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RESUMO 

CARNEIRO, Gabriel Reis Alves. Quantificação de peptídeos e proteínas por 

análise de aminoácidos por injeção em fluxo acoplada a espectrometria de 

massas de alta resolução. Rio de Janeiro,2020. Dissertação (Mestrado em Ciências 

– Bioquímica) - Instituto de Química,Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2020 

Quantificações precisas de proteínas e aminoácidos são de importância fundamental 

para várias áreas como as bioquímicas, nutricionais, clínicas e proteômicas. A 

literatura é rica em técnicas para quantificar proteínas diretamente em uma 

determinada amostra, entretanto elas carecem de robustez, precisão e geralmente 

demandam muito tempo nas análises. No presente trabalho, desenvolvemos um 

método preciso e rápido usando a injeção por fluxo - espectrometria de massa de alta 

resolução (FI-HRMS) para quantificar as proteínas e peptídeos. Para isso utilizamos 

a hidrolise com HCl-fenol de amostras proteicas simples (BSA) e complexas (soro de 

rato, folha de Jatropha curcas e Saccharomyces cerevisiae) e submetemos a analise 

por FI-HRMS com base nos teores de seus aminoácidos após a hidrólise com HCl-

fenol, usando uma mistura de 17 aminoácidos isotopicamente marcados como padrão 

interno. A fase móvel da injeção em fluxo foi otimizada para natureza química, 

concentração e pH. Das análises realizadas com os métodos targeted (Target-SIM) e 

untargeted (Full-Scan), o primeiro mostrou os melhores resultados. O método foi 

validado e apresentou coeficiente de variância (CV), linearidade, precisão e intra- e 

inter-reprodutibilidade adequados para o uso. Além disso, comparamos esses 

resultados com as principais métodologias de quantificação de peptídeos e proteínas 

da atualidade: cromatografia de troca-iônica (AAA), ácido bicinchoninico, absorção a 

280 nm, Bradford e Qubit. E observamos resultados semelhantes ao método clássica 

de análise de aminoácidos por cromatografia de troca-iônica (AAA). Neste trabalho, 

um novo método rápido e preciso para quantificação de peptídeos e proteínas foi 

desenvolvido sem a necessidade de separação cromatográfica ou derivatização 

química pré ou pós-coluna de aminoácidos.  Esta estratégia pode ser diretamente 

incorporada em pipelines proteômicas  
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Palavras-chave: Aminoácidos, Espectrometria de massa, Quantificação, 

Proteínas, Proteômica, Metabolômica, 
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ABSTRACT 

 

Precise protein and amino acid quantifications are of key importance for several 

biochemical, nutritional, clinical, and proteomics analyses. Many methods to directly 

quantify the total protein amount in a given sample have been described. However, 

they lack robustness, precision or they take a lot of time in the analysis. In the present 

work, we aim to develop a precise and fast analytical time using flow injection - high-

resolution mass spectrometry (FI-HRMS) to quantify the proteins and peptides. Simple 

protein sample (BSA) and complex protein samples (rat serum, Jatropha curcas leaf, 

and Saccharomyces cerevisiae) were quantified by FI-HRMS based on their amino 

acids contents after HCl-phenol hydrolysis and using an isotopically labeled standard 

mixture of 17 amino acids as an internal standard. The flow injection mobile phase was 

optimized for chemical nature, concentration, and pH. The analyses were performed 

with targeted (Target-SIM) and untargeted (Full-Scan) methods, and target SIM 

showed better results than full scan approaches. Data for RSD, linearity, accuracy, and 

intra- and inter-reproducibility were used for validation. Results were compared with 

other methods of peptide and protein quantification, namely: Moore and Stein classical 

ion-exchange chromatography (AAA), bicinchoninic acid (BCA), absorption at 280 nm, 

Bradford and Qubit. Samples of different matrixes and varying complexity were 

quantified. The results were compared to the golden standard method of amino acid 

analysis (AAA).  In this work, we describe a new precise, and fast method for peptide 

and protein quantification without the need for chromatographic separation of 

chemically pre- or post-column amino acids derivatization. This straightforward 

strategy can be incorporated directly in proteomics pipelines.  

 

Keywords: Amino acids, Mass spectrometry, Quantification, Protein, Proteomics, 

Metabolomics  
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1  Introdução 

 

O desenvolvimento de métodos precisos e robustos para identificar e 

quantificar proteínas é de fundamental relevância em diversas áreas da 

ciência como a da saúde para diagnóstico, de alimentos, análise de 

qualidade, assim como em laboratórios de pesquisa. Métodos baseados em 

espectrofotometria aplicados para quantificar proteínas têm intrinsecamente, 

variação drástica em sensibilidade, precisão, reprodutibilidade e tempo.. O 

método padrão-ouro para quantificação de proteínas e análise de 

aminoácidos livres continua sendo o proveniente das atualizações da análise 

de aminoácidos (AAA) por cromatografia de troca-iônica pioneiramente 

desenvolvido por Spackman, Stein e Moore (1954), embora ainda demande 

grande tempo de análise. Em outras técnicas, como as colorimétricas 

(Bradford, Folin-Lowry e ácido bicinchoninico), fluorimétricas (Qubit), 

absorção no ultravioleta (280 nm, Nanodrop), os fatores limitantes são a 

acurácia e a presença de interferentes. (Zaia et al, 1998). 

Nesse contexto, estudos mais recentes aplicaram espectrometria de 

massa (EM) para identificação rápida e acurada de aminoácidos. Muitas 

publicações associam o MS ao cromatógrafo líquido (CL), para melhor 

separar e identificar os aminoácidos, principalmente aqueles similares como 

a leucina e isoleucina, além de fornecer uma melhor estratégia de 

quantificação. No entanto, devido às propriedades físico-químicas dos 

aminoácidos, a cromatografia em fase reversa não é perfeitamente adequada 

para AAA, pois os AA não possuem boa separação em colunas apolares com 

fases C8 e C18.  Alternativas são a cromatografia de interação hidrofílica 

(HILIC) que também tem limitações como, por exemplo, o tempo de análise 

e a menor robustez das colunas cromatográficas em relação as de fase 

reversa (Rutherfurd e Gilani, 2009). 

Apesar do CL estar amplamente associada à EM alguns métodos 

inovadores descreveram uma abordagem de infusão direta, denominada 

análise de injeção em fluxo (FI) associada à EM para quantificação de 

aminoácidos. No entanto, a maioria dos métodos de AAA utilizando a FI 
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empregou uma etapa adicional de modificação química dos AA durante a 

preparação da amostra, aumentando a duração e a potencial derivatização 

incompleta de alguns AA (Bruno et al, 2016). No presente estudo, 

descrevemos uma técnica rápida e acurada empregando a análise por 

Injeção em Fluxo acoplado a Espectrometria de Massas de Alta-Resolução 

(FI-HRMS – Flow Injection - High-Resolution Mass Spectrometry) que não 

necessita de derivatização ou separação cromatográfica para quantificação 

de peptídeos e proteínas 
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2  Revisão Bibliográfica 

 

2.1  Proteínas e peptídeos 

 

As proteínas, cujo nome vem da palavra grega protos, que significa “a 

primeira” ou a “mais importante”, são biomoléculas, ou macromoléculas, 

formadas de uma ou mais longas cadeias de resíduos de aminoácidos. Os 

aminoácidos são compostos que têm ligados ao mesmo átomo de carbono 

(denominado de carbono α) um átomo de hidrogênio, um grupo carboxílico, um 

grupamento amino e uma cadeia lateral “R” diferente para cada aminoácido. Na 

Figura 1, podemos observar um esquema da estrutura de um aminoácido. A 

cadeia lateral é o que difere os aminoácidos em sua estrutura química, massa 

molecular, ponto isoelétrico, basicidade e solubilidade em água. Além de conferir 

propriedades físico-químicas diferentes a cada aminoácido, as cadeias laterais 

são também responsáveis por forças estabilizadoras, advindas de interações 

intra- e intermoleculares entre elas (ligações de hidrogênio, hidrofóbicas, 

eletrostáticas etc.), que mantêm as conformações das proteínas e de complexos 

proteicos (Francisco e Francisco, 2006; Nelson e Cox, 2018).    

 

 

 

Grupo 

Amino 

Grupo 

Carboxílico 

Cadeia lateral 

Carbono α 

Figura 1: Esquema estrutural de um aminoácido genérico. 
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Os peptídeos, do grego πεπτός, peptós, "digerido"; derivado de πέσσειν, 

péssein, "para digerir", são cadeias curtas de aminoácidos ligados por ligações 

peptídicas (amida). Os peptídeos mais simples são dipeptídeos, seguidos por 

tripeptídeos, tetrapeptídeos etc. Um polipeptídeo é uma cadeia peptídica longa, 

contínua e não ramificada. Portanto, os peptídeos se enquadram nas amplas 

classes químicas de oligômeros e polímeros biológicos, ao lado de ácidos 

nucléicos, oligossacarídeos e polissacarídeos etc. Os peptídeos são 

diferenciados das proteínas com base no tamanho e, como referência arbitrária, 

podem conter aproximadamente 50 ou menos aminoácidos. (Nelson e Cox, 

2018) 

A sequência de resíduos de aminoácidos em uma proteína ou peptídeo é 

definida pela sequência codificada em um gene. Em geral, o código genético 

especifica 20 aminoácidos padrão, cuja estrutura química pode ser observada 

na Figura 2. Logo após, ou mesmo durante a síntese, os resíduos de 

aminoácidos em uma proteína são frequentemente modificados quimicamente 

por modificações pós-tradicionais, que alteram suas propriedades físico-

químicas, estabilidade, atividade e, finalmente, a função das proteínas. Em 

alguns casos, as proteínas podem ter grupos não peptídicos ligados, chamados 

de grupos prostéticos ou cofatores. As proteínas também podem trabalhar em 

conjunto para alcançar uma função específica, e geralmente se associam para 

formar complexos proteicos estáveis (Nelson e Cox, 2018). 

Os peptídeos e proteínas desempenham uma vasta gama de funções 

dentro dos organismos, incluindo a replicação do DNA, resposta a estímulos, 

manutenção de estruturas; participam ativamente do controle do metabolismo 

celular como enzimas, da defesa do organismo, transporte de moléculas, entre 

outras funções (Nelson e Cox, 2018). Devido à enorme importância dessas 

moléculas para a vida o desenvolvimento de técnicas para detectar, identificar e 

quantificar aminoácidos e proteínas é fundamental o seu estudo. 
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Figura 2: Estrutura química dos principais aminoácidos. 

 

2.2  Quantificação de peptídeos e proteínas 

         Como visto, as proteínas apresentam um papel de grande importância 

na vida de todos os seres vivos, e devido a isso, o desenvolvimento de métodos 

precisos e robustos para identificar e quantificar proteínas são de fundamental 

relevância em diversas áreas da ciência, como os exemplos a seguir: 

 Análises clínicas, onde a quantificação auxilia no diagnóstico de doenças 

correlacionadas à mudança da concentração de aminoácidos, inclusive 
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de erros inatos de metabolismo, proteínas em fluidos biológicos como 

urina e sangue (GANONG ,1995);  

 Doenças relacionadas à nutrição humana, como obesidade, anorexia, 

desnutrição, devendo as dietas apresentar teor balanceado de proteínas, 

lipídeos e carboidratos (GANONG,1995; KING e BRUCE,1988);  

 Ciências de alimentos, com objetivo de aproveitar racionalmente a 

matéria prima, com intenção de evitar desperdícios (KAREL e 

LUND,1975);  

 Nutrição animal, para o aproveitamento racional de nutrientes 

relacionando o comportamento alimentar com a quantidade de proteína 

ingerida pelos animais (MCDONALD, 2002);  

 Ecologia, favorecendo o entendimento dos vários aspectos da vida dos 

animais (ROBBINS, 2012);  

 Química de proteínas, objetivando caracterizar proteínas e enzimas 

(MANGANO et al, 2019); 

 Proteômica, onde se faz necessária a quantificação prévia das amostras 

a serem analisadas por espectrometria de massa para posterior 

quantificação das proteínas identificadas, principalmente em análises que 

não utilizam padrão interno (VAN DER WAL e DEMMERS, 2015). 

Vários métodos são conhecidos para a determinação da concentração de 

proteínas totais em uma amostra. As metodologias mais utilizadas são as 

espectrofotométricas no visível -  Bradford, Biureto BCA e Folin-Lowry, 

(BRADFORD, 1976;SMITH et al,1985; LOWRY, 1951; GORNALL et al, 1949), 

no ultravioleta – absorção a 280 nm (MCKINGHT et al, 2007) e emissão de 

fluorescência e os métodos baseados na análise e quantificação de 

aminoácidos. Algumas técnicas são apresentadas a seguir. 

 

2.3  Métodos de absorção no visível 
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2.3.1 Biureto  

Inicialmente o método foi desenvolvido em 1915 por Autenrieth; 

posteriormente diversas modificações no método foram realizadas, sendo a 

proposta de Gornall e colaboradores a mais utilizada (GORNALL et al, 1949). 

O método utiliza o reagente de biureto, uma mistura NaOH e sulfato de 

cobre com um complexante que estabiliza o cobre em solução. O cobre, em pH 

básico, reage com proteínas formando um complexo com as ligações peptídicas. 

O complexo formado absorve nas faixas de 270 e 540 nm, sendo a banda na 

região de 540 nm a mais utilizada (ITZHAKI et al, 1964). 

O método é rápido e utiliza reagentes de baixo custo e não apresenta 

grande variação da absortividade específica para diferentes proteínas 

(JENZANO et al, 1986). A principal desvantagem se dá pela baixa sensibilidade 

em relação a outras metodologias, e por isto tem sido, ao longo dos anos, 

substituído por métodos mais sensíveis.  

2.3.2 Lowry 

O ensaio de Lowry determina o nível total de proteína em uma solução. A 

concentração total de proteínas é exibida por uma mudança de cor da solução 

da amostra proporcionalmente à concentração de proteínas, que pode ser 

medida usando técnicas colorimétricas (LOWRY, 1951). O método originalmente 

foi baseado no método desenvolvido por Hsien em 1922 (HSIEN, 1922). Como 

curiosidade, este artigo é o mais citado na literatura científica, mais de 305.000 

vezes (VAN NOORDEN et al, 2014; Kresge et al, 2005). 

A natureza química da técnica é a reação do reagente de Folin-Ciocalteu 

(ácido fosfotúngsticomolíbdico) com proteínas na presença de sulfato de cobre. 

O Folin-Ciocalteu reage com a ligação peptídica que em presença dos íons cobre 

+2 produz um composto que absorve em 750 nm (LOWRY, 1951) A grande 

vantagem do método é a sua sensibilidade e, por isto, é utilizado para a 

quantificação de proteínas em diferentes matrizes. Apesar da alta sensibilidade 

possui algumas desvantagens, que são a grande quantidade de interferentes, 

longo tempo de análise, possuir variação na absortividade específica para 
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diferentes proteínas, e pequena faixa linear de concentração de proteínas 

(LOWRY, 1951). 

2.3.3 Bradford 

O ensaio de Bradford foi desenvolvido por Marion M. Bradford em 1976. 

É um procedimento analítico espectroscópico sensível, rápido e preciso usado 

para medir a concentração de proteína em uma solução (BRADFORD, 1976) e 

curiosamente, é o segundo artigo mais citado da literatura com mais de 150 mil 

citações.  

Este método é baseado na interação entre o corante Coomassie Brilliant 

Blue G-250 com proteínas que, em sua estrutura, tenham aminoácidos de 

cadeias laterais básicas ou aromáticas. A interação destas cadeias laterais dos 

AA com o corante leva a uma alteração no equilíbrio químico do corante para a 

forma aniônica, que absorve a 595 nm (NINFA et al, 2010). 

O método tem sido utilizado para a determinação de proteínas em 

diferentes meios: plasma ou soro, saliva, líquor, alimentos, extrato de plantas, 

leite humano, células, urina e detergentes (ZAIA et al, 1998). Apesar do ensaio 

de Bradford ser rápido e sensível, ele apresenta algumas desvantagens, como 

a variação da absortividade específica para diferentes proteínas e apresenta 

falta de reprodutibilidade, dependendo do grau de pureza do corante Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (MARSHALL et al, 1992). 

2.3.4 BCA (ácido bicinchoninico)  

Desenvolvido por Smith e colaboradores em 1985, conhecido também por 

método do ácido bicinchoninico (4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina), baseia-se na 

reação de redução do cobre 2+ com proteínas, em meio alcalino, produzindo 

cobre 1+ e formando um complexo com o ácido bicinchoninico, que absorve a 

560 nm (SMITH et al,1985). 

As principais vantagens deste método são o simples preparo dos 

reagentes, sendo tão sensível quanto o método de Lowry e relativamente rápido, 

podendo ser usado em diferentes matrizes O método possui desvantagens, 
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como a dependência da temperatura de incubação das amostras, a variação da 

absortividade específica para diferentes proteínas e a variação da absorbância 

com o tempo (DAVIS e RADKE, 1987). 

2.4  Métodos de absorção no ultra-violeta 

O método é baseado na absorção natural dos aminoácidos na região de 

280 nm (fenilalanina, tirosina e triptofano). O espectro de absorção destes 

aminoácidos pode ser visto na Figura 4, e na região proveniente da absorção 

pela ligação peptídica abaixo de 220 nm. As principais vantagens do método são 

a não necessidade da introdução de um cromóforo, tendo em vista que a 

absorção nessas faixas é intrínseca destes aminoácidos constituintes das 

proteínas e peptídeos, e a não destruição da amostra (STOSCHECK,1990). A 

sua grande desvantagem é que, em amostras complexas, diversas substâncias 

absorvem no ultravioleta, tornando os resultados pouco confiáveis 

(STOSCHECK,1990). 

 

Figura 3: Espectro de absorção no UV de fenilalanina, tirosina e triptofano. 

 

2.5  Métodos por espectroscopia de fluorescência 
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2.5.1 Qubit  

O fluorômetro Qubit® é utilizado para a quantificação de DNA, RNA e 

proteínas (THERMO FISCHER SCIENTIFIC, 2019). 

O Qubit® Protein Assay Kit contém um fluoroóforo que apresenta 

fluorescência extremamente baixa até ser ligado à molécula alvo. A diferença na 

fluorescência entre o corante ligado e o não ligado é de várias ordens de 

grandeza. Ao se ligar ao alvo, provavelmente por intercalação entre as bases, 

ele assume uma forma mais rígida e se torna intensamente fluorescente. Em 

uma quantidade específica do corante, a quantidade de sinal de fluorescência 

dessa mistura é diretamente proporcional à concentração de proteína na 

solução, mesmo na presença de outras biomoléculas (MCKINGHT et al,2007).  

O método apresenta boa sensibilidade, é rápido e de fácil preparo. Sua maior 

desvantagem é o preço. Os principais interferentes são altas concentrações de 

detergente que atrapalham na formação do complexo (SCHWITZER e 

SCAIANO, 2003). 

 

 

2.6  Quantificação de proteínas por análise de aminoácidos 

 

A hidrólise ácida seguida da análise de aminoácidos por cromatografia de 

troca iônica é o padrão-ouro para quantificação precisa de proteínas e peptídeos. 

Apresenta uma ampla aplicação em pesquisas médicas e científicas, na 

quantificação de aminoácidos livres, como também é indispensável para a 

quantificação de proteínas. É uma técnica complexa, composta por duas etapas. 

O primeiro passo da análise de aminoácidos envolve a hidrólise das ligações 

peptídicas. Os aminoácidos liberados são separados, detectados e 

quantificados. A análise de aminoácidos (AAA) foi desenvolvida pela primeira 

vez por Moore e Stein (MOORE e STEIN, 1954) no início dos anos 50, para 

determinar o conteúdo de aminoácidos de proteínas puras. A técnica foi 

automatizada em 1958 (MOORE et al, 1958). A técnica utiliza hidrólise ácida com 
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HCl 5,7 N em um ambiente livre de oxigênio a 110 ° C por 22 horas, para clivar 

as ligações peptídicas e liberar assim os aminoácidos das proteínas. Os 

aminoácidos livres são separados por cromatografia de troca iônica e 

quantificados por reação com ninidrina. Diversos estudos foram realizados com 

o objetivo de reduzir o tempo de análise, simplificar as etapas, aumentar a 

sensibilidade de detecção e reduzir a variabilidade dos resultados. Embora tenha 

sido feito um progresso considerável em relação à cromatografia, a etapa de 

hidrólise permaneceu praticamente inalterada até os dias de hoje 

(RUTHERFURD e GILANI, 2009)  

A análise pode ser realizada para aminoácidos livres e para hidrolisados 

de proteínas purificadas e misturas proteicas presentes em alimentos, fluidos 

biológicos etc. (RUTHERFURD e GILANI, 2009). 

 

2.6.1  Hidrólise ácida das ligações peptídicas 

 

A hidrólise tem como objetivo a quebra de todas as ligações peptídicas 

dos resíduos de aminoácidos que compõem os peptídeos e as proteínas que 

serão analisadas. O método padrão de hidrólise é a incubação em atmosfera 

inerte livre de oxigênio em HCl 5,7 N a 110 ° C por 18 a 24 horas, sendo o tempo 

de hidrólise mais próximo a 24 h o mais usado (FAO / OMS, 1991; OZOLS, 1990; 

DARRAGH e MOUGHAN 2005). Todavia, os aminoácidos são um grupo 

quimicamente diverso de compostos, e nem todos são estáveis nas condições 

de hidrólise descritas acima. Dos aminoácidos comumente presentes nas 

proteínas, ácido aspártico, ácido glutâmico, prolina, glicina, alanina, leucina, 

fenilalanina, histidina, lisina, arginina e hidroxiprolina podem ser determinados 

quantitativamente após a hidrólise ácida. Os demais aminoácidos são 

degradados total ou parcialmente. 

A asparagina e glutamina são desamidadas durante a hidrólise ácida, 

convertendo-se em ácido aspártico e ácido glutâmico, respectivamente. 

Consequentemente, os valores determinados de ácido aspártico e ácido 

glutâmico representam cada um a soma do ácido livre e sua amida. Na Figura 4 

podemos observar as reações de desamidação. Inúmeros métodos foram 
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propostos para determinar asparagina e glutamina, que incluem a redução na 

esterificação de grupos ácidos carboxílicos (WILCOX, 1967), modificação da 

carbodiimida nos grupos carboxílicos livres (CARRAWAY e KOSHLAND, 1972), 

hidrólise enzimática (TOWER, 1967), e conversão da amida em amina (SOBY e 

JOHNSON 1981). No entanto, poucos laboratórios introduziram essas propostas 

e suas rotinas.   

 

Figura 4: Reação de desamidação que ocorre em glutamina e asparagina durante a hidrolise 
ácida 

 

  A serina e treonina são parcialmente destruídas durante a hidrólise ácida, 

e perdas de 10% a 15% para a primeira e 5% a 10% para a segunda não são 

incomuns (OZOLS, 1990; DARRAGH et al., 1996). A hidrólise por menos de 24 

horas tem sido usada para obter rendimentos mais quantitativos desses 

aminoácidos em alimentos e amostras fisiológicas (ROWAN et al., 1992);  

  A cisteína pode ser destruída durante a hidrólise ácida e ela e a metionina 

podem ser oxidadas, respectivamente, a ácido cisteico e sulfóxido ou sulfona de 

metionina, se não forem tomados cuidados para remover todo o oxigênio do tubo 

de hidrólise. Esses aminoácidos podem ser também determinados pela oxidação 

quantitativa da cisteína em ácido cisteico e da metionina em metionina sulfona 

usando ácido perfórmico antes da hidrólise (Darragh et al., 1996) com HCl. No 
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entanto, tirosina e triptofano são destruídos durante a oxidação com ácido 

perfórmico e não podem ser determinados (PICKERING e NEWTON, 1990). 

  O triptofano é totalmente destruído durante a hidrólise ácida com HCl, 

principalmente se a amostra apresentar concentrações superiores a 5% de 

carboidratos, amido ou açúcares (FINLEY, 1985). Para proteínas puras, a 

recuperação do triptofano pode ser aumentada com a adição de tióis como o β-

mercaptoetanol, mas geralmente as recuperações são incompletas (NG et al., 

1987). Molnar-Perl e Khalifa (1992) relataram boas recuperações de triptofano 

após hidrólise de lisozima, albumina humana e α-quimotripsina em HCl contendo 

triptamina. O uso de ácidos sulfônicos proporciona boas recuperações de 

triptofano em proteínas puras, mas em alimentos os resultados permanecem 

insatisfatórios (WEISS et al., 1998). Davies e Thomas (1973) relataram boas 

recuperações de triptofano em proteínas puras usando ácido p-

toluenossulfônico, mas não em amostras complexas contendo carboidratos. 

Yamada et al. (1991) usaram a S-piridiletilação antes da hidrólise para 

determinar o triptofanoe a cisteína em microquantidades de proteína. Garcia e 

Baxter (1992) usaram a pronase (uma protease relativamente inespecífica) para 

hidrolisar a proteína, a fim de determinar o triptofano em fórmulas infantis, e 

relataram recuperações ligeiramente mais altas do triptofano em comparação ao 

uso da hidrólise de NaOH. Apesar dos numerosos métodos desenvolvidos para 

hidrolisar quantitativamente o triptofano, a abordagem mais usada é baseada na 

hidrólise alcalina (MOLNAR-PERL, 1997; FOUNTOULAKIS e LAHM, 1998). 

 

Ácidos utilizados na hidrólise 

  O HCl é o ácido mais utilizado para a hidrólise de proteínas, embora outros 

tenham sido experimentados. O ácido metanossulfônico (MSA) tem sido utilizado 

para análise de aminoácidos, particularmente triptofano, metionina e cisteína. A 

principal desvantagem do MSA é que ele não é volátil, portanto, o ácido não pode 

ser evaporado após a hidrólise. Malmer e Schroeder (1990) usaram MSA 4 M 

para determinar o conteúdo de aminoácidos do citocromo c e relataram 

recuperações ligeiramente inferiores às normalmente obtidas por hidrólise por 

HCl. Weiss e seus colaboradores (1998) usaram duas proteínas puras de 
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sequência conhecida e relataram que a hidrólise com MSA forneceu dados um 

pouco mais precisos que a hidrólise convencional, com base na quantificação 

das proteínas a partir dos dados de aminoácidos. No entanto, não apresentaram 

dados reais de recuperação de aminoácidos para o método de hidrólise 

utilizando MSA. 

 

Antioxidantes e agentes de eliminação 

 Alguns aminoácidos nem sempre podem ser 100 % recuperados durante 

a hidrólise ácida, e antioxidantes e sequestradores de oxigênio às vezes são 

adicionados para melhorar a recuperação durante o processo de hidrólise. Esses 

aditivos em sua maioria atuam na eliminação de radicais livres (MOLNAR-PERL, 

1997). Alguns aditivos comuns incluem fenol (RUTHERFURD, 2008), ácido 

tioglicólico (SHINDO et al. al., 1998) e triptamina (Molnar-Perl e Khalifa, 1993) 

para hidrólise ácida por HCl, embora nem todos os laboratórios os utilizem. 

 

Atmosfera inerte 

 A condução da hidrólise em uma atmosfera livre de oxigênio melhora a 

recuperação de vários aminoácidos, principalmente a metionina. Existem vários 

meios para alcançar um ambiente livre de oxigênio, incluindo o uso de refluxo 

para hidrólise (FAO / OMS, 1991), uso de gás inerte, vedação dos tubos de 

hidrólise sob vácuo (FAO / OMS, 1991; YAMADA et al., 1991; WEISS et al., 

1998), e ambos, gás inerte e tubos de vedação, sob vácuo. Há também uma 

variedade de métodos para selar tubos, incluindo o uso de tampas de rosca, 

torneiras de rosca e fechamento de tubos ou ampolas de vidro sob vácuo. 

 

Tempo e temperatura de hidrólise 

A hidrólise ácida com HCl é geralmente realizada a 110 ° C por 20 a 24 

horas (FAO / OMS, 1991; OZOLS, 1990; DARRAGH e MOUGHAN, 2005). Vários 

estudos foram conduzidos explorando a hidrólise em temperaturas mais altas e 

tempos de hidrólise reduzidos, a fim de diminuir as perdas de aminoácidos, 
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particularmente para cisteína, metionina (GEHRKE et al., 1985; MCDONALD et 

al., 1985) e triptofano (MURAMOTO e KAMIYA, 1990). Apesar desses e de 

outros estudos, 24 horas a 110 ° C continuam sendo o tempo e a temperatura 

de hidrólise padrão para a análise de aminoácidos. 

A radiação de micro-ondas  

Tem sido usada para substituir a energia térmica como um meio de 

fornecer a energia necessária para hidrolisar proteínas. A principal vantagem é 

o tempo de hidrólise consideravelmente reduzido (menos de 4 minutos em Weiss 

et al., 1998). Kroll et al. (1998) realizaram um estudo investigando o uso de 

radiação de micro-ondas para hidrólise ácida de proteína. Eles descobriram que, 

para uma seleção de proteínas puras, a incubação por pelo menos 2 horas era 

necessária para a hidrólise completa. Relataram também excelentes 

recuperações (> 95%) para todos os aminoácidos, exceto triptofano, metionina 

e cisteína. Além disto, a comparação entre a hidrólise por micro-ondas com a 

hidrólise ácida convencional deu uma excelente concordância entre os dois 

métodos, embora a metionina não tenha sido examinada. 

No geral, o uso de micro-ondas para hidrólise na análise de aminoácidos 

se mostra promissora, no entanto, vários fatores precisam ser levados em 

consideração. A radiação dentro do forno precisa ser espacialmente uniforme 

em toda a câmara; caso contrário, as hidrólises diferirão dependendo da 

colocação do tubo dentro do forno. A quantidade de líquido dentro do forno 

precisa ser semelhante de operação em operação, pois volumes menores 

aquecem mais rapidamente do que volumes maiores. Também é importante usar 

fornos para os quais a saída de potência é conhecida com precisão, pois 

diferentes fornos, mesmo com a mesma classificação de potência, podem ter 

diferentes potenciais de saída. 

Hidrólise em fase de vapor 

Envolve a hidrólise de uma amostra em um recipiente selado e evacuado 

que também contém o ácido (geralmente HCl) e seus aditivos, onde a amostra 

não é colocada diretamente no ácido. O vácuo reduz a pressão de vapor do HCl 

e o vapor resultante envolve a amostra, HCl 5,7 N é mistura azeotrópica o que 

mantem a concentração do ácido na fase vapor. Este método é útil se houver 
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impurezas, por exemplo metais pesados e aminoácidos, que podem atrapalhar 

a quantificação. Meltzer et al. (1987) realizaram a hidrólise ácida com HCl em 

fase de vapor, colocando tubos de hidrólise contendo albumina de soro humano 

em um dessecador sob vácuo, contendo um copo de HCl 6 M em ebulição 

constante. Eles relataram recuperações de aminoácidos semelhantes às 

observadas usando hidrólise líquida para todos os aminoácidos, exceto a serina, 

para a qual a recuperação foi superior à hidrólise em fase gasosa. Higbee et al. 

