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ABSTRACT. Normal ranges of amino acids in urine and plasma obtained
through separation and quantification of their N-trifluoracetylbutylesther
derivatives by gas chromatography are reported . Some illustrative examples
of the application of this method in investigations of inborn error of metabo-
lism are presented and briefly discussed .

INTRODUCCION

En general, el analisis de aminoacidos no puede Ilevarse a
cabo sin el empleo de tacnicas cromatograficas . (1) Desde hace
mas de 3 dacadas, muchos investigadores han trabajado ardua-
mente en el desarrollo y perfeccionamiento de tacnicas para la
determination cuantitativa de aminoacidos en materiales
biologicos. Eros estudios han side de gran interns en el cameo de
la bioquimica, la nutrition, las ciencias madicas, la bacteriologic y
muchos otros . La importancia creciente que presentan los estudios
sobre aminoacidos y proteinas en Investigaciones bioquimicas ha
traido consign la necesidad y, por canto, Ia demands de desarrollar
analisis de aminoacidos rapidos, precisos y sensibles . (2)

Haste hace muy poco tiempo, se aceptaba generalmente
que la mejor via de analisis de aminoacidos era la cromatografia de
intercambio ienico, usando un analizador de aminoacidos . Sin em-
bargo, a pesar del alto grade de desarrollo alcanzado en ester equi-
pos, este matodo presents las desventajas iherentes de requerir
altos gastos iniciales y testes considerables de las corridas ; sus
aplicaciones son, edemas, muy limitadas, practicamente solo en ei
analisis de aminoacidos. (3) Esta es la raw fundamental de que
muchos investigadores hayan adoptado come procedimiento alter-
native el matodo de la cromatografia .gaseosa (CGL), a pesar de no
ser los aminoacidos to suficientemente volatiles para permitir su
analisis directo y deben convertirse en derivados menos polares y
mas volatiles. (4) Las ventajas de la CGL son, obviamente, el bajo
costo y mucha mayor versatilidad del equipo. Ademas, la CGL
ofrece el relativamente sencillo medio de combinar el sistema
analitico con la espectrometria de mesas, la cual en muchos cases
es la unica via de identification de sustancias desconocidas .

Uno de los principales derivados utilizados en el analisis de
aminoacidos por CGL es el N-trifluoracetilbutilaster (4), a pesar de
las dificultades que se confrontan en el analisis de la cistina y los
aminoacidos basicos histidina y arginina, debido a problemas de in-
solubilidad durance la fare de esterificacion .

La determination cuantitativa de aminoacidos en fluidos
biologicos, fundamentalmente plasma y orina, constituye uno de los
aspectos bioquimicos mas importantes en el diagnostico y estudio
de mas de 60 aminoacidopatias . (5) La CGL y el sistema combinado
CG/EM han jugado un papal fundamental en el conocimiento de
estos trastornos metabolites .

En nuestro laboratorio se ha desarrollado ei empleo de esta
tbcnica con fines de diagnestico . Naturalmente, se hizo necesario
estabiecer previamente los ranges normales de una poblacion de
nines aparentemente sanos, quo hicieron posible la detection de
anomalies en los perfiles de aminoacidos de nines remitidos de
diferentes hospitales .

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron los aminoacidos en orina y plasma de 20
nines aparentemente sanos seleccionados al czar y las muestras de
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RESUMEN. Se reportan los tangos normales de aminoacidos en orina y plas-
ma obtenidos mediante la separacion y cuantificaci6n de sus derivados este-
res butilicos N-trifluoracetilados por cromatografia gassers . Se presentan
brevemente algunos ejemplos de la tecnica en Investigaciones sobre errores
congenitos dei metabolismo.

pacientes procedentes de diferentes hospitales, en los cuales se
sospechaba un error conganito del metabolismo .

