

Yolumen inyeccion 1wl {on column)

Temperatura deteccion FID 310+C
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Figura 20. Cromatograma de una muestra comercial AMINO ACIDS 1800.

Una vez obtenidos los cromatogramas correspondientes a cada muestra analizada, los suplementos son analizados

de manera individual.

Las muestras fueron inyectada por triplicado utilizando las mismas condiciones cromatograficas usadas en los
estandares. Una vez obtenidos los cromatogramas para ambas muestras (Figura 21 y 22 respectivamente), se
compararon los tiempos de retencidn de las muestras comerciales con las que se obtuvieron en los estandares y

posteriormente se llevo a cabo la cuantificacién de dichas muestras.

La tabla 13 presenta los tiempos de retencion promedio de la muestra comercial AMINO 2000 para cada uno de los
compuestos identificados: valina, leucina, treonina, &cido glutdmico (este aminoacido no se cuantifico solo se

identifico), asi como también la del estandar interno.
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Para realizar la cuantificacién de la muestra comercial AMINO 2000 se realizé por triplicado la muestra.

TABLA 13.- Tiempos de retencion y parametros estadisticos para la muestra AMINO 2000.

Aminoacido Tr (min.) C.V. % -
promedio
Valina 5.088 0.122 0.562
Leucina 6.648 0.547 1.076
Treonina 9.158 0.215 0.621

En la tabla 13 se encuentran reportados los tiempo de retencion, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién
para los componentes de la muestra comercial amino 2000. Esta tabla muestra la reproducibilidad del método bajo
las condiciones experimentales de trabajo. Este comportamiento esta intimamente relacionado, principalmente, con

la técnica de derivatizacion y la repetibilidad de la inyeccion.

De igual manera se realizd el mismo procedimiento para la muestra AMINO 1800. Estos resultados estan

reportados en la tabla 14.

TABLA 14.- Tiempos de retencion y parametros estadisticos para la muestra AMINO ACIDS 1800.

o T: (min.) 0

Aminoacido promedio C.V.% c
Valina 5.016 0.129 0.136
Leucina 6.200 0.205 0.198

Los resultados de las tablas 13 y 14 corresponden los tiempos de retencion obtenidos para cada una de las
muestras comerciales analizadas. Cada muestra fue inyectada por triplicado utilizando las mismas condiciones
cromatogréficas que para los estandares, los tiempos de retencién obtenidos son comparados con los que se
obtuvieron en los estandares. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede corroborar que efectivamente hay
una buena resolucién entre la mezcla de los aminoacidos; asimismo, los tiempos son similares a los de los

estandares; se obtuvieron areas reproducibles Anexo A (tablas A-10 a A-13), en todos los casos.
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En la tabla 15 se reportan los resultados obtenidos, asi como el contenido de las muestras en el suplemento
alimenticio AMINO 2000.

Tabla 15. Resultados comparativos de la muestra comercial AMINO 2000.

Area del Problema / mg mg Porcentaje
Aminoacido Area de Antraceno encontrados reportados Pureza respecto al
marbete
Valina 1.1064 47.982 84.1667 57.00
Leucina 2.0798 162.895 204.167 79.78
Treonina 2.3140 83.060 95.000 87.43

De manera similar se llevd a cabo el tratamiento experimental para la muestra comercial AMINO 1800. Estos
resultados se reportan en la tabla 16.

Tabla16. Resultados comparativos de la muestra comercial AMINO 1800.

mg mg Porcentaje
Compuesto encontrados reportados pureza
valina 3 132.6825 3026 103.5255
leucina 10 358.9473 10 089 102.6756

Los resultados reportados en la tabla 15, corresponden a la cuantificacion del suplemento alimenticio AMINO 2000.
En esta tabla se puede observar que no se obtuvo un rendimiento del 100% en base a lo reportado en el marbete;

sin embargo se puede decir que el desarrollo del método analitico se desarrollo.