(2003) descreveram um sistema automatizado para hidrólise em fase gasosa 

com base na estação de trabalho Waters PicoTag. Eles relataram recuperações 

de aminoácidos para albumina sérica bovina dentro de 2,7% dos valores 

esperados. Higbee et al. (2003) comentaram que o sistema requer habilidade e 

tempo do operador para evacuar os recipientes especializados de amostras sem 

perder o material da amostra por meio do impacto, e que a remoção de oxigênio 

nem sempre é completa. 

2.6.2  Métodos de separação e detecção  

 

Cromatografia Liquida de alta eficiência (HPLC) 

Muitas técnicas cromatográficas diferentes foram desenvolvidas para 

separar e quantificar aminoácidos, incluindo cromatografia em papel, de camada 

fina, troca iônica em sistemas de baixa pressão, troca iônica em HPLC, e fase 

reversa em HPLC, cromatografia gasosa, eletroforese capilar e espectrometria 

de massa. A cromatografia de troca iônica de aminoácidos foi originalmente 

desenvolvida por Moore e Stein (1951) no início dos anos 50, usando variação 

de pH e força iônica dos eluentes em etapas ou gradiente de pH e concentração 

salina crescentes para separar os aminoácidos. O método original foi lento, 

levando até 16 horas para concluir uma corrida. Com o desenvolvimento da 

HPLC, os tempos de execução foram bastante reduzidos, para 1 a 2 horas para 

troca iônica e 20 a 40 minutos para cromatografia em fase reversa. 

Atualmente, as técnicas cromatográficas mais usadas para separar e 

quantificar aminoácidos incluem cromatografia de troca iônica usando 

derivatização pré- e pós-coluna e de fase reversa (C18) usando derivatização 

pré-coluna. 
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 As vantagens da derivatização pós-coluna são que as reações colaterais 

não são importantes, a derivatização completa não é necessária desde que a 

extensão da reação seja reproduzível e o derivado não precisa ser estável. As 

desvantagens incluem uma escolha limitada de condições de reação, a 

necessidade de equipamento para entrega de reagentes, possível alargamento 

da banda devido à introdução de reagentes, um caminho de fluxo mais longo da 

coluna para o detector e possível interferência do reagente durante a detecção 

(Bardelmeijer et al., 1998). As vantagens da derivatização pré-coluna incluem 

uma maior escolha de reagentes e condições de reação, sem limite na cinética 

da reação e a possibilidade de derivatizações em várias etapas. A principal 

desvantagem é a possível interferência cromatográfica de produtos secundários 

ou reagentes de derivação não reagidos (BARDELMEIJER et al, 1998).  

 

Derivatização pós-coluna 

Para cromatografia de troca iônica, é empregada uma coluna de trocador 

catiônico. A separação utiliza as propriedades anfotéricas dos aminoácidos, ou 

seja, devido à presença de grupos amino e carboxil, os aminoácidos podem ser 

carregados negativa ou positivamente, dependendo do pH; a hidrofobicidade 

também é uma propriedade usada no fracionamento dos aminoácidos na coluna. 

Durante a análise, o hidrolisado é carregado na coluna em tampão de pH ácido, 

geralmente ~2, e todos os aminoácidos, carregados positivamente nestas 

condições, se ligam à coluna. A eluição dos aminoácidos é facilitada usando 

soluções de pH e concentração salina crescentes. Estas condições fazem com 

que os aminoácidos atinjam o ponto isoelétrico e força iônica ideais para 

separação e desligamento do trocador catiônico. Os aminoácidos, com exceção 

do triptofano, tirosina e fenilalanina, não são detectados por absorvância na 

região ultravioleta do espectro. Consequentemente, para cromatografia de troca 

iônica, os aminoácidos devem ser derivatizados após eluição da coluna. 

Ninhidrina e o-ftalalldeído (OPA) são reagentes usados para derivatização pós-

coluna. 

 

Ninhidrina 
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 A pós-reação com ninhidrina de aminoácidos cromatograficamente 

separados foi conduzida pela primeira vez por Moore e Stein em 1948. A 

ninhidrina reage a temperaturas elevadas (100◦ a 120◦C) a aproximadamente pH 

5 com aminas primárias, como o grupo α-amino dos aminoácidos e o grupo ε-

amino da lisina, para produzir o composto conhecido como púrpura de 

Ruhemann. Esse composto tem uma absorvância máxima em 570 nm.  

 

 

Na Figura 5 podemos ver a reação de formação da púrpura de Ruhemann. 

A ninhidrina também reagirá com aminas secundárias, como o N-terminal da 

prolina e da hidroxiprolina, mas a sensibilidade é menor e a absorbância máxima 

do produto é de 440 nm. O limite de detecção deste método é de ± 10 pmol (50 

pmol para prolina).  

 

Ortoftalaldeído, OPA 

 A derivatização pós-coluna com OPA foi usada pela primeira vez por Roth 

e Hampai (1973). O OPA reage com o grupo α-amino de aminoácidos na 

presença de um tiol (geralmente é utilizado o 2-mercaptoetanol) para produzir 

Figura 5: Formação do Púrpura de Ruhemann a partir da reação entre um aminoácido e a 
ninidrina. O composto absorve em 570 nm. A reação com prolina gera um composto 
diferente que absorve em 440 nm. 
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um anel isoindol substituído, mas, diferentemente da ninhidrina, não reage com 

a prolina. A prolina pode ser derivatizada com OPA após oxidação utilizando 

hipoclorito de sódio. Uma grande vantagem do OPA é que o derivado OPA-

aminoácido fluoresce fortemente (excitação λ 350 nm, emissão λ 450 nm) 

enquanto o OPA não reagido não. Benson e Hare (1975) compararam a 

sensibilidade de OPA com a da ninhidrina e outro reagente fluorescente, a 

fluorescamina, usando derivatização pós-coluna. Eles relataram que a OPA era 

5 a 10 vezes mais sensível que a fluorescamina ou a ninhidrina 

 

Derivatização pré-coluna 

 PITC 

O fenilisotiocianato (PITC) reage com o N-terminal de aminoácidos, 

incluindo prolina, para produzir feniltiocarbamil-aminoácidos (PTC-AA) que 

possuem absorvância máxima em 254 nm. A derivatização pré-coluna com PITC 

para análise de aminoácidos foi descrita pela primeira vez por Bidlingmeyer e 

colaboradores em 1984. A empresa Waters desenvolveu o sistema de análise 

de aminoácidos PicoTag para facilitar o uso desse método para pequenas 

quantidades de amostra (WATERS, 2019). Após reação por 20 minutos a 

amostra necessita ser seca para remover o excesso de reagente. Essa etapa de 

secagem é uma das principais desvantagens do método, dificultando a 

automação. Bidlingmeyer e colaboradores relataram que os derivados de PTC 

são estáveis por semanas se armazenados congelados e por 3 dias se mantidos 

em geladeira, enquanto outros relataram estabilidade por 16 horas quando 

armazenados de 5 a 8 ° C (BIDLINGMEYER, 1984; JANSSEN et al., 1986). À 

temperatura ambiente, os aminoácidos são muito menos estáveis, com a 

estabilidade variando acentuadamente entre eles (GUITART et al., 1991). Os 

PTC-aminoácidos são separados por cromatografia em fase reversa C18, e o 

limite de detecção do método é de cerca de 1 pmol. 

 

AQC 
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  A derivatização de aminoácidos com carbamato de 6-aminoquinolil-N-

hidroxissuccinimidil (AQC) produz derivados altamente fluorescentes (excitação 

a 250 nm, emissão a 350 nm). A reação é rápida, levando apenas 1 minuto à 

temperatura ambiente para ser concluída. Após a derivatização, a mistura é 

aquecida a 55°C para converter o produto secundário menor da tirosina no 

principal composto mono-derivatizado (COHEN e MICHAUD, 1993) e hidrolisar 

o reagente AQC em 6-aminoquinolina, N-hidroxissuccinimida e dióxido de 

carbono. Os derivados são estáveis à temperatura ambiente por até uma 

semana, e o limite de detecção do método é de cerca de 40 a 800 fmol, 

dependendo do aminoácido (COHEN e MICHAUD, 1993). Os AQC-aminoácidos 

podem ser separados usando cromatografia em fase reversa C18 com 

acetonitrila e água como fase móvel.  

 

FMOC 

  O cloroformato de 9-fluorenilmetil (FMOC) reage com aminas primárias e 

secundárias em uma reação que dura em torno de 1 minuto, produzindo 

derivados fluorescentes (excitação λ 260 nm, emissão λ 313 nm; EINARSSON 

et al., 1983). Os derivados são estáveis a 4°C por pelo menos uma semana, com 

perdas de apenas 3% no rendimento de aminoácidos ao longo do tempo e 

perdas insignificantes à temperatura ambiente após 48 horas (LOZANOV et al., 

2004) Os limites de detecção para derivados FMOC estão na faixa de fmol. 

 

OPA-FMOC 

  Como discutido acima, o OPA é um agente derivatizante comumente 

utilizado para a detecção de aminoácidos. No entanto, sua principal 

desvantagem é sua incapacidade de reagir com aminoácidos secundários. 

Recentemente, foi proposto um novo método que utiliza uma derivatização em 

duas etapas com OPA e FMOC para aminas biogênicas, bem como lisina e 

ornitina (HANCZKO´ et al., 2005) e todos os aminoácidos (KO´ROS et al. 2008). 

Este método foi revisado em detalhes por (HANCZKO et al., 2007). 

Resumidamente, a reação inicial é conduzida com OPA para que todos os 
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aminoácidos primários sejam derivatizados em aminoácidos OPA. O segundo 

passo usa o FMOC, que então derivatiza os aminoácidos secundários (prolina e 

hidroxiprolina). Cada derivatização é conduzida à temperatura ambiente por 1 

min, dando um tempo total de reação de 2 min. O FMOC, os derivados FMOC-

aminoácidos e o álcool FMOC são mais hidrofóbicos que os derivados OPA-

aminoácidos e, portanto, não interferem na eluição dos aminoácidos 

derivatizados. Além disso, o FMOC-prolina e o FMOC-hidroxiprolina são os 

únicos derivados de aminoácidos do FMOC presentes; eles eluem mais 

rapidamente do que o álcool FMOC ou FMOC não reagido. Consequentemente, 

a interferência cromatográfica do álcool FMOC ou FMOC tradicionalmente 

observado não representa um problema com este sistema de detecção. Além 

disso, quando a derivatização de FMOC é realizada, não existe tirosina e 

histidina livres, de modo que o problema da tirosina e histidina dissubstituídas 

durante a derivatização de FMOC é superado. 

 

Eletroforese capilar 

  A eletroforese baseia-se no uso de um campo elétrico para separar 

analitos carregados, como aminoácidos. A solução de aminoácidos é carregada 

em uma extremidade do capilar de sílica fundida preenchido com um tampão 

condutor. Um campo elétrico é aplicado nas duas extremidades do capilar e os 

aminoácidos migram através do capilar em taxas diferentes com base em sua 

carga. Os aminoácidos são então detectados usando uma gama de detectores 

semelhantes aos usados nas análises por cromatografia liquida. A eletroforese 

capilar não é comumente usada, mas oferece resolução e sensibilidade 

superiores em comparação às técnicas de HPLC. Eficiências de coluna de um 

milhão de pratos são comumente relatadas e a separação de compostos que 

diferem apenas em sua massa isotópica foi relatada (YEUNG e LUCY, 1999; 

SMITH, 1998) 

 

Espectrometria de massas 
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Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas (CG-EM) 

A CG fornece tempos curtos de análise e bom poder de resolução, mas 

os AAs precisam ser derivatizados antes das análises (ZAIKIN e HALKET, 2009). 

A sililação usando agentes como N, O-bis- (trimetilsilil) trifluoroacetamida 

(BSTFA) ou N-metil-N- (trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) pode ser 

aplicada (WILLIAMS et al , 2007), mas os derivados exibem instabilidade, o 

próprio processo de derivatização é sensível à umidade e misturas de derivados 

mono- e di-silil podem ser formadas devido a impedimentos estéricos por grupos 

volumosos. 

Protocolos alternativos de derivatização de CG envolvem N-acilação e 

esterificação do grupo ácido carboxílico por anidrido trifluoroacético e 

isopropanol (ZUMWALT et al, 1970) ou anidrido pentafluoropropiônico e 

isopropanol (DAVIS et al, 1987). No entanto, na análise de amostras biológicas 

aquosas, esses métodos requerem troca de solvente e remoção de reagente. 

Uma derivatização rápida de AAs por cloroformatos de alquila pode ser realizada 

em solução aquosa, mesmo sem remoção prévia da proteína. Sob essas 

condições, os ácidos carboxílicos são convertidos em ésteres e os grupos amina 

em carbamatos (HUŠEK, 1998). Os derivados podem ser facilmente extraídos 

para um solvente orgânico. Os extratos podem ser injetados diretamente no CG-

EM (Kaspar et al, 2008). Ao usar essa abordagem, um método CG-EM rápido e 

automatizado para análise de AA em diferentes matrizes pode ser realizado com 

um tempo de corrida cromatográfica inferior a 10 minutos. 

 

Cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (CL-EM) 

Existem também vários métodos para a análise de aminoácidos em 

amostras biológicas baseadas em cromatografia líquida (CL), com ou sem 

derivatização. A separação por CL de fase reversa de aminoácidos geralmente 

não pode ser realizada, a menos que sejam utilizados reagentes de pareação 

iônica. Para isso agentes voláteis de emparelhamento de íons devem ser 

selecionados, como ácidos perfluoroalcanóicos com diferentes comprimentos de 

carbono, por exemplo, TFA (C2), HFBA (C4), NFPA (C5), TDFHA (C7) e PDFOA 

(C8). No entanto, esses reagentes de emparelhamento de íons ainda levam a 
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problemas na detecção, como baixa eficiência de ionização devido à supressão 

iônica e contaminação da fonte de ionização por electrospray (DE PERSON et 

al, 2008; PIRAUD et al, 2005).  

Uma alternativa ao uso de reagentes de pareação iônica é o uso de 

derivatizações dos aminoácidos como já é feito nos métodos por cromatografia 

de troca iônica. Algumas dessas estratégias de derivatização também podem ser 

usadas na análise por espectrometria de massas (DE PERSON et al, 2008). 

Para evitar tais problemas, a interação hidrofílica (HILIC) pode ser usada 

(BAJAD et al, 2006). A HILIC-EM foi empregada com sucesso para separar e 

quantificar aminoácidos de diferentes matrizes (SCHIESEL et al, 2010), sendo 

frequentemente utilizado para a separação de metabólitos polares. Bajad e 

colaboradores relataram a análise utilizando HILIC-MS de mais de 100 

metabólitos polares, incluindo metabólitos altamente polares, como 

nucleotídeos, nucleosídeos, aminoácidos, ácidos carboxílicos e vitaminas. O 

método se mostra promissor, pois elimina a necessidade de derivatização e não 

necessita do uso de reagentes de pareamento iônico (BAJAD et al, 2006). 

  

Espectrometria de massas de alta resolução (HRMS) 

A espectrometria de massa é um método importante para a determinação 

precisa da massa e caracterização de peptídeos e proteínas. Em proteômica, 

suas aplicações incluem a identificação e suas modificações pós-traducionais, o 

mapeamento de complexos proteicos, suas subunidades e interações 

funcionais, bem como na identificação total de proteínas em uma amostra 

complexa. Também pode ser usada para localizar proteínas nas várias 

organelas e determinar as interações entre diferentes proteínas, bem como com 

lipídios da membrana (COX e MANN, 2011). 

Tendo em vista a capacidade de identificação e seletividade dos 

espectrômetros de massas, Mirgorodskaya e Louwagie (2004) desenvolveram 

métodos que utilizam a técnica para a quantificação de aminoácidos, sem as 

necessidades de um processo de separação cromatográfico ou de derivatização 

dos aminoácidos. Mirgorodskaya utiliza o analisador do tipo de voo enquanto 
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Louwagie utiliza um Orbitrap como analisador de massas, além de introduzir as 

amostras utilizando um sistema de injeção em fluxo (FI) que automatiza o 

processo de infusão e há um ganho em reprodutibilidade de injeção (LOUWAGIE 

et al, 2012; MIRGORODSKAYA et al, 2004). Os trabalhos utilizam padrões 

isotopicamente marcados de leucina, arginina e lisina como padrões internos 

para quantificação de proteínas purificadas e peptídeos, mas, até o momento, a 

técnica não foi utilizada para quantificação de misturas proteicas de alta 

complexidades e digestos enzimáticos, que é a grande demanda da análise 

proteômica para identificação e quantificação de proteínas em amostras. 

 

 2.7  Espectrômetro de massas e modos de aquisição 

 

A espectrometria de massas é uma técnica analítica que possibilita a 

identificação da composição química de um determinado composto isolado ou 

de diferentes compostos em misturas complexas, através da determinação de 

suas massas moleculares na forma iônica, baseada na sua movimentação por 

meio de um campo elétrico ou magnético (VAN BRAMER, 1998). Os resultados 

são normalmente apresentados como um espectro de massa, um gráfico de 

intensidade em função da razão massa/carga. Esses espectros são usados para 

determinar a assinatura elementar ou isotópica de uma amostra, as massas de 

partículas e de moléculas e para elucidar a identidade ou estrutura química das 

moléculas e outros compostos químicos. 

Os espectrômetros de massa são constituídos de três partes principais: 

fonte de ionização, que é responsável pela ionização das moléculas; um ou mais 

analisadores de massas, os quais são responsáveis por separar os íons de 

acordo com sua relação massa-carga (m/z), por meio de campos elétricos e/ou 

magnéticos; e um detector, que recebe os íons provenientes dos analisadores 

de massas e amplificam seu sinal, e transformam o resultado em um espectro 

de massas (WATSON; SPARKMAN, 2007). 

Até a década de 1970, a técnica era limitada a moléculas voláteis que 

fossem compatíveis com a técnica de CG-EM. Entretanto, na década de 80 o 

surgimento das primeiras técnicas de ionização brandas, como a ionização por 
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eletrospray (ESI – Electrospray Ionization) (FENN, 1989) e ionização por 

dessorção a laser auxiliada por matriz (MALDI – Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization) (KARAS et al, 1987), fez com que o papel da 

espectrometria de massa no campo da biologia molecular aumentasse 

exponencialmente (FITZGERALD; SMITH, 1995). 

A técnica ESI consiste em transferir analitos ionizados da solução para a 

fase gasosa sendo, portanto, facilmente acoplada a técnicas de separação 

líquida como por exemplo, separação por cromatografia líquida e eletroforese 

capilar e técnicas de infusão direta da amostra como a análise com injeção de 

fluxo. A ionização por eletrospray gera, em solução, íons dos analitos antes que 

eles cheguem ao espectrômetro de massas (KUSTER et al., 2006). Dentro de 

uma câmara sob pressão atmosférica as moléculas são pulverizadas na 

presença de um forte campo eletrostático e de um gás aquecido (geralmente N2). 

O aquecimento e o fluxo de gás causam a evaporação do solvente das moléculas 

do analito. Com a diminuição da gota ocorre aumento da concentração de carga 

e o processo descrito acima se repete. Assim, os íons são transportados ao 

analisador de massas a partir de uma série de estágios de vácuo e gradientes 

ou passos elétricos e/ou magnéticos que os focam no caminho. (NIESSE; 

TINKE, 1995; FERNANDEZ-ALBA, 2005).   

Essas técnicas de ionização são usadas em conjunto com analisadores de 

massa, como os quadrupolos e gaiolas de íons que trabalham com baixa 

resolução e os equipamentos de alta resolução como o Orbitrap, tempo de voo 

e FTICR. Alguns instrumentos ainda podem ter mais de um desses analisadores, 

sendo chamados de equipamentos híbridos (BARRERA e ROBINSON, 2011). 

No presente trabalho, foi utilizado um espectrômetro de massas híbrido que 

combina um quadrupolo, um analisador de baixa resolução, com um Orbitrap, 

que é de alta resolução. 

 

2.7.1 QExactive Plus 
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O equipamento utilizado neste trabalho foi o espectrômetro de massas Q 

Exactive Plus, um equipamento híbrido com alta resolução que possui dois 

analisadores de massas em sequência: um analisador tipo quadrupolo e um 

analisador/detector de alta resolução tipo Orbitrap, além de possuir uma célula 

de colisão HCD, que possibilita a realização de experimentos de fragmentação 

(MS2), e uma C-trap, que serve para acúmulo e transferência de íons para o 

Orbitrap e a HCD. Na Figura 6 podemos observar um esquema de como é o 

equipamento por dentro.  

 

O quadrupolo na frente do C-Trap é utilizado como um filtro de massa 

para seleção de faixa de m/z (massa/carga) larga (por exemplo, 10 a 100 Da) ou 

estreita (por exemplo, isolamento de 0,4 a 2 Da). A C-Trap é um dispositivo de 

coleta e resfriamento de íons baseado em radiofrequência (RF). A célula HCD é 

usada para fragmentar os íons passados pelo quadrupolo. A fragmentação é 

feita utilizando gás nitrogênio, que irá se chocar com os íons que são acelerados 

da C-Trap para a célula HCD. O analisador de massa Orbitrap atua como um 

analisador e um detector. Os íons dentro do analisador de massa Orbitrap 

passam por grande número de oscilações, produzindo separação de íons e 

geram um sinal variável no tempo, conhecido como transiente, do qual o 

espectro de massa é gerado via transformada de Fourier (KAUFMANN e 

BROMIRSKI, 2019) 

Figura 7: Esquema do Q Exactive plus Figura 46: Esquema do equipamento QExactive Plus. 
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 Por possuir estes componentes, o equipamento se torna versátil e 

possibilita a utilização de diferentes modos de aquisição de dados; os principais 

modos de aquisição são: Full Scan (varredura total de íons), AIF (fragmentação 

total de íons), Target-SIM (monitoramento de íons selecionados), PRM 

(monitoramento de reações múltiplas), DDA (análise dependente de dados), DIA 

(análise independente de dados) e é possível também a combinação de 

experimentos em uma mesma análise (KAUFMANN e BROMIRSKI, 2019). 

Neste estudo foram testados dois diferentes modos de aquisição de 

dados: Full Scan e Target-SIM. 

-Full Scan 

Pode ser definida uma faixa de massa que assegure o registro de todos 

os íons com um valor de m/z localizado dentro dela. O quadrupolo em frente ao 

analisador de massa Orbitrap é operado como um filtro de massa de passagem 

ampla, impedindo o preenchimento do C-Trap com íons fora da faixa de massa 

definida. Essa abordagem permite a detecção de todos os compostos ionizados 

na fonte de íons de eletrospray (ESI) com valores de m / z na faixa de massa 

definida. Como a faixa completa de varredura é coberta, pode-se extrair qualquer 

valor m/z desejado após a aquisição dos dados. O Full Scan é o modo mais 

frequentemente usado, pois contém informações abrangentes e fornece bons 

dados quantitativos (KAUFMANN, 2018). 

 

Target SIM 

O t-SIM não é mais seletivo que o Full Scan, mas fornece maior 

sensibilidade de detecção. A sensibilidade da detecção é afetada pelo número 

de íons (cargas) injetados no eletrodo central do analisador de massa Orbitrap. 

O número de íons é limitado pela capacidade do C-Trap, que atualmente 

acomoda um máximo de 3.000.000 de íons. No entanto, a interface ESI produz 

muito mais íons do que normalmente podem ser acomodados durante um único 

ciclo de medição. Portanto, geralmente apenas uma pequena fração (segmento 

de tempo) do feixe de íons que entra continuamente é realmente amostrada pelo 

C-Trap. Comparado ao modo Full MS, o uso do quadrupolo como dispositivo de 
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isolamento de massa (modo SIM) reduz bastante o número de íons transmitidos. 

Por conseguinte, um segmento muito mais longo do feixe de íons que entra 

continuamente pode ser coletado (longo tempo de injeção) dentro do C-Trap, 

antes que a capacidade alvo (isto é, 3.000.000 de carga) seja excedida. O maior 

número de íons alvo enviados ao eletrodo central do analisador de massa 

Orbitrap resulta em uma sensibilidade significativamente maior (KAUFMANN, 

2018). 
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3 Objetivos 

 

3.1. Geral 

Desenvolver um método de quantificação de proteínas e peptídeos, utilizando a 

análise por injeção em fluxo acoplada à espectrometria de massas de alta 

resolução. 

 

3.2 Específicos 

 

3.2.1. Otimizar as condições instrumentais e experimentais com o intuito de obter 

um método sensível e robusto para detecção e quantificação de aminoácidos 

livres e de hidrolisados proteicos; 

3.2.2. Validar os resultados levando em consideração os parâmetros de 

repetitividade, reprodutibilidade, acurácia, limite de detecção e linearidade; 

3.2.3. Comparar esta técnica com outros métodos de quantificação de proteínas 

e com o padrão-ouro clássico de análise de aminoácidos 
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4  Matérias e Métodos 

 

4.1  Parâmetros instrumentais e softwares 

 

 No presente trabalho foi utilizado o sistema para cromatografia líquida 

UPLC Ultimate 3000 produzida pela Thermo-Scientific (San Jose, Estados 

Unidos) acoplada a um espectrômetro de massas de alta resolução Q Exactive 

Plus fabricado pela Thermo Scientific (Bremen, Alemanha). As análises dos 

dados foram realizadas nos softwares Tracefinder Forensic e Xcalibur 2.1 ambos 

desenvolvidos e distribuídos pela Thermo Scientific. A janela de massa para 

extração de dados foi de 7 ppm. O instrumento foi calibrado diariamente com a 

solução de calibração proveniente da Thermo Fisher Scientific. Na Tabela 1 

podem ser observados os parâmetros instrumentais utilizados no 

desenvolvimento deste trabalho. 

Tabela 1: Parâmetros instrumentais 

Parâmetros   

Sheet Gas 30 u.a. 

Auxiliar gas 10 u.a. 

Temperatura do capilar 280 °C 

Temperatura do gás 150 °C 

Corrente 3,5 kV 

S-Lens RF Level 50 u.a. 

Polaridade Positiva  

Fluxo 50 µL/min 

Volume de injeção 20 µL 

Tempo de aquisição 2 min. 

 

4.2 Análises dos aminoácidos por infusão direta 

 

 Para o início do desenvolvimento da técnica foram preparadas soluções 

individuais dos 17 aminoácidos comumente encontrados em proteínas, a saber:   

de alanina, arginina, ácido aspártico, cistina, ácido glutâmico, glicina, histidina, 
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isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, 

tirosina e valina (Sigma-Aldrich). Soluções a 1000 nmol/mL foram injetadas por 

infusão direta com auxílio de uma seringa com fluxo de 10 µl/min no 

espectrômetro de massas de alta resolução. O solvente utilizado no preparo de 

todas as soluções neste ensaio e em todo o desenvolvimento deste trabalho foi 

água ultra pura, sendo que as soluções sempre preparadas no dia do ensaio. Os 

espectros foram adquiridos em modo varredura total de íons (Full Scan), com 

resolução de 140000 e varredura de 70 a 300 m/z.  

 

4.3 Determinação do método de aquisição de dados 

 

 Foram testados dois modos de aquisição de massas, Target-SIM 

(monitoramento de íons selecionados) e o Full MS (varredura total de íons). Os 

modos foram testados realizando injeções de padrões de aminoácidos a 5 

nmol/mL e brancos de reagente e os resultados comparados. Os parâmetros 

utilizados se encontram na Tabela 2. 

Tabela 2: Parâmetros de aquisição dos ensaios utilizando Full-Scan e Target-SIM 

Parametros Full-Scan Target-SIM 

Resolução 70000 70000 

AGC Target 3,00E+06 1,00E+05 

Injection time(ms) 100 25 

Faixa de varredura(m/z) 70-300 - 

Janela de aquisição(m/z) - 1 

 

 

 

4.4 Escolha da fase móvel para o FI-HRMS 

 

 Para a escolha da fase móvel, foi diluída uma mistura de padrões de 

aminoácidos contendo alanina, arginina, ácido aspártico, cistina, ácido 

glutâmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, 
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prolina, serina, treonina, tirosina e valina (Sigma - Aldrich São Paulo, Brasil) a 

uma concentração de 5 nmol/mL para cada aminoácido. Foram injetadas 20 µL 

da mistura de aminoácidos utilizando a injeção em fluxo (FI), para introdução das 

amostras no espectrômetro de massas de alta resolução no modo de aquisição 

Target-SIM seguindo os paramentos de instrumentais das Tabelas 1 e 2. Foram 

feitas 10 injeções da solução utilizando diferentes fases móveis e o desvio 

padrão das respostas das injeções foram calculados para cada aminoácido. As 

fases móveis testadas foram: 

- Água:Acetonitrila (50:50) 0,3% Ácido fórmico 

- Água:Acetonitrila (50:50) 0,1% Ácido fórmico  

- Água:Acetonitrila:Metanol (25:50:25) 0,05% Ácido fórmico 

- Água:Acetonitrila:Metanol (25:50:25)  

A água acetonitrila e metanol, todos grau HPLC, foram adquiridos da 

Tedia Brasil (São Paulo, Brasil) e o ácido fórmico foi proveniente da Merck (São 

Paulo, Brasil).  

  

 

4.5 Avaliação da necessidade de uso de padrão interno para a análise 

 

 Foram preparadas duas curvas de quantificação em triplicata variando a 

concentração dos aminoácidos de 0,1 a 20 nmol/mL. A uma das curvas foram 

adicionados 10 µL de GABA 10 nmol/mL (ácido gama-aminobutirico, Sigma-

Aldrich) em cada ponto como padrão interno; a outra curva não teve adição de 

padrão interno. Os dados foram lançados em gráficos e os resultados 

comparados. 

   

4.6 Avaliação dos padrões internos 
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4.6.1 GABA 

 

Para verificar se o GABA poderia ser utilizado como padrão interno na 

análise foram realizados três ensaios diferentes. O primeiro foi a construção de 

uma curva de quantificação dos 17 aminoácidos trabalhados com concentrações 

variando de 0,1 a 10 nmol/mL. Cada ponto foi fortificado com 10 µl de GABA a 

10 nmol/mL e o R2 da curva de quantificação foi calculado e avaliado para cada 

aminoácido. O segundo ensaio foi a injeção em setuplicata de uma mistura de 

aminoácidos a 5 nmol/mL adicionada de 10 µl de GABA a 10 nmol/mL. O 

coeficiente de variação para cada aminoácido foi calculado e avaliado. O terceiro 

ensaio foi a injeção em setuplicata de uma amostra de soro de rato hidrolisado; 

novamente, o coeficiente de variação para cada aminoácido foi calculado e 

avaliado. 

 

4.6.2 Aminoácidos isotopicamente marcados 

 

 Foi também testada uma mistura de 17 aminoácidos isotopicamente 

marcados (AAs marcados) com carbono 13 e nitrogênio 15 em sua composição. 

Essa mistura foi obtida da Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA). 

Na Figura 7 podem ser observados exemplos de estruturas de dois aminoácidos 

marcados utilizados.  
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Figura 7: Estrutura química da lisina e glicina leves e isotopicamente marcados 

com C13 e N15. 

