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Determinacion de Aminoacidos por Cromatogratia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

DELIA R. GUTIERREZ

Departamento de Desairollo, Roux Ocefa, 5..1.,
Medina 138, (1407) Buenos Aires, Argenting

RESUMEN. Se detalla el procedimiento utilizado al aplicar el método de Larsen y
West' a la determinacién de aminoécidos en soluciones parenterales de gran volu-
men. El método consiste en la derivatizacién de los aminodcidos con O-fralaldetido
y posterior cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de los productos de
reaccion. Se utiliza como fase estacionaria una columna de C-18 y como fase minil
un gradiente de acetonitrilo, buffer fosfato de pH 7,2 {a temperatura ambiente),
con detector fluorométrico. El andlisis se completa en 52 minutos.

SUMMARY. “Aminoacids Determination by HPLC”. The method of Larsen and
West' has been applied to the quantitation of aminoacids in large volumen par:
teral solutions. It consists in the derivatization of the aniinoacids with orthoph
dehyde (OPA) plus HPLC of the resulting products. A C 18 column was used as
stationary phase and a gradient between acetonitrile and phosphate buffer pH 7.2
as mobile phase. The detection was carried out through a fluorometric device. The
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run time was 52 minutes.

MATERIAL
Lquipo

Cromatégrafo lHquido Beckman, con
sistema de doble bomba y detector de fluo-
rescencia.,

Detector de tluorescencia con ldmpara
de halogeno, rango espectral de 320-800
am.  Fotomultiplicador con rango entre
200-600 nm. Filtro de excitacion: 305-395
nm. Filtro de enusion: 470 650 nm.,

Integrador SP 4270,

Columna: Ulirasphere ©DS {dp = 3
sy 4.6 num D x 25

Precolumna: U}rz‘;xxphurc ODS ,/dp =
Socn H 6 mm 1D x4 o
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nes de trabajo descriptas a continuacis
His Arg Met Trp Iis
N/im 531800 93730 90000 596000 128Gy
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Bufter fosfatos. Disolver 3,549 g de fos
faro disddico anhidro en $00 ml L Ayt
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Widrico o Hevir a 300 ml con sous dosril,
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sobresaturada de dcido bérico (solubilidad:
1 gen 4 ml de agua hirviente), dejar enfriar,
filtrar y ajustar el pH a 9.2 con hidréxido
de sodio 1 N.

Solucion de  o-ftalaldehido/etanotiol.
Disolver 0,050 g de o-fralaldehido en 4,5
ml de metanol HPLC, adicionar 50 ul de
etanotiol v 0,5 ml dc buffer borato. Este
reactivo ¢s de preparacion exiemporanea.

Solucion estandar de aminodcidos. Di-
solver alrededor de (.050 ¢ de L-Cistefna
RS y 0,050 g de L-Tirosina RS, exactanen-
te pesados, en 100 ml de HCL 1T N v transfe-
rir 10 m! de dicha solucion a un matraz afo-
rado de 1000 ml. En ¢l misimo adicionar,
exactamente pesados, aliededor de 0,058 g
de L-Fenilalanina RS, 0.065 ¢ de L-Isoleu-
cina S, 0,090 ¢ de L-Leucina RS, 0,076 ¢
de L-Lisina base RS, 0,031 ¢ de L-Metioni-
na RS, 0,056 g de L-Treonina KS, 0,015 ¢
de L-Triptofano RS, 0,073 g de L- Valina
RS, 0,056 ¢ de L-Arginina RS, 0,035 g de
L-Histidina RS 0,060 g de L- Pfolma RS,
0,075 g de L-Alanina RS, 0,070 g de dcido
L-Aspartico RS, 0,060 g de Glicina RS,
0,120 g de dcido L-Glutamico RS y 0,050

de L-Serina RS, disueltos en 99 il de
CIH I Ny

lada. Almacenar en frisco color Ld'JI!lLIC\

llevar & volaunen con agua desti-

en beladera, duranse 3 aeses

La solucidn cstis

wdar de rabato consis-
te en una dilucion 1/50 de fa anterior,

Dilucion de la mesrra, Medie 1 ml del
producto a ensayar v lievar a 160 ml con
agua destilada: omr 2 ml de la dilucion
anterior v Hevar nuevamente a 100 ml con
agira destilads

METODO
Condiciones de trabajo

Detector: Sensibilidad 0,05 RES; Cons-
cante de tiempo: .8 seg.

Integrador: Velocidad de carta: 0,5 cm/
min; atenuacion: 32; pico umbral: a evaluar.