En base a los resultados obtenidos en la tabla 16, se puede constatar que los resultados obtenidos en el
suplemento alimenticio AMINO 1800 son aceptables con los reportados en el marbete. En analogia con el otro
suplemento alimenticio.
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CONCLUSIONES

8. Conclusiones

e Se desarrollo un método analitico, que permite obtener una separacion y cuantificacién de aminoacidos
mediante cromatografia de gases capilar y pretende ser un método alterno para el andlisis de aminoacidos
referente a las demas técnicas (potenciometria, electroforesis capilar, HPLC); obteniendo resultados
satisfactorios; es decir, minimizando el tiempo de reaccién, tiempo de derivatizacién y al mismo tiempo

reducir el costo en equipos asi como en reactivos.

e Se optimizaron las condiciones de reaccién para llevar a cabo la silinizacién de los aminoacidos usando

BSTFA como agente derivatizante, obteniendo resultados reproducibles.

e Se establecieron las condiciones cromatograficas para llevar a cabo el analisis adecuado de los

aminoacidos seleccionados mediante cromatografia de gases capilar.

e Se obtuvieron curvas de calibracion con una buena tendencia lineal (r?>>0.99) para cada uno de los

aminoacidos seleccionados.

e Se identificaron y se determinaron el contenido de los distintos aminoécidos presentes en los suplementos
alimenticios utilizando antraceno como estandar interno, por cromatografia de gases capilar a partir de las

correspondientes curvas de calibracion establecidas mediante el uso de antraceno como estandar interno.

e De acuerdo con la informacion reportada en el marbete da cada suplemento analizado. El suplemento
AMINO ACIDS 1800 presento un resultado muy similar al reportado en el marbete. Por otro lado en el
suplemento AMINO 2000 el contenido encontrado, varia en forma notable respecto a cada uno de los
aminoacidos que se selecciono para su estudio. Se logro cuantificar a los aminoacidos seleccionados,

comprobando que el método analitico es reproducible en el presente trabajo.
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ANEXO A.

Condiiones Cromatagrafias

Coumna Megabore DB-SMS, L =30m, DI =053 mm, 4=1.5 pm
Temperatura Golumna Ty TOG, 1min, 10<G/min. Ty 270G, 10 min.

Flijo gas acarread or Nitrd geno, 7 psig

Presion H ireqeno 21 [20\psiq

Wolumen inyecaon 1k (0N Golumn)y

Temperatur detecdon Al 340 %

Tiempo

1 Ti70°C, 1 min. Rarmpa 10°C/min. Hasta 270 °C; T¢ 270°C por 10 min.

Figura A. 1- Cromatograma, prueba 1 para definir condiciones cromatogréficas.
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P} Volumen Inyec clén 1 pL (vn uelurnn)
b2 Temperawura detecclon FO S10viC
™~
=
© E.l
— LEUCING
w
o
w, O
Tl
P
e}
Tenwe
NEED oM ONPw DI v N MY W 9 R R R e ey 8 B oding

Programa Tempentura

2 T,10C°C, 05 min. Rampa 10°C/min. Hasta 270°C; T3 270°C por 10 mir

Figura A. 2- Cromatograma, prueba 2 para definir condiciones cromatogréficas.
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Q <ID Condiciones Cromato graficas

Columna Megabore DEBAMS L=30¢m, D1=0.53 roe, &f=15 pm
Temperatura columna  T;100<C, Trmin, 10 Citnin . T2 27095, 5 min.

Flujo gas acameador  Mitrdoeno, T psig

Presion Hidrogeno 20 pzig

Yo lunie n inye ccidn T pl fon colurmn)

Temperatura deteccion FID 310+C

BESTFA+TCMW  + CHSCN[DBOL'U'ENTE]

1 . , , . . . . \ . . . 1 ' . Tiempa
0 5 10 [Mlin )
Figura A.3- Cromatograma del Blanco (derivatizante + acetonitrilo).
CGondiciones Cromato graficas
A Golumna Megahare DBAMS L=30m, D1= 053 ram, =15 pm
—l Temperatura columna 1002, Tmin, 10 Ciain . T2 2702, 5 min.
§ Flujo gas acameador  Mirdgeno, 7 pzig
= Presion Hidrogeno 20 psig
Yolumen inyeccion Tl fon column)
Temperatura deteccion FID 310-C
CH ,CHIDISOLYENTE]
g
0l
ANTRACENC
| . , , , , , , \ , | \ \ , , , . , , , | . Tietpo
n a 10 15 20 [hdin ]

Figura A.4- Cromatograma del Blanco; correspondiente al antraceno (estandar

Acetonitrilo, sin derivatizacion.

interno) con
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Condiciones Cromatogrificas

Columna Megabore DBAMS L=30m, 01=053 mm, =15 pm
Temperatura columna  Ti1000C, Train, 10 Chnin . T2 2704, 5 min.