Para testar os AAs marcados como padrões internos foram realizados três 

ensaios nas mesmas condições utilizadas para o ensaio com o GABA. O primeiro 

ensaio foi a construção de uma curva de quantificação com 8 pontos para as 

concentrações de 0,1; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 20 nmol/mL. Cada ponto foi 

fortificado com 10 µl de AAs marcados a 5 nmol/mL e o R2 da curva de 

quantificação foi calculado e avaliado para cada aminoácido. O segundo foi a 

injeção em setuplicata de uma mistura de aminoácidos a 5 nmol/mL fortificada 

com 10 µl de AAs marcados a 5 nmol/mL; o coeficiente de variação para cada 

aminoácido foi calculado e avaliado. O terceiro ensaio realizado foi a injeção em 

setuplicata de uma amostra de soro de rato hidrolisado com avaliação e cálculo 

do coeficiente de variação para cada aminoácido. 

 

4.7 Hidrólise ácida de proteínas 

 

 Para eliminar possíveis interferências nas análises, tanto os tubos para 

hidrólise com válvula de entrada e saída de gás (Kimble, Alemanha) usados para 

receber os tubos das amostras (Thermo Scientific) para a hidrólise com HCl 5,7 

N em fase gasosa foram limpos por prévio aquecimento a 300 ° C por 12 horas 

em mufla. A hidrólise ácida foi realizada adicionando 10 µL de padrão interno às 

amostras, seguida de secagem em centrífuga a vácuo (SpeedVac, Thermo 

Fisher). Os tubos de amostra são levados ao frasco de hidrólise de 50 mL e, 

externamente aos tubos de hidrólise, são adicionados 250 µL de HCl 5,7N 

(Thermo Scientific Pierce (Waltham, MA, USA), contendo fenol a 0,1% (Sigma-
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Aldrich, São Paulo, Brazil). A atmosfera do frasco de hidrólise é saturada com N2 

seguido de vácuo. O frasco é aquecido a 110 ° C por 24 horas em estufa (Thermo 

Scientific) com auxílio de um banho de areia. Após o aquecimento, os tubos de 

amostra são removidos, secos em uma centrifuga a vácuo e, em seguida, cada 

hidrolisado é dissolvido em 100 µL de fase móvel.  Todas as soluções analíticas 

foram feitas no dia da análise. 

 Para verificar a eficiência do método, foi analisada uma amostra de 0,5 µg 

de BSA padrão em triplicata (Sigma-Aldrich) foi quantificada a 280 nm 

(absorvância) no nanodrop (Thermo Scientific) utilizando o coeficiente de 

extinção em massa de 6,7 para uma solução de BSA. 

  

4.8 Validação do método de quantificação FI-HRMS 

 

4.8.1 Linearidade 

Foram construídas curvas em triplicata para quantificação de uma mistura 

de aminoácidos nas concentrações de 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, 10 e 20 

nmol/mL, exceto leucina / isoleucina (0,2, 1,0, 5,0, 10, 15, 20 e 40 nmol/mL ) e 

cistina (0,05, 0,25, 0,5, 2,5, 3,75, 5,0, 7,5 e 10 nmol/mL). A leucina e a isoleucina 

por serem isômeros possuem a mesma massa exata sendo estas quantificadas 

juntas. Os aminoácidos isotopicamente marcados a 0,5 nmol/mL foram utilizados 

como padrão interno. As curvas foram construídas - após análises segundo 4.3 

- usando a razão entre as intensidades de aminoácidos e a intensidade do 

padrão interno em todas as concentrações. Foram calculados o R2 para cada 

aminoácido.  

 

4.8.2 Reprodutibilidade e acurácia    

 

Nos ensaios de validação, foi utilizada uma proteína purificada, a BSA 

como matriz para verificar se o método atende aos critérios analíticos aceitos 

pela literatura (AOAC, 2012). Uma amostra de 2 µg de BSA foi analisada em 

sextuplicata em dois dias diferentes. A amostra de BSA para os ensaios de 
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validação também foram quantificados por AAA convencional pelo professor 

Peter Højrup da Universidade do Sul da Dinamarca (SDU) no analisador de 

aminoácidos Biochrom 30+ (Biochrom Ltd, Reino Unido), segundo os parâmetros 

instrumentais descritos por HØJRUP, P, 2015. Os desvios entre as replicatas de 

cada dia e entre os dois dias foram calculados. Para a quantificação desta 

amostra foi utilizada a curva construída no ensaio de linearidade. A acurácia 

também foi calculada utilizando a seguinte fórmula: 

����á���(%) =
����� ������

����� ��ó����
� 100 

4.8.3 Limite de quantificação 

 

 Para o cálculo do limite de quantificação foram quantificados 0,05; 0,1 e 

0,2 µg de BSA em triplicata. Foram calculados o coeficiente de variação e a 

acurácia das análises do ensaio. 

 

4.9 Comparação entre o método desenvolvido e outros métodos 

 

4.9.1 Preparo das amostras na comparação entre métodos 

 

 Para verificar a precisão e acurácia da técnica as amostras foram 

preparadas a partir de diferentes matrizes de proteínas e quantificadas usando 

o método clássico para AAA e o método desenvolvido. Foram analisados BSA, 

soro de rato e extratos de Saccharomyces cerevisiae e folha de Jatropha curcas. 

Além do extrato proteico total, também foram analisados os hidrolisados trípticos 

das mesmas amostras. O protocolo experimental usado para preparar cada 

amostra foi o seguinte: 

- BSA e soro de rato 

 A amostra de BSA (albumina de soro bovino) e de soro de rato foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (São Paulo, Brasil). Pesou-se 2 mg de BSA que 

foram diluídos em 1 mL de água ultrapura. O soro de rato foi diluído em uma 

proporção 1:10 em água. 
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-Extrato de folha de Jatropha curcas 

A extração de proteínas de 100 mg de folha de J. curcas foi realizada 

utilizando a mistura da amostra pulverizada com polivinil-polipirrolidone (PVPP) 

e tampão contendo piridina 50mM/10mM tiourea/SDS 1% em uma proporção de 

1:2:40 (m/m/v), como descrito por VASCONCELOS et al., 2005. A mistura foi 

agitada por 4 h a 4°C. Em seguida, foi centrifugada a 10.000 rpm e 4°C e o 

sobrenadante foi separado para a etapa de precipitação de proteínas com ácido 

tricloroacético 10% em acetona por 24 horas. Após precipitação, as proteínas 

foram lavadas com acetona gelada e secas à temperatura ambiente.  

- Saccharomyces cerevisiae 

 Cerca de 100 mg de células em meio YPD2% foram centrifugados a 5000 

rpm e lavados duas vezes com água destilada gelada e suspensas em 500 μL 

de tampão fosfato pH 7,0 com inibidor de protease livre (EDTA). Foram 

adicionados 1,5 g de pérolas de vidro e os extratos celulares foram obtidos após 

3 ciclos de agitação em vortex por um minuto, intercalados com um minuto de 

repouso no gelo. A amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 5 minutos e o 

sobrenadante recolhido. 

 - Digestão tríptica das amostras 

 As proteínas foram solubilizadas com solução caotrópica contendo ureia 

7M/ tioureia 2M / tampão bicarbonato de trietilamônio (TEAB) 5mM, exceto para 

soro de rato e BSA. Cerca de 80 µg de proteínas foram submetidas ao processo 

de digestão enzimática com tripsina. As proteínas foram reduzidas com 

ditiotreitol 10mM por 1h à 30° C e, em seguida, alquiladas com iodoacetamida 

40mM, em ambiente livre de luminosidade, por 30 minutos à temperatura 

ambiente e diluídas 10x com 50mM de bicarbonato de amônio para ajustar o pH 

para 8. Finalmente, foi adicionada tripsina à mistura proteica em uma proporção 

de 1:50 m/m e a reação ocorreu por 18h a 35°C. A reação foi interrompida com 

adição de ácido fórmico até concentração final de 1%. As amostras foram 

concentradas e dessalinizadas utilizando Micro-Spin Columns C18 (Harvard 

Apparatus); após a limpeza, as amostras foram secas, suspensas em solução 

de ácido fórmico 0,1% e seguiram para a etapa de hidrólise ácida. 
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4.9.2 Métodos utilizados na comparação 

 

As amostras foram quantificadas utilizando a AAA clássica e as técnicas 

de Bradford, BCA, Qubit, absorção em 280nm e o método desenvolvido neste 

trabalho. 

 

4.9.2.1 Absorção em 280 nm 

 

 As amostras foram quantificadas utilizando o espectrofotômetro de 

microvolume NanoDrop (Thermo Scientific, San Jose, Estados Unidos). Foi 

introduzido 2 µl de cada amostra em triplicata e a leitura foi feita a 280 nm  

usando o coeficiente de extinção em massa de 6,7. 

 

4.9.2.2 BCA 

 A quantificação foi feita utilizando o Pierce™ BCA Protein Assay Kit obtido 

da Thermo Scientific. O kit é composto de 2 reagentes e 1 padrão de BSA para 

confecção da curva de quantificação. O reagente A contém uma mistura de 

tampões e ácido bicinchoninico 0,1N e o reagente B sulfato de cobre 4%. A curva 

de quantificação é preparada utilizando BSA com as concentrações variando de 

20 a 2000 µg/mL. A solução de trabalho é preparada misturando 50 partes da 

solução A com 1 parte da solução B. 100 µL das amostras são misturadas com 

2 mL da solução de trabalho e aquecidas a 37°C por 30 min. Após incubação, 

as amostras foram lidas a 562 nm utilizando o NanoDrop no modo BCA 

(THERMO SCIENTIFIC, 2020b).    

 

4.9.2.3 Bradford 

  O kit Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit obtido da Thermo Scientific 

contém o reagente (Coomassie G-250 dye e aditivos) e 1 padrão de BSA para 

confecção da curva de quantificação. Esta é preparada utilizando BSA com 
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concentrações variáveis entre 100 a 1.500 µg/mL. 5 µL das amostras são 

misturadas com 0,25 mL do reagente e são incubados por 10 minutos à 

temperatura ambiente. Após a reação as amostras foram lidas a 595 nm 

utilizando o NanoDrop no modo Bradford (THERMO SCIENTIFIC, 2020a). 

 

4.9.2.4 Qubit 

 

 A quantificação utilizou o Qubit® Protein Assay Kits obtido da Life 

Technologies composto de 2 reagentes (reagente A e B) e 3 padrões para 

confecção da curva de quantificação. A solução de trabalho é preparada 

misturando 199 partes da solução A com 1 parte da solução B. 1 µL das amostras 

são misturadas com 0,199 mL da solução de trabalho e são incubadas por 15 

minutos em ambiente livre de luz. Após incubação a emissão de fluorescência é 

lida em um fluorímetro (THERMO SCIENTIFIC, 2020c). 

 

4.9.2.5 FI-HRMS e AAA clássica 

 

A quantificação das amostras de hidrolisados ácidos foi realizada 

utilizando o método clássico de quantificação de aminoácidos seguindo o 

protocolo descrito por HØJRUP, 2015. Foram hidrolisados cerca de 5 µg de cada 

amostra em triplicata. Metade do hidrolisado seguiu para a análise por FI-HRMS, 

como descrito no item 4.1, enquanto a outra metade foi analisada por 

cromatografia de troca iônica com derivatização pós coluna com ninhidrina. As 

análises foram realizadas pelo professor Peter Højrup na Universidade do Sul da 

Dinamarca (SDU) no analisador de aminoácidos Biochrom 30+ (Biochrom Ltd, 

Reino Unido), segundo os parâmetros instrumentais descritos por HØJRUP, P, 

2015. 
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5 Resultados e Discussão   

 

5.1 Detecção dos aminoácidos isolados por HRMS  

 

 A Figura 7 mostra os espectros em Full-Scan obtidos das infusões de 

padrões de aminoácidos no espectrômetro de massas na qual é possível 

visualizar a detecção de todos os aminoácidos. Para leucina e isoleucina, por 

serem isômeros e apresentarem a mesma massa exata, não é possível distinguí-

las. Uma das limitações do método proposto que utiliza somente a 

espectrometria de massas como forma de detecção, é a impossibilidade de 

separar leucina da isoleucina sem uso de experimentos de fragmentação. Para 

uma análise individual de leucina e isoleucina o método desenvolvido neste 

trabalho não é aplicável, mas para quantificação total de proteínas isso não 

representa problema algum, pois estas são quantificadas juntas e somadas aos 

demais aminoácidos.    

 

 

Figura 8: Espectro de massas dos aminoácidos adquirido no equipamento QExactive Plus, 
utilizando o modo de aquisição Full-Scan. 
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5.2 Fonte de ionização 

 

 Os parâmetros da fonte de ionização foram otimizados para se obter o 

spray mais estável e a maior intensidade de sinal possível, com a finalidade de 

não prejudicar a reprodutibilidade das injeções e tornar o método mais sensível. 

Os parâmetros escolhidos podem ser observados na Tabela 1.  

 

 

5.3 Método de aquisição de dados 

 

Na Figura 9, pode-se observar a comparação da análise de uma mistura 

de aminoácidos de 5 nmol/mL adquirida no Full Scan e t-SIM. É possível 

observar que, mesmo em um padrão, a quantidade de íons nessa região ainda 

é alta nas análises em Full Scan; já no t-SIM, apenas os sinais de aminoácidos 

são observados. 

A escolha do target-SIM foi feita para a análise devido a sua maior 

sensibilidade em relação à análise de varredura completa. Na região onde os 

aminoácidos se encontram (70-250 m/z), há um grande número de interferentes 

que, mesmo que não tenham exatamente a mesma massa, em altas 

concentrações podem começar a suprimir os sinais dos analitos alvos. Nas 

análises em Target-SIM, esse efeito é diminuído à medida que os aminoácidos 

são adquiridos em pequenas faixas de 1 m/z.  
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Figura 59: Espectro de massa usando Full Scan (A) e Target-SIM (B) comparando um branco controle (imagem superior) e mistura de aminoácidos a 5nmol / 
ml (inferior). As setas vermelhas indicam interferentes típicos. No método Target-SIM, os interferentes apresentam intensidades de 10 a 100 vezes menores que 
as intensidades do AA. No entanto, no método Full Scan, a intensidade dos interferentes é maior que os sinais AA, levando à perda de detecção relacionada à 
linearidade e à sensibilidade do método. 
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5.4 Seleção da fase móvel para FI-HRMS 

 

Com o objetivo de identificar a fase móvel mais adequada para detecção 

dos AAs e seus respectivos padrões internos, foram testadas diferentes 

concentrações de ácido fórmico na fase móvel utilizada na infusão das amostras 

no espectrômetro de massas por FI, variando a concentração de 0 a 0,3 % de 

ácido fórmico.  Na Figura 10, pode-se observar o comportamento de glicina, 

ácido aspártico e lisina na detecção da mistura de aminoácidos a 5 nmol/mL de 

uma das replicatas injetadas em cada fase móvel. 

Na concentração de 0,3% de ácido, o sinal dos aminoácidos é suprimido 

pela linha de base, já com a diminuição de ácido há um aumento na intensidade 

de sinal para todos os aminoácidos, e isso leva a crer que a presença de ácido 

leva a uma supressão iônica dos sinais dos alvos analíticos.  

A supressão iônica é definida como a perda de sinal de um analito de 

interesse causada pela co-eluição e ionização de um composto interferente. Um 

problema comum em análises biológicas, a supressão reduz o desempenho, 

precisão, exatidão e reprodutibilidade de um ensaio quantitativo e podem levar 

a resultados inconclusivos. O aumento na concentração de ácido fórmico leva a 

 Figura 610: Análise de lisina, ácido aspártico e glicina utilizando diferentes concentrações de ácido 
fórmico na fase móvel. 
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uma grande concentração de íons H+ que elevam a linha de base do espectro 

gerado pelo equipamento, além de ionizar outros compostos indesejáveis que 

possam interferir na quantificação dos aminoácidos (SOJO et al, 2003).  

Os coeficientes de variação para cada fase móvel calculados para 

verificar a reprodutibilidade das injeções podem ser observados na Tabela 3. Os 

coeficientes de variação aumentam conforme o aumento na concentração de 

ácido fórmico. Na fase móvel sem ácido os CV% apresentam variações menores 

que 5%, enquanto nas que possuem ácido os coeficientes chegam até 40%; 

além da variação aumentar para alguns aminoácidos, não foi possível a detecção 

de todos. Isso leva a concluir que a fase móvel com composição 

acetonitrila:água:metanol (2:1:1) mostrou ser a mais eficiente e reprodutível para 

a quantificação de aminoácidos.  

Tabela 3: Reprodutibilidade entre injeções utilizando diferentes concentrações de ácido fórmico 
nas fases móveis. 

 Concentração de ácido fórmico 

 0,3% 0,1% 0,05% Sem ácido 

Aminoácido CV (%) CV (%) CV (%) CV (%) 

Alanina ND 7 14,6 0,4 

Arginina 3,9 10 16,7 4,1 

Ácido aspártico ND 7,8 18,2 4,9 

Cistina 14,9 7 18,7 3,3 

Fenilalanina 8,2 6,2 17,1 0,7 

Glicina ND 4,3 19,5 2,1 

Ácido Glutâmico ND 14,3 20,6 2,4 

Histidina ND 11,7 21,8 2,3 

Leucina/Isoleucina 8,3 17,6 18,3 3,9 

Lisina ND 22,2 17,1 2,1 

Metionina 9,9 12,9 17,7 1,2 

Prolina ND 33,7 14 0,5 

Serina ND 9 21,1 0,8 

Tirosina 40,4 ND 17,8 2,6 

Treonina ND 31,4 18,3 0,3 

Valina 36,4 27,3 15,3 0,1 

ND=Não detectado; CV(%)= Coeficiente de variação  
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5.5 Avaliação da necessidade de uso de padrão interno para a análise 

 

 Na Figura 11, podemos observar as curvas de quantificação de glicina 

utilizando padronização externa e interna, sendo utilizado GABA a 1nmol/mL 

como padrão interno. É possível verificar que o R2 da curva que utiliza 

padronização interna é maior que 0,99, enquanto na externa esse valor é inferior. 

Um outro aspecto que pode ser observado é o aumento da dispersão – falta de 

precisão - entre as os pontos de mesma concentração na curva utilizando 

padronização externa em relação à que usa padronização interna. Essa maior 

dispersão de resultados é prejudicial à análise, podendo levar a uma diminuição 

na exatidão do método. 
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A padronização interna é uma forma de quantificação que utiliza uma 

substância que é adicionada em quantidade constante às amostras, aos 

controles e curva de calibração em uma análise quantitativa. A razão do sinal do 

analito com o sinal do padrão interno é plotado em função da concentração do 

analito para a construção de uma curva de calibração. Isso é feito para corrigir 

as perdas do analito durante o preparo da amostra e possíveis variações no 

equipamento. A padronização externa por sua vez é realizada sem adição desse 

padrão sendo plotado a curva de calibração em função da intensidade de sinal 

e a concentração. 

 A padronização interna apresenta resultados com uma menor variação 

devido ao padrão interno apresentar perdas no preparo e variações na detecção 

Figura 711: Comparação entre padronização interna(B), onde é utilizado GABA como 
padrão interno, e padronização externa(A) onde não se usa padrão interno para 
quantificação de glicina.  

(A) (A) 

(B) 
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semelhantes aos do analito e, quando a razão entre os sinais for calculada, 

esses pequenos desvios se anulam tornando os resultados da análise mais 

reprodutível. Tendo em vista estes fatos, foi escolhida a utilização da 

padronização interna na quantificação de aminoácidos. 

 

5.6 Escolha do padrão interno  

 

O padrão interno é um composto que deve mostrar um comportamento 

semelhante ao do analito, ou seja, precisa fornecer um sinal semelhante ao do 

analito, mas suficientemente diferente para que os dois sinais sejam facilmente 

distinguíveis pelo instrumento de detecção (OLIVEIRA et al, 2010).  

No desenvolvimento do método foram testados dois padrões internos: 

GABA e uma mistura de padrões isotopicamente marcados. 

 

5.6.1 GABA 

 

 O GABA foi selecionado por ter uma estrutura química semelhante aos 

analitos quantificados, por poder ser utilizado como padrão interno para todos os 

analitos e porque estaria dentro da faixa de massa dos AAs. O uso de somente 

um padrão interno facilita o preparo e diminui o custo da análise, mas há o risco 

da resposta dele não ser semelhante a todos os alvos, levando a resultados 

imprecisos e não reprodutíveis.  

O primeiro ensaio realizado foi uma curva de quantificação para verificar 

sua linearidade utilizando GABA como padrão interno. As curvas obtidas 

apresentaram um comportamento quadrático; é possível observar na Figura 12 

a curva de calibração da alanina, sendo que foram realizadas uma regressão 

linear e uma regressão quadrática para a construção da curva. O coeficiente de 

determinação para o modelo quadrático apresentou melhores resultados que o 

modelo linear, sendo estes maiores que 0,99 para todos os aminoácidos. Apesar 

de ser utilizada em alguns métodos de quantificação a regressão quadrática não 
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é universalmente aceita; alguns órgãos acreditadores, como é o caso do 

INMETRO, aceitam somente regressões lineares. (INMETRO, 2016) 

 O segundo ensaio foi a injeção de uma mistura de padrões de 

aminoácidos a 5 nmol/mL em setuplicata. Os resultados dos coeficientes de 

variação para todos aminoácidos ficaram abaixo de 6%, um resultado aceitável 

tendo em vista que a maior variação neste nível de concentração é de no máximo 

15%, segundo AOAC, 2012. Os resultados podem ser observados na Tabela 4. 

 

 

Figura 812: Curvas de quantificação de alanina utilizando GABA como padrão interno 
com regressão linear e quadrática. 
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 Para o terceiro ensaio, foi feita a análise de uma amostra complexa de 

soro de rato, mais uma vez em setuplicata. O CV% apresentou resultados 

maiores que 10% para arginina, aspártico, cistina, fenilalanina, histidina, lisina, 

metionina, treonina e tirosina. Para os demais a variação ficou menor que 10%. 

 

Tabela 4: Coeficientes de variação da análise de uma mistura de aminoácidos e soro de rato 
utilizando GABA padrão interno da análise. 

 Amostras 

AA 

Mistura de 

aminoácidos 

CV(%) 

Soro de rato 

hidrolizado 

CV(%) 

Alanina 1,23 5.4 

Arginina 1,89 12 

Aspártico 2,67 39.5 

Cistina 4,50 40 

Fenilalanina 2,58 11.5 

Glicina 2,31 8.6 

Glutâmico 3,16 2.9 

Histidina 2,71 28.5 

Leucina/Isoleucina 1,58 4.3 

Lisina 1,38 14.3 

Metionina 2,42 11.1 

Prolina 1,51 10 

Serina 1,31 12.4 

Tirosina 1,34 11.7 

Treonina 1,40 18.8 

Valina 1,34 7.5 

  

5.6.2   Padrão interno marcado 
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 O outro padrão interno testado foi uma mistura de aminoácidos 

isotopicamente marcados contendo todos os aminoácidos em concentração 

conhecida. Padrões marcados isotopicamente se mostram muito eficientes para 

serem utilizados como padrões internos em análises por espectrometria de 

massas, pois estes possuem as mesmas características que os padrões leves 

e, assim, apresentam as mesmas variações podendo ser identificados pela 

diferença de m/z entre eles.  

 Os ensaios realizados para a mistura de AA marcados foram os mesmos 

realizados anteriormente para o GABA. No primeiro ensaio as curvas de 

quantificação foram grafadas e foi feita a regressão linear.  

Na Figura 13, pode ser observada a curva de quantificação para a prolina. 

O comportamento foi linear e o R2 foi maior que 0,99 para todos os aminoácidos, 

exceto a metionina. Na Figura 14, temos a curva da metionina utilizando seu 

padrão pesado como padrão interno. O comportamento não é linear e o 

coeficiente de correlação é muito baixo, indicando a eliminação do uso deste 

padrão interno para quantificá-la. Uma análise do espectro de massa de cada 

concentração de metionina mostra que nas maiores concentrações o padrão 

interno não era detectado, só sendo visualizado até a concentração de 1,0 

nmol/mL. A partir deste ponto, o sinal da metionina marcada começa a ser 

suprimido com o aumento da concentração de histidina, até o ponto que não é 

possível detectar a metionina marcada, impedindo seu uso como padrão.  
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Na Figura 15 pode-se ver a supressão causada pela maior concentração 

de histidina na detecção de metionina marcada. Para contornar a situação, foi 

selecionado outro padrão interno da mistura para plotar a curva de metionina. 

Depois de serem testados todos os padrões internos, o que apresentou a melhor 

resposta foi a treonina marcada. Na Figura 16, temos a curva de metionina 

utilizando como padrão interno a treonina marcada, o R2 apresentou um valor 

Figura 913: Curva de quantificação para prolina utilizando como padrão interno 
a prolina isotopicamente marcada com C13 e N15. 

AA: Prolina 

PI: Prolina C13N15 

y=2,15x-0,08 

R2=0,9997 

Figura 14: Curva de quantificação de metionina utilizando metionina 
isotopicamente marcada como padrão interno. 
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maior que 0,999 e um comportamento linear mostrando que ele pode ser aceito 

para quantificar a metionina. 

 

 

Figura 1015: Espectro de massas dos pontos 0,5;1,0;2,5 e 5,0 nmol/mL da curva de quantificação 
de aminoácidos na faixa onde são detectadas a histidina e a metionina marcadas. Note-se a 
supressão do sinal de metionina marcada devido ao aumento na concentração de histidina. 

 

 

 

AA: Metionina 

PI: Treonina C13N15 

y=9,722x-0,198 

R
2
=0,9996 

 

Figura 1116: Curva de quantificação de metionina utilizando treonina marcada 
como padrão interno. 
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 Tendo comprovado a linearidade da análise dos aminoácidos com o uso 

de padrões internos, foram feitas replicatas de uma mistura padrão de 

aminoácidos e uma amostra digerida de soro de rato. Os coeficientes de variação 

obtidos para a mistura de aminoácidos foram menores que 5% para todos os 

analitos e os resultados para a análise de soro de rato podem ser observados na 

Tabela 5. Nesta tabela é possível também comparar o coeficiente de variação 

obtidos nas análises utilizando os padrões marcados e GABA. Os resultados 

utilizando padrões marcados ficaram, todos, abaixo de 10%, além de apresentar 

resultados inferiores aos das análises que utilizaram GABA como padrão interno 

demonstrando que na análise de amostras complexas, o uso de padrões internos 

isotopicamente marcados se mostra essencial para que a quantificação total de 

proteínas a partir da quantificação de aminoácidos seja válida e robusta. A 

avaliação de todos os resultados indica a escolha dos aminoácidos marcados 

como a mistura padrão a ser utilizada nas análises por espectrometria de massa. 

Assim, foi possível definir as condições experimentais introduzindo à lista de 

aquisição, juntamente com as moléculas não marcadas, a lista das massas 

exatas dos padrões marcados como mostrado na Tabela 6. 
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Tabela 5: Coeficientes de variação da quantificação de soro de rato hidrolisado utilizando como 
padrão interno os aminoácidos marcados e GABA. 

AA 

Aminoácidos 

marcados 

CV(%) 

GABA 

CV(%) 

Alanina 3,04 5.4 

Arginina 1,50 12 

Aspártico 8,22 39.5 

Cistina 7,75 40 

Fenilalanina 2,38 11.5 

Glicina 2,68 8.6 

Glutâmico 4,91 2.9 

Histidina 2,68 28.5 

Leucina/Isoleucina 1,61 4.3 

Lisina 2,35 14.3 

Metionina 2,57 11.1 

Prolina 1,18 10 

Serina 2,05 12.4 

Tirosina 1,14 11.7 

Treonina 2,32 18.8 

Valina 0,78 7.5 
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Tabela 6: Lista de inclusão do método de aquisição. 

 

5.7 Hidrólise ácida de proteínas 

 

 Na Tabela 7, observamos a quantificação individual de cada aminoácido 

e a quantificação total de proteínas da amostra de BSA. Foi quantificado amostra 

Aminoácido 
Massa 

exata[M+H]+ 

Massa exata do 

padrão 

marcado[M+H]+ 

Marcação 

Alanina  90,0557 94,0621 13C3, 15N 

Lisina 147,1128 155,1270 13C6; 15N2 

Histidina 156,0768 165,0880 13C6, 15N3 

Arginina 175,1189 185,1272 13C6; 15N4 

Tirosina 182,0812 192,1084 13C9; 15N 

Fenilalanina 166,0863 176,1135 13C9; 15N 

Metionina  150,0583 125,0760 13C4; 15N 

Ácido Glutâmico 148,0604 154,0742 13C5; 15N 

Ácido Aspártico   134,0448 139,0552 13C4; 15N 

Leucina/Isoleucina 132,1020 139,1191 13C6; 15N 

Valina  118,0866 124,1001 13C5; 15N 

Treonina 120,0658 125,0760 13C4; 15N 

Cistina 241,0309 249,0453 13C6; 15N2 

Prolina 116,0710 122,0844 13C5; 15N 

Serina 106,0504 110,0570 13C3; 15N 

Glicina 76,0403 79,0430 13C2; 15N 
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de 0,5 µg de BSA sendo obtido o resultado de 0,53 µg com uma recuperação 

global de 106%. 

Tabela 7: Quantificação de BSA para verificar a eficiência da hidrolise. 

  

Concentração 

teórica 

(nmol/mL) 

Concentração 

encontrada 

(nmol/mL) 

Recuperação 

(%) 

Alanina 3,61 3,56 98,5 

Arginina 1,96 1,93 98,6 

Aspártico 4,07 3,85 94,7 

Fenilalanina 2,26 2,34 103,4 

Glicina 1,28 1,44 112,5 

Glutâmico 5,95 6,12 102,9 

Histidina 1,28 1,28 99,9 

Leucina/Isoleucina 6,02 6,20 102,9 

Lisina 4,52 4,29 94,9 

Metionina 0,38 0,37 97,9 

Prolina 2,11 2,40 114,0 

Serina 2,41 2,44 101,1 

Tirosina 1,58 1,57 99,1 

Treonina 2,56 2,51 98,1 

Valina 2,86 2,88 100,6 

Cistina 1,28 1,25 97,7 

Total de 

proteinas(µg) 
0,50 0,53 106,0 

 

Foram obtidas recuperações entre 94 e 115% para todos os aminoácidos, 

além de uma recuperação de 106% de proteína. Os resultados mostrados na 

Tabela 6 indicam que, em função da elevada recuperação a hidrólise deve ter 

sido total. Uma análise mais detalhada dos dados da Tabela 6 indica que dois 

aminoácidos (D e K) tiveram recuperação menor, mas bem próxima a 95% (94,7 

e 94,9, respectivamente); sete (A, R, H, M, Y, T e C) entre 95 e 100%, quatro (F, 

E, L/I) com valores entre 100 e 105% e dois (G e P) com teores maiores que 

110%. Não há explicação definitiva para a variação da G e da P na análise da 
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BSA já que a reprodutibilidade de ambas está, respectivamente, em 2,1 e 0,5 

nas replicatas da análise dos padrões. Uma explicação plausível para a G é a 

sua formação em função da destruição de outros aminoácidos durante a hidrólise 

ácida, principalmente triptofano. Uma alternativa, seria a presença de G e P 

como aminoácidos livres na amostra de BSA o que poderia ser comprovado pela 

análise da amostra sem hidrólise e de lotes diferentes. 