PreparaciGn de Ia muestra

Una alicuota de 0,4 mL de plasma o 12 mL de orina se
pasan por una columns de intercambio ionico Dowex W50 X8 H +
de 2 cm de largo y 0,5 cm de d .i . ; se pasan 4 mL de ague
desionizada y posteriormente se eluyen los aminoacidos con 8 mL
de NH4OH2N .

En un evaporador rotatorio se Ileva a sequedad y se le anaden
3 mL de butanol acidulado, se refluja durance 20 min a 120 •C, al final
de los cuales se elimina el exceso de reactive . Se adiciona 0,2 mL
de diciorometano y 300 L de anhidrido trifiuoracbtico ; se refluja
durance 5 min a 150 •C .

El analisis por CG/EM fue realizado en un equipo JMS DX-
300 de la firms JEOL, acoplado a una computadora JMA 3100 . Se
trabaje en condiciones de baja resolution con voltaje de ionization
de 70 eV y una temperature en la fuente ionica de 250 •C. Se barrio
un range de mesas de 30 a 500 u .m .a ./s .

En el analisis cromatografico se empleo una columns de
silica fundida con face estacionaria SPB-1 de 30 m de largo . La
temperature del horno se programo de 80 a 280 •C, con un
gradients de 8 •C/min y un periodo inicial de 2 min .

Las temperatures en el inyector y separador a introductor
fueron de 250 y 220 •C, respectivamente. Se empleo hello come
gas portador con un flujo de 1 mUmin, inyectandose L de muestra
en condiciones split-less durance 1 min .

Pare la cuantificacion se utilize hidroxiprolina come
estandar interno, en una concentracien de 10 mg/mL . Las con-
centraciones estan expresadas en miligramos, o sea, miligramos de
aminoacido en 100 mL del fluido bioiogico .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los perfiles de aminoacidos, correspondientes a muestras
de orina y plasma 1e un nine sane, se presentan en las Fgura lA y
2A, respectivamente . Come se puede observer claramente, exists
una adecuada resolution cromatografica para los derivados ob-
tenidos . Debe senalarse, edemas, que la tacnica utilizada presents
muy buena repetibilidad para la mayoria de los aminoacidos y que
los espectros de mesas de los derivados analizador poseen in-
mejorables caracteristicas para una rapids y segura identification .
Sin embargo, la tacnica utilizada presents sus limitaciones respecto
a la cistina y los aminoacidos basicos histidina y arginina . Estos
aminoacidos no pudieron ser detectados, debido fundamental-
mente a problemas de insolubilidad durance Ia fare de
esterificacion .

El triptefano presence tambian problemas de elucien . En
primer lugar, es conocido quo este aminoacido Os muy inestable en
medio acido, por to quo es legico pensar on Ia destruction al menos
partial dal mismo durance Ia acidulacien inicial de las muestras . Par
otra parts, consideramos quo la posible aparicion de 4 derivados



durance la face de acilaci6n del butirato de este amirioacido, resul-
tado observado pot Schneider et al. (6), es otro problems de la
tbcnica utilizada. Esta (ltima dificultad pudiera set eliminada de
emplearse come agents acilanta el anhidrido heptafluorobutlrico .
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FIGURA 1 . Perfiles de amino4 cidos urinarios : a) Nino sane ; b) Nino
fenilcetonUrico (fenilalanina 22,0 mg %) ; C) Nino con acidemia

propi6nica (glicina 75 mg %) .

No obstante la utilizaci45n de tangos de valores normales de
aminoecidos en plasma y orina con fines de diagn45stico, los dates
reportados per varies autores difieren bastante . Debido a esto, el
primer objetivo de eats trabajo fue establecer los tangos normales
en una poblaci6n de 20 nines aparentemente sans con la tbcnica y
derivados utilizados .