Flujo gas acameador  Mitrdgeno, T psiy

Presion Hidrogeno 20 paiy

Yolumen inyeccion 1l fon coluran]

Temperatura deteccion FID 3100

BSTFA+TCM  + CHSCN[DISOLUENTE]

& BoIDo
= GLUTAMICO

D

ANTRACENG

e
14 216

Tiermpo

e v e Ming
10 15 a0

Figura A.5- Cromatograma acido Glutamico en su forma derivatizada trimetilsilil.
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Condiciones Gromato grificas

Columna Megabore DEGMS L=30m, D1= 053 raen, &f=15 pm
Temperatura columna  T;100¢C, Train, 10 Chain, T2 270C, 3 min.

Flujo gas acameador  Mitrduenn, 7 paig

Presion Hidrogeno 0 paig

Yolumen inyeccion 1 pl {on colutan)

BSTFA+TCM  + CH,CN(DISOLVENTE] Temperatura deteceidn FID EILE

i
E=3
E=1
= et
o
AaIDo = LMTRACENGD
LSPARTICO
| /'I Tiernpo
I . : . : : . I : : . : : . : (hin.]
10 15

Figura A.6- Cromatograma acido aspartico en su forma derivada trimetilsilil.
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Condiciones Cromatograficas

Columna Megahore DBAMS L=30m, D1= 053 rmm, =15 pm
Temperatura columna  Ti100+C, Trnin, 10+ Ciain, T2 270+C, 5 min.

Flujo gas acameador  Mitrdgeno, T psig

Presion Hidrogeno 20 paiy

Yo lumien inyeccion 1 pl {on coluran)

NEfs————
1.950

BSTFA+TCM  + CHRCN[D"SOLVENTE] Temperatura deteccion FID 310+C
]
3
LELICIR :1_
=
o
[E3
LT RACENG
I . . . . . . J . . . I . . . . . Tiempo
] 5 10 15 ihin ]
Figura A.7- Cromatograma leucina en su forma derivatizada trimetilsilil.
Condicion es Cromato graficas
Columna Megahore DBAMS L=30m, D1=0 43 ram, =15 pm
o Temperatura columna  T;100°C, Trin, 10 Cimin . T2 270=C, 5 min.
o Flujo gas acarreador  Mitrdgenn, ¥ psig
= Presion Hidrogeno 20 psig
Ti BSTFA+TCM  + OH,CN(DISOLVENTE]  Yolumen myeccion 1wl fon column)
Temperatura deteccion FID 310
Z
o
[
Ly
&
-t
g =
I
A
TRECMIMA
J*A AT RACEMG
\ | Tiempo
a 5 10 15 (M)

Figura A.8- Cromatograma treonina en su forma derivatizada trimetilsilil.

60



i Condiciones Cromatograficas
Golumna Meygahore DBSMS L=30m, D1=053 ram, df=15 pm
Temperatura columna T 100<C, Tmin, 10:Chnin . T2 270C, 5 min.
] Flujo gas acarreador  Mitrdgeno, 7 psig
9 - Presion Hidrogeno 20 psig
2 Yolumen inyeccion 1wl (on cobirn)
! BSTFA+TCM + CH, G DISOLYENTE) Temperatura deteccion FID 310-C
8
V]
g
=
1 VALINA
AMTRACEMG
| L
| . . . , , , , , , , . , , , , , . . . , Tiempo
o 5 10 15 op  [Min]
Figura A. 9-Cromatograma valina en su forma derivatizada trimetilsilil.
i Gondiciones Cromatograficas
Columna Megahore DEAMS L=30m, DI=0.53 mm, df=15 um
Temperatura columna  T;100+C, Teain, 10 Chain. Tz 270, 5 rmin.
B BSTFA+TCH  + CHyCM (DISOLYENTE] Flujo gas acameador  Mitrgena, T psig
o e . -
=4 o Presion Hidrogeno 20 psiy
o ¥olunen inyeccion 1 pL {on colurmn)
Temperatura deteceion FID 310-C
e g
5o
T 5
o =
=)
1]
el 8 5 T
ER : 8 2 I
| & =
= @
< S
Aniraceno
; k\\ _J /JI ; Tiernpo
0 I I I I SI I I I I 10 I I I I 1I5 I I I I 0 [Mlin]