  Após a otimização das condições experimentais e instrumentais l foram 

realizados ensaios de validação para verificar a eficácia do método 

desenvolvido. 

 

5.8 Validação do método FI-HRMS 

 

Linearidade 

Uma curva padrão de oito pontos em triplicata foi construída através da 

determinação do melhor ajuste das proporções dos sinais de intensidade (razão 

de intensidade de pico do analito para o padrão interno) versus a concentração 

de aminoácidos. Os R2 podem ser vistos na Tabela 8 onde também estão 

descritos os limites de concentração usados para todos os aminoácidos. Todos 

os analitos apresentaram R2 maior que 0,99. As curvas de quantificação obtidas 

para cada aminoácido podem ser vistas no anexo A. Os dados brutos dos 

ensaios de validação se encontram no anexo B. 
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Tabela 8: Resultados dos ensaios de linearidade na validação do método. 

Aminoácido R2 
Coeficiente 

angular 

Coeficiente 

linear 

Faixa linear (nmol 

/mL) 

Alanina 0,9991 1,74 0,3 0.1-20 

Arginina 0,998 1,7 0,23 0.1-20 

Ácido aspártico 0,9912 0,08 0,05 0.1-20 

Cistina 0,9993 3,73 0,22 0.05-10 

Fenilalanina 0,9977 1,63 0,23 0.1-20 

Glicina 0,9994 1,64 0,24 0.1-20 

Ácido Glutâmico 0,9997 1,15 0,01 0.1-20 

Histidina 0,9977 1,88 1,42 0.1-10 

Leucina/Isoleucina 0,9993 0,86 0,17 0.2-40 

Lisina 0,9998 1,1 0,06 0.1-20 

Metionina 0,9971 5,1 -0,56 0.1-20 

Prolina 0,9987 1,86 0,31 0.1-20 

Serina 0,9995 1,79 0,35 0.1-20 

Tirosina 0,9996 1,59 0,18 0.1-20 

Treonina 0,9998 1,77 0,17 0.1-20 

Valina 0,9992 1,71 0,25 0.1-20 

 

 

Acurácia e precisão (reprodutibilidade) 

Para os ensaios de precisão e de acurácia, foi analisada uma amostra de 

BSA em sextuplicata em dois dias diferentes de análise. A Tabela 9 mostra os 

resultados da quantificação por espectrometria de massa para estimar a 

precisão e e a acurácia. O coeficiente de variação das análises em dias 

diferentes apresentou resultado menor que 10%; para a acurácia foram obtidos 

resultados próximos a 102%, aceitáveis, segundo as normas da AOAC 

International, 2012.  
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Tabela 9: Resultados de reprodutibilidade e acurácia para a validação do método. 

Resultados em dias diferentes   

Amostra Dia 
N° de 

replicatas 

Valor encontrado 

(µg) 

CV 

(%) 

Acurácia 

(%) 

BSA (2,0 µg) 
1 6 2,04 8,1 101,9 

2 6 2,05 8,0 102,5 

Resultado da média dos dois dias   

Amostra   
N° de 

replicatas 

Valor encontrado 

(µg) 

CV 

(%) 

Acurácia 

(%) 

BSA (2,0 µg)   12 2,04 7,7 102,2 

 

Limite de quantificação 

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 10. Foi possível 

quantificar 0,1 e 0,2 µg de BSA utilizando a técnica de FI-HRMS com acurácia e 

coeficiente de variação adequados; já para a amostra de 0,05 µg não foram 

detectados metionina e cistina. Devido a não detecção desses aminoácidos essa 

amostra não foi considerada no ensaio.  A amostra com o menor teor de BSA 

que permitiu detectar e quantificar todos os aminoácidos foi a de 0,1 µg. 

Tabela 10: Resultados dos ensaios de limite de quantificação. 

 Amostra Média (µg) DP CV (%) Acurácia (%) 

BSA (0,1 µg) 0,108 0,006 5,51 108,3 

BSA (0,2 µg) 0,200 0,002 0,84 100,1 

 

O limite de quantificação no método ouro para a quantificação de 

proteínas (AAA convencional) é de 1 µg (RUTHERFURD et al, 2009). O método 

desenvolvido apresenta um limite de quantificação 10 vezes menor que o método 

ouro.  
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Em conjunto, os dados apontam para a validação da técnica para ácidos 

aminados livres e para a BSA, quanto aos critérios de reprodutibilidade, acurácia, 

linearidade, repetitividade e limite de quantificação.  

 

5.9 Avaliação comparativa do FI-HRMS  

 

Para investigar a aplicação universal do método, ou seja, para quantificar 

misturas proteicas de múltiplas complexidades e origens, foram analisadas oito 

amostras de diferentes procedências para verificar a precisão e acurácia do FI-

HRMS comparada com técnicas de uso rotineiro para dosagem de proteínas e 

peptídeos, inclusive com o resultado das análises de aminoácidos por 

cromatografia de troca-iônica, tradicionalmente considerado o método padrão 

para quantificação de proteínas. Os dados apresentados foram colhidos de 

análises em triplicatas. 

-BCA  

A Tabela 11 apresenta os resultados das quantificações das amostras 

proteicas preparadas, utilizando o BCA. 

Tabela 11: Quantificação de amostras proteicas utilizando o BCA. 

Amostras proteicas 

Média(mg 

/mL) DP CV(%) 

BSA 2,19 0,03 1,21 

Soro de rato 4,59 0,24 5,13 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
3,46 0,05 1,43 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
7,34 0,16 2,20 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos) 
      

BSA 1,25 0,03 2,57 

Soro de rato 1,05 0,02 1,94 
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Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
0,55 0,01 1,68 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
1,88 0,12 6,29 

 

-Absorvância em 280 nm 

Na Tabela 12 são mostrados os resultados das quantificações das 

amostras utilizando absorção em 280 nm. 

Tabela 12: Quantificação de amostras proteicas utilizando absorção em 280 nm. 

Amostras proteicas 

Média(mg 

/mL) DP CV(%) 

BSA 2,17 0,04 1,80 

Soro de rato 10,64 0,08 0,76 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
75,68 1,41 1,87 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
132,06 0,23 0,17 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos) 
      

BSA 1,22 0,02 1,32 

Soro de rato 1,31 0,01 0,64 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
2,11 0,01 0,53 

Extraton de folha de Jatropha 

curcas 
3,33 0,03 0,90 

 

-Bradford 

A Tabela 13 relaciona os resultados das quantificações por Bradford. 

Tabela 13: Resultados da quantificação de amostras proteicas utilizando o método de Bradford. 

Amostras proteicas Média(mg/mL) DP CV(%) 

BSA 1,82 0,26 14,03 
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Soro de rato 3,57 0,47 13,19 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
3,47 0,10 2,88 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
3,64 0,12 3,24 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos) 
      

BSA 0,52 0,04 7,49 

Soro de rato 0,48 0,03 6,23 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
0,18 0,01 6,28 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
0,39 0,04 10,35 

 

-Qubit 

Na Tabela 14 estão relatados os resultados das quantificações das 

amostras proteicas preparadas utilizando o método Qubit. 

Tabela 14: Quantificação de amostras proteicas utilizando o Qubit. 

Amostras proteicas Média(mg /mL) DP CV(%) 

BSA 2,75 0,03 1,11 

Soro de rato 4,15 0,01 0,28 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
3,92 0,17 4,36 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
2,07 0,01 0,48 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos) 
      

BSA 1,11 0,07 6,37 

Soro de rato 0,81 0,04 5,25 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 
0,45 0,00 0,31 
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Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
0,96 0,04 3,82 

 

-Método de Stein & Moore, análise de aminoácidos por cromatografia de 

troca-iônica 

A Tabela 15 lista os resultados das quantificações das proteínas e 

peptídeos nas diferentes amostras por análise padrão convencional de 

aminoácidos. 

Tabela 15: Quantificação de amostras proteicas utilizando análise de aminoácidos. 

Amostras proteicas 

Média(mg 

/mL) DP CV(%) 

BSA 2,08 0,06 2,90 

Soro de rato 5,90 0,38 6,50 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 7,49 1,72 23,0 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 2,07 0,19 9,30 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos)    

BSA 0,98 0,05 5,00 

Soro de rato 0,74 0,17 23,7 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 0,86 0,09 11,00 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 0,43 0,03 5,90 

 

 

-FI-HRMS 

Na Tabela 16 podem ser observados os resultados das quantificações das 

amostras utilizando o método desenvolvido neste trabalho. Os dados brutos das 

análises podem ser encontrados no Anexo C. 
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Tabela 16: Quantificação de amostras de proteínas e peptídeos utilizando o método desenvolvido 
no presente trabalho. 

Amostras proteicas 

Média(mg 

/mL) DP CV(%) 

BSA 2,23 0,06 2,60 

Soro de rato 6,23 0,60 9,60 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 6,89 0,10 1,50 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 
1,96 

0,07 3,80 

Amostras digeridas (peptídeos 

trípticos)    

BSA 1,15 0,11 9,40 

Soro de rato 0,87 0,06 7,88 

Extrato de Saccharomyces 

cerevisiae 0,82 0,05 6,50 

Extrato de folha de Jatropha 

curcas 0,49 0,02 3,60 

 

  As amostras foram selecionadas com objetivo de verificar se o método 

desenvolvido quantifica proteínas purificadas, como no caso da BSA e misturas 

proteicas complexas de diferentes fontes (fluidos, células e tecidos vegetais) e 

espécies e reinos (Bos taurus, Saccharomyces cerevisiae, Jatropha curcas e 

Homo sapiens). Além das amostras íntegras, seus peptídeos trípticos também 

foram analisados, na tentativa de demonstrar que o método pode ser uma boa 

opção para a área proteômica que se ressente da falta de uma quantificação 

acurada para normalizar grupos de amostras. Paralelamente, foram comparados 

os resultados entre as diferentes técnicas usuais de dosagem de proteínas. Os 

resultados das análises com todas as metodologias estão resumidos na Tabela 

17. 
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 Em geral os métodos espectrofotométricos de determinação de proteínas 

são frequentemente afetados por interferentes presentes em amostras 

complexas. Eles podem modificar a absorvância dos grupamentos cromóforos 

das proteínas interferindo na medida podendo super- ou subestimar o resultado. 

Esses métodos são considerados de quantificações indiretas, pois a 

quantificação proteica é feita em relação a um valor de BSA usado como padrão. 

Os resultados são dados em unidades de quantidade relativa de BSA. O único 

método de quantificação direta é por análise de aminoácidos (com base apenas 

em resíduos de aminoácidos e onde substâncias interferentes não afetam os 

resultados). Este foi o método de referência utilizado neste estudo de acordo 

com a literatura e as recomendações da Organização das Nações Unidas para 

Agricultura e Alimentação (FAO) sobre a determinação de proteínas (MÆHRE 

et al, 2018; MACLEAN et al, 2013). 

Tabela 17: Resultados das quantificações das amostras por diferentes métodos. 

  Métodos de quantificação (mg /mL) 

Amostras proteicas 

UV 

280 

nm 

Qubit BCA Bradford 
AAA 

tradicional 

FI-

HRMS 

BSA 2,17 2,75 2,19 1,82 2,08 2,23 

Soro de rato 10,6 4,15 4,59 3,57 5,90 6,23 

Extrato de 

Saccharomyces 

cerevisiae 

75,7 3,92 3,46 3,47 7,49 6,89 

Extrato de folha de 

Jatropha curcas 
132,1 2,07 7,34 3,64 2,07 1,96 

Amostras digeridas 

(peptídeos trípticos) 
      

BSA 1,22 1,11 1,25 0,52 0,98 1,15 

Soro de rato 1,31 0,81 1,05 0,48 0,85 0,90 

Extrato de 

Saccharomyces 

cerevisiae 

2,11 0,45 0,55 0,18 0,43 0,49 
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Extrato de folha de 

Jatropha curcas 
3,33 0,96 1,88 0,39 0,86 0,82 

 

As quantificações utilizando absorção a 280 nm apresentam resultados 

semelhantes ao do método ouro somente para análise de BSA íntegra e digerida; 

para as demais amostras que possuem uma maior complexidade os resultados 

foram superiores, chegando em alguns casos a 60 vezes maiores que o método 

ouro, desaconselhando o seu uso para a quantificação de misturas complexas. 

Para proteínas purificadas, desde que conhecido o seu coeficiente de extinção 

molar, a absorção a 280 nm é uma técnica acurada, além de ser o mais rápido, 

barato e não destrutivo de amostra de todos os métodos utilizados neste 

trabalho. Resultados superestimados vêm de interferentes, como por exemplo 

DNA, RNA e ácidos nucleicos (NOBLE et al, 2009), que absorvem em 280 nm, 

ou em comprimentos de onda próximos, presente em amostras com alta 

complexidade, como no extrato de levedura e soro de rato. 

 Para as análises utilizando o método de Bradford, os resultados obtidos 

foram muito divergentes dos do método ouro, exceto pelos dados da BSA. 

Interessante é que os resultados de todas amostras digeridas apresentaram 

recuperação entre 40-60% menor que o método ouro. Apesar de não 

concordarem com o método ouro a diferença nos resultados é menor que a 

absorção em 280 nm.  

Já para as análises com BCA, os resultados foram mais próximos ao 

método ouro que o Bradford e a absorção a 280 nm, exceto para as proteínas 

de extrato de folhas, onde foram 40% maiores tanto na amostra íntegra como na 

digerida. Para as amostras de soro de rato e Saccharomyces cerevisiae, o 

resultado ficou cerca de 40% menor que o obtido no método ouro. As demais 

amostras apresentaram resultados próximos.  

 O método de Qubit apresentou resultados próximos aos do método de 

AAA para as análises das amostras digeridas. Já nas amostras integras para 

BSA, apresentou um valor 30% acima do valor de referência. Para o soro de rato 

o resultado foi cerca de 30% menor do que o obtido no método ouro; para o 
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extrato de levedura a recuperação foi menor que 50%, apresentando somente 

resultado concordante para a análise de folha.   

As Figuras 17 e 18 comparam os resultados obtidos pela AAA clássica e 

pela técnica desenvolvida neste trabalho. É possível observar que os resultados 

são próximos para todas as amostras confirmando a viabilidade da técnica. Em 

resumo, o método analítico desenvolvido neste trabalho para a análise 

quantitativa de ácidos aminados, peptídeos e proteínas por espectrometria de 

massa apresentou melhores resultados quando comparado ao padrão ouro que 

outras técnicas usuais de dosagem de proteínas. 

 Em relação aos métodos de análise de aminoácidos convencional e 

métodos baseados em LC e CG as maiores vantagens do método desenvolvido 

são o tempo de aquisição de dados/ resultados e a não necessidade de 

modificação química para a detecção dos aminoácidos. No método desenvolvido 

uma amostra é analisada em 2 minutos, não sendo necessária uma corrida 

cromatográfica que pode chegar a 60 minutos por amostra. Já as desvantagens 

da derivatização são a adição de mais uma etapa de preparo, aumentando seu 

tempo, dependendo da derivatização utilizada, a geração de compostos 

instáveis que podem criar desvios no processo de quantificação (Kaspar et al, 

2008; ZAIKIN e HALKET, 2009). 

Assim, o FI-HRMS se mostrou um método rápido, robusto, comparável ao 

método clássico por análise de aminoácidos em acurácia, reprodutibilidade além 

de apresentar um menor limite de quantificação. 
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Figura 18: Comparação dos resultados de quantificação das amostras digeridas 
– peptídeos trípticos - entre AAA convencional e FI-HRMS. 

 

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

BSA Soro de Rato Folha de
Jatropha curcas

Extrato de
Saccharomyces

cereviciae

C
o
n

c
e
n

tr
a
ç
ã
o

(m
g
/m

L
)

Amostras digeridas (peptídeos trípticos)- Comparação FI-
HRMS e AAA Convencional

AAA Convencional FI-HRMS

Figura 1217: Comparação dos resultados de quantificação das amostras por 
AAA convencional e FI-HRMS. 
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6 Conclusão 

 

Foi desenvolvida e otimizada a parte experimental de quantificação 

utilizando a espectrometria de massas aliada a um sistema de infusão em fluxo 

(FI-HRMS). O método passou nos testes de validação para todos os 

aminoácidos componentes das proteínas. Desafios como a supressão iônica 

foram superados através do uso de fase móvel sem ácido e o uso do Target-SIM 

como método de aquisição de dados, além do uso de padrões internos 

isotopicamente marcados que levaram a uma excelente reprodutibilidade nos 

resultados. 

O FI-HRMS para análise de ácidos aminados e quantificação de 

peptídeos e proteínas foi validado quanto a precisão e acurácia inferior a 10% e 

limite de quantificação dez vezes menor que o método ouro de análise de 

aminoácidos. O método foi eficiente na quantificação de amostras de diferentes 

complexidades, desde proteínas purificadas como BSA até misturas complexas, 

como extrato de levedura e soro de rato. Os resultados das quantificações por 

FI-HRMS superaram as quantificações colorimétricas e por absorvância e foram 

comparáveis ao método clássico de AAA, indicando que que ela é uma 

alternativa confiável e robusta à AAA clássica. 
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Anexo A: Curvas de validação da quantificação dos aminoácidos  
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Anexo B: Dados Brutos da validação 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:14   File Name LOD_0,2_2     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 13949668 Linear 2,719 5130132 1,46 nmol/mL 71,08 0,0104 5,16    
Arginina  175.1189 mz 15540965 Linear 1,424 10909779 0,753 nmol/mL 156,19 0,0118 5,84    
Aspartico  134.0448 mz 3816331 Linear 0,125 30470443 1,007 nmol/mL 115,09 0,0116 5,76    
Cistina  241.0305 mz 2094216 Linear 1,486 1409433 0,368 nmol/mL 214,28 0,0079 3,92    
Fenilalanina  166.0863 mz 32279787 Linear 1,67 19326131 0,909 nmol/mL 147,18 0,0134 6,65    
Glicina  76.0403 mz 2839766 Linear 1,093 2597570 0,625 nmol/mL 57,05 0,0036 1,77    
Glutamico  148.0604 mz 12297883 Linear 2,934 4190898 2,52 nmol/mL 129,12 0,0325 16,17    
Histidina  156.0755 mz 4820359 Linear 0,661 7291760 0,427 nmol/mL 137,14 0,0059 2,91    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,09E+09 Linear 2,255 28599800 2,383  113,16 0,0270 13,40    
Lisina  147.1128 mz 5,03E+08 Linear 2,053 6261912 1,828 nmol/mL 128,17 0,0234 11,64    
Metionina  150.0583 mz 1,1E+08 Linear 0,886 3403151 0,244 nmol/mL 131,19 0,0032 1,59    
Prolina  116.0710 mz 9,26E+08 Linear 2,052 11627250 1,058 nmol/mL 97,12 0,0103 5,10    
Serina  106.0504 mz 1,06E+08 Linear 1,67 1660480 0,868 nmol/mL 87,08 0,0076 3,76    
Tirosina  182.0812 mz 3,45E+08 Linear 1,162 8351844 0,651 nmol/mL 163,18 0,0106 5,28    
Treonina  120.0658 mz 2,49E+08 Linear 2,013 3403151 1,061 nmol/mL 101,11 0,0107 5,33    
Valina  118.0866 mz 8,57E+08 Linear 2,144 11689269 1,165 nmol/mL 99,13 0,0115 5,74    
  

 
      Massa total(ug) 0,201     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 12787816 Linear 2,754 4642773 1,478 nmol/mL 71,08 0,0105 5,22    
Arginina  175.1189 mz 12258826 Linear 1,367 8966857 0,723 nmol/mL 156,19 0,0113 5,61    
Aspartico  134.0448 mz 2997675 Linear 0,107 28020171 0,841 nmol/mL 115,09 0,0097 4,81    
Cistina  241.0305 mz 1649971 Linear 1,438 1147616 0,356 nmol/mL 214,28 0,0076 3,79    
Fenilalanina  166.0863 mz 31000710 Linear 1,673 18532913 0,91 nmol/mL 147,18 0,0134 6,66    
Glicina  76.0403 mz 2667446 Linear 1,104 2417057 0,631 nmol/mL 57,05 0,0036 1,79    
Glutamico  148.0604 mz 11228300 Linear 2,922 3843204 2,509 nmol/mL 129,12 0,0324 16,10    
Histidina  156.0755 mz 5007160 Linear 0,825 6066292 0,494 nmol/mL 137,14 0,0068 3,37    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,99E+09 Linear 2,308 26113873 2,436  113,16 0,0276 13,70    
Lisina  147.1128 mz 4,45E+08 Linear 2,075 5407931 1,846 nmol/mL 128,17 0,0237 11,76    
Metionina  150.0583 mz 1,07E+08 Linear 0,881 3302107 0,243 nmol/mL 131,19 0,0032 1,58    
Prolina  116.0710 mz 9,25E+08 Linear 2,143 10539160 1,102 nmol/mL 97,12 0,0107 5,32    
Serina  106.0504 mz 97546551 Linear 1,723 1519566 0,895 nmol/mL 87,08 0,0078 3,87    
Tirosina  182.0812 mz 3,2E+08 Linear 1,186 7791371 0,663 nmol/mL 163,18 0,0108 5,38    
Treonina  120.0658 mz 2,45E+08 Linear 2,021 3302107 1,065 nmol/mL 101,11 0,0108 5,35    
Valina  118.0866 mz 8,13E+08 Linear 2,129 10905424 1,157 nmol/mL 99,13 0,0115 5,70    

  
 

      Massa total(ug) 0,201     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 12332978 Linear 2,655 4645049 1,427 nmol/mL 71,08 0,0101 5,11    
Arginina  175.1189 mz 11818497 Linear 1,355 8724712 0,717 nmol/mL 156,19 0,0112 5,65    
Aspartico  134.0448 mz 2963373 Linear 0,107 27622044 0,843 nmol/mL 115,09 0,0097 4,89    
Cistina  241.0305 mz 1944185 Linear 1,816 1070318 0,448 nmol/mL 214,28 0,0096 4,84    
Fenilalanina  166.0863 mz 29776505 Linear 1,64 18157870 0,892 nmol/mL 147,18 0,0131 6,62    
Glicina  76.0403 mz 2537071 Linear 1,067 2377023 0,612 nmol/mL 57,05 0,0035 1,76    
Glutamico  148.0604 mz 10430345 Linear 2,855 3653018 2,453 nmol/mL 129,12 0,0317 15,97    
Histidina  156.0755 mz 5091685 Linear 0,881 5780114 0,517 nmol/mL 137,14 0,0071 3,57    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,89E+09 Linear 2,231 25606193 2,36  113,16 0,0267 13,46    
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Lisina  147.1128 mz 4,4E+08 Linear 2,039 5339535 1,815 nmol/mL 128,17 0,0233 11,73    
Metionina  150.0583 mz 98804770 Linear 0,828 3151588 0,234 nmol/mL 131,19 0,0031 1,55    
Prolina  116.0710 mz 9,09E+08 Linear 1,987 11203559 1,027 nmol/mL 97,12 0,0100 5,03    
Serina  106.0504 mz 92403526 Linear 1,618 1481337 0,842 nmol/mL 87,08 0,0073 3,70    
Tirosina  182.0812 mz 2,89E+08 Linear 1,115 7301558 0,626 nmol/mL 163,18 0,0102 5,15    
Treonina  120.0658 mz 2,37E+08 Linear 1,984 3151588 1,046 nmol/mL 101,11 0,0106 5,33    
Valina  118.0866 mz 7,79E+08 Linear 2,076 10745715 1,129 nmol/mL 99,13 0,0112 5,64    

  
 

      Massa total(ug) 0,198     
 

 

 

 

 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:9   File Name LOD_0,1_1     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 7562629 Linear 1,408 5370518 0,784 nmol/mL 71,08 0,0056 4,88    
Arginina  175.1189 mz 12085628 Linear 1,175 10285908 0,625 nmol/mL 156,19 0,0098 8,54    
Aspartico  134.0448 mz 2012535 Linear 0,063 32059350 0,437 nmol/mL 115,09 0,0050 4,40    
Cistina  241.0305 mz 1269952 Linear 1,014 1252090 0,254 nmol/mL 214,28 0,0054 4,76    
Fenilalanina  166.0863 mz 17936081 Linear 0,884 20292093 0,484 nmol/mL 147,18 0,0071 6,23    
Glicina  76.0403 mz 1760582 Linear 0,677 2599742 0,403 nmol/mL 57,05 0,0023 2,01    
Glutamico  148.0604 mz 6532806 Linear 1,598 4087702 1,388 nmol/mL 129,12 0,0179 15,68    
Histidina  156.0755 mz 3372513 Linear 0,468 7208967 0,349 nmol/mL 137,14 0,0048 4,19    
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Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,07E+09 Linear 1,185 28230313 1,325  113,16 0,0150 13,12    
Lisina  147.1128 mz 2,5E+08 Linear 1,077 6166847 0,973 nmol/mL 128,17 0,0125 10,91    
Metionina  150.0583 mz 34033728 Linear 0,273 3560988 0,139 nmol/mL 131,19 0,0018 1,60    
Prolina  116.0710 mz 4,71E+08 Linear 0,961 14391216 0,533 nmol/mL 97,12 0,0052 4,53    
Serina  106.0504 mz 56623292 Linear 0,901 1673603 0,477 nmol/mL 87,08 0,0042 3,64    
Tirosina  182.0812 mz 1,75E+08 Linear 0,607 8455989 0,356 nmol/mL 163,18 0,0058 5,08    
Treonina  120.0658 mz 1,3E+08 Linear 1,041 3560988 0,562 nmol/mL 101,11 0,0057 4,97    
Valina  118.0866 mz 4,57E+08 Linear 1,103 12524375 0,627 nmol/mL 99,13 0,0062 5,44    

  
 

      Massa total(ug) 0,114     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 7393453 Linear 1,417 5217248 0,789 nmol/mL 71,08 0,0056 5,17    
Arginina  175.1189 mz 7721002 Linear 0,766 10079132 0,417 nmol/mL 156,19 0,0065 6,01    
Aspartico  134.0448 mz 1612506 Linear 0,05 32027174 0,323 nmol/mL 115,09 0,0037 3,43    
Cistina  241.0305 mz 1273988 Linear 0,98 1299994 0,245 nmol/mL 214,28 0,0052 4,84    
Fenilalanina  166.0863 mz 19253989 Linear 0,88 21877266 0,481 nmol/mL 147,18 0,0071 6,53    
Glicina  76.0403 mz 1615681 Linear 0,583 2770262 0,353 nmol/mL 57,05 0,0020 1,86    
Glutamico  148.0604 mz 6052330 Linear 1,566 3864587 1,361 nmol/mL 129,12 0,0176 16,21    
Histidina  156.0755 mz 3461240 Linear 0,48 7217762 0,354 nmol/mL 137,14 0,0049 4,48    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,09E+09 Linear 1,173 28719640 1,314  113,16 0,0149 13,72    
Lisina  147.1128 mz 2,63E+08 Linear 1,095 6348841 0,988 nmol/mL 128,17 0,0127 11,68    
Metionina  150.0583 mz 39665811 Linear 0,285 3913685 0,141 nmol/mL 131,19 0,0018 1,71    
Prolina  116.0710 mz 5,4E+08 Linear 0,886 17771776 0,496 nmol/mL 97,12 0,0048 4,44    
Serina  106.0504 mz 61035100 Linear 0,92 1759661 0,487 nmol/mL 87,08 0,0042 3,91    
Tirosina  182.0812 mz 1,62E+08 Linear 0,577 8241174 0,34 nmol/mL 163,18 0,0055 5,12    
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Treonina  120.0658 mz 1,45E+08 Linear 1,044 3913685 0,563 nmol/mL 101,11 0,0057 5,25    
Valina  118.0866 mz 4,64E+08 Linear 1,081 12704280 0,615 nmol/mL 99,13 0,0061 5,62    

  
 

      Massa total(ug) 0,108     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 6495067 Linear 1,337 4856805 0,748 nmol/mL 71,08 0,0053 5,20    
Arginina  175.1189 mz 6523121 Linear 0,692 9432608 0,379 nmol/mL 156,19 0,0059 5,78    
Aspartico  134.0448 mz 1465632 Linear 0,053 27559537 0,349 nmol/mL 115,09 0,0040 3,93    
Cistina  241.0305 mz 716398 Linear 0,703 1019100 0,178 nmol/mL 214,28 0,0038 3,73    
Fenilalanina  166.0863 mz 15880797 Linear 0,81 19594379 0,444 nmol/mL 147,18 0,0065 6,39    
Glicina  76.0403 mz 1308637 Linear 0,577 2268150 0,35 nmol/mL 57,05 0,0020 1,95    
Glutamico  148.0604 mz 5317698 Linear 1,474 3608248 1,282 nmol/mL 129,12 0,0166 16,18    
Histidina  156.0755 mz 2999228 Linear 0,497 6032525 0,361 nmol/mL 137,14 0,0050 4,84    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 9,11E+08 Linear 1,077 25806654 1,219  113,16 0,0138 13,48    
Lisina  147.1128 mz 2,2E+08 Linear 1,016 5433303 0,919 nmol/mL 128,17 0,0118 11,51    
Metionina  150.0583 mz 46430457 Linear 0,393 3166007 0,159 nmol/mL 131,19 0,0021 2,04    
Prolina  116.0710 mz 4,47E+08 Linear 0,914 12616098 0,51 nmol/mL 97,12 0,0050 4,84    
Serina  106.0504 mz 47088137 Linear 0,861 1401311 0,457 nmol/mL 87,08 0,0040 3,89    
Tirosina  182.0812 mz 1,46E+08 Linear 0,555 7417018 0,328 nmol/mL 163,18 0,0054 5,23    
Treonina  120.0658 mz 1,14E+08 Linear 0,963 3166007 0,522 nmol/mL 101,11 0,0053 5,16    
Valina  118.0866 mz 4,12E+08 Linear 1,063 11356595 0,606 nmol/mL 99,13 0,0060 5,87    

  
 

      Massa total(ug) 0,102     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 2893211 Linear 0,271 10678684 -0,019 nmol/mL 71,08 -0,0001 -4,46    
Arginina  175.1189 mz 3625082 Linear 0,19 19118076 -0,022 nmol/mL 156,19 -0,0003 -11,35    
Arpartico  134.0448 mz 640200 Linear 0,01 63244790 -0,465 nmol/mL 115,09 -0,0054 -176,83    
Cistina  241.0305 mz 660355 Linear 0,205 3215478 -0,005 nmol/mL 214,28 -0,0001 -3,54    
Fenilamina  166.0863 mz 7325595 Linear 0,207 35459966 -0,016 nmol/mL 147,18 -0,0002 -7,78    
Glicina  76.0403 mz 1769870 Linear 0,282 6286174 0,024 nmol/mL 57,05 0,0001 4,52    
Glutamico  148.0604 mz 1396312 Linear 0,129 10837573 0,102 nmol/mL 129,12 0,0013 43,52    
Histidina  156.0755  mz 24587097 Linear 1,887 13027731 0,249 nmol/mL 137,14 0,0034 112,83    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 3,22E+08 Linear 0,203 59385892 0,039  113,16 0,0004 14,58    
Lisina  147.1128 mz 55274911 Linear 0,135 13428439 0,065 nmol/mL 128,17 0,0008 27,53    
Metionina  150.0583 mz 1,35E+08 Linear 0,54 9309707 0,217 nmol/mL 131,19 0,0028 94,06    
Prolina  116.0710 mz 1,92E+08 Linear 0,245 30173182 -0,033 nmol/mL 97,12 -0,0003 -10,59    
Serina  106.0504 mz 53344962 Linear 0,369 5248948 0,011 nmol/mL 87,08 0,0001 3,16    
Tirosina  182.0812 mz 95122579 Linear 0,2 16984344 0,014 nmol/mL 163,18 0,0002 7,55    
Treonina  120.0658 mz 58029433 Linear 0,233 9309707 0,038 nmol/mL 101,11 0,0004 12,70    
Valina  118.0866 mz 1,51E+08 Linear 0,219 25498168 -0,018 nmol/mL 99,13 -0,0002 -5,90    

