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Determinación de Arninoacidos por Cromatografia 
Liquida de Alta Resolución (HPLC) 

Departumento D C S ~ I J C I ~ : L ) ,  K O I I Y  Oí c /d  S 1 
,\lediiza 138. (1 4 0 7 )  13?cr~~1r~s ilrej, - i r q c ~ i t ~ ~ ~ i i  

RESUMEN. Se detalla el procedimiento iitilizalio a l  iiplicar el riiétodü de Larseri y 
west1 a la determinación de aniinoácidos en ioluciones parcntesales de gran .~oli :  
men. El método consiste en la derivatizaribn dí. los aminoácidos con O-ft;ilal~lri~ído 
y posterior c r ~ m a t o ~ r a f í a  liquida de alta resolucióri (HPLC) de 10s prodiiitos <!e 
reacción. Se utiliza como fase estacionaria una columna de C - i 8  y coino f;iíc r i i ~ ~ ~ i :  

un  gadiente  de acetonitrilo, buffer fosfaco de pI.1 7, -  < a  teniperatura ainliicntei, 
con detector fluorométrico. El análisis se coriipleta en 52 minutos. 
SUMMARY. "Aminoacids Determination by tfPLC". 'i'lie inethoJ ( i +  L,arsrr: ~ n : i  
~ e s t '  has been applied t o  tlie quantitatiori of arninoacicis in ixge  vt,iilineri p.ti.::ri- 
teral solutions. It consists in the derivatization of the a!i!inoacids with ortliop!?: *!:al- 
dehyde (OPA) plus HPLC o l  the resulting products. A C: 18 co!ilniri was use,{ as 
stationary phase arid a gad ien t  Letween acetoiiirrile a m i  { ~ h o s ~ h a t e  biiflzr pH 7.2 
as mobile phase. The detection was carrierl oiit thrr)i;s!i 3 fluororiietric iievice. 7'he 
run time was 52 niinutes. 

MATERIAL 
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s is te~i ia  d e  doblc bolriba y detec tor  d c  t1~:o- 
resccncia. 
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soi.>resaturada de ácido bórico (solubilidad: 
1 g en 4 rnl de agua Iiirvieritej. dejar enfriar, 
filtrar y ajustar el pH a 9.2 coi1 hidróxido 
tf e sodio 1 N .  

Solziriúvl tic o-ftaltrldel~ídoletamtiol. 
Disoiver 0,050 g 'ir i;-ftalaldeliido er, 1,5 
inl de inetant\l iíPI,C, adiciaiiar 50 ,MI  de 
etanotiol s. O,5 1111 ( j r :  buffer Lorato. Este 

. , 
rc;lctivo dc /xeji.ir;iciL)!i cs~t l inporái ie ;~.  

Solzlzijti cstcí,icil¿r- t l t ,  ~j~i i i i~o~icic ios .  Di- 
solver alrededor t i c  (i.ii5O g dc L--Ciiteíiia 
liS v 0,050 g e!? I,;T'ii-u:,in,i ]<S, cxactaiiien- 
tc  i:es;idos, en 100 rn1 tiCl 1 N y transfe- 
rir ' O  rii! de dicli:i soluc'ic,ri .i uri !ii,itiaz afo- 
radu tic 1000 riil. L I I  cl iilisiiio adicioiiar, 
~ s ~ ~ c t : ~ ~ n c i ~ t e  13e~a~!o~,  alicdcíior tic 0.058 g 
tlr ~-Fc>iiilal;iiiii:a I<S, 0.065 dc L-lsofcu- 
ciii'i i:S, 0,090 g íic L,~L.cuiina KS, 0,076 g 
rlc L-Lisiii;~ b;lse RS, 0,031 g t i c  1,-Mttio!ii- 
na RS,  0,050 g tle L-í i.co!iiri~i 1<S. 0:0 15 g 
de L-Triptofano RS,  11,073 g de id-V;iliiia 
RS, 0,056 i; de L-Argiiiilia RS.  O,'! 35 g dr. 
L-Histidina KS, O,iJ60 C; dc I,-Prolingi KS. 
0,075 g de L-Alaiiiiia RS, 0,070 g di. :icido 
~ - ~ s ~ á r t i c o  KS, 0,060 g de Glicina KS. 
0,120 g de rícido L-Glutámico RS y 0,05(i 
g de L-Seriiia RS, ciisucltos en 90 i r i l  