Figura

A. 10-Cromatograma de la separacion de los derivados trimetilsilil con respecto al estandar interno.
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ANEXOS

(A aminoacido/AE.l)

3.5

N
u

M

=
ul

0.5

y=0.8799x + 0.26638

R*=0.9923

Sistema (A aminacida ! A E1) Conc.
Leucina

1 087893164 0624

n * 2 116273998 0971
3 151449135 1577

4 214734858 2176

| 5 273322011 2782
5] 3.15664037 3227

T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.5 3.0 3.5

2.0
CLeucina

Figura A-11Curva de calibracion de Leucina.
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Tablas (A-1 a A-3). Memorias de Calculo para trazar la curva de calibracion de Leucina.

Tabla A-1. Areas obtenidas de los cromatogramas para realizar la curva de calibracion de leucina.

tr Area 4 tr Area, tr Area;
Sistema 1 Leucina 6.583  3508.96 6.600 7582.00 6.583 4768.68
Antraceno  13.183 5115.98 14.241 7600.63 14.241 5001.96
Sistema 2 Leucina 6.591 7582.00 6.600 10815.28 6.583 6525.28
Antraceno  14.241 7600.63 14.241 8223.29 14.241 5115.98
Sistema 3 Leucina 6.650  12378.28 6.650 12378.28 6.716 13382.90
Antraceno  14.241 8021.57 14.241 8348.55 14.250 8818.12
Sistema 4 Leucina 5900 5694.32 6.691 15705.10 5.900 5694.32
Antraceno  14.241 2734.98 14,258 6084.20 14.241 3201.35
Sistema 5 Leucina 6.691 15692.96 6.591 17885.82 6.675 19941.02
Antraceno 14258 586220 14250  6807.06 14250  6887.74
Sistema6 Leucina  6.608 2233698  6.650 1428688 6591  22361.63

Antraceno  14.233  7575.90 14.250 4321.57 14.250 6954.21

Tabla A-2. Relacion de areas de cada sistema presente en la tabla A-1.

(A1l AEe) (A2l AEgl) (A3l AEs)

Sistema 1 0.6858 0.997¢ 0.9532
Sistema 2 0.9975 1.2152 1.2754
Sistema 3 1.5431 1.482¢ 1.517€
Sistema 4 2.0820 2.5812 1.7787
Sistema 5 2.6769 2.627¢  2.8951
Sistema 6 2.9484 3.305¢ 3.215¢

Tabla A-3. Datos para trazar la curva de calibracion de leucina relacion de areas y concentracion de
leucina.

Sistema (A aminoscido | A EL1) Conc.
Leucina
1 0.8789 0.624
2 1.1627 0.971
3 1.5144 1.577
4 2.1473 2.176
5 2.7332 2.782
6 3.1566 3.227
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ANEXOS

{A aminoacido / A antraceno)

4.5

3.5

2.5

1.5

0.5

y=1.1728x+0.4028

R?=0.9968
Eit!I'III (ﬂ amincheido ’ A E|J l:l:ﬂl:.
Valina
1 (.99827602 .56
2 17083073 1.062
3 226411516 1.628
4 291374432 2138
P 4] 345477665 2617
G 4 20916878 3.269
0.5 1.5 2 2.5 3 3.5
C Valina

Figura A-12 Curva de calibracion de Valina
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Tablas (A-4 a A-6). Memorias de Calculo para trazar la curva de calibracion de Valina.

Tabla A-4. Areas obtenidas de los cromatogramas para realizar la curva de calibracion de valina.