  
 

      Massa total(ug) 0,003     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 2487853 Linear 0,274 9074985 -0,017 nmol/mL 71,08 -0,0001 -4,04    
Arginina  175.1189 mz 3469028 Linear 0,202 17193003 -0,015 nmol/mL 156,19 -0,0002 -7,82    
Arpartico  134.0448 mz 594951 Linear 0,012 50680837 -0,445 nmol/mL 115,09 -0,0051 -171,04    
Cistina  241.0305 mz 569968 Linear 0,2 2852798 -0,006 nmol/mL 214,28 -0,0001 -4,29    
Fenilamina  166.0863 mz 6617118 Linear 0,219 30146820 -0,008 nmol/mL 147,18 -0,0001 -3,93    
Glicina  76.0403 mz 1744996 Linear 0,309 5655080 0,04 nmol/mL 57,05 0,0002 7,62    
Glutamico  148.0604 mz 1311429 Linear 0,137 9576756 0,109 nmol/mL 129,12 0,0014 47,00    
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Histidina  156.0755  mz 21422784 Linear 1,735 12344457 0,168 nmol/mL 137,14 0,0023 76,94    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,74E+08 Linear 0,211 46787598 0,048  113,16 0,0005 18,14    
Lisina  147.1128 mz 50787652 Linear 0,134 12906493 0,065 nmol/mL 128,17 0,0008 27,82    
Metionina  150.0583 mz 1,22E+08 Linear 0,513 8836339 0,211 nmol/mL 131,19 0,0028 92,44    
Prolina  116.0710 mz 1,69E+08 Linear 0,252 23268306 -0,03 nmol/mL 97,12 -0,0003 -9,73    
Serina  106.0504 mz 54648871 Linear 0,418 4815664 0,039 nmol/mL 87,08 0,0003 11,34    
Tirosina  182.0812 mz 90882576 Linear 0,194 16574279 0,011 nmol/mL 163,18 0,0002 5,99    
Treonina  120.0658 mz 58851735 Linear 0,246 8836339 0,046 nmol/mL 101,11 0,0005 15,53    
Valina  118.0866 mz 1,42E+08 Linear 0,241 20566386 -0,006 nmol/mL 99,13 -0,0001 -1,99    

  
 

      Massa total(ug) 0,003     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 2685138 Linear 0,271 9901457 -0,019 nmol/mL 71,08 -0,0001 -4,33 

Arginina  175.1189 mz 3804254 Linear 0,204 18604607 -0,014 nmol/mL 156,19 -0,0002 -7,02 

Arpartico  134.0448 mz 628291 Linear 0,011 58478550 -0,457 nmol/mL 115,09 -0,0053 -168,75 

Cistina  241.0305 mz 652471 Linear 0,21 3105581 -0,004 nmol/mL 214,28 -0,0001 -2,75 

Fenilamina  166.0863 mz 7094525 Linear 0,217 32675591 -0,01 nmol/mL 147,18 -0,0001 -4,72 

Glicina  76.0403 mz 1758069 Linear 0,281 6265368 0,023 nmol/mL 57,05 0,0001 4,21 

Glutamico  148.0604 mz 1403808 Linear 0,135 10433064 0,107 nmol/mL 129,12 0,0014 44,33 

Histidina  156.0755  mz 23425177 Linear 1,853 12644144 0,231 nmol/mL 137,14 0,0032 101,64 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 3,08E+08 Linear 0,202 55313378 0,038  113,16 0,0004 13,80 

Lisina  147.1128 mz 53194234 Linear 0,131 13690162 0,062 nmol/mL 128,17 0,0008 25,50 

Metionina  150.0583 mz 1,34E+08 Linear 0,531 9360541 0,215 nmol/mL 131,19 0,0028 90,50 

Prolina  116.0710 mz 1,88E+08 Linear 0,236 29288179 -0,038 nmol/mL 97,12 -0,0004 -11,84 

Serina  106.0504 mz 53254826 Linear 0,368 5190758 0,011 nmol/mL 87,08 0,0001 3,07 

Tirosina  182.0812 mz 98397839 Linear 0,201 17290021 0,015 nmol/mL 163,18 0,0002 7,85 

Treonina  120.0658 mz 59070432 Linear 0,234 9360541 0,039 nmol/mL 101,11 0,0004 12,65 

Valina  118.0866 mz 1,5E+08 Linear 0,229 23532085 -0,013 nmol/mL 99,13 -0,0001 -4,13 
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      Massa total(ug) 0,003   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 9214946 Linear 0,972 9476053 0,383 nmol/mL 71,08 0,0027 3,24 

Arginina  175.1189 mz 16106098 Linear 0,945 17046778 0,423 nmol/mL 156,19 0,0066 7,87 

Arpartico  134.0448 mz 2627323 Linear 0,053 49833254 0,065 nmol/mL 115,09 0,0007 0,89 

Cistina  241.0305 mz 2507442 Linear 0,972 2580792 0,201 nmol/mL 214,28 0,0043 5,13 

Fenilamina  166.0863 mz 26677380 Linear 0,972 27459729 0,452 nmol/mL 147,18 0,0067 7,93 

Glicina  76.0403 mz 5416444 Linear 0,953 5684417 0,432 nmol/mL 57,05 0,0025 2,94 

Glutamico  148.0604 mz 5870105 Linear 0,624 9410362 0,531 nmol/mL 129,12 0,0069 8,17 

Histidina  156.0755  mz 29141646 Linear 2,363 12334543 0,503 nmol/mL 137,14 0,0069 8,22 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,19E+09 Linear 0,93 45672678 0,884  113,16 0,0100 11,92 

Lisina  147.1128 mz 2,38E+08 Linear 0,621 13330600 0,506 nmol/mL 128,17 0,0065 7,73 

Metionina  150.0583 mz 5,27E+08 Linear 2,224 8361319 0,547 nmol/mL 131,19 0,0072 8,55 

Prolina  116.0710 mz 6,47E+08 Linear 1,03 21517973 0,389 nmol/mL 97,12 0,0038 4,50 

Serina  106.0504 mz 1,4E+08 Linear 1,055 4766165 0,394 nmol/mL 87,08 0,0034 4,09 

Tirosina  182.0812 mz 3,82E+08 Linear 0,861 15256997 0,43 nmol/mL 163,18 0,0070 8,36 

Treonina  120.0658 mz 2,32E+08 Linear 0,981 8361319 0,462 nmol/mL 101,11 0,0047 5,57 

Valina  118.0866 mz 5,47E+08 Linear 0,959 19295844 0,415 nmol/mL 99,13 0,0041 4,90 

  
 

      Massa total(ug) 0,084   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 9894113 Linear 0,969 10209492 0,381 nmol/mL 71,08 0,0027 3,24 

Arginina  175.1189 mz 16375266 Linear 0,926 17688846 0,411 nmol/mL 156,19 0,0064 7,67 
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Arpartico  134.0448 mz 3183704 Linear 0,052 61377843 0,055 nmol/mL 115,09 0,0006 0,76 

Cistina  241.0305 mz 3407220 Linear 1,018 3345493 0,213 nmol/mL 214,28 0,0046 5,45 

Fenilamina  166.0863 mz 29348663 Linear 0,95 30882903 0,439 nmol/mL 147,18 0,0065 7,72 

Glicina  76.0403 mz 5706355 Linear 0,915 6235691 0,409 nmol/mL 57,05 0,0023 2,79 

Glutamico  148.0604 mz 6478276 Linear 0,607 10671480 0,517 nmol/mL 129,12 0,0067 7,98 

Histidina  156.0755  mz 32883272 Linear 2,553 12881805 0,604 nmol/mL 137,14 0,0083 9,90 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,35E+09 Linear 0,908 53294826 0,859  113,16 0,0097 11,62 

Lisina  147.1128 mz 2,4E+08 Linear 0,58 13721019 0,469 nmol/mL 128,17 0,0060 7,18 

Metionina  150.0583 mz 5,85E+08 Linear 2,313 8875280 0,565 nmol/mL 131,19 0,0074 8,86 

Prolina  116.0710 mz 7,37E+08 Linear 1,011 25751174 0,379 nmol/mL 97,12 0,0037 4,40 

Serina  106.0504 mz 1,51E+08 Linear 1,001 5328083 0,364 nmol/mL 87,08 0,0032 3,79 

Tirosina  182.0812 mz 4,18E+08 Linear 0,882 16232723 0,443 nmol/mL 163,18 0,0072 8,64 

Treonina  120.0658 mz 2,4E+08 Linear 0,95 8875280 0,444 nmol/mL 101,11 0,0045 5,37 

Valina  118.0866 mz 6,01E+08 Linear 0,921 22344233 0,392 nmol/mL 99,13 0,0039 4,64 

  
 

      Massa total(ug) 0,084   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 10722779 Linear 0,972 11034588 0,383 nmol/mL 71,08 0,0027 3,27 

Arginina  175.1189 mz 17593923 Linear 0,944 18637491 0,422 nmol/mL 156,19 0,0066 7,93 

Arpartico  134.0448 mz 3411378 Linear 0,052 65986805 0,052 nmol/mL 115,09 0,0006 0,72 

Cistina  241.0305 mz 3664072 Linear 0,961 3812255 0,198 nmol/mL 214,28 0,0042 5,10 

Fenilamina  166.0863 mz 31102713 Linear 0,942 33006020 0,434 nmol/mL 147,18 0,0064 7,68 

Glicina  76.0403 mz 5881719 Linear 0,898 6550240 0,399 nmol/mL 57,05 0,0023 2,74 

Glutamico  148.0604 mz 6936860 Linear 0,599 11581648 0,51 nmol/mL 129,12 0,0066 7,92 

Histidina  156.0755  mz 34184680 Linear 2,524 13541780 0,589 nmol/mL 137,14 0,0081 9,72 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,5E+09 Linear 0,902 59913258 0,852  113,16 0,0096 11,60 

Lisina  147.1128 mz 2,47E+08 Linear 0,576 13869085 0,465 nmol/mL 128,17 0,0060 7,17 

Metionina  150.0583 mz 6,25E+08 Linear 2,371 9231712 0,576 nmol/mL 131,19 0,0076 9,09 

Prolina  116.0710 mz 8,2E+08 Linear 0,991 29790812 0,369 nmol/mL 97,12 0,0036 4,31 

Serina  106.0504 mz 1,63E+08 Linear 0,989 5819169 0,357 nmol/mL 87,08 0,0031 3,74 

Tirosina  182.0812 mz 4,4E+08 Linear 0,882 16811892 0,443 nmol/mL 163,18 0,0072 8,70 
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Treonina  120.0658 mz 2,57E+08 Linear 0,974 9231712 0,458 nmol/mL 101,11 0,0046 5,57 

Valina  118.0866 mz 6,61E+08 Linear 0,93 24805495 0,398 nmol/mL 99,13 0,0039 4,75 

  
 

      Massa total(ug) 0,083   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 17705891 Linear 1,936 9143539 0,936 nmol/mL 71,08 0,0067 3,58 

Arginina  175.1189 mz 29060156 Linear 1,773 16393022 0,911 nmol/mL 156,19 0,0142 7,66 

Arpartico  134.0448 mz 5110210 Linear 0,099 51492440 0,644 nmol/mL 115,09 0,0074 3,99 

Cistina  241.0305 mz 5306219 Linear 2,008 2643061 0,478 nmol/mL 214,28 0,0102 5,52 

Fenilamina  166.0863 mz 53166367 Linear 1,873 28387349 1,003 nmol/mL 147,18 0,0148 7,95 

Glicina  76.0403 mz 10005409 Linear 1,786 5603181 0,939 nmol/mL 57,05 0,0054 2,88 

Glutamico  148.0604 mz 11122359 Linear 1,186 9374132 1,019 nmol/mL 129,12 0,0132 7,08 

Histidina  156.0755  mz 38779542 Linear 3,239 11973194 0,97 nmol/mL 137,14 0,0133 7,16 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,44E+09 Linear 1,852 46656801 1,955  113,16 0,0221 11,91 

Lisina  147.1128 mz 4,33E+08 Linear 1,172 12362781 1,005 nmol/mL 128,17 0,0129 6,94 

Metionina  150.0583 mz 1,02E+09 Linear 4,464 7803481 0,987 nmol/mL 131,19 0,0129 6,97 

Prolina  116.0710 mz 1,25E+09 Linear 2,142 19924385 0,988 nmol/mL 97,12 0,0096 5,17 

Serina  106.0504 mz 2,67E+08 Linear 2,024 4608665 0,935 nmol/mL 87,08 0,0081 4,38 

Tirosina  182.0812 mz 7,46E+08 Linear 1,711 14698413 0,964 nmol/mL 163,18 0,0157 8,47 

Treonina  120.0658 mz 4,24E+08 Linear 1,86 7803481 0,96 nmol/mL 101,11 0,0097 5,23 

Valina  118.0866 mz 1,09E+09 Linear 1,883 19166397 0,955 nmol/mL 99,13 0,0095 5,10 

  
 

      Massa total(ug) 0,186   
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 
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Alanina  90.0557 mz 19603145 Linear 1,915 10234221 0,924 nmol/mL 71,08 0,0066 3,55 

Arginina  175.1189 mz 30903964 Linear 1,821 16968685 0,939 nmol/mL 156,19 0,0147 7,93 

Arpartico  134.0448 mz 5774267 Linear 0,096 60002913 0,607 nmol/mL 115,09 0,0070 3,78 

Cistina  241.0305 mz 6399629 Linear 1,982 3229353 0,471 nmol/mL 214,28 0,0101 5,46 

Fenilamina  166.0863 mz 58884070 Linear 1,922 30632743 1,033 nmol/mL 147,18 0,0152 8,22 

Glicina  76.0403 mz 11020448 Linear 1,768 6234596 0,928 nmol/mL 57,05 0,0053 2,86 

Glutamico  148.0604 mz 12092645 Linear 1,187 10185866 1,019 nmol/mL 129,12 0,0132 7,11 

Histidina  156.0755  mz 42670128 Linear 3,291 12964614 0,998 nmol/mL 137,14 0,0137 7,40 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,79E+09 Linear 1,796 55251681 1,891  113,16 0,0214 11,57 

Lisina  147.1128 mz 4,51E+08 Linear 1,167 12741589 1 nmol/mL 128,17 0,0128 6,93 

Metionina  150.0583 mz 1,1E+09 Linear 4,466 8450337 0,987 nmol/mL 131,19 0,0129 7,00 

Prolina  116.0710 mz 1,44E+09 Linear 1,988 24703429 0,906 nmol/mL 97,12 0,0088 4,76 

Serina  106.0504 mz 2,93E+08 Linear 2,033 5051258 0,94 nmol/mL 87,08 0,0082 4,43 

Tirosina  182.0812 mz 7,96E+08 Linear 1,74 15429633 0,982 nmol/mL 163,18 0,0160 8,66 

Treonina  120.0658 mz 4,62E+08 Linear 1,867 8450337 0,964 nmol/mL 101,11 0,0097 5,27 

Valina  118.0866 mz 1,23E+09 Linear 1,871 22170619 0,948 nmol/mL 99,13 0,0094 5,08 

  
 

      Massa total(ug) 0,185   
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

  
Alanina  90.0557 mz 20633491 Linear 1,912 10792705 0,922 nmol/mL 71,08 0,0066 3,58   
Arginina  175.1189 mz 29537999 Linear 1,85 15967159 0,956 nmol/mL 156,19 0,0149 8,16   
Arpartico  134.0448 mz 5948908 Linear 0,095 62844626 0,587 nmol/mL 115,09 0,0068 3,69   
Cistina  241.0305 mz 6016214 Linear 1,946 3090964 0,462 nmol/mL 214,28 0,0099 5,41   
Fenilamina  166.0863 mz 56812521 Linear 1,797 31623004 0,956 nmol/mL 147,18 0,0141 7,69   
Glicina  76.0403 mz 11418394 Linear 1,838 6212196 0,971 nmol/mL 57,05 0,0055 3,03   
Glutamico  148.0604 mz 12094626 Linear 1,195 10117825 1,026 nmol/mL 129,12 0,0132 7,24   
Histidina  156.0755  mz 41386470 Linear 3,329 12431528 1,018 nmol/mL 137,14 0,0140 7,63   
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,82E+09 Linear 1,788 56925456 1,881  113,16 0,0213 11,63   
Lisina  147.1128 mz 4,35E+08 Linear 1,139 12619038 0,975 nmol/mL 128,17 0,0125 6,83   
Metionina  150.0583 mz 1,07E+09 Linear 4,476 8488141 0,989 nmol/mL 131,19 0,0130 7,09   
Prolina  116.0710 mz 1,49E+09 Linear 1,982 27882837 0,902 nmol/mL 97,12 0,0088 4,79   
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Serina  106.0504 mz 2,9E+08 Linear 1,954 5248508 0,896 nmol/mL 87,08 0,0078 4,26   
Tirosina  182.0812 mz 7,38E+08 Linear 1,688 15121125 0,949 nmol/mL 163,18 0,0155 8,46   
Treonina  120.0658 mz 4,51E+08 Linear 1,886 8488141 0,975 nmol/mL 101,11 0,0099 5,38   
Valina  118.0866 mz 1,27E+09 Linear 1,879 23625480 0,953 nmol/mL 99,13 0,0094 5,16   

  
 

      Massa total(ug) 0,183    
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 30508157 Linear 4,864 6272186 2,614 nmol/mL 71,08 0,0186 3,64    
Arginina  175.1189 mz 46756221 Linear 4,445 10518268 2,486 nmol/mL 156,19 0,0388 7,61    
Arpartico  134.0448 mz 10765690 Linear 0,311 34642442 3,277 nmol/mL 115,09 0,0377 7,39    
Cistina  241.0305 mz 10060975 Linear 5,305 1896573 1,362 nmol/mL 214,28 0,0292 5,72    
Fenilamina  166.0863 mz 1E+08 Linear 4,576 21883834 2,657 nmol/mL 147,18 0,0391 7,67    
Glicina  76.0403 mz 16720301 Linear 4,749 3520754 2,742 nmol/mL 57,05 0,0156 3,07    
Glutamico  148.0604 mz 19430786 Linear 3,006 6463710 2,595 nmol/mL 129,12 0,0335 6,57    
Histidina  156.0755  mz 46871002 Linear 5,807 8072045 2,339 nmol/mL 137,14 0,0321 6,29    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 4,14E+09 Linear 4,636 33036299 5,191  113,16 0,0587 11,52    
Lisina  147.1128 mz 6,43E+08 Linear 2,847 7527859 2,522 nmol/mL 128,17 0,0323 6,34    
Metionina  150.0583 mz 1,61E+09 Linear 11,521 4926868 2,372 nmol/mL 131,19 0,0311 6,10    
Prolina  116.0710 mz 2,27E+09 Linear 4,986 16240175 2,52 nmol/mL 97,12 0,0245 4,80    
Serina  106.0504 mz 4,58E+08 Linear 5,453 2966244 2,849 nmol/mL 87,08 0,0248 4,86    
Tirosina  182.0812 mz 1,28E+09 Linear 4,309 10325426 2,595 nmol/mL 163,18 0,0423 8,30    
Treonina  120.0658 mz 6,53E+08 Linear 4,672 4926868 2,553 nmol/mL 101,11 0,0258 5,06    
Valina  118.0866 mz 1,86E+09 Linear 4,701 14083771 2,603 nmol/mL 99,13 0,0258 5,06    

  
 

      Massa total(ug) 0,510     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 31548676 Linear 4,822 6542628 2,59 nmol/mL 71,08 0,0184 3,60    
Arginina  175.1189 mz 51411687 Linear 4,627 11112157 2,592 nmol/mL 156,19 0,0405 7,91    
Arpartico  134.0448 mz 11368006 Linear 0,311 36558338 3,28 nmol/mL 115,09 0,0377 7,38    
Cistina  241.0305 mz 10953263 Linear 5,285 2072427 1,357 nmol/mL 214,28 0,0291 5,68    
Fenilamina  166.0863 mz 1,06E+08 Linear 4,73 22380235 2,751 nmol/mL 147,18 0,0405 7,91    
Glicina  76.0403 mz 17657142 Linear 4,746 3720760 2,74 nmol/mL 57,05 0,0156 3,05    
Glutamico  148.0604 mz 19927782 Linear 2,928 6805185 2,528 nmol/mL 129,12 0,0326 6,38    
Histidina  156.0755  mz 51109626 Linear 6,008 8507254 2,446 nmol/mL 137,14 0,0335 6,55    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 4,36E+09 Linear 4,509 35695165 5,043  113,16 0,0571 11,15    
Lisina  147.1128 mz 6,65E+08 Linear 2,841 7982626 2,516 nmol/mL 128,17 0,0322 6,30    
Metionina  150.0583 mz 1,73E+09 Linear 12,094 5052138 2,484 nmol/mL 131,19 0,0326 6,37    
Prolina  116.0710 mz 2,49E+09 Linear 5 18371723 2,528 nmol/mL 97,12 0,0246 4,80    
Serina  106.0504 mz 4,82E+08 Linear 5,392 3154217 2,815 nmol/mL 87,08 0,0245 4,79    
Tirosina  182.0812 mz 1,29E+09 Linear 4,201 10610524 2,527 nmol/mL 163,18 0,0412 8,06    
Treonina  120.0658 mz 6,75E+08 Linear 4,706 5052138 2,572 nmol/mL 101,11 0,0260 5,08    
Valina  118.0866 mz 1,97E+09 Linear 4,657 15339306 2,578 nmol/mL 99,13 0,0256 4,99    

  
 

      Massa total(ug) 0,512     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 33557281 Linear 4,97 6752639 2,674 nmol/mL 71,08 0,0190 3,67 

Arginina  175.1189 mz 55305454 Linear 4,782 11566228 2,684 nmol/mL 156,19 0,0419 8,10 

Arpartico  134.0448 mz 12019429 Linear 0,312 38503499 3,295 nmol/mL 115,09 0,0379 7,33 

Cistina  241.0305 mz 11953830 Linear 5,238 2282067 1,344 nmol/mL 214,28 0,0288 5,57 

Fenilamina  166.0863 mz 1,13E+08 Linear 4,653 24238562 2,704 nmol/mL 147,18 0,0398 7,69 

Glicina  76.0403 mz 17751986 Linear 4,794 3702668 2,77 nmol/mL 57,05 0,0158 3,06 

Glutamico  148.0604 mz 20514314 Linear 2,943 6970093 2,541 nmol/mL 129,12 0,0328 6,34 
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Histidina  156.0755  mz 53298031 Linear 6,058 8797617 2,473 nmol/mL 137,14 0,0339 6,56 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 4,83E+09 Linear 4,616 38869357 5,168  113,16 0,0585 11,31 

Lisina  147.1128 mz 6,81E+08 Linear 2,884 7821296 2,555 nmol/mL 128,17 0,0327 6,33 

Metionina  150.0583 mz 1,86E+09 Linear 12,691 5084564 2,601 nmol/mL 131,19 0,0341 6,60 

Prolina  116.0710 mz 2,64E+09 Linear 5,085 18899420 2,573 nmol/mL 97,12 0,0250 4,83 

Serina  106.0504 mz 4,99E+08 Linear 5,28 3311344 2,752 nmol/mL 87,08 0,0240 4,63 

Tirosina  182.0812 mz 1,37E+09 Linear 4,223 11295605 2,541 nmol/mL 163,18 0,0415 8,02 

Treonina  120.0658 mz 6,86E+08 Linear 4,679 5084564 2,557 nmol/mL 101,11 0,0259 5,00 

Valina  118.0866 mz 2,05E+09 Linear 4,677 15598590 2,59 nmol/mL 99,13 0,0257 4,96 

  
 

      Massa total(ug) 0,517   
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 60747889 Linear 9,222 6587487 5,111 nmol/mL 71,08 0,0363 3,69 

Arginina  175.1189 mz 1,22E+08 Linear 8,912 13699913 5,118 nmol/mL 156,19 0,0799 8,13 

Arpartico  134.0448 mz 18040160 Linear 0,503 35831114 5,676 nmol/mL 115,09 0,0653 6,64 

Cistina  241.0305 mz 17541126 Linear 9,545 1837679 2,499 nmol/mL 214,28 0,0535 5,45 

Fenilamina  166.0863 mz 2,05E+08 Linear 8,714 23520597 5,188 nmol/mL 147,18 0,0764 7,76 

Glicina  76.0403 mz 28936949 Linear 8,231 3515469 4,861 nmol/mL 57,05 0,0277 2,82 

Glutamico  148.0604 mz 37098878 Linear 5,732 6472471 4,957 nmol/mL 129,12 0,0640 6,51 

Histidina  156.0755  mz 1,02E+08 Linear 10,828 9409124 5,016 nmol/mL 137,14 0,0688 6,99 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 8,95E+09 Linear 8,634 36473731 9,837  113,16 0,1113 11,32 

Lisina  147.1128 mz 1,47E+09 Linear 5,566 8990381 4,984 nmol/mL 128,17 0,0639 6,50 

Metionina  150.0583 mz 3,6E+09 Linear 23,922 5279657 4,805 nmol/mL 131,19 0,0630 6,41 

Prolina  116.0710 mz 4,71E+09 Linear 9,372 17017903 4,882 nmol/mL 97,12 0,0474 4,82 

Serina  106.0504 mz 8,23E+08 Linear 9,224 3025280 4,954 nmol/mL 87,08 0,0431 4,39 

Tirosina  182.0812 mz 2,58E+09 Linear 8,14 10912566 5 nmol/mL 163,18 0,0816 8,30 

Treonina  120.0658 mz 1,34E+09 Linear 8,888 5279657 4,94 nmol/mL 101,11 0,0499 5,08 

Valina  118.0866 mz 4,04E+09 Linear 9,061 15102249 5,154 nmol/mL 99,13 0,0511 5,20 

  
 

      Massa total(ug) 0,983   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 65655892 Linear 8,953 7333627 4,957 nmol/mL 71,08 0,0352 3,57 

Arginina  175.1189 mz 1,24E+08 Linear 8,929 13893330 5,128 nmol/mL 156,19 0,0801 8,11 

Arpartico  134.0448 mz 19824121 Linear 0,491 40370910 5,521 nmol/mL 115,09 0,0635 6,43 

Cistina  241.0305 mz 18390770 Linear 9,522 1931459 2,493 nmol/mL 214,28 0,0534 5,41 

Fenilamina  166.0863 mz 2,21E+08 Linear 8,783 25108172 5,23 nmol/mL 147,18 0,0770 7,80 

Glicina  76.0403 mz 32642381 Linear 8,433 3870857 4,984 nmol/mL 57,05 0,0284 2,88 

Glutamico  148.0604 mz 39903910 Linear 5,785 6897389 5,003 nmol/mL 129,12 0,0646 6,54 

Histidina  156.0755  mz 1,04E+08 Linear 10,622 9825531 4,907 nmol/mL 137,14 0,0673 6,82 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,04E+10 Linear 9 40702147 10,262  113,16 0,1161 11,76 

Lisina  147.1128 mz 1,57E+09 Linear 5,668 9177557 5,077 nmol/mL 128,17 0,0651 6,59 

Metionina  150.0583 mz 3,98E+09 Linear 24,444 5646966 4,907 nmol/mL 131,19 0,0644 6,52 

Prolina  116.0710 mz 5,32E+09 Linear 9,601 18728818 5,006 nmol/mL 97,12 0,0486 4,92 

Serina  106.0504 mz 8,88E+08 Linear 9,314 3255872 5,004 nmol/mL 87,08 0,0436 4,41 

Tirosina  182.0812 mz 2,7E+09 Linear 8,163 11458077 5,015 nmol/mL 163,18 0,0818 8,29 

Treonina  120.0658 mz 1,45E+09 Linear 8,894 5646966 4,944 nmol/mL 101,11 0,0500 5,06 

Valina  118.0866 mz 4,31E+09 Linear 8,572 16932010 4,868 nmol/mL 99,13 0,0483 4,89 

  
 

      Massa total(ug) 0,987   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:6   File Name P5_INJ002     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 74087804 Linear 9,298 7968549 5,155 nmol/mL 71,08 0,0366 3,71  
Arginina  175.1189 mz 1,29E+08 Linear 8,622 15015049 4,947 nmol/mL 156,19 0,0773 7,83  
Arpartico  134.0448 mz 21250132 Linear 0,478 44441584 5,361 nmol/mL 115,09 0,0617 6,25  
Cistina  241.0305 mz 19576160 Linear 9,404 2081743 2,461 nmol/mL 214,28 0,0527 5,34  
Fenilamina  166.0863 mz 2,35E+08 Linear 8,91 26431219 5,308 nmol/mL 147,18 0,0781 7,92  
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Glicina  76.0403 mz 33059456 Linear 8,305 3980553 4,906 nmol/mL 57,05 0,0280 2,84  
Glutamico  148.0604 mz 40993157 Linear 5,772 7102117 4,991 nmol/mL 129,12 0,0644 6,53  
Histidina  156.0755  mz 1,08E+08 Linear 10,244 10524178 4,705 nmol/mL 137,14 0,0645 6,54  
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,18E+10 Linear 9,178 44890458 10,47  113,16 0,1185 12,01  
Lisina  147.1128 mz 1,6E+09 Linear 5,529 9250788 4,95 nmol/mL 128,17 0,0634 6,43  
Metionina  150.0583 mz 4,16E+09 Linear 24,284 5855075 4,876 nmol/mL 131,19 0,0640 6,48  
Prolina  116.0710 mz 5,78E+09 Linear 9,739 20661632 5,08 nmol/mL 97,12 0,0493 5,00  
Serina  106.0504 mz 9,43E+08 Linear 9,135 3495328 4,904 nmol/mL 87,08 0,0427 4,33  
Tirosina  182.0812 mz 2,82E+09 Linear 8,341 11558448 5,126 nmol/mL 163,18 0,0836 8,48  
Treonina  120.0658 mz 1,56E+09 Linear 9,105 5855075 5,064 nmol/mL 101,11 0,0512 5,19  

Valina  118.0866 mz 4,79E+09 Linear 8,951 18071211 5,09 nmol/mL 99,13 0,0505 5,11  

  
 

