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DETECCION DE AMINOACIDURIAS POR CROMATOGRAFIA EN
CAPA DELGADA MONODIMENSIONAL

Maria C. PEREZ SCHMIT®); Maria del C. SARNO® y Mario R. DELFINO(®)

ABSTRACT: A simple and quick method that allows to detect in clinic
analysis laboratory the presence of pathological concentrations of
aminoacids in urine is developed. A step of solid phase extraction
that cleans potential interferences in the sample is incorporated.
The concentrate is submited to ulterior monodimensional thin layer
chromatography with silica gel as adsorbent and ninhydrin as
revealing reactive. R; values of the different aminoacid fractions
are determined and the obtained chromatographic profiles are
compared against reference pool urines. Good performance
extraction, acceptable resolution and repetibility reached in TLC
lead to aplicate the proposed method to rutine clinical diagnosis.

RESUMEN: Se desarrolla un método que permite detectar con rapidez, vy
en forma sencilla en el laboratorio de andlisis clinico, la presen-
cia de aminoacidos en concentraciones patoldgicas en orina. Se in-
corpora una etapa de extraccién en fase sédlida (EFS) que limpia la
muestra de potenciales interferentes y se somete al concentrado a
una etapa ulterior de Cromatografia en Capa Delgada (CCD) monodi-
mensional. Se utiliza silicagel como adsorbente y ninhidrina como
revelador. Se determinan los R de las distintas fracciones de ami-
noacidos y se compara el perfil obtenido con el de muestras de re-
ferencia. La eficiencia de la extraccidén, la aceptable resoluciédn y
la repetibilidad alcanzada en la CCD contribuyen a la utilidad del
método propuesto en el diagndéstico clinico de rutina.
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INTRODUCCION

El diagnéstico de las hiperaminoacidurias adquiere re-
levancia en el tratamiento de nifios recién nacidos o pre-
maturos, cuyos trastornos clinicos pasan desapercibidos
debido a su escaso desarrollo neuroldgico. Los errores
congénitos del metabolismo de los aminocdcidos dan lugar a
secuelas graves, entre las que pueden incluirse el retraso
mental y la muerte (Davidsohn, 1980).

La medicidén de nitrdégeno total de los a- aminoacidos
tiene poco valor en los estudios metabdlicos.

Varias técnicas analiticas se han implementado con el
fin de dilucidar 1las distintas vias metabdlicas de los
aminodcidos, posibilitando la caracterizacién de diversas
lesiones bioquimicas (Henry, 1980). Estas incluyen: croma-
tografia en placa delgada bidimensional, cromatografia ga-
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seosa acoplada a espectrometria de masas, electroforesis
de alto voltaje, electrocromatografia en capa delgada vy
cromatografia liquida de alta presidén en fase reversa pre-
via derivatizacidén (Perham, 1986).

La mayoria de estos métodos no son adaptables a la ru-
tina de un laboratorio clinico, ya sea por el elevado co-
sto de la instrumentacidén requerida, por la imposibilidad
de tratar varias muestras en simultédneo o bien porque re-
quieren habilidad en la interpretacidédn de los resultados.
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En varias actualizaciones se han discutido los princi-
pios y técnicas de la cromatografia en lechos abiertos,
que aun se emplean para la deteccidn de errores congénitos
del metabolismo. Una de las mas usadas es la cromatografia
unidimensional para la deteccidén de fenilalanina y tirosi-
na en suero; el color de las manchas coloreadas con nin-
hidrina se compara con estadndares que han sido corridos
simultédneamente (Stahl, 1990). Para la deteccidén de dis-
tintos aminodcidos especificos se