tr Area 1 tr Area tr Area 3
Sistema1 Valina 5783  4162.56 5.833 4486.25 5.825 5191.13
Antraceno  14.166  3914.84 14200  4029.64 14.158 6344.28
Sistema2 Valina 5991  5899.56 5.866 5561.34 5.883 6204.02
Antraceno 14.283  3049.20 14.258  3681.54 14.283 3693.89
Sistema3 Valina 5.891  6394.52 5.825 6779.32 5.883 6346.91
Antraceno 14.216  2663.25 14.208 2861.18 14.241 3138.59
Sistema4 Valina 5.791  8464.40 5.858 8047.94 5.858 8546.36
Antraceno 14.216  2737.57 14.250 2671.99 14.258 3240.53
Sistema 5 Valina 5.891  14764.51 5.841 11065.05 5.891 9294.52
Antraceno 14.283  4061.81 14.250 3415.709 14.216 2663.25
Sistema 6 Valina 6.041  11938.12 5.925 12234.58 5.833 12422.71
Antraceno 14.266 2706.33 14.225 3013.86 14.200 2988.45
Tabla A-5. Relacion de areas de cada sistema presente en la tabla A-4.
(A1lAe)  (A2/Akr) (As/Ak)
Sistema1  1.0632 1.1133 0.8182
Sistema2  1.9347 1.5106 1.6795
Sistema3 24010 2.3694 2.0222
Sistema4  3.0919 3.0119  2.6373
Sistema5  3.6349 32394  3.4899
Sistema6  4.4111 4.0594 4.1569
Tabla A-6. Datos para trazar la curva de calibracion de valina; relacion de areas y concentracion de
valina
Sistema (A aminoscido / A 1) Conc.
Valina
1 0.9982 0.596
2 1.7083 1.052
3 2.2642 1.528
4 2.9137 2.135
5 3.4547 2.617
6 4.2091 3.269
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ANEXOS

(A aminoacido / AE.L.)

y = 1.6986x + 0.5297

2=0.9897
Sistema (A amincacido | A E1) Conc.
Treonina
1 1.183471 0.538
2 2.525871 1.077
3 3.476833 1616
4 4.244565 2.154
5 5.018864 2,693
6 5.939909 3.232
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

C treonina

Figura A-13 Curva de calibracién Treonina.

66



ANEXOS

Tablas (A-7 a A-9). Memorias de Calculo para trazar la curva de calibracion de Treonina.

Tabla A-7. Areas obtenidas de los cromatogramas para realizar la curva de calibracion de treonina

tr Area tr Area tr Area;
Sistema Treonina 8.133 3832.88 8.175 5114.40 8.166 4962.12
Antraceno 14166  3914.84 14.200  4029.64 14.208 3810.71
Sistema Treonina 8.308 8012.18 8.216 9390.16 8.225 9001.72
Antraceno  14.283  3040.20 14.258  3681.54 14.283 3763.89

Sistema Treonina  8.225 9469.50 8.183 10157.33 8.241 10435.33
Antraceno  14.216  2663.25 14.208  2861.18 14.241 3138.59

Sistema Treonina  8.133 13110.76 8.166 11900.23 8.175 11301.62
Antraceno 14216  2737.57 14.25 2671.99 14.258 3237.53

Sistema Treonina  8.216 18586.89 8.166 18454.01 8.166 18898.26
Antraceno  14.283  4061.81 14.25 3415.70 14.258 3721.676

Sistema Treonina  8.300 17086.09 8.225 17236.73 8.158 17294.83

Antraceno 14266  2706.33 14225 3013.86 14.2 2988.4547

Tabla A-8. Relacion de areas de cada sistema presente en la tabla A-7

(A1lAe)  (A2lAe)  (AslAkl)
Sistema 0.9790 1.2691 1.3021
Sistema 2.6354 2.5506 2.3915
Sistema 3.5556 3.5500 3.3248
Sistema 4.7891 4.4536 3.4908
Sistema 4.5760 5.4026 5.0778
Sistema 6.3133 5.7191 57872

Tabla A-9. Datos para trazar la curva de calibracion de valina; relacion de areas y concentracion de

treonina.
Sistema (A aminoacido | A E1) Conc.
Treonina
1 1.1834 0.538
2 2.5258 1.077
3 3.4768 1.616
4 4.2445 2.154
5 5.0188 2.693
6 5.9399 3.232
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Resultados correspondientes al suplemento alimenticio AMINO 2000.

Tabla A-10. Resultados Muestra A, AMINO 2000.