      Massa total(ug) 0,987   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:7   File Name P6     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 75385329 Linear 13,516 5577333 7,573 nmol/mL 71,08 0,0538 3,67    
Arginina  175.1189 mz 1,4E+08 Linear 12,69 11019063 7,344 nmol/mL 156,19 0,1147 7,82    
Arpartico  134.0448 mz 20714114 Linear 0,676 30663965 7,817 nmol/mL 115,09 0,0900 6,13    
Cistina  241.0305 mz 15476251 Linear 14,774 1047512 3,901 nmol/mL 214,28 0,0836 5,70    
Fenilamina  166.0863 mz 2,5E+08 Linear 12,044 20740407 7,225 nmol/mL 147,18 0,1063 7,25    
Glicina  76.0403 mz 36564934 Linear 12,765 2864434 7,621 nmol/mL 57,05 0,0435 2,96    
Glutamico  148.0604 mz 42991421 Linear 8,534 5037793 7,384 nmol/mL 129,12 0,0953 6,50    
Histidina  156.0755  mz 1,14E+08 Linear 15,259 7493717 7,379 nmol/mL 137,14 0,1012 6,90    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,17E+10 Linear 13,219 31360732 15,165  113,16 0,1716 11,70    
Lisina  147.1128 mz 1,75E+09 Linear 8,286 6975654 7,447 nmol/mL 128,17 0,0954 6,51    
Metionina  150.0583 mz 4,6E+09 Linear 36,849 4220913 7,342 nmol/mL 131,19 0,0963 6,57    
Prolina  116.0710 mz 6,06E+09 Linear 14,436 13740153 7,61 nmol/mL 97,12 0,0739 5,04    
Serina  106.0504 mz 9,61E+08 Linear 13,829 2304127 7,524 nmol/mL 87,08 0,0655 4,47    
Tirosina  182.0812 mz 3,28E+09 Linear 12,259 9094791 7,586 nmol/mL 163,18 0,1238 8,44    
Treonina  120.0658 mz 1,69E+09 Linear 13,515 4220913 7,561 nmol/mL 101,11 0,0764 5,21    
Valina  118.0866 mz 5,02E+09 Linear 13,296 12762489 7,632 nmol/mL 99,13 0,0757 5,16    
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      Massa total(ug) 1,467     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:7   File Name P6_INJ001     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 79348114 Linear 13,435 5905984 7,526 nmol/mL 71,08 0,0535 3,62    
Arginina  175.1189 mz 1,44E+08 Linear 13,104 10974185 7,588 nmol/mL 156,19 0,1185 8,02    
Arpartico  134.0448 mz 22281346 Linear 0,653 34096916 7,543 nmol/mL 115,09 0,0868 5,88    
Cistina  241.0305 mz 16948782 Linear 14,599 1160945 3,854 nmol/mL 214,28 0,0826 5,59    
Fenilamina  166.0863 mz 2,73E+08 Linear 12,602 21651348 7,566 nmol/mL 147,18 0,1114 7,54    
Glicina  76.0403 mz 37269314 Linear 12,389 3008201 7,392 nmol/mL 57,05 0,0422 2,85    
Glutamico  148.0604 mz 45349296 Linear 8,582 5283979 7,426 nmol/mL 129,12 0,0959 6,49    
Histidina  156.0755  mz 1,21E+08 Linear 15,493 7785201 7,504 nmol/mL 137,14 0,1029 6,97    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,32E+10 Linear 13,514 34417465 15,508  113,16 0,1755 11,88    
Lisina  147.1128 mz 1,82E+09 Linear 8,271 7027040 7,434 nmol/mL 128,17 0,0953 6,45    
Metionina  150.0583 mz 4,92E+09 Linear 38,433 4309364 7,652 nmol/mL 131,19 0,1004 6,79    
Prolina  116.0710 mz 6,73E+09 Linear 14,621 15403987 7,709 nmol/mL 97,12 0,0749 5,07    
Serina  106.0504 mz 1,03E+09 Linear 13,76 2468212 7,486 nmol/mL 87,08 0,0652 4,41    
Tirosina  182.0812 mz 3,37E+09 Linear 12,088 9496055 7,479 nmol/mL 163,18 0,1220 8,26    
Treonina  120.0658 mz 1,73E+09 Linear 13,486 4309364 7,545 nmol/mL 101,11 0,0763 5,16    
Valina  118.0866 mz 5,44E+09 Linear 13,034 14172392 7,479 nmol/mL 99,13 0,0741 5,02    

  
 

      Massa total(ug) 1,477     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:7   File Name P6_INJ002     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 89462910 Linear 13,369 6691894 7,488 nmol/mL 71,08 0,0532 3,64 

Arginina  175.1189 mz 1,67E+08 Linear 13,233 12623180 7,664 nmol/mL 156,19 0,1197 8,19 
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Aspartico  134.0448 mz 24374461 Linear 0,631 38655328 7,258 nmol/mL 115,09 0,0835 5,71 

Cistina  241.0305 mz 20184731 Linear 14,412 1400557 3,804 nmol/mL 214,28 0,0815 5,58 

Fenilalanina  166.0863 mz 2,96E+08 Linear 12,585 23508814 7,556 nmol/mL 147,18 0,1112 7,61 

Glicina  76.0403 mz 41193995 Linear 12,632 3261128 7,539 nmol/mL 57,05 0,0430 2,94 

Glutamico  148.0604 mz 48107531 Linear 8,607 5589189 7,448 nmol/mL 129,12 0,0962 6,58 

Histidina  156.0755  mz 1,28E+08 Linear 14,578 8774089 7,015 nmol/mL 137,14 0,0962 6,58 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,43E+10 Linear 12,822 39175256 14,705  113,16 0,1664 11,38 

Lisina  147.1128 mz 1,91E+09 Linear 8,469 7219654 7,613 nmol/mL 128,17 0,0976 6,67 

Metionina  150.0583 mz 5,24E+09 Linear 37,527 4723256 7,475 nmol/mL 131,19 0,0981 6,71 

Prolina  116.0710 mz 7,53E+09 Linear 15,018 16825178 7,923 nmol/mL 97,12 0,0769 5,26 

Serina  106.0504 mz 1,12E+09 Linear 13,691 2712951 7,447 nmol/mL 87,08 0,0648 4,44 

Tirosina  182.0812 mz 3,5E+09 Linear 12,222 9674329 7,563 nmol/mL 163,18 0,1234 8,44 

Treonina  120.0658 mz 1,86E+09 Linear 13,329 4723256 7,456 nmol/mL 101,11 0,0754 5,16 

Valina  118.0866 mz 6,09E+09 Linear 13,152 15667095 7,548 nmol/mL 99,13 0,0748 5,12 

  
 

      Massa total(ug) 1,462   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 92538638 Linear 18,168 5093539 10,238 nmol/mL 71,08 0,0728 3,71 

Arginina  175.1189 mz 1,97E+08 Linear 17,192 11438512 9,998 nmol/mL 156,19 0,1562 7,96 

Aspartico  134.0448 mz 27098600 Linear 0,93 29137777 10,985 nmol/mL 115,09 0,1264 6,45 

Cistina  241.0305 mz 23252546 Linear 18,825 1235179 4,987 nmol/mL 214,28 0,1069 5,45 

Fenilalanina  166.0863 mz 3,15E+08 Linear 15,464 20362557 9,318 nmol/mL 147,18 0,1371 6,99 

Glicina  76.0403 mz 44409409 Linear 16,999 2612506 10,197 nmol/mL 57,05 0,0582 2,97 

Glutamico  148.0604 mz 58710758 Linear 11,562 5077714 10,008 nmol/mL 129,12 0,1292 6,59 

Histidina  156.0755  mz 1,55E+08 Linear 20,669 7496257 10,263 nmol/mL 137,14 0,1407 7,18 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,46E+10 Linear 16,945 30344258 19,496  113,16 0,2206 11,25 

Lisina  147.1128 mz 2,25E+09 Linear 11,222 6586801 10,106 nmol/mL 128,17 0,1295 6,61 

Metionina  150.0583 mz 5,69E+09 Linear 48,523 4057872 9,632 nmol/mL 131,19 0,1264 6,45 

Prolina  116.0710 mz 7,95E+09 Linear 19,311 13779631 10,236 nmol/mL 97,12 0,0994 5,07 

Serina  106.0504 mz 1,22E+09 Linear 18,478 2163738 10,119 nmol/mL 87,08 0,0881 4,49 

Tirosina  182.0812 mz 4,1E+09 Linear 16,34 8423051 10,149 nmol/mL 163,18 0,1656 8,45 
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Treonina  120.0658 mz 2,11E+09 Linear 17,99 4057872 10,096 nmol/mL 101,11 0,1021 5,21 

Valina  118.0866 mz 6,51E+09 Linear 17,727 12521675 10,224 nmol/mL 99,13 0,1014 5,17 

  
 

      Massa total(ug) 1,961   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:8   File Name P7_INJ001     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 1,01E+08 Linear 18,373 5497503 10,356 nmol/mL 71,08 0,0736 3,73 

Arginina  175.1189 mz 2,2E+08 Linear 17,439 12587660 10,143 nmol/mL 156,19 0,1584 8,02 

Aspartico  134.0448 mz 28668838 Linear 0,876 32723229 10,314 nmol/mL 115,09 0,1187 6,01 

Cistina  241.0305 mz 24449097 Linear 18,817 1299301 4,985 nmol/mL 214,28 0,1068 5,41 

Fenilalanina  166.0863 mz 3,49E+08 Linear 15,916 21904424 9,594 nmol/mL 147,18 0,1412 7,15 

Glicina  76.0403 mz 46571908 Linear 16,561 2812147 9,931 nmol/mL 57,05 0,0567 2,87 

Glutamico  148.0604 mz 60323134 Linear 11,38 5300657 9,85 nmol/mL 129,12 0,1272 6,44 

Histidina  156.0755  mz 1,69E+08 Linear 20,656 8192359 10,257 nmol/mL 137,14 0,1407 7,12 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,67E+10 Linear 17,886 33498283 20,589  113,16 0,2330 11,79 

Lisina  147.1128 mz 2,33E+09 Linear 11,139 6798906 10,031 nmol/mL 128,17 0,1286 6,51 

Metionina  150.0583 mz 6,2E+09 Linear 51,708 4085105 10,257 nmol/mL 131,19 0,1346 6,81 

Prolina  116.0710 mz 8,52E+09 Linear 19,399 15174508 10,283 nmol/mL 97,12 0,0999 5,06 

Serina  106.0504 mz 1,29E+09 Linear 18,519 2283402 10,141 nmol/mL 87,08 0,0883 4,47 

Tirosina  182.0812 mz 4,31E+09 Linear 16,282 8948572 10,112 nmol/mL 163,18 0,1650 8,35 

Treonina  120.0658 mz 2,16E+09 Linear 18,029 4085105 10,118 nmol/mL 101,11 0,1023 5,18 

Valina  118.0866 mz 6,88E+09 Linear 17,593 13414549 10,146 nmol/mL 99,13 0,1006 5,09 

  
 

      Massa total(ug) 1,975   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 
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Alanina  90.0557 mz 1,15E+08 Linear 17,942 6406468 10,109 nmol/mL 71,08 0,0719 3,63 

Arginina  175.1189 mz 2,33E+08 Linear 18,103 12846913 10,534 nmol/mL 156,19 0,1645 8,31 

Aspartico  134.0448 mz 31158776 Linear 0,868 35892293 10,215 nmol/mL 115,09 0,1176 5,94 

Cistina  241.0305 mz 24654168 Linear 18,61 1324787 4,929 nmol/mL 214,28 0,1056 5,33 

Fenilalanina  166.0863 mz 3,76E+08 Linear 16,812 22371824 10,142 nmol/mL 147,18 0,1493 7,54 

Glicina  76.0403 mz 50745283 Linear 16,843 3012765 10,102 nmol/mL 57,05 0,0576 2,91 

Glutamico  148.0604 mz 63357711 Linear 11,508 5505641 9,961 nmol/mL 129,12 0,1286 6,50 

Histidina  156.0755  mz 1,71E+08 Linear 20,488 8352381 10,167 nmol/mL 137,14 0,1394 7,04 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,79E+10 Linear 17,497 36647630 20,138  113,16 0,2279 11,51 

Lisina  147.1128 mz 2,39E+09 Linear 11,174 6795243 10,062 nmol/mL 128,17 0,1290 6,51 

Metionina  150.0583 mz 6,4E+09 Linear 49,706 4439850 9,865 nmol/mL 131,19 0,1294 6,54 

Prolina  116.0710 mz 9,09E+09 Linear 19,394 16083972 10,28 nmol/mL 97,12 0,0998 5,04 

Serina  106.0504 mz 1,39E+09 Linear 18,376 2521297 10,062 nmol/mL 87,08 0,0876 4,42 

Tirosina  182.0812 mz 4,43E+09 Linear 16,363 9061501 10,163 nmol/mL 163,18 0,1658 8,37 

Treonina  120.0658 mz 2,36E+09 Linear 18,308 4439850 10,276 nmol/mL 101,11 0,1039 5,25 

Valina  118.0866 mz 7,46E+09 Linear 17,88 14628751 10,314 nmol/mL 99,13 0,1022 5,16 

  
 

      Massa total(ug) 1,980   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 1,39E+08 Linear 34,357 4050547 19,517 nmol/mL 71,08 0,1387 3,53 

Arginina  175.1189 mz 3,14E+08 Linear 33,415 9390176 19,558 nmol/mL 156,19 0,3055 7,77 

Aspartico  134.0448 mz 38997622 Linear 1,702 22913711 20,594 nmol/mL 115,09 0,2370 6,03 

Cistina  241.0305 mz 29626315 Linear 38,185 775871 10,177 nmol/mL 214,28 0,2181 5,55 

Fenilalanina  166.0863 mz 4,62E+08 Linear 26,727 17274048 16,208 nmol/mL 147,18 0,2385 6,07 

Glicina  76.0403 mz 62927858 Linear 33,296 1889980 20,114 nmol/mL 57,05 0,1148 2,92 

Glutamico  148.0604 mz 86058416 Linear 23,391 3679047 20,256 nmol/mL 129,12 0,2615 6,65 

Histidina  156.0755  mz 2,39E+08 Linear 52,238 4567451 27,095 nmol/mL 137,14 0,3716 9,45 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,37E+10 Linear 34,475 23913480 39,869  113,16 0,4512 11,48 

Lisina  147.1128 mz 3,35E+09 Linear 22,384 4747523 20,214 nmol/mL 128,17 0,2591 6,59 

Metionina  150.0583 mz 8,07E+09 Linear 95,378 2857675 18,827 nmol/mL 131,19 0,2470 6,28 

Prolina  116.0710 mz 1,22E+10 Linear 37,575 10896754 20,072 nmol/mL 97,12 0,1949 4,96 
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Serina  106.0504 mz 1,68E+09 Linear 36,352 1486952 20,095 nmol/mL 87,08 0,1750 4,45 

Tirosina  182.0812 mz 6,18E+09 Linear 31,595 6543278 19,727 nmol/mL 163,18 0,3219 8,19 

Treonina  120.0658 mz 3E+09 Linear 35,449 2857675 19,984 nmol/mL 101,11 0,2021 5,14 

Valina  118.0866 mz 9,77E+09 Linear 33,813 9689072 19,635 nmol/mL 99,13 0,1946 4,95 

  
 

      Massa total(ug) 3,931   

AA Report 
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

  
Alanina  90.0557 mz 1,54E+08 Linear 35,839 4304739 20,366 nmol/mL 71,08 0,1448 3,41   
Arginina  175.1189 mz 3,54E+08 Linear 35,459 9982965 20,762 nmol/mL 156,19 0,3243 7,65   
Aspartico  134.0448 mz 39851194 Linear 1,601 24894068 19,335 nmol/mL 115,09 0,2225 5,25   
Cistina  241.0305 mz 26753134 Linear 37,063 721827 9,876 nmol/mL 214,28 0,2116 4,99   
Fenilalanina  166.0863 mz 4,95E+08 Linear 27,576 17950278 16,726 nmol/mL 147,18 0,2462 5,81   
Glicina  76.0403 mz 65756455 Linear 32,462 2025646 19,607 nmol/mL 57,05 0,1119 2,64   
Glutamico  148.0604 mz 89059063 Linear 22,696 3923928 19,654 nmol/mL 129,12 0,2538 5,99   
Histidina  156.0755  mz 2,59E+08 Linear 91,02 2847334 47,773 nmol/mL 137,14 0,6552 15,45   
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,56E+10 Linear 35,096 25626069 40,59  113,16 0,4593 10,83   
Lisina  147.1128 mz 3,42E+09 Linear 21,825 4921215 19,708 nmol/mL 128,17 0,2526 5,96   
Metionina  150.0583 mz 8,95E+09 Linear 105,347 2891508 20,783 nmol/mL 131,19 0,2727 6,43   
Prolina  116.0710 mz 1,25E+10 Linear 35,921 12035474 19,181 nmol/mL 97,12 0,1863 4,39   
Serina  106.0504 mz 1,72E+09 Linear 35,744 1568266 19,756 nmol/mL 87,08 0,1720 4,06   
Tirosina  182.0812 mz 6,57E+09 Linear 32,442 6669263 20,259 nmol/mL 163,18 0,3306 7,80   
Treonina  120.0658 mz 3,01E+09 Linear 35,478 2891508 20,001 nmol/mL 101,11 0,2022 4,77   
Valina  118.0866 mz 1,01E+10 Linear 33,73 10311407 19,586 nmol/mL 99,13 0,1942 4,58   

  
 

      Massa total(ug) 4,240    
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 1,69E+08 Linear 34,593 4892680 19,652 nmol/mL 71,08 0,1397 3,45    
Arginina  175.1189 mz 3,66E+08 Linear 32,879 11135155 19,242 nmol/mL 156,19 0,3005 7,42    
Aspartico  134.0448 mz 42126318 Linear 1,549 27200864 18,686 nmol/mL 115,09 0,2151 5,31    
Cistina  241.0305 mz 27508161 Linear 37,009 743293 9,862 nmol/mL 214,28 0,2113 5,21    
Fenilalanina  166.0863 mz 5,25E+08 Linear 33,382 15717779 20,279 nmol/mL 147,18 0,2985 7,36    
Glicina  76.0403 mz 70082599 Linear 33,317 2103491 20,128 nmol/mL 57,05 0,1148 2,83    
Glutamico  148.0604 mz 91734649 Linear 23,395 3921188 20,259 nmol/mL 129,12 0,2616 6,45    
Histidina  156.0755  mz 2,63E+08 Linear 63,039 4165957 32,854 nmol/mL 137,14 0,4506 11,12    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,7E+10 Linear 33,832 28045066 39,122  113,16 0,4427 10,92    
Lisina  147.1128 mz 3,63E+09 Linear 22,114 5079917 19,97 nmol/mL 128,17 0,2560 6,32    
Metionina  150.0583 mz 9,48E+09 Linear 104,564 3058326 20,629 nmol/mL 131,19 0,2706 6,68    
Prolina  116.0710 mz 1,4E+10 Linear 37,596 12976265 20,083 nmol/mL 97,12 0,1950 4,81    
Serina  106.0504 mz 1,88E+09 Linear 36,087 1689655 19,947 nmol/mL 87,08 0,1737 4,29    
Tirosina  182.0812 mz 6,59E+09 Linear 31,566 6857744 19,709 nmol/mL 163,18 0,3216 7,94    
Treonina  120.0658 mz 3,18E+09 Linear 35,03 3058326 19,747 nmol/mL 101,11 0,1997 4,93    
Valina  118.0866 mz 1,11E+10 Linear 35,006 11095866 20,332 nmol/mL 99,13 0,2016 4,97    

  
 

      Massa total(ug) 4,053     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 1,11E+08 Linear 26,026 4277455 14,742 nmol/mL 71,08 0,1048 5,22 

Arginina  175.1189 mz 91051495 Linear 12,724 7155654 7,365 nmol/mL 156,19 0,1150 5,73 

Aspartico  134.0448 mz 22610149 Linear 0,872 25918986 10,267 nmol/mL 115,09 0,1182 5,89 

Cistina  241.0305 mz 10761198 Linear 14,01 768135 3,696 nmol/mL 214,28 0,0792 3,94 

Fenilalanina  166.0863 mz 2,45E+08 Linear 14,867 16505943 8,952 nmol/mL 147,18 0,1318 6,56 

Glicina  76.0403 mz 19710839 Linear 9,325 2113876 5,527 nmol/mL 57,05 0,0315 1,57 

Glutamico  148.0604 mz 85680518 Linear 28,911 2963616 25,038 nmol/mL 129,12 0,3233 16,10 
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Histidina  156.0755  mz 50422856 Linear 11,797 4274313 5,533 nmol/mL 137,14 0,0759 3,78 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,58E+10 Linear 21,977 26266354 25,344  113,16 0,2868 14,28 

Lisina  147.1128 mz 2,57E+09 Linear 20,194 3967691 18,231 nmol/mL 128,17 0,2337 11,64 

Metionina  150.0583 mz 5E+08 Linear 6,536 2594917 1,393 nmol/mL 131,19 0,0183 0,91 

Prolina  116.0710 mz 6,13E+09 Linear 17,372 12971480 9,191 nmol/mL 97,12 0,0893 4,45 

Serina  106.0504 mz 6,45E+08 Linear 15,451 1391397 8,429 nmol/mL 87,08 0,0734 3,66 

Tirosina  182.0812 mz 1,89E+09 Linear 10,468 6075581 6,461 nmol/mL 163,18 0,1054 5,25 

Treonina  120.0658 mz 1,46E+09 Linear 19,061 2594917 10,703 nmol/mL 101,11 0,1082 5,39 

Valina  118.0866 mz 5,95E+09 Linear 19,756 11013103 11,411 nmol/mL 99,13 0,1131 5,63 

  
 

      Massa total(ug) 2,008   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:17   File Name QCHigh2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 1,06E+08 Linear 28,391 3743951 16,098 nmol/mL 71,08 0,1144 4,84 

Arginina  175.1189 mz 80320226 Linear 14,197 5657508 8,232 nmol/mL 156,19 0,1286 5,43 

Aspartico  134.0448 mz 18611954 Linear 0,847 21967194 9,955 nmol/mL 115,09 0,1146 4,84 

Cistina  241.0305 mz 6735224 Linear 12,276 548633 3,231 nmol/mL 214,28 0,0692 2,93 

Fenilalanina  166.0863 mz 2,43E+08 Linear 16,981 14321389 10,245 nmol/mL 147,18 0,1508 6,37 

Glicina  76.0403 mz 22905466 Linear 13,424 1706264 8,022 nmol/mL 57,05 0,0458 1,93 

Glutamico  148.0604 mz 1,04E+08 Linear 43,774 2372908 37,915 nmol/mL 129,12 0,4896 20,69 

Histidina  156.0755  mz 42502328 Linear 12,272 3463478 5,786 nmol/mL 137,14 0,0793 3,35 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,58E+10 Linear 24,991 22301596 28,847  113,16 0,3264 13,80 

Lisina  147.1128 mz 2,14E+09 Linear 20,519 3202055 18,525 nmol/mL 128,17 0,2374 10,03 

Metionina  150.0583 mz 5,22E+08 Linear 7,859 2154174 1,653 nmol/mL 131,19 0,0217 0,92 

Prolina  116.0710 mz 7,97E+09 Linear 26,744 10707802 14,238 nmol/mL 97,12 0,1383 5,84 

Serina  106.0504 mz 6,8E+08 Linear 18,145 1250215 9,933 nmol/mL 87,08 0,0865 3,66 

Tirosina  182.0812 mz 1,75E+09 Linear 11,215 5161935 6,931 nmol/mL 163,18 0,1131 4,78 

Treonina  120.0658 mz 1,33E+09 Linear 20,072 2154174 11,275 nmol/mL 101,11 0,1140 4,82 

Valina  118.0866 mz 6,24E+09 Linear 23,767 9410057 13,758 nmol/mL 99,13 0,1364 5,76 

  
 

      Massa total(ug) 2,366   

AA Report 
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:18   File Name QCHigh3     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 1,2E+08 Linear 25,151 4769753 14,24 nmol/mL 71,08 0,1012 5,16 

Arginina  175.1189 mz 92801860 Linear 12,525 7409502 7,247 nmol/mL 156,19 0,1132 5,77 

Aspartico  134.0448 mz 25566887 Linear 0,924 27661401 10,914 nmol/mL 115,09 0,1256 6,40 

Cistina  241.0305 mz 12770450 Linear 14,794 863206 3,906 nmol/mL 214,28 0,0837 4,27 

Fenilalanina  166.0863 mz 2,5E+08 Linear 14,359 17382156 8,641 nmol/mL 147,18 0,1272 6,48 

Glicina  76.0403 mz 20110167 Linear 9,021 2229212 5,342 nmol/mL 57,05 0,0305 1,55 

Glutamico  148.0604 mz 94048818 Linear 28,622 3285866 24,788 nmol/mL 129,12 0,3201 16,32 

Histidina  156.0755  mz 51626704 Linear 10,962 4709405 5,088 nmol/mL 137,14 0,0698 3,56 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,6E+10 Linear 21,001 27251651 24,21  113,16 0,2740 13,97 

Lisina  147.1128 mz 2,75E+09 Linear 19,701 4290875 17,784 nmol/mL 128,17 0,2279 11,62 

Metionina  150.0583 mz 4,92E+08 Linear 5,72 2854915 1,233 nmol/mL 131,19 0,0162 0,82 

Prolina  116.0710 mz 6,15E+09 Linear 16,625 13360531 8,789 nmol/mL 97,12 0,0854 4,35 

Serina  106.0504 mz 6,98E+08 Linear 15,198 1583094 8,288 nmol/mL 87,08 0,0722 3,68 

Tirosina  182.0812 mz 1,98E+09 Linear 10,063 6522969 6,208 nmol/mL 163,18 0,1013 5,17 

Treonina  120.0658 mz 1,55E+09 Linear 17,977 2854915 10,088 nmol/mL 101,11 0,1020 5,20 

Valina  118.0866 mz 6,16E+09 Linear 19,405 11343561 11,206 nmol/mL 99,13 0,1111 5,66 

  
 

      Massa total(ug) 1,961   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:19   File Name QCHigh4     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 1,14E+08 Linear 24,757 4598666 14,015 nmol/mL 71,08 0,0996 5,20  
Arginina  175.1189 mz 95069262 Linear 12,318 7718135 7,125 nmol/mL 156,19 0,1113 5,81  
Aspartico  134.0448 mz 23219021 Linear 0,863 26914243 10,147 nmol/mL 115,09 0,1168 6,09  
Cistina  241.0305 mz 9806654 Linear 11,804 830786 3,105 nmol/mL 214,28 0,0665 3,47  
Fenilalanina  166.0863 mz 2,33E+08 Linear 13,571 17188738 8,159 nmol/mL 147,18 0,1201 6,26  
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Glicina  76.0403 mz 20530415 Linear 9,511 2158695 5,64 nmol/mL 57,05 0,0322 1,68  
Glutamico  148.0604 mz 86916824 Linear 28,585 3040596 24,756 nmol/mL 129,12 0,3196 16,68  
Histidina  156.0755  mz 51932713 Linear 11,144 4660355 5,185 nmol/mL 137,14 0,0711 3,71  
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,56E+10 Linear 20,426 27513595 23,541  113,16 0,2664 13,90  
Lisina  147.1128 mz 2,66E+09 Linear 19,938 4216575 17,999 nmol/mL 128,17 0,2307 12,04  
Metionina  150.0583 mz 4,54E+08 Linear 5,536 2818653 1,197 nmol/mL 131,19 0,0157 0,82  
Prolina  116.0710 mz 6E+09 Linear 16,394 13469846 8,665 nmol/mL 97,12 0,0842 4,39  
Serina  106.0504 mz 6,7E+08 Linear 14,941 1507855 8,145 nmol/mL 87,08 0,0709 3,70  
Tirosina  182.0812 mz 1,85E+09 Linear 9,664 6462192 5,957 nmol/mL 163,18 0,0972 5,07  
Treonina  120.0658 mz 1,48E+09 Linear 18,057 2818653 10,133 nmol/mL 101,11 0,1025 5,35  

Valina  118.0866 mz 5,99E+09 Linear 19,572 11023759 11,303 nmol/mL 99,13 0,1120 5,85  

  
 

      Massa total(ug) 1,917   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:20   File Name QCHigh5     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 1,13E+08 Linear 26,405 4286243 14,959 nmol/mL 71,08 0,1063 5,46    
Arginina  175.1189 mz 84682575 Linear 12,694 6670956 7,347 nmol/mL 156,19 0,1148 5,90    
Aspartico  134.0448 mz 20078020 Linear 0,808 24839149 9,47 nmol/mL 115,09 0,1090 5,60    
Cistina  241.0305 mz 5656895 Linear 8,668 652652 2,264 nmol/mL 214,28 0,0485 2,49    
Fenilalanina  166.0863 mz 2,25E+08 Linear 14,701 15288580 8,851 nmol/mL 147,18 0,1303 6,69    
Glicina  76.0403 mz 17294324 Linear 8,833 1957966 5,228 nmol/mL 57,05 0,0298 1,53    
Glutamico  148.0604 mz 72604866 Linear 29,132 2492242 25,23 nmol/mL 129,12 0,3258 16,74    
Histidina  156.0755  mz 44606571 Linear 11,404 3911454 5,323 nmol/mL 137,14 0,0730 3,75    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,42E+10 Linear 21,014 24382187 24,224  113,16 0,2741 14,09    
Lisina  147.1128 mz 2,35E+09 Linear 20,237 3582793 18,27 nmol/mL 128,17 0,2342 12,03    
Metionina  150.0583 mz 4,16E+08 Linear 6,095 2277863 1,307 nmol/mL 131,19 0,0171 0,88    
Prolina  116.0710 mz 5,76E+09 Linear 17,095 12205988 9,042 nmol/mL 97,12 0,0878 4,51    
Serina  106.0504 mz 5,58E+08 Linear 15,153 1151523 8,263 nmol/mL 87,08 0,0720 3,70    
Tirosina  182.0812 mz 1,72E+09 Linear 10,345 5427410 6,385 nmol/mL 163,18 0,1042 5,35    
Treonina  120.0658 mz 1,27E+09 Linear 18,561 2277863 10,419 nmol/mL 101,11 0,1053 5,41    
Valina  118.0866 mz 5,65E+09 Linear 19,869 10265978 11,477 nmol/mL 99,13 0,1138 5,85    
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      Massa total(ug) 1,946     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:21   File Name QCHigh6     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 1,17E+08 Linear 25,695 4536538 14,552 nmol/mL 71,08 0,1034 5,08    
Arginina  175.1189 mz 90411432 Linear 12,837 7043278 7,431 nmol/mL 156,19 0,1161 5,70    
Aspartico  134.0448 mz 24485326 Linear 0,979 25018432 11,591 nmol/mL 115,09 0,1334 6,56    
Cistina  241.0305 mz 14367768 Linear 18,545 774768 4,912 nmol/mL 214,28 0,1053 5,17    
Fenilalanina  166.0863 mz 2,37E+08 Linear 14,409 16443282 8,672 nmol/mL 147,18 0,1276 6,27    
Glicina  76.0403 mz 18656542 Linear 9,334 1998707 5,533 nmol/mL 57,05 0,0316 1,55    
Glutamico  148.0604 mz 85927469 Linear 29,746 2888667 25,762 nmol/mL 129,12 0,3326 16,35    
Histidina  156.0755  mz 48530738 Linear 11,283 4301327 5,259 nmol/mL 137,14 0,0721 3,54    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 1,52E+10 Linear 20,823 25971527 24,003  113,16 0,2716 13,35    
Lisina  147.1128 mz 2,55E+09 Linear 20,403 3768839 18,42 nmol/mL 128,17 0,2361 11,60    
Metionina  150.0583 mz 4,98E+08 Linear 6,667 2479588 1,419 nmol/mL 131,19 0,0186 0,91    
Prolina  116.0710 mz 6,1E+09 Linear 17,346 12428892 9,177 nmol/mL 97,12 0,0891 4,38    
Serina  106.0504 mz 6,03E+08 Linear 14,956 1266694 8,153 nmol/mL 87,08 0,0710 3,49    
Tirosina  182.0812 mz 1,84E+09 Linear 10,474 5651442 6,466 nmol/mL 163,18 0,1055 5,19    
Treonina  120.0658 mz 1,4E+09 Linear 18,782 2479588 10,544 nmol/mL 101,11 0,1066 5,24    
Valina  118.0866 mz 6,01E+09 Linear 19,939 10792425 11,518 nmol/mL 99,13 0,1142 5,61    