Fases moviles

A: solucién buffer fosfatos diluido de
pH 7,2; B: Acetonitrilo HPLC; suministra-
dos de acuerdo al siguiente programa:

Tiempo Caudal Tiem})o
total o % B parcial
o (ml,/mm) X
{min) (min)

0 0,8 -
0 " 9 1

”? 9a23 11,5
12,5 ” 23 16,5
29 ” 23a 49 21
50 " 49 10
60 0,0 —
Procedimiento

Reaccién de derivatizacion. En un ma-
traz de 5 ml de color caramelo, medir 1 mi
de solucién estdndar de trabajo, 1 ml de
buffer borato, 0,5 ml de o-ftalaldehido/eta-
notiol y llcvur a volumen con metanol
HPLC. Luego de 1

en el cromatOgrafo, iniciando en ese mo-

1 minuto inyectar 20 ul

mento ¢) gradiente. Una vez terminada la
corrida de la solucidén estandar de aminodci-
des se procede de igual manera con la dilu-
cion de la muestra.

Antes de cada inyeccion corroborar que
el sistema esté en régimen; para ello se hace
necesario correr cl gradiente en varias opor-
tunidades, verificando la correccién de la
{inea de base.

RESULTADOS
Tiempo de
Aminoicido retencion
{min)
Acido L-Aspartico 479
Acido L-Glutamico 5.85
L Histidina 15,92



Tiempo de

Aminodcido retencion
(min)
L-Serina 17,94
L-Histidina 20,17
L-Treonina + Glicina 22,02
L-Alanina 22,53
L-Arginina 24,49
L-Tirosina 2482
L-Valina 34,84
L-Metionina 36,01
L-Triptofano 42,47
L-Isoleucina 42,98
L-Leucina 43,43
L-Fenilalanina 43,94
L-Lisina 50,09

Comparar los cromatogramas obtenidos
con la solucién estdndar y la muestra, veri-
ficando que el sistema adoptado por la
computadora para integrar cada pico haya
sido el mismo en ambos casos. De no ser as{
procesar manualmente (altura, drea, etc.)
dicho pico.

CONCLUSIONES
Reaccién de derivatizacion

Dado que este método ha sido disefiado
originariamente para el trabajo en forma
automatica, es necesario el cuidadoso con-
trol de una serie de pardmetros para lograr
reproducibilidad en forma manual: a) el
material donde se realiza la reaccién debera
ser de vidrio anti-act{nico, b) la temperatu-
ra de reaccién debe ser de 23 °C y «¢) el
tiempo de reaccion no sblo deberd ser es-
trictamente medido para trabajar con el
méximo de fluorescencia, sino también pa-
ra limitar la variaciéon entre analisis.

Ademais debe tenerse en cuenta que: a)
Prolina no da la reaccién directamente por-
que tiene su grupo —NH, comprometido
en una estructura ciclica (la reaccion es de
—~NH, primarios) (para liberar el grupo
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amino del ciclo es necesario tratarlo con
CIONa o Cloramina T}, b) en cuanto a Cis-
tefna, el aducto Cis-OPA tiene una muy po-
bre fluorescencia. por tanto para que la
reaccidn sca sensible es necesario oxidario a
dcido Cisteico?® y ¢} Histiding, debido a la
presencia de acidos orgdnicos que provocan
una mayor fuerza iénica en la muestra que
en la fase mévil, presenta dos picos® # .

Gradiente

El pH aparente de lu mezcla de solven-
tes llega a 7.6-7,8, lo que va en perjuicio de
la columna (hay solubilizacion parcial de la
silice). La vida auil de la columna ¢s de
aproximadaniente 10U corridas.

Después de un cierto tiempo se observa
un aumento de la presion de trabajo de
1060 psi a 2000 psi. Esto se debe a que los
silicatos formados originan centros de cris-
talizacién en ¢l filtro de salida, Es necesario
limpiar el filtro con NaOH al 30% para eli-
minarlos.

Los tiempos de equilibrio a 49% de B
como asi también a 9% de B se aeben con-
trolar exactamente, ya que de lo contrario
se observa variacién en los tiempos de re-
tencion de los aductos mas polares (Aspér-
tico, Glutdinico).

Otro motivo de variacién de los tiem-
pos de retencién obedece a pequeiias dife-
rencias de concentracién de los componen-
tes del buffer de corrida.

Con el tiempo sc pierde resolucion en-
tre los picos Trp-lleu y Gli+Treo-Ala. Sc
puede volver a la situacién original por al-
gunas corridas més si se lava la columna con
CH;CN al 100% durante 30 minutos a un
caudal de 0,8 ml/min.

Desde el punto de vista cualitativo per-
mite obtener un cromatograma tipo de las
soluciones de aminodcidos comparable con
el cromatograma testigo, facilitando un
chequeo relativamente ripido de las solu-
clones en proceso.
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Desde el punto de vista cuantitativo ficiente de variacién del 5%, a excepcion de
permite determinar la concentracién de la Arg (14%) y Asp (10%).
mayoria de los aminodcidos con un coe-
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