Los resultados obtenidos se pressman en las Tables 1 y 2 .
Es bueno senalar que, aunque los valores absolutes difieren algo de
los reportados per otros autores, exists una buena coincidencia en
cuanto a las proporciones de los aminoecidos dentro del perfil
cromatogrefico . La relative rapidez y buena repetibilidad de la
tecnica nos permitieron desarroilar un programs de diagn6stico en
el cual se hen obtenido muestras de orina de nines remitidos de
hospitales pediAtricos con sospecha de padecer una aminoaci-
dopatla. Se observaron 3 cases de hiperglicinuria ; 2 de elios come
un efecto secundario on neonates que padeclan de acidemia
propi45nica (Ia Fgura 1C muestra 1 de los cases) y 1 debido a un
trastorno metabolite no determinado sun .

69

>q

t

23

4

5 6

sI

40
12

43

A

I

	

s

	

t

	

r

	

,

	

,
15

	

20 25

	

tplminl

10

1

4 5

6

15

SI
9

43

10 15

10

	

15

	

15

FIGURA 2. PeAiies de aminobcidos piasmiticos: a) Nino sane; b) Nino
homocistlnurioo (metionina 32,5 mg %); c) NIiO con sospecha

de padecor un error metab6lico cong6nito .

TABLA 1
Ranges de excreci45n de aminoicidos en orina encontrados

on una pobiaclSn de nine aparentemente canoe

C

1 to tirosina .Iuye conjuntamente con is lisina siendo su concentracibn muy pequ.na

Pico No . Amines cido Intervalo (mg %) Promedio
1 alanina 4,0-16,5 9,7
2 glicina 9,0-35,0 22,5
3 troonina 4,0-16,6 7,5
4 serina 6,5-18,5 14,1
5 /3-alanina 0,0-2,0 1,0
6 valina 0,0-4,0 2,0
7 aminobutirico 0,0-13,0 3,6
8 leucina 0,0.7,5 2,0
9 isoleucina trazas
10 prelim 0,0-2,0 0,8
11 metionina 0,0-1,0 0,2
12 omitina 0,0-1,5 0,3
13 asps mice 4,0-15,0 11,4
14 fenilalanina 2,0-7,0 4,3
15 lisina+tirosina1 2,0-27,0 11,0
16 glutImico1 13,5-29,5 27,2



TABLA 2
Ranges de concentracibn de aminoacidos en plasma

encontrados en una poblacidn de 20 nines aparentemente sanos

La Fgura 1 B muestra el perfil de aminoacidos urinarios de
un paciente de 9 mesas hospitalizado por presenter sintomas
ciinicos tipicos de una aminoacidopatia . El considerable incremento
de fenilalanina en orina permiti6 diagnosticar este caso como una
fenilcetonuria ; el diagnbstico fue corroborado posteriormente
midiendo el incremento de fenilalanina en plasma no solo por
nuestra tecnica, sine tambien mediante el ensayo clasico es-
tablecido en el programs de pesquisaje masivo de Ia enfermedad .

El analisis en plasma de un nine altamente sospechoso de
padecer una homocistinuria clasica permiti6 demostrar el esperado
incremento de la metionina (32,5 mg %) y corroborar el diagnbstico
realizado mediante la tecnica convencional de nitroprusiato de plats .

Otro estudio realizado en el plasma de un nine gravemente
enfermo quo presentaba altas concentraciones plasmaticas de los
acidos lattice y piruvico, permiti6 detectar un incremento sig-
nificativo de alanina. La conjugation de estos dates nos hizo
sospechar fuertemente quo la enfermedad en cuestibn se trataba de
una deficiencia dal complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa .
Lamentabiemente, la muerte repenting dal paciente no permiti6
concluir el estudio .

En el caso de patologias relacionadas con trastornos
metabolites de los aminoacidos cistina (cistinosis), histidina (his-
tidinemia), arginina (deficiencia de la arginoliasa) y el tript6fano (en-
fermedad de Hartnup) debera pensarse en alguna variance de la
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tecnica utilizada como son : 1) preparation de esteres metilicos y su
posterior transesterificaci6n en butanol/HCI pare eliminar problemas
de solubilidad, 2) ei empleo de anhidrido heptafluorobutirico como
agente acilante para eliminar varies posibles derivados dal
tript6fano, 3) el empleo dal derivado N&trifluoroacetil-Nim carbetoxi-
n-butil ester de Ia histidina, propuesto por Moodie (7) para
solucionar el problems de este aminoacido, 4) el empleo dal
metodo de Adams (8) para garantizar la elution de la histidina y Ia
arginina.