Muestra A Area Area Area del
— T, (min.) Problema Antraceno ProblemalArea de
Mminoacido Antraceno
Valina 5.850 6780.6435 7325.7230 0.9256
Leucina 6.641 13417.307 7325.7230 1.8315
Treonina 8.208 21167.1728 7325.7230 2.8894
Acido Glutamico 12.516 13164.095 7325.7230 1.7970
Tabla A-11. Resultados Muestra B, AMINO 2000.
Muestra B Area Area Area del
— T, (min.) Problema Antraceno ProblemalArea de
minoacido Antraceno
Valina 5.176 1595.5405 1348.003 1.1836
Leucina 6.721 3488.9320 1348.003 2.5882
Treonina 9.356 2781.2945 1348.003 2.0633
Acido Glutamico 11.675 2455.1875 1348.003 1.8214
Tabla A-12. Resultados Muestra C, AMINO 2000.
Muestra C Area Area Area del
— T, (min.) Problema Antraceno Problemal/Area d¢
Minoacido Antraceno
Valina 5.066 3564.5023 3293.1295 1.0824
Leucina 6.591 2384.1838 3293.1295 0.7240
Treonina 9.356 6550.5885 3293.1295 1.9892
Acido Glutamico 11.425 5302.3440 3293.1295 1.6101
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Resultados correspondientes al suplemento alimenticio AMINO ACIDS 1800.

Tabla A-13. Resultados de la muestra comercial AMINO 1800.

Muestra A Area Area de Area del
Aminoacido T, (min.) Problema Antraceno ProblemalArea de
Antraceno
Valina 5.166 28078.102 3849.864 0.9021
Leucina 6.983 29537.0495 3766.7 0.9490
Muestra B Area Area de Area del
Aminoacido T, (min.) Problema Antraceno ProblemalArea de
Antraceno
Valina 5.200 35494.098 3528.4900 0.9978
Leucina 6.000 28822.166 3272.646 0.8103
Muestra C Area Area de Area del
Aminoacido T, (min.) Problema Antraceno ProblemalArea de
Antraceno
Valina 5.166 36880.0625 4795.5000 1.2052
Leucina 6.983 36447.905 4694.4120 1.1911
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ANEXO B.

Propiedades fisicoquimicas de los reactivos utilizados en la experimentacion.

B-1. Acetonitrilo

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

ACETONITRILO ICSC: 0088
ESTADO FISICO; ASPECTO LIMITES DE EXPOSICION
Liquido incoloro, de olor caracteristico. TLV (como TWA): 40 ppm; 67 mg/m? (ACG
D PELIGROS FISICOS 1993-1994).
A El vapor es mas denso que el aire y puede TLV (como STEL): 60 ppm; 101 mg/m3 (pie
T extenderse a ras del suelo; posible ignicion (ACGIH 1993-1994).
0 en punto distante. VIAS DE EXPOSICION
S El vapor se mezcla bien con el aire, La sustancia se puede absorber por
| formandose facilmente mezclas explosivas. inhalacion del vapor, a través de la piel y pc
M PELIGROS QUIMICOS ingestion.
P Por combustion, formacion de humos toxicc
0 de cianuro de hidrégeno y dxidos de
R nitrogeno.
T La sustancia se descompone en contacto ¢
A acidos, agua y vapor de agua produciendo
N humos toxicos y vapor inflamable.
T Reacciona con oxidantes fuertes originandc
E peligro de incendio y explosién.
Ataca a algunas formas de plastico, cauchc
recubrimientos.
Punto de ebullicién: 81°C Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C
Punto de fusion: -45°C (aire = 1): 1.04
Densidad relativa (agua = 1): 0.8 Punto de inflamacién: 12.8°C (c.c.)
PR?:IIDSI’F(? :SDES Solubilidad en agua: Miscible Temperatura de autoignicién: 524°C

Presion de vapor, kPa a 20°C: 9.60 |Limites de explosividad, % en volumen en el aire:
Densidad relativa de vapor (aire = 1) |3.0-16. Coeficiente de reparto octanol/agua como
1.4 log Pow: -0.3
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B-2.Cloruro de Metileno.

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

DICLOROMETANO

—_— ®w O 4 » O

m 4 Z » 4 X0V o Tv =

PROPIEDADE!
FISICAS

ICSC: 0058
ESTADO FISICO; ASPECTO LIMITES DE EXPOSICION
Liquido incoloro, de olor caracteristico. TLV (como TWA): 50 ppm A2; 174 mg/m3 A
PELIGROS FISICOS (ACGIH 1993-1994).
El vapor es méas denso que el aire. VIAS DE EXPOSICION
Como resultado del flujo, agitacion, etc., se La sustancia se puede absorber por
pueden generar cargas electrostaticas. inhalacién, a través de la piel y por ingestiéi
PELIGROS QUIMICOS

En contacto con superficies calientes o con
llamas esta sustancia se descompone,
formando humos tdxicos y corrosivos.
Reacciona violentamente con metales tales
como aluminio, magnesio, sodio, potasio y
litio, bases y oxidantes fuertes, originando
peligro de incendio y explosién.