CIH 1 N ). llevar ~i i i i i l i i  coi1 agua des:i- 
1acLi. A l ~ ~ i a c c i ~ a r  en !Y.: : .CO c o i o r  L ~ ~ : - L L I I I ~ ~ O ~  

c.11 ;!,.:I;i<icl-;i, C~LI!- ; I ! , :  . .$ !!l<-s<>b 
1 - La soluciGri csiLii,,,i; c!c ~1-:11?;:~:1 coiisis- 

te eil ~11la dililiióri 1 : j!) CIC 1;1 :i:ltcrior. 

L)ii!lció,i t rc ,  I,i ,ri:icrrr.c. Mrdir 1 riil del 
~ . p ! - o d ~ ~ t o  ;i (.ilsa).:ir > !;',va: .! 160 1x11 coii 
agua desti!atia: ío::i.r- 2 inl dc ! ~ i  dilucií~n 
;ji:terior y 11cv':r ~~~.~ tc~:~ tn~ci i :c  a 100 rri1 con 
'lgi! ;i  ~ l c s t i l ~ l ~ ~ < i .  

Integrador: Velocid,id de carta: 0,5 cm1 
rniii; ateriuación: 32;  pico urribral: a evaluar. 

Fases rnói~iles 
A:  solución buffer fosfatos diluido de 

pH 7,2; B: Acetonitrilo HPLC; suministra- 
dos de acuerdo al siguieiltc prograiria: 

Tiempo Caudal Tiempo 
total (ml,/rnin) Yo B parcial 
:niiii) (mili) 

Kcacc-iin tlc tferiiiatizuciún. Eii L i r i  rna- 
rrdz de S rnl de color car,itiielo, rnedir 1 m1 
de solucióri estáridar de t rabqo ,  1 r i i l  dc 
buff,r  borato, 0,s m1 de o-ftalaldeliído/eta- 
i i 0 t i ; ~ l  1lcv;lr a voluiricti coi1 riietanol 
I~iPI,C. 1,uego tic 1 rriiiiuto iiij-ectar 30 ,MI 
cii el croiriatOsrafo, iiliciando (:ti ese tilo- 
ir,-nto cl grritiicnte. Uiia ve7 teririiriatla 1:; 
corrida de  i ; ~  solucióii cstáiidar dc ai~iii~olíci- 
ti('., se pr-oct.clc de igual riianera con !,i dilu- 
c:oii (ic 1;i I I I U C S ~ ~ . ; ~ .  

kii tcs de c;tcia iiiyccció~i corro1)orar tjiic 
el sisteiiia est; en ri.giinc!i; para elio se 1i;ice 
iicccsario correr el sradiente eti val-ias opor- 
tuiiidades, verificaiido I;i correcci5ri dc la 
líiiea de base. 

KESULTADOS 

Aminoácido 
Tiernpo de 
retención 

(niiii) 

Acido L-Aspárticc) 
Acido L-Glután~ico 
l. -Hist idiii;~ 



Aminoácido 

Tiempo de 
retención 

( r t i i t r )  

Comparar los cromatogramas obtenidos 
con la solución estándar y la muestra, veri- 
ficando que el sistema adoptado por la 
computadora para integrar cada pico haya 
sido el misriiu en ambos casos. De 110 ser así 
procesar inanualmente (altura, área, etc.) 
dicho pico. 