Otra alternative interesante as la utilization de los terbutil-
metilsilil derivados propuestos recientemente por Biermann etal . (9)
Este metodo parses ser el preparativamente mes sencillo y
analiticamente mes integral para el analisis per CGL de
aminoacidos .

CONCLUSIONES

El metodo de la cromatografia gaseosa, utilizando los
derivados N-trifluoroacetilbutil esteres, represents una via alternative
rapids y segura para obtener perfiles satisfactorios de aminoacidos
on muestras de orina y plasma . La tecnica utilizada presents, sin
embargo, series dificultades para la detection de cistina, tript6fano
y los aminoacidos basicos histidina y arginina; el analisis de estos
ultimos compuestos per CGL requiere de otras formas preparativas
de obtenci6n de derivados . Los perfiles cromatograficos de
aminoacidos representan, indudablemente, come Se demuestra
con algunos ejemplos de aplicaci6n, un complemento cualitativo
muy valioso de los perfiles de acidos organicos urinarios en ei
diagnbstico diferencial de aminoacidopatias y acidurias organicas .

BIBLIOGRAFIA

1 . HUSEK, P. and KJ. MACEK: Chromatogr . 113, 139, 1975 .
2. ZuWALT, R.W., D . ROACH D. and C .W . GEHRKE : J. Chromatogr . 53, 171,

1970 .
3 . LABADARIOS, D . et al. : J . Chromatogr. 339, 366, 1985 .
4 .	: J . Chromatogr . 383, 281, 1986 .
5 . GAWAARD, H. : Experientia 42, 1075, 1986 .
6 . SCHNEIDER, K etal. : J . Chromatogr . 348, 19, 1986 .
7 . MOODIE, I .M . : J . Chromatogr. 99, 495, 1974.
8 . ADAMS, RE . : J . Chromatogr. 95, 189, 1974.
9 . BIERMANN C .J . : J . Chromatogr. 357, 330, 1986.

FOBCOR
LIQUIDO HIDROFOBO

El FOBCOR puede utilizatse despucs de cualquier proceso do lavado como agente secante asegura la
protection anticorrosive de la plaza o conjunto por espacio de 30 dies .

Cualquicr pieta, components o conjunto metalico, cntrc stapes de) pr~>Leso de maquinado pucde prote-
gerse de forma seguta y sin riesgos para la salud dal opcrario .

Es ideal para la protection a como plate de panes interiores de uniones metdlicas qua deben someterse a
operaciones de manipulation y montaje .

Es l til para la efiminacion de la humedad en los concedes elcctncos y qua es la causante de la existencia
de cortocircuitos .

El empleo dal FOBCOR como agente secante, sustituye el empleo de grass a temperature de 100.120 •C,
reduciendo significativamente el gasto de energia electrica . Ademas elimina los riesgos de oxidation dcl
metal por la presencia de los acidos libres qua se forman pur cl calcntamiento de la grass .

Asegura la protection de la pieta por 30 dins .

Pico No. Aminoacido Intervalo (mg %) Promedio
1 alanina 5,0-30,0 10,6
2 glicina 2,5-12,5 5,0
3 treonina 1,7-15,0 7,0
4 serina 5,0-20,0 9,1
5 valina 2,5-22,5 11,1
6 leucina 2,5-15,0 6,5
7 isoleucina 0,3-5,0 1,1
8 prolina 0,5-17,5 8,7
9 metionina 0,0-0,5 0,3
10 aspartico 2,5-15,0 7,1
11 fenilalanina 1,3-7,5 5,0
12 lisina+tirosina 0,7-7,5 6,8
13 glutamico 7,5-72,5 35,5