Ataca a algunas formas de plastico, caucho

recubrimientos.

Punto de ebullicién: 40°C Densidad relativa de la mezcla vapor/ai
Punto de fusion: -95.1°C a20°C

Densidad relativa (agua = 1): 1.3 (aire=1):1.9

Solubilidad en agua, g/100 ml a 20°C: 1.3 Temperatura de autoignicion: 640°C
Presion de vapor, kPa a 20°C: 47.4 Limites de explosividad, % en volumen
Densidad relativa de vapor (aire = 1): 2.9 en el aire: 14-25%

Coeficiente de reparto octanol/agua

como log Pow: 1.25
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B-3 Antraceno.

Fichas Internacionales de Seguridad Quimica

ANTRACENO
D

®w O —H »

o m 4 2 » 4 X1 O vV =

PROPIEDADES
FISICAS

ICSC: 0825
ESTADO FISICO; ASPECTO VIAS DE EXPOSICION
Cristales blancos o copos. La sustancia se puede absorber por
PELIGROS FISICOS inhalacién, a través de la piel y por
Es posible la explosion de polvo sise  ingestion.
encuentra mezclada con el aire en forma
pulverulenta o granular.
PELIGROS QUIMICOS
La sustancia se descompone al calentarl:
intensamente, en contacto con luz solar,
bajo la influencia de oxidantes fuertes,
produciendo humos acres y toxicos,
causando peligro de incendio o explosior
Punto de ebullicién: 342°C Punto de inflamacion: 121°C
Punto de fusion: 218°C Temperatura de autoignicién: 538°C
Densidad relativa (agua = 1): 1.25 Limites de explosividad, % en volumen €

Solubilidad en agua: ninguna el aire: 0.6-?
Densidad relativa de vapor (aire = 1): 6.1 Coeficiente de reparto octanol/agua com

Masa molecular: 178.25 log Pow: 4.5 (calculado)
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B - 4 BSTFA + 1% TMCS (Regis Technologies Inc USA).

-

o
CF,—C=N— ?i—cri3

CHy

BSTFA
MW, 2574
bp 40°C/12mm
42 0.961

CHy

|
CHg— 5i — Gl

|

CHa

TMCS
MW. 108.7
D%ET.E*E
dy 0.858

BSTFA

Nombre quimico:

Nombre IUPAC:

Formula quimica:

Peso Molecular:

Punto de ebullicion:

Densidad

TMCS

Nombre quimico:

Nombre IUPAC:

Formula quimica:

Peso Molecular:

Punto de ebullicion:

Densidad

N, O-Bis (trimetilsilil) trifluoruro acetamida

2,2,2-trifluoro-N-trimetilsilil- 1-trimethylsilyloxy-

ethanimine

Cs Hig FsN O Si2

247 .42

142 °C
0.961 a 25°C

Trimetilclorosilano

cloro-trimetil-silano

Cs Ho CI Si
108.7

57.6 °C
0.858
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B-5 Suplemento Alimenticio AMINO 2000.

Contenido de aminoacidos correspondiente al marbete de la muestra comercial (AMINO 2000).

Aminoacido mg
’ Reportados por tableta
Acido glutamico 279.167
— Hisina 20833
L-Leucina 204.167
Acido Aspartico 185.833
L-Treonina 95.000
L-Isoleucina 90.833
L-Valina 84.1667
L-Serina 84.1667
L-Prolina 71.6667
L-Fenilalanina 63.333
L-Tirosina 96.25
L-Arginina 50.000
L-Cistina 48.333
L-Metionina 41.25
L-Histidina 37.5
L-Glicina 36.666
L-Carnitina 10.000

B-6 Suplemento alimenticio AMINO 1800.

Contenido de aminoacidos correspondiente al marbete de la muestra comercial (AMINO ACIDS 1800).

Aminoécido mg ( ¢/ 100grs)
Reportados
——— L-Leucina 10 089
e oo L-Isoleucina 7 062
AMINO ACIDS
.J8oo L-Valina 3026

o 1
T b g 5
S b, o 48
Sy ot
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