CONCLUSIONES 

Rcaccijn cie derivatización 
Dado que este método ha  sido diseñado 

originariarnente para el trabajo en forma 
automática, es necesario el cuidadoso cori- 
trol de una serie de parátnetros para lograr 
reproducibilidad en forma nianual: a )  el 
material donde se realiza la reacciíin deberá 
ser de vidrio anti-actínico, b )  la teniperatu- 
ra de reacción debe ser de 23 "C y c)  el 
tiempo de reacción no  sólo deber;; ser es- 
trictamente medido para trabajar con el 
máxinio de fluorcsccticia, sino tanibién pa- 
ra limitar la variación entre análisis. 

Además debe tenerse en cuenta que: a)  
Prolina no  da la reacción directamente por- 

- que tiene su grupo -NFIz coniprometido 
en una estructura cíclica (la reacción es de 
-NH, primarios) (para liberar el grupo 

arnino del ciclo es ncccsario trat;irlo cc>n 
ClONa o Cloraniina 7' j ,  13) en cuanto a Cis- 
teíria, el :idiicto Cis-OP. tienc una :iiuy po- 
bre fl~~orescciicia.  po; t:riiro par;¡ cluc la 
reaccibri sea scrisiblc e> iiccc.s;irio oxidarlo a 
6ciclo Cisccico2 y c )  kii:;ti:iiri,i. cieliido .i In 
presencia de ácidos or~ . ín icos  que pi-o\;ci:;in 
un , i  mayor fuerza i0iiii;l en la iriuestr:i y u e  
cn  i~ fase rilc'ívil, preseii:a dos picos3* 4 .  

(;ruu'it.n te 
E: pH ~ p . i : e ~ i t ~ ,  dt' 1,t 111ezcI;i cic soivcri- 

tcs ¡lega a 7 .0 - - i ,X ,  I c ~  clue va en pCijuicio de 
la columna ;hay roluL~i1ii;tcibii parcia! dc 1;; 
sílice). I,;i vi:la útil í l c ,  1'1 coluriin;~ cs de 
aproxiniadarlierite i O o  ~ ~ ~ r r i t i a x .  

Después J c  1.111 cirrc:) tic.rtipo si' obsci.\';i 
uri auriierito de 1,t presióii de rral);~jL, 
1000  psi a 2000 psi. Fsto se clebe ;i que los 
siiic;~tos forrr:;idcs :> i . i g i i i , i r i  cciici-os ílc cris- 
talización eri el filtro tic s ;~l ida .  Es iicc.csa!-io 
limpiar el filtro coi1 N'iOH ;i1 3í)0/0 para cli 
~:li~i;~rlc)s. 

Los tieii-ipos dc i~iluilibrio a 49% de B 
conio así tatnbién a 9% de B se ciebcri con- 
trolar cxLictaineiite, );a que de lo coiitraric-> 
se observa variaci:iii eri los tiempc>s de 1-e- 
tcnción cie los a d u c ~ o s  más polares (Aspár- 
tico, Glutáriiicoj. 

Ot ro  i~iot ivo dc variación de los tieiii- 
pos de rererición obedece a pequeñas dife- 
rencias de concentración de los componen- 
tes ciel buffer de corrida. 

Con el t iempo se pierde resolució~i eri- 
tre los picos Trp-Ileu y Gli+Trco-Ala. Se 
puede volver a la situacibn original por al- 
gunas corridas más si se lava 1;i colui~iria coii 
CH3CN al 100% durante 30  minutos a u n  
caudal de 0,8 rnl/riiin. 

Desde el punto de vista cualitativo pcr- 
rnite obtener uti cromatograma tipo de las 
soluciones de arninoácidos comparable con 
el cromatograiria testigo, facilitando un 
cliequeo relativamente rápido de las solu- 
ciones en proceso. 



Dcsdc el punto de vista cuantitativo ficiente de variación del 5%, a excepción de 
pcrtiiite determinar la concentración de la Arg (14%) y Asp (10%). 
niayoría de los aminoácidos COI] un coe- 
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