  
 

      Massa total(ug) 2,035     
 

 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:16   File Name Dia 2_QCHigh1     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  0 1,04E+08 Linear 25,724 4054536 14,569 nmol/mL 71,08 0,1036 5,11    
Arginina  0 89947514 Linear 12,755 7051949 7,383 nmol/mL 156,19 0,1153 5,69    
Arpartico  0 22995381 Linear 0,972 23666374 11,503 nmol/mL 115,09 0,1324 6,53    
Cistina  0 13178578 Linear 14,119 933406 3,725 nmol/mL 214,28 0,0798 3,94    
Fenilamina  0 2,34E+08 Linear 14,681 15921351 8,838 nmol/mL 147,18 0,1301 6,42    
Glicina  0 18867665 Linear 9,272 2034972 5,495 nmol/mL 57,05 0,0313 1,55    
Glutamico  0 88855827 Linear 30,189 2943273 26,146 nmol/mL 129,12 0,3376 16,66    
Histidina  0 50325969 Linear 11,061 4550062 5,14 nmol/mL 137,14 0,0705 3,48    
Leucina/Isoleucina 0 1,5E+10 Linear 21,573 24436075 24,874  113,16 0,2815 13,89    
Lisina  0 2,61E+09 Linear 20,584 4058420 18,584 nmol/mL 128,17 0,2382 11,76    
Metionina  0 4,85E+08 Linear 6,303 2605020 1,348 nmol/mL 131,19 0,0177 0,87    
Prolina  0 5,87E+09 Linear 17,172 12003272 9,084 nmol/mL 97,12 0,0882 4,35    
Serina  0 6,5E+08 Linear 15,319 1366808 8,355 nmol/mL 87,08 0,0728 3,59    
Tirosina  0 1,9E+09 Linear 10,584 5933198 6,534 nmol/mL 163,18 0,1066 5,26    
Treonina  0 1,44E+09 Linear 18,696 2605020 10,495 nmol/mL 101,11 0,1061 5,24    
Valina  0 5,87E+09 Linear 19,986 10299559 11,545 nmol/mL 99,13 0,1144 5,65    

  
 

      Massa total(ug) 2,026     
 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:17   File Name Dia 2_QCHigh2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  0 97742238 Linear 28,247 3460215 16,015 nmol/mL 71,08 0,1138 4,83 

Arginina  0 79845539 Linear 14,667 5443930 8,509 nmol/mL 156,19 0,1329 5,64 

Arpartico  0 16214290 Linear 0,8 20261261 9,37 nmol/mL 115,09 0,1078 4,58 

Cistina  0 7229198 Linear 12,489 578837 3,288 nmol/mL 214,28 0,0705 2,99 
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Fenilamina  0 2,32E+08 Linear 17,09 13565430 10,312 nmol/mL 147,18 0,1518 6,44 

Glicina  0 21607252 Linear 13,394 1613194 8,003 nmol/mL 57,05 0,0457 1,94 

Glutamico  0 98028721 Linear 42,785 2291187 37,058 nmol/mL 129,12 0,4785 20,31 

Histidina  0 41045977 Linear 11,706 3506287 5,485 nmol/mL 137,14 0,0752 3,19 

Leucina/Isoleucina 0 1,49E+10 Linear 24,885 20924141 28,723  113,16 0,3250 13,79 

Lisina  0 2,09E+09 Linear 20,878 3072204 18,85 nmol/mL 128,17 0,2416 10,25 

Metionina  0 5,14E+08 Linear 8,122 2067870 1,704 nmol/mL 131,19 0,0224 0,95 

Prolina  0 7,67E+09 Linear 26,902 9963324 14,324 nmol/mL 97,12 0,1391 5,90 

Serina  0 6,73E+08 Linear 18,516 1134307 10,14 nmol/mL 87,08 0,0883 3,75 

Tirosina  0 1,74E+09 Linear 11,068 5129922 6,838 nmol/mL 163,18 0,1116 4,74 

Treonina  0 1,31E+09 Linear 20,676 2067870 11,617 nmol/mL 101,11 0,1175 4,98 

Valina  0 5,75E+09 Linear 23,506 8524774 13,605 nmol/mL 99,13 0,1349 5,72 

  
 

      Massa total(ug) 2,356   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:18   File Name Dia 2_QCHigh3     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  0 1,13E+08 Linear 24,937 4542105 14,118 nmol/mL 71,08 0,1004 5,11 

Arginina  0 89442418 Linear 12,256 7298061 7,088 nmol/mL 156,19 0,1107 5,64 

Arpartico  0 22360269 Linear 0,856 26117766 10,066 nmol/mL 115,09 0,1158 5,90 

Cistina  0 13315720 Linear 15,337 868197 4,052 nmol/mL 214,28 0,0868 4,42 

Fenilamina  0 2,44E+08 Linear 14,537 16755452 8,75 nmol/mL 147,18 0,1288 6,56 

Glicina  0 19422532 Linear 9,076 2140100 5,375 nmol/mL 57,05 0,0307 1,56 

Glutamico  0 91221198 Linear 29,367 3106276 25,433 nmol/mL 129,12 0,3284 16,72 

Histidina  0 51173504 Linear 11,021 4643457 5,119 nmol/mL 137,14 0,0702 3,58 

Leucina/Isoleucina 0 1,56E+10 Linear 20,734 26283985 23,9  113,16 0,2705 13,77 

Lisina  0 2,78E+09 Linear 20,244 4262907 18,276 nmol/mL 128,17 0,2342 11,93 

Metionina  0 5E+08 Linear 5,923 2798460 1,273 nmol/mL 131,19 0,0167 0,85 

Prolina  0 6,22E+09 Linear 16,855 12556757 8,913 nmol/mL 97,12 0,0866 4,41 

Serina  0 6,84E+08 Linear 14,285 1531639 7,779 nmol/mL 87,08 0,0677 3,45 

Tirosina  0 1,97E+09 Linear 9,986 6394896 6,159 nmol/mL 163,18 0,1005 5,12 

Treonina  0 1,56E+09 Linear 18,546 2798460 10,411 nmol/mL 101,11 0,1053 5,36 

Valina  0 6,06E+09 Linear 19,282 10838326 11,133 nmol/mL 99,13 0,1104 5,62 
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      Massa total(ug) 1,964   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:19   File Name Dia 2_QCHigh4     

 

 

            

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

  
Alanina  0 1,06E+08 Linear 24,563 4312994 13,903 nmol/mL 71,08 0,0988 5,17   
Arginina  0 94033584 Linear 12,415 7574055 7,182 nmol/mL 156,19 0,1122 5,87   
Arpartico  0 20507848 Linear 0,821 24967195 9,633 nmol/mL 115,09 0,1109 5,81   
Cistina  0 11369931 Linear 11,666 974593 3,068 nmol/mL 214,28 0,0657 3,44   
Fenilamina  0 2,28E+08 Linear 14,204 16075594 8,547 nmol/mL 147,18 0,1258 6,59   
Glicina  0 19537994 Linear 9,255 2111004 5,485 nmol/mL 57,05 0,0313 1,64   
Glutamico  0 82356677 Linear 28,134 2927344 24,364 nmol/mL 129,12 0,3146 16,47   
Histidina  0 51484530 Linear 10,654 4832330 4,924 nmol/mL 137,14 0,0675 3,54   
Leucina/Isoleucina 0 1,51E+10 Linear 20,995 25211485 24,203  113,16 0,2739 14,34   
Lisina  0 2,67E+09 Linear 19,297 4437758 17,419 nmol/mL 128,17 0,2233 11,69   
Metionina  0 4,35E+08 Linear 5,466 2623798 1,183 nmol/mL 131,19 0,0155 0,81   
Prolina  0 5,98E+09 Linear 16,438 12505338 8,688 nmol/mL 97,12 0,0844 4,42   
Serina  0 6,67E+08 Linear 15,261 1363723 8,323 nmol/mL 87,08 0,0725 3,79   
Tirosina  0 1,83E+09 Linear 9,769 6056425 6,023 nmol/mL 163,18 0,0983 5,15   
Treonina  0 1,44E+09 Linear 18,099 2623798 10,157 nmol/mL 101,11 0,1027 5,38   
Valina  0 5,84E+09 Linear 19,655 10379323 11,352 nmol/mL 99,13 0,1125 5,89   

  
 

      Massa total(ug) 1,910    

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:20   File Name Dia 2_QCHigh5     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  0 1,05E+08 Linear 25,688 4080287 14,548 nmol/mL 71,08 0,1034 5,31    
Arginina  0 80673174 Linear 12,762 6321141 7,387 nmol/mL 156,19 0,1154 5,93    
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Arpartico  0 18370953 Linear 0,781 23521398 9,131 nmol/mL 115,09 0,1051 5,40    
Cistina  0 5979331 Linear 8,538 700306 2,229 nmol/mL 214,28 0,0478 2,45    
Fenilamina  0 2,16E+08 Linear 14,464 14922865 8,705 nmol/mL 147,18 0,1281 6,58    
Glicina  0 17165964 Linear 9,297 1846480 5,51 nmol/mL 57,05 0,0314 1,61    
Glutamico  0 71452828 Linear 29,443 2426785 25,499 nmol/mL 129,12 0,3292 16,91    
Histidina  0 43353677 Linear 11,003 3940011 5,11 nmol/mL 137,14 0,0701 3,60    
Leucina/Isoleucina 0 1,43E+10 Linear 21,647 23412866 24,96  113,16 0,2824 14,51    
Lisina  0 2,35E+09 Linear 20,418 3500665 18,434 nmol/mL 128,17 0,2363 12,14    
Metionina  0 3,86E+08 Linear 5,618 2230008 1,213 nmol/mL 131,19 0,0159 0,82    
Prolina  0 5,59E+09 Linear 17,037 11249783 9,011 nmol/mL 97,12 0,0875 4,50    
Serina  0 5,75E+08 Linear 14,927 1188147 8,137 nmol/mL 87,08 0,0709 3,64    
Tirosina  0 1,74E+09 Linear 10,355 5383631 6,39 nmol/mL 163,18 0,1043 5,36    
Treonina  0 1,29E+09 Linear 18,696 2230008 10,495 nmol/mL 101,11 0,1061 5,45    
Valina  0 5,59E+09 Linear 19,673 9919796 11,363 nmol/mL 99,13 0,1126 5,79    

  
 

      Massa total(ug) 1,947     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:21   File Name Dia 2_QCHigh6     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  0 99751874 Linear 26,54 3758484 15,037 nmol/mL 71,08 0,1069 5,10    
Arginina  0 77740222 Linear 13,612 5711067 7,888 nmol/mL 156,19 0,1232 5,88    
Arpartico  0 18286895 Linear 0,831 21994094 9,758 nmol/mL 115,09 0,1123 5,36    
Cistina  0 11540124 Linear 19,395 595009 5,14 nmol/mL 214,28 0,1101 5,26    
Fenilamina  0 2,17E+08 Linear 14,913 14557374 8,98 nmol/mL 147,18 0,1322 6,31    
Glicina  0 19842591 Linear 11,357 1747207 6,763 nmol/mL 57,05 0,0386 1,84    
Glutamico  0 74350325 Linear 30,83 2411609 26,701 nmol/mL 129,12 0,3448 16,46    
Histidina  0 42589248 Linear 10,818 3936958 5,011 nmol/mL 137,14 0,0687 3,28    
Leucina/Isoleucina 0 1,42E+10 Linear 22,839 21838906 26,346  113,16 0,2981 14,23    
Lisina  0 2,31E+09 Linear 20,75 3388191 18,734 nmol/mL 128,17 0,2401 11,46    
Metionina  0 4,39E+08 Linear 6,491 2188241 1,385 nmol/mL 131,19 0,0182 0,87    
Prolina  0 5,4E+09 Linear 17,415 10489629 9,214 nmol/mL 97,12 0,0895 4,27    
Serina  0 6,14E+08 Linear 16,814 1112311 9,19 nmol/mL 87,08 0,0800 3,82    
Tirosina  0 1,78E+09 Linear 10,559 5405056 6,519 nmol/mL 163,18 0,1064 5,08    
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Treonina  0 1,31E+09 Linear 19,428 2188241 10,91 nmol/mL 101,11 0,1103 5,27    
Valina  0 5,49E+09 Linear 20,215 9365784 11,679 nmol/mL 99,13 0,1158 5,53    

  
 

      Massa total(ug) 2,095     
 

 

Reprodutibilidade           

  1 2 3 4 5 6 Média RSD(%) Erro(%) 

BSA Dia 1 2,01 2,37 1,96 1,92 1,95 2,03 2,04 8,14 101,94 

 DIA 2 2,03 1,96 2,36 1,91 1,95 2,10 2,05 8,00 102,48 

 Total       2,04 7,70 102,21 

           
Limeite de 

detecção  Amostra 1,00 2,00 3,00 Média (µg) DP CV (%) Acurácia (%)  

 

BSA (0,1 
µg) 0,114 0,108 0,102 0,108 0,006 5,51 108,3   

 

BSA (0,2 
µg) 0,201 0,201 0,198 0,20 0,002 0,84 100,10   

           

Linearidade           

Target Compounds R2 Slope Intercept Range(nmol/mL)      

Alanina 0,9991 1,745 0,304 0.1-20       

Arginina 0,9980 1,697 0,228 0.1-20       

Aspartico 0,9912 0,080 0,047 0.1-20       

Cistina 0,9993 3,730 0,223 0.05-10       

Fenilalanina 0,9977 1,635 0,233 0.1-20       

Glicina 0,9994 1,643 0,243 0.1-20       

Glutamico 0,9997 1,154 0,011 0.1-20       
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Histidina 0,9977 1,876 1,420 0.1-10       

Leucina/Isoleucina 0,9993 0,860 0,169 0.2-40       

Lisina 0,9998 1,104 0,063 0.1-20       

Metionina 0,9971 5,096 -0,564 0.1-20       

Prolina 0,9987 1,857 0,307 0.1-20       

Serina 0,9995 1,792 0,349 0.1-20       

Tirosina 0,9996 1,593 0,177 0.1-20       

Treonina 0,9998 1,766 0,165 0.1-20       

Valina 0,9992 1,709 0,251 0.1-20       
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Anexo C: Dados Brutos da quantificação de BSA, soro de rato, Folha de Jatropha curcas e extrato de Saccharomyces cerevisiae 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:34   File Name Folha_1     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 1544850 Linear 8,85 174560 4,898 nmol/mL 71,08 0,0348 5,77 

Arginina  175.1189 mz 3700696 Linear 4,577 808498 2,563 nmol/mL 156,19 0,0400 6,64 

Aspartico  134.0448 mz 701072 Linear 0,701 999875 8,137 nmol/mL 115,09 0,0936 15,53 

Cistina  241.0305 mz 4985 Linear 0,06 83417 -0,044 nmol/mL 214,28 -0,0009 -0,16 

Fenilalanina  166.0863 mz 3696100 Linear 4,445 831458 2,577 nmol/mL 147,18 0,0379 6,29 

Glicina  76.0403 mz 664315 Linear 8,942 74295 5,294 nmol/mL 57,05 0,0302 5,01 

Glutamico  148.0604 mz 1832853 Linear 6,356 288374 5,497 nmol/mL 129,12 0,0710 11,77 

Histidina  156.0755  mz 1292561 Linear 2,764 467651 0,717 nmol/mL 137,14 0,0098 1,63 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,71E+08 Linear 6,52 962843 7,38  113,16 0,0835 13,85 

Lisina  147.1128 mz 31421750 Linear 3,569 268950 3,175 nmol/mL 128,17 0,0407 6,75 

Metionina  150.0583 mz 38692320 Linear 6,483 155167 1,383 nmol/mL 131,19 0,0181 3,01 

Prolina  116.0710 mz 2,04E+08 Linear 5,781 1187038 2,949 nmol/mL 97,12 0,0286 4,75 

Serina  106.0504 mz 22088586 Linear 4,093 129980 2,09 nmol/mL 87,08 0,0182 3,02 

Tirosina  182.0812 mz 61121023 Linear 3,022 649447 1,787 nmol/mL 163,18 0,0292 4,83 

Treonina  120.0658 mz 34985552 Linear 5,862 155167 3,226 nmol/mL 101,11 0,0326 5,41 

Valina  118.0866 mz 1,13E+08 Linear 6,403 408915 3,599 nmol/mL 99,13 0,0357 5,92 

  
 

      Massa total(ug) 0,603   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:35   File Name Folha_2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 1247107 Linear 8,634 144440 4,774 nmol/mL 71,08 0,0339 5,96 
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Arginina  175.1189 mz 2516807 Linear 4,798 524604 2,693 nmol/mL 156,19 0,0421 7,38 

Aspartico  134.0448 mz 606368 Linear 0,641 945533 7,391 nmol/mL 115,09 0,0851 14,93 

Cistina  241.0305 mz 2373 Linear 0,041 57844 -0,049 nmol/mL 214,28 -0,0010 -0,18 

Fenilalanina  166.0863 mz 3779312 Linear 4,546 831322 2,638 nmol/mL 147,18 0,0388 6,82 

Glicina  76.0403 mz 493936 Linear 7,35 67200 4,325 nmol/mL 57,05 0,0247 4,33 

Glutamico  148.0604 mz 1674371 Linear 6,019 278190 5,205 nmol/mL 129,12 0,0672 11,80 

Histidina  156.0755  mz 1225827 Linear 3,203 382763 0,951 nmol/mL 137,14 0,0130 2,29 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,43E+08 Linear 6,523 854603 7,384  113,16 0,0836 14,67 

Lisina  147.1128 mz 25705712 Linear 2,715 360197 2,402 nmol/mL 128,17 0,0308 5,41 

Metionina  150.0583 mz 37879132 Linear 6,932 135644 1,471 nmol/mL 131,19 0,0193 3,39 

Prolina  116.0710 mz 1,8E+08 Linear 5,973 1130514 3,052 nmol/mL 97,12 0,0296 5,20 

Serina  106.0504 mz 17273305 Linear 3,062 123928 1,514 nmol/mL 87,08 0,0132 2,31 

Tirosina  182.0812 mz 55767588 Linear 3,138 555317 1,859 nmol/mL 163,18 0,0303 5,33 

Treonina  120.0658 mz 28265116 Linear 5,172 135644 2,836 nmol/mL 101,11 0,0287 5,03 

Valina  118.0866 mz 86076647 Linear 5,481 350293 3,06 nmol/mL 99,13 0,0303 5,33 

  
 

      Massa total(ug) 0,570   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:37   File Name Folha_3     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 1481548 Linear 8,342 177609 4,607 nmol/mL 71,08 0,0327 5,81 

Arginina  175.1189 mz 3184594 Linear 4,28 744123 2,388 nmol/mL 156,19 0,0373 6,62 

Aspartico  134.0448 mz 749359 Linear 0,702 1067326 8,148 nmol/mL 115,09 0,0938 16,65 

Cistina  241.0305 mz 0 Linear 0 93074 -0,06 nmol/mL 214,28 -0,0013 -0,23 

Fenilalanina  166.0863 mz 3776568 Linear 4,102 920578 2,367 nmol/mL 147,18 0,0348 6,18 

Glicina  76.0403 mz 584222 Linear 8,728 66938 5,164 nmol/mL 57,05 0,0295 5,23 

Glutamico  148.0604 mz 1893303 Linear 5,863 322919 5,07 nmol/mL 129,12 0,0655 11,62 

Histidina  156.0755  mz 1361888 Linear 3,038 448217 0,863 nmol/mL 137,14 0,0118 2,10 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,75E+08 Linear 6,158 972727 6,96  113,16 0,0788 13,98 

Lisina  147.1128 mz 26844428 Linear 2,692 313536 2,381 nmol/mL 128,17 0,0305 5,42 

Metionina  150.0583 mz 42349800 Linear 5,78 177163 1,245 nmol/mL 131,19 0,0163 2,90 

Prolina  116.0710 mz 2,03E+08 Linear 5,108 1357595 2,586 nmol/mL 97,12 0,0251 4,46 

Serina  106.0504 mz 23516458 Linear 4,303 134164 2,207 nmol/mL 87,08 0,0192 3,41 
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Tirosina  182.0812 mz 58212698 Linear 2,821 589483 1,66 nmol/mL 163,18 0,0271 4,81 

Treonina  120.0658 mz 36834022 Linear 5,027 177163 2,754 nmol/mL 101,11 0,0278 4,94 

Valina  118.0866 mz 1,2E+08 Linear 6,171 447691 3,464 nmol/mL 99,13 0,0343 6,10 

  
 

      Massa total(ug) 0,563   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:29   File Name Levedura_1     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 47895724 Linear 9,142 5238902 5,066 nmol/mL 71,08 0,0360 5,25 

Arginina  175.1189 mz 55053905 Linear 7,018 7844312 4,002 nmol/mL 156,19 0,0625 9,11 

Aspartico  134.0448 mz 15133132 Linear 0,449 33688928 5 nmol/mL 115,09 0,0575 8,39 

Cistina  241.0305 mz 30507 Linear 0,035 876702 -0,051 nmol/mL 214,28 -0,0011 -0,16 

Fenilalanina  166.0863 mz 76805568 Linear 3,417 22477784 1,948 nmol/mL 147,18 0,0287 4,18 

Glicina  76.0403 mz 24340688 Linear 9,594 2537191 5,69 nmol/mL 57,05 0,0325 4,73 

Glutamico  148.0604 mz 52173621 Linear 12,26 4255658 10,612 nmol/mL 129,12 0,1370 19,97 

Histidina  156.0755  mz 14901513 Linear 2,821 5282598 0,747 nmol/mL 137,14 0,0102 1,49 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 5,98E+09 Linear 6,374 32792671 7,21  113,16 0,0816 11,89 

Lisina  147.1128 mz 1,3E+09 Linear 7,912 4846248 7,108 nmol/mL 128,17 0,0911 13,27 

Metionina  150.0583 mz 47657155 Linear 0,403 3825441 0,19 nmol/mL 131,19 0,0025 0,36 

Prolina  116.0710 mz 2,11E+09 Linear 4,458 16482279 2,236 nmol/mL 97,12 0,0217 3,16 

Serina  106.0504 mz 3,69E+08 Linear 7,02 1535325 3,724 nmol/mL 87,08 0,0324 4,73 

Tirosina  182.0812 mz 8,27E+08 Linear 2,592 10500998 1,516 nmol/mL 163,18 0,0247 3,60 

Treonina  120.0658 mz 6,35E+08 Linear 5,377 3825441 2,952 nmol/mL 101,11 0,0298 4,35 

Valina  118.0866 mz 2,56E+09 Linear 6,975 12669490 3,934 nmol/mL 99,13 0,0390 5,68 

  
 

      Massa total(ug) 0,686   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:31   File Name Levedura_2     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 57633956 Linear 9,089 6341054 5,035 nmol/mL 71,08 0,0358 5,22  
Arginina  175.1189 mz 65745304 Linear 7,257 9059471 4,143 nmol/mL 156,19 0,0647 9,44  
Aspartico  134.0448 mz 16687403 Linear 0,446 37436316 4,957 nmol/mL 115,09 0,0571 8,32  
Cistina  241.0305 mz 16106 Linear 0,012 1356877 -0,057 nmol/mL 214,28 -0,0012 -0,18  
Fenilalanina  166.0863 mz 82565185 Linear 3,395 24318962 1,934 nmol/mL 147,18 0,0285 4,15  
Glicina  76.0403 mz 26176549 Linear 9,556 2739159 5,668 nmol/mL 57,05 0,0323 4,72  
Glutamico  148.0604 mz 56423591 Linear 11,777 4790895 10,194 nmol/mL 129,12 0,1316 19,20  
Histidina  156.0755  mz 22272598 Linear 3,471 6416551 1,094 nmol/mL 137,14 0,0150 2,19  
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,08E+09 Linear 6,398 38338220 7,239  113,16 0,0819 11,95  
Lisina  147.1128 mz 1,67E+09 Linear 8,085 5898528 7,265 nmol/mL 128,17 0,0931 13,59  
Metionina  150.0583 mz 68770369 Linear 0,562 3890177 0,221 nmol/mL 131,19 0,0029 0,42  
Prolina  116.0710 mz 2,49E+09 Linear 4,463 19025906 2,239 nmol/mL 97,12 0,0217 3,17  
Serina  106.0504 mz 3,91E+08 Linear 6,134 1984847 3,229 nmol/mL 87,08 0,0281 4,10  
Tirosina  182.0812 mz 8,74E+08 Linear 2,555 10543680 1,493 nmol/mL 163,18 0,0244 3,55  
Treonina  120.0658 mz 6,68E+08 Linear 5,461 3890177 3 nmol/mL 101,11 0,0303 4,43  

Valina  118.0866 mz 2,98E+09 Linear 7,007 14314149 3,952 nmol/mL 99,13 0,0392 5,72  

  
 

      Massa total(ug) 0,685   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:32   File Name Levedura_3     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 54995956 Linear 9,093 6048157 5,037 nmol/mL 71,08 0,0358 5,36    
Arginina  175.1189 mz 62797278 Linear 7,08 8869182 4,038 nmol/mL 156,19 0,0631 9,45    
Aspartico  134.0448 mz 15417896 Linear 0,414 37257114 4,56 nmol/mL 115,09 0,0525 7,86    
Cistina  241.0305 mz 12713 Linear 0,01 1294829 -0,057 nmol/mL 214,28 -0,0012 -0,18    
Fenilalanina  166.0863 mz 82999425 Linear 3,462 23974542 1,975 nmol/mL 147,18 0,0291 4,35    
Glicina  76.0403 mz 24790672 Linear 9,381 2642710 5,561 nmol/mL 57,05 0,0317 4,75    
Glutamico  148.0604 mz 51647261 Linear 11,449 4510903 9,91 nmol/mL 129,12 0,1280 19,17    
Histidina  156.0755  mz 15741429 Linear 2,691 5849090 0,678 nmol/mL 137,14 0,0093 1,39    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,04E+09 Linear 6,377 37763830 7,215  113,16 0,0816 12,23    
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Lisina  147.1128 mz 1,53E+09 Linear 7,806 5 453667 7,012 nmol/mL 128,17 0,0899 13,46    
Metionina  150.0583 mz 1,13E+08 Linear 0,969 3647474 0,301 nmol/mL 131,19 0,0039 0,59    
Prolina  116.0710 mz 2,42E+09 Linear 4,477 18190044 2,246 nmol/mL 97,12 0,0218 3,27    
Serina  106.0504 mz 3,59E+08 Linear 6,237 1831815 3,287 nmol/mL 87,08 0,0286 4,29    
Tirosina  182.0812 mz 8,1E+08 Linear 2,577 9755632 1,507 nmol/mL 163,18 0,0246 3,68    
Treonina  120.0658 mz 6,33E+08 Linear 5,447 3647474 2,991 nmol/mL 101,11 0,0302 4,53    
Valina  118.0866 mz 2,89E+09 Linear 6,921 13964303 3,902 nmol/mL 99,13 0,0387 5,79    

  
 

      Massa total(ug) 0,668     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:31   File Name Folha_trip_1     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 37681606 Linear 24,113 1562729 14,492 nmol/mL 71,08 0,1030 4,99    
Arginina  175.1189 mz 62435861 Linear 9,43 6621125 6,218 nmol/mL 156,19 0,0971 4,70    
Aspartico  134.0448 mz 9503349 Linear 1,222 7776968 20,997 nmol/mL 115,09 0,2417 11,70    
Cistina  241.0305 mz 238850 Linear 0,44 542542 0,153 nmol/mL 214,28 0,0033 0,16    
Fenilalanina  166.0863 mz 1,17E+08 Linear 11,002 10656051 6,585 nmol/mL 147,18 0,0969 4,69    
Glicina  76.0403 mz 18818687 Linear 29,019 648493 18,287 nmol/mL 57,05 0,1043 5,05    
Glutamico  148.0604 mz 21663250 Linear 11,2 1934141 23,252 nmol/mL 129,12 0,3002 14,53    
Histidina  156.0755 mz 29263991 Linear 9,652 3031961 4,44 nmol/mL 137,14 0,0609 2,95    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 5,54E+09 Linear 22,514 7537294 27,017  113,16 0,3057 14,80    
Lisina  147.1128 mz 6,83E+08 Linear 5,181 2982872 12,213 nmol/mL 128,17 0,1565 7,58    
Metionina  150.0583 mz 4,94E+08 Linear 19,454 686133 2,128 nmol/mL 131,19 0,0279 1,35    
Prolina  116.0710 mz 3,53E+09 Linear 22,825 4808331 12,23 nmol/mL 97,12 0,1188 5,75    
Serina  106.0504 mz 3,74E+08 Linear 20,864 488156 11,499 nmol/mL 87,08 0,1001 4,85    
Tirosina  182.0812 mz 1,21E+09 Linear 8,018 4038938 5,359 nmol/mL 163,18 0,0874 4,23    
Treonina  120.0658 mz 5,18E+08 Linear 20,368 686133 11,777 nmol/mL 101,11 0,1191 5,76    
Valina  118.0866 mz 2,44E+09 Linear 24,204 3049251 14,426 nmol/mL 99,13 0,1430 6,92    

  
 

      Massa total(ug) 2,066     
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AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:32   File Name Folha_trip_2     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 40292704 Linear 23,221 1735197 13,953 nmol/mL 71,08 0,0992 4,86    
Arginina  175.1189 mz 87020401 Linear 9,669 8999963 6,381 nmol/mL 156,19 0,0997 4,88    
Aspartico  134.0448 mz 11575125 Linear 1,371 8442195 23,528 nmol/mL 115,09 0,2708 13,26    
Cistina  241.0305 mz 330267 Linear 0,396 833544 0,14 nmol/mL 214,28 0,0030 0,15    
Fenilalanina  166.0863 mz 1,22E+08 Linear 10,309 11807318 6,176 nmol/mL 147,18 0,0909 4,45    
Glicina  76.0403 mz 19440060 Linear 28,134 690978 17,725 nmol/mL 57,05 0,1011 4,95    
Glutamico  148.0604 mz 24749058 Linear 11,044 2241039 22,929 nmol/mL 129,12 0,2961 14,50    
Histidina  156.0755 mz 35910078 Linear 8,949 4012851 4,109 nmol/mL 137,14 0,0564 2,76    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 5,86E+09 Linear 21,617 8462291 25,929  113,16 0,2934 14,37    
Lisina  147.1128 mz 7,89E+08 Linear 5,045 3555439 11,897 nmol/mL 128,17 0,1525 7,47    
Metionina  150.0583 mz 5,23E+08 Linear 18,727 752475 2,049 nmol/mL 131,19 0,0269 1,32    
Prolina  116.0710 mz 3,75E+09 Linear 21,557 5650902 11,542 nmol/mL 97,12 0,1121 5,49    
Serina  106.0504 mz 4,19E+08 Linear 19,984 552557 11,014 nmol/mL 87,08 0,0959 4,70    
Tirosina  182.0812 mz 1,3E+09 Linear 7,907 4329636 5,283 nmol/mL 163,18 0,0862 4,22    
Treonina  120.0658 mz 5,61E+08 Linear 20,09 752475 11,615 nmol/mL 101,11 0,1174 5,75    
Valina  118.0866 mz 2,62E+09 Linear 23,722 3328774 14,135 nmol/mL 99,13 0,1401 6,86    

  
 

      Massa total(ug) 2,042     

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:33   File Name Folha_trip_3     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 44337767 Linear 24,156 1835479 14,518 nmol/mL 71,08 0,1032 4,73    
Arginina  175.1189 mz 91505011 Linear 10,061 9094668 6,65 nmol/mL 156,19 0,1039 4,76    
Aspartico  134.0448 mz 13527097 Linear 1,598 8467535 27,373 nmol/mL 115,09 0,3150 14,43    
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Cistina  241.0305 mz 113665 Linear 0,125 908358 0,061 nmol/mL 214,28 0,0013 0,06    
Fenilalanina  166.0863 mz 1,32E+08 Linear 10,656 12393496 6,381 nmol/mL 147,18 0,0939 4,30    
Glicina  76.0403 mz 20901048 Linear 30,59 683274 19,286 nmol/mL 57,05 0,1100 5,04    
Glutamico  148.0604 mz 26179109 Linear 11,706 2236411 24,295 nmol/mL 129,12 0,3137 14,37    
Histidina  156.0755 mz 37629281 Linear 9,405 4001130 4,323 nmol/mL 137,14 0,0593 2,72    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 6,45E+09 Linear 22,897 8496418 27,481  113,16 0,3110 14,24    
Lisina  147.1128 mz 8,78E+08 Linear 5,578 3436486 13,137 nmol/mL 128,17 0,1684 7,71    
Metionina  150.0583 mz 5,71E+08 Linear 18,767 744961 2,053 nmol/mL 131,19 0,0269 1,23    
Prolina  116.0710 mz 4,18E+09 Linear 22,481 5758323 12,043 nmol/mL 97,12 0,1170 5,36    
Serina  106.0504 mz 4,64E+08 Linear 21,195 567336 11,682 nmol/mL 87,08 0,1017 4,66    
Tirosina  182.0812 mz 1,45E+09 Linear 8,303 4451467 5,552 nmol/mL 163,18 0,0906 4,15    
Treonina  120.0658 mz 6,38E+08 Linear 20,969 744961 12,126 nmol/mL 101,11 0,1226 5,62    
Valina  118.0866 mz 2,81E+09 Linear 24,497 3372849 14,603 nmol/mL 99,13 0,1448 6,63    

  
 

      Massa total(ug) 2,183     
 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:25   File Name Lev_trip_1     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 29220766 Linear 28,688 1018555 17,259 nmol/mL 71,08 0,1227 5,76    
Arginina  175.1189 mz 91908540 Linear 13,864 6629464 9,248 nmol/mL 156,19 0,1444 6,79    
Aspartico  134.0448 mz 5101237 Linear 0,932 5470556 16,081 nmol/mL 115,09 0,1851 8,70    
Cistina  241.0305 mz 53971 Linear 0,116 467003 0,058 nmol/mL 214,28 0,0012 0,06    
Fenilalanina  166.0863 mz 87501732 Linear 11,777 7429641 7,042 nmol/mL 147,18 0,1036 4,87    
Glicina  76.0403 mz 11382047 Linear 32,869 346281 20,735 nmol/mL 57,05 0,1183 5,56    
Glutamico  148.0604 mz 14006574 Linear 9,869 1419261 20,505 nmol/mL 129,12 0,2648 12,44    
Histidina  156.0755 mz 26009298 Linear 7,368 3529911 3,364 nmol/mL 137,14 0,0461 2,17    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 3,82E+09 Linear 24,017 5370380 28,841  113,16 0,3264 15,34    
Lisina  147.1128 mz 5,14E+08 Linear 4,954 2549257 11,685 nmol/mL 128,17 0,1498 7,04    
Metionina  150.0583 mz 7,34E+08 Linear 48,373 443748 5,282 nmol/mL 131,19 0,0693 3,26    
Prolina  116.0710 mz 2,61E+09 Linear 23,42 3731338 12,553 nmol/mL 97,12 0,1219 5,73    
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Serina  106.0504 mz 2,26E+08 Linear 20,149 318322 11,106 nmol/mL 87,08 0,0967 4,54    
Tirosina  182.0812 mz 1,03E+09 Linear 9,969 3005046 6,682 nmol/mL 163,18 0,1090 5,12    
Treonina  120.0658 mz 3,17E+08 Linear 20,881 443748 12,075 nmol/mL 101,11 0,1221 5,74    
Valina  118.0866 mz 1,55E+09 Linear 24,811 2084806 14,793 nmol/mL 99,13 0,1466 6,89    

  
 

      Massa total(ug) 2,128     
 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:26   File Name Lev_trip_2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units 

Mass of 
aminoacid 

masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 41483406 Linear 32,667 1269871 19,665 nmol/mL 71,08 0,1398 5,85  
Arginina  175.1189 mz 1,25E+08 Linear 15,46 8102855 10,339 nmol/mL 156,19 0,1615 6,76  
Aspartico  134.0448 mz 6488893 Linear 1,014 6401440 17,459 nmol/mL 115,09 0,2009 8,41  
Cistina  241.0305 mz 177332 Linear 0,308 575829 0,114 nmol/mL 214,28 0,0024 0,10  
Fenilalanina  166.0863 mz 1,15E+08 Linear 12,299 9349789 7,35 nmol/mL 147,18 0,1082 4,53  
Glicina  76.0403 mz 15243089 Linear 34,098 447042 21,516 nmol/mL 57,05 0,1227 5,14  
Glutamico  148.0604 mz 19091227 Linear 11,39 1676156 23,643 nmol/mL 129,12 0,3053 12,77  
Histidina  156.0755 mz 30993151 Linear 8,395 3691785 3,848 nmol/mL 137,14 0,0528 2,21  
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 5,22E+09 Linear 27,925 6178281 33,581  113,16 0,3800 15,90  
Lisina  147.1128 mz 6,77E+08 Linear 5,651 3036296 13,309 nmol/mL 128,17 0,1706 7,14  
Metionina  150.0583 mz 9E+08 Linear 50,861 532429 5,553 nmol/mL 131,19 0,0728 3,05  
Prolina  116.0710 mz 3,45E+09 Linear 26,459 4455569 14,201 nmol/mL 97,12 0,1379 5,77  
Serina  106.0504 mz 2,98E+08 Linear 21,46 409361 11,828 nmol/mL 87,08 0,1030 4,31  
Tirosina  182.0812 mz 1,28E+09 Linear 11,542 3187299 7,75 nmol/mL 163,18 0,1265 5,29  
Treonina  120.0658 mz 4,1E+08 Linear 23,184 532429 13,413 nmol/mL 101,11 0,1356 5,67  

Valina  118.0866 mz 2,2E+09 Linear 28,715 2498626 17,154 nmol/mL 99,13 0,1700 7,11  

  
 

      Massa total(ug) 2,390   
 

AA Report 
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Vial Pos Drawer 1:Slot1:27   File Name Lev_trip_3     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 42073213 Linear 28,625 1469796 17,221 nmol/mL 71,08 0,1224 5,69    
Arginina  175.1189 mz 1,14E+08 Linear 14,122 8082115 9,425 nmol/mL 156,19 0,1472 6,84    
Arpartico  134.0448 mz 6515293 Linear 0,889 7326985 15,347 nmol/mL 115,09 0,1766 8,21    
Cistina  241.0305 mz 136659 Linear 0,212 643288 0,086 nmol/mL 214,28 0,0018 0,09    
Fenilamina  166.0863 mz 1,21E+08 Linear 11,65 10401642 6,967 nmol/mL 147,18 0,1025 4,77    
Glicina  76.0403 mz 16932400 Linear 32,821 515903 20,705 nmol/mL 57,05 0,1181 5,49    
Glutamico  148.0604 mz 18775168 Linear 10,362 1811866 21,523 nmol/mL 129,12 0,2779 12,91    
Histidina  156.0755 mz 29415365 Linear 7,767 3787388 3,552 nmol/mL 137,14 0,0487 2,26    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 5,53E+09 Linear 24,935 7042526 29,954  113,16 0,3390 15,75    
Lisina  147.1128 mz 6,67E+08 Linear 4,975 3274226 11,732 nmol/mL 128,17 0,1504 6,99    
Metionina  150.0583 mz 9,74E+08 Linear 44,993 618762 4,913 nmol/mL 131,19 0,0645 3,00    
Prolina  116.0710 mz 3,51E+09 Linear 23,306 5034321 12,491 nmol/mL 97,12 0,1213 5,64    
Serina  106.0504 mz 3,25E+08 Linear 19,906 450245 10,972 nmol/mL 87,08 0,0955 4,44    
Tirosina  182.0812 mz 1,37E+09 Linear 10,348 3653847 6,94 nmol/mL 163,18 0,1132 5,26    
Treonina  120.0658 mz 4,53E+08 Linear 20,937 618762 12,107 nmol/mL 101,11 0,1224 5,69    
Valina  118.0866 mz 2,27E+09 Linear 25,398 2784885 15,148 nmol/mL 99,13 0,1502 6,98    

  
 

      Massa total(ug) 2,152     
 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:19   File Name Soro_trip_1     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 47127209 Linear 25,152 1873683 15,121 nmol/mL 71,08 0,1075 4,92    
Arginina  175.1189 mz 1,1E+08 Linear 11,486 9563512 7,623 nmol/mL 156,19 0,1191 5,45    
Aspartico  134.0448 mz 12699514 Linear 1,436 8843806 24,63 nmol/mL 115,09 0,2835 12,97    
Cistina  241.0305 mz 8500654 Linear 6,777 1254329 1,991 nmol/mL 214,28 0,0427 1,95    
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Fenilalanina  166.0863 mz 1,61E+08 Linear 12,612 12757196 7,534 nmol/mL 147,18 0,1109 5,07    
Glicina  76.0403 mz 14065276 Linear 18,129 775834 11,363 nmol/mL 57,05 0,0648 2,97    
Glutamico  148.0604 mz 24802893 Linear 10,923 2270752 22,679 nmol/mL 129,12 0,2928 13,40    
Histidina  156.0755 mz 46119439 Linear 10,816 4264019 4,988 nmol/mL 137,14 0,0684 3,13    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 6,06E+09 Linear 20,288 8602543 24,317  113,16 0,2752 12,59    
Lisina  147.1128 mz 9,17E+08 Linear 5,637 3438753 13,276 nmol/mL 128,17 0,1702 7,78    
Metionina  150.0583 mz 9,13E+08 Linear 24,841 800697 2,716 nmol/mL 131,19 0,0356 1,63    
Prolina  116.0710 mz 4,42E+09 Linear 22,11 5882369 11,842 nmol/mL 97,12 0,1150 5,26    
Serina  106.0504 mz 5,91E+08 Linear 23,847 574847 13,142 nmol/mL 87,08 0,1144 5,24    
Tirosina  182.0812 mz 2,04E+09 Linear 10,92 4499095 7,327 nmol/mL 163,18 0,1196 5,47    
Treonina  120.0658 mz 8,14E+08 Linear 22,157 800697 12,816 nmol/mL 101,11 0,1296 5,93    
Valina  118.0866 mz 2,85E+09 Linear 23,178 3424467 13,806 nmol/mL 99,13 0,1369 6,26    

  
 

      Massa total(ug) 2,186     
 

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot2:28   File Name Soro_trip_3     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 1877367 Linear 0 0 -0,088 nmol/mL 71,08 -0,0006 -0,03 

Arginina  175.1189 mz 45366352 Linear 12,305 3686941 8,183 nmol/mL 156,19 0,1278 5,80 

Aspartico  134.0448 mz 407605 Linear 0,931 437640 16,062 nmol/mL 115,09 0,1849 8,40 

Cistina  241.0305 mz 1215869 Linear 7,918 153564 2,322 nmol/mL 214,28 0,0498 2,26 

Fenilalanina  166.0863 mz 20557481 Linear 19,72 1042460 11,725 nmol/mL 147,18 0,1726 7,84 

Glicina  76.0403 mz 582018 Linear 17,311 33620 10,843 nmol/mL 57,05 0,0619 2,81 

Glutamico  148.0604 mz 1573418 Linear 6,249 251790 13,034 nmol/mL 129,12 0,1683 7,64 

Histidina  156.0755 mz 0 Linear 0 1390880 -0,105 nmol/mL 137,14 -0,0014 -0,07 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 2,16E+08 Linear 20,73 479159 24,853  113,16 0,2812 12,77 

Lisina  147.1128 mz 56195070 Linear 2,936 772351 6,983 nmol/mL 128,17 0,0895 4,06 

Metionina  150.0583 mz 68770350 Linear 75,687 33834 8,26 nmol/mL 131,19 0,1084 4,92 

Prolina  116.0710 mz 4,4E+08 Linear 24,254 806476 13,005 nmol/mL 97,12 0,1263 5,74 

Serina  106.0504 mz 18156769 Linear 88,033 8411 48,5 nmol/mL 87,08 0,4223 19,18 
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Tirosina  182.0812 mz 1,89E+08 Linear 11,659 648704 7,829 nmol/mL 163,18 0,1278 5,80 

Treonina  120.0658 mz 24044030 Linear 26,462 33834 15,319 nmol/mL 101,11 0,1549 7,03 

Valina  118.0866 mz 72606763 Linear 21,759 154951 12,948 nmol/mL 99,13 0,1284 5,83 

  
 

      Massa total(ug) 2,202   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:20   File Name Soro_trip_2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 56680918 Linear 35,397 1601282 21,315 nmol/mL 71,08 0,1515 4,69 

Arginina  175.1189 mz 1,65E+08 Linear 16,978 9697370 11,376 nmol/mL 156,19 0,1777 5,50 

Aspartico  134.0448 mz 16488574 Linear 2,11 7814799 36,073 nmol/mL 115,09 0,4152 12,84 

Cistina  241.0305 mz 13883395 Linear 13,223 1049937 3,861 nmol/mL 214,28 0,0827 2,56 

Fenilalanina  166.0863 mz 1,93E+08 Linear 23,093 8362636 13,713 nmol/mL 147,18 0,2018 6,24 

Glicina  76.0403 mz 15648082 Linear 24,654 634712 15,512 nmol/mL 57,05 0,0885 2,74 

Glutamico  148.0604 mz 32398188 Linear 15,909 2036506 32,969 nmol/mL 129,12 0,4257 13,17 

Histidina  156.0755 mz 68465695 Linear 15,406 4443981 7,149 nmol/mL 137,14 0,0980 3,03 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,91E+09 Linear 30,21 7379582 36,353  113,16 0,4114 12,73 

Lisina  147.1128 mz 1,22E+09 Linear 8,195 3175587 19,235 nmol/mL 128,17 0,2465 7,63 

Metionina  150.0583 mz 1,1E+09 Linear 35,265 701817 3,852 nmol/mL 131,19 0,0505 1,56 

Prolina  116.0710 mz 5,8E+09 Linear 31,881 5306902 17,143 nmol/mL 97,12 0,1665 5,15 

Serina  106.0504 mz 7,08E+08 Linear 32,71 491384 18,025 nmol/mL 87,08 0,1570 4,86 

Tirosina  182.0812 mz 2,52E+09 Linear 15,45 3815765 10,401 nmol/mL 163,18 0,1697 5,25 

Treonina  120.0658 mz 1,02E+09 Linear 32,622 701817 18,899 nmol/mL 101,11 0,1911 5,91 

Valina  118.0866 mz 3,66E+09 Linear 33,43 3053527 20,004 nmol/mL 99,13 0,1983 6,14 

  
 

      Massa total(ug) 3,232   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:10   File Name BSA_1     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

Alanina  90.0557 mz 52193973 Linear 29,1 1793593 17,508 nmol/mL 71,08 0,1244 5,44 

Arginina  175.1189 mz 1,32E+08 Linear 12,783 10323066 8,51 nmol/mL 156,19 0,1329 5,81 

Aspartico  134.0448 mz 11984447 Linear 1,152 10399759 19,815 nmol/mL 115,09 0,2281 9,96 

Cistina  241.0305 mz 17858647 Linear 19,216 929380 5,6 nmol/mL 214,28 0,1200 5,24 

Fenilalanina  166.0863 mz 2,01E+08 Linear 13,911 14442842 8,3 nmol/mL 147,18 0,1222 5,34 

Glicina  76.0403 mz 9670462 Linear 9,424 1026196 5,828 nmol/mL 57,05 0,0332 1,45 

Glutamico  148.0604 mz 32714246 Linear 12,293 2661165 25,508 nmol/mL 129,12 0,3294 14,39 

Histidina  156.0755 mz 61417627 Linear 13,448 4566898 6,227 nmol/mL 137,14 0,0854 3,73 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 8,06E+09 Linear 23,473 10046115 28,18  113,16 0,3189 13,93 

Lisina  147.1128 mz 1,43E+09 Linear 7,961 4017944 18,689 nmol/mL 128,17 0,2395 10,47 

Metionina  150.0583 mz 5,73E+08 Linear 13,462 1010845 1,475 nmol/mL 131,19 0,0194 0,85 

Prolina  116.0710 mz 3,93E+09 Linear 19,008 6192078 10,159 nmol/mL 97,12 0,0987 4,31 

Serina  106.0504 mz 5,07E+08 Linear 16,758 724826 9,237 nmol/mL 87,08 0,0804 3,51 

Tirosina  182.0812 mz 2,22E+09 Linear 10,634 5123060 7,133 nmol/mL 163,18 0,1164 5,09 

Treonina  120.0658 mz 8,46E+08 Linear 19,88 1010845 11,493 nmol/mL 101,11 0,1162 5,08 

Valina  118.0866 mz 2,95E+09 Linear 20,987 4117266 12,481 nmol/mL 99,13 0,1237 5,41 

  
 

      Massa total(ug) 2,289   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:11   File Name BSA_2     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 53703565 Linear 28,801 1864647 17,327 nmol/mL 71,08 0,1232 5,62 

Arginina  175.1189 mz 1,28E+08 Linear 11,72 10963049 7,783 nmol/mL 156,19 0,1216 5,54 

Aspartico  134.0448 mz 12092284 Linear 1,176 10284801 20,211 nmol/mL 115,09 0,2326 10,61 

Cistina  241.0305 mz 16074093 Linear 14,903 1078546 4,349 nmol/mL 214,28 0,0932 4,25 

Fenilalanina  166.0863 mz 1,94E+08 Linear 13,248 14677715 7,909 nmol/mL 147,18 0,1164 5,31 

Glicina  76.0403 mz 9707043 Linear 9,432 1029141 5,834 nmol/mL 57,05 0,0333 1,52 

Glutamico  148.0604 mz 33068455 Linear 12,563 2632228 26,064 nmol/mL 129,12 0,3365 15,35 

Histidina  156.0755 mz 61511641 Linear 12,889 4772424 5,964 nmol/mL 137,14 0,0818 3,73 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,6E+09 Linear 21,798 10404787 26,148  113,16 0,2959 13,50 
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Lisina  147.1128 mz 1,4E+09 Linear 7,698 4056991 18,077 nmol/mL 128,17 0,2317 10,57 

Metionina  150.0583 mz 5,97E+08 Linear 14,075 1024668 1,542 nmol/mL 131,19 0,0202 0,92 

Prolina  116.0710 mz 3,84E+09 Linear 17,718 6568549 9,459 nmol/mL 97,12 0,0919 4,19 

Serina  106.0504 mz 4,89E+08 Linear 15,477 753089 8,532 nmol/mL 87,08 0,0743 3,39 

Tirosina  182.0812 mz 2,17E+09 Linear 10,123 5258046 6,787 nmol/mL 163,18 0,1108 5,05 

Treonina  120.0658 mz 8,17E+08 Linear 19,267 1024668 11,137 nmol/mL 101,11 0,1126 5,14 

Valina  118.0866 mz 2,95E+09 Linear 19,797 4269309 11,762 nmol/mL 99,13 0,1166 5,32 

  
 

      Massa total(ug) 2,192   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:12   File Name BSA_3     

 

            

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 52289857 Linear 28,678 1823374 17,252 nmol/mL 71,08 0,1226 5,34 

Arginina  175.1189 mz 1,34E+08 Linear 12,869 10426253 8,568 nmol/mL 156,19 0,1338 5,83 

Aspartico  134.0448 mz 12277214 Linear 1,223 10035116 21,021 nmol/mL 115,09 0,2419 10,54 

Cistina  241.0305 mz 15300633 Linear 14,822 1032271 4,325 nmol/mL 214,28 0,0927 4,04 

Fenilalanina  166.0863 mz 1,96E+08 Linear 13,528 14498931 8,074 nmol/mL 147,18 0,1188 5,18 

Glicina  76.0403 mz 9495342 Linear 9,925 956734 6,147 nmol/mL 57,05 0,0351 1,53 

Glutamico  148.0604 mz 31618545 Linear 12,552 2518980 26,042 nmol/mL 129,12 0,3363 14,65 

Histidina  156.0755 mz 62125039 Linear 13,731 4524488 6,36 nmol/mL 137,14 0,0872 3,80 

Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,94E+09 Linear 23,642 9915170 28,386  113,16 0,3212 13,99 

Lisina  147.1128 mz 1,44E+09 Linear 8,154 3929960 19,139 nmol/mL 128,17 0,2453 10,68 

Metionina  150.0583 mz 6,06E+08 Linear 14,592 984388 1,598 nmol/mL 131,19 0,0210 0,91 

Prolina  116.0710 mz 3,99E+09 Linear 19,161 6362559 10,242 nmol/mL 97,12 0,0995 4,33 

Serina  106.0504 mz 4,85E+08 Linear 16,493 694032 9,091 nmol/mL 87,08 0,0792 3,45 

Tirosina  182.0812 mz 2,19E+09 Linear 10,59 5174705 7,104 nmol/mL 163,18 0,1159 5,05 

Treonina  120.0658 mz 8,23E+08 Linear 19,825 984388 11,461 nmol/mL 101,11 0,1159 5,05 

Valina  118.0866 mz 3,01E+09 Linear 21,953 3956630 13,066 nmol/mL 99,13 0,1295 5,64 

  
 

      Massa total(ug) 2,296   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:13   File Name BSA_triP_1     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

 
Alanina  90.0557 mz 49661912 Linear 29,522 1682213 17,763 nmol/mL 71,08 0,1263 5,55  
Arginina  175.1189 mz 1,14E+08 Linear 11,973 9508260 7,956 nmol/mL 156,19 0,1243 5,46  
Aspartico  134.0448 mz 13068915 Linear 1,39 9403003 23,847 nmol/mL 115,09 0,2745 12,07  
Cistina  241.0305 mz 9639115 Linear 8,444 1141475 2,475 nmol/mL 214,28 0,0530 2,33  
Fenilalanina  166.0863 mz 1,83E+08 Linear 13,701 13377587 8,176 nmol/mL 147,18 0,1203 5,29  
Glicina  76.0403 mz 8736573 Linear 9,791 892349 6,061 nmol/mL 57,05 0,0346 1,52  
Glutamico  148.0604 mz 29489150 Linear 12,896 2286680 26,752 nmol/mL 129,12 0,3454 15,19  
Histidina  156.0755 mz 49929920 Linear 13,231 3773698 6,125 nmol/mL 137,14 0,0840 3,69  
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 7,15E+09 Linear 23,262 8879095 27,925  113,16 0,3160 13,90  
Lisina  147.1128 mz 1,23E+09 Linear 7,948 3362250 18,659 nmol/mL 128,17 0,2392 10,52  
Metionina  150.0583 mz 4,61E+08 Linear 12,507 833849 1,371 nmol/mL 131,19 0,0180 0,79  
Prolina  116.0710 mz 3,83E+09 Linear 19,75 5876589 10,562 nmol/mL 97,12 0,1026 4,51  
Serina  106.0504 mz 4,51E+08 Linear 16,559 626829 9,128 nmol/mL 87,08 0,0795 3,50  
Tirosina  182.0812 mz 2E+09 Linear 10,443 4529881 7,004 nmol/mL 163,18 0,1143 5,03  
Treonina  120.0658 mz 7,34E+08 Linear 19,889 833849 11,498 nmol/mL 101,11 0,1163 5,11  

Valina  118.0866 mz 2,76E+09 Linear 21,355 3724581 12,703 nmol/mL 99,13 0,1259 5,54  

  
 

      Massa total(ug) 2,274   

AA Report 

Vial Pos Drawer 1:Slot1:14   File Name BSA_triP_2     

 

 

 

            

 

 

 

Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 56427753 Linear 29,04 1943087 17,471 nmol/mL 71,08 0,1242 4,78    
Arginina  175.1189 mz 1,52E+08 Linear 14,455 10494575 9,652 nmol/mL 156,19 0,1508 5,81    
Aspartico  134.0448 mz 15200327 Linear 1,648 9221704 28,235 nmol/mL 115,09 0,3250 12,52    
Cistina  241.0305 mz 9545160 Linear 7,745 1232453 2,272 nmol/mL 214,28 0,0487 1,88    
Fenilalanina  166.0863 mz 2,04E+08 Linear 15,079 13520596 8,988 nmol/mL 147,18 0,1323 5,10    
Glicina  76.0403 mz 9449490 Linear 10,922 865151 6,781 nmol/mL 57,05 0,0387 1,49    
Glutamico  148.0604 mz 34610062 Linear 14,621 2367168 30,311 nmol/mL 129,12 0,3914 15,07    
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Histidina  156.0755 mz 66901251 Linear 15,246 4388003 7,074 nmol/mL 137,14 0,0970 3,74    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 8,55E+09 Linear 27,889 8929251 33,538  113,16 0,3795 14,62    
Lisina  147.1128 mz 1,51E+09 Linear 9,19 3620917 21,554 nmol/mL 128,17 0,2763 10,64    
Metionina  150.0583 mz 5,11E+08 Linear 14,016 851727 1,535 nmol/mL 131,19 0,0201 0,78    
Prolina  116.0710 mz 4,31E+09 Linear 21,241 6087282 11,371 nmol/mL 97,12 0,1104 4,25    
Serina  106.0504 mz 5,19E+08 Linear 18,873 644971 10,403 nmol/mL 87,08 0,0906 3,49    
Tirosina  182.0812 mz 2,29E+09 Linear 11,885 4670429 7,982 nmol/mL 163,18 0,1303 5,02    
Treonina  120.0658 mz 8,43E+08 Linear 23,14 851727 13,388 nmol/mL 101,11 0,1354 5,21    
Valina  118.0866 mz 3,15E+09 Linear 24,668 3622423 14,707 nmol/mL 99,13 0,1458 5,62    

  
 

      Massa total(ug) 2,596     
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Target Compounds Quan Peak Response Curve Type 
Average RF/ 

Response 
Ratio 

ISTD Height 
Calculated 

Conc 
Units Mass of aminoacid masa(ug) (%) 

   
Alanina  90.0557 mz 47837465 Linear 25,788 1854996 15,505 nmol/mL 71,08 0,1102 5,09    
Arginina  175.1189 mz 1,01E+08 Linear 11,977 8474863 7,958 nmol/mL 156,19 0,1243 5,74    
Aspartico  134.0448 mz 11968147 Linear 1,3 9205507 22,323 nmol/mL 115,09 0,2569 11,87    
Cistina  241.0305 mz 10304973 Linear 9,016 1142981 2,641 nmol/mL 214,28 0,0566 2,61    
Fenilalanina  166.0863 mz 1,71E+08 Linear 13,648 12538304 8,145 nmol/mL 147,18 0,1199 5,54    
Glicina  76.0403 mz 8236078 Linear 9,748 844894 6,034 nmol/mL 57,05 0,0344 1,59    
Glutamico  148.0604 mz 25826441 Linear 11,778 2192803 24,444 nmol/mL 129,12 0,3156 14,58    
Histidina  156.0755 mz 45624682 Linear 12,593 3622884 5,825 nmol/mL 137,14 0,0799 3,69    
Leucina/Isoleucina 132.1020 mz 6,82E+09 Linear 22,651 8865416 27,184  113,16 0,3076 14,21    
Lisina  147.1128 mz 1,14E+09 Linear 7,584 3173338 17,812 nmol/mL 128,17 0,2283 10,55    
Metionina  150.0583 mz 4,24E+08 Linear 12,303 766637 1,349 nmol/mL 131,19 0,0177 0,82    
Prolina  116.0710 mz 3,55E+09 Linear 18,136 5821970 9,686 nmol/mL 97,12 0,0941 4,35    
Serina  106.0504 mz 4,11E+08 Linear 15,976 602253 8,806 nmol/mL 87,08 0,0767 3,54    
Tirosina  182.0812 mz 1,83E+09 Linear 9,827 4399505 6,586 nmol/mL 163,18 0,1075 4,97    
Treonina  120.0658 mz 6,81E+08 Linear 19,736 766637 11,409 nmol/mL 101,11 0,1154 5,33    
Valina  118.0866 mz 2,53E+09 Linear 20,265 3576917 12,045 nmol/mL 99,13 0,1194 5,52    

  
 

      Massa total(ug) 2,164     
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   Massa de proteinas 
encontrada (ug) 

      

  
Volume de 

amostra 
(uL) 

1 2 3  Média(ug) DP RSD(%) 
Massa 
corrigida 

(ug)* 
Concentração(mg/mL) 

BSA  4,00 2,26 2,16 2,26  2,23 0,06 2,59 4,45 2,227 

BSA Trip  8,00 2,24 2,55 2,13  2,31 0,22 9,44 4,61 1,153 
Soro  2,00 2,92 3,46 2,96  3,11 0,30 9,66 6,23 6,227 

Soro trip  10,00 2,15 2,02 2,36  2,18 0,17 7,88 4,35 0,871 
Levedura  2,00 0,69 0,69 0,67  0,68 0,01 1,55 0,68 6,798 

Levedura Trip 18,00 2,10 2,36 2,13  2,20 0,14 6,48 4,39 0,488 
Folha  5,65 0,60 0,57 0,56  0,58 0,02 3,70 0,58 2,048 

Folha Trip 10,00 2,03 2,00 2,14  2,06 0,07 3,58 4,11 0,823 
            

      
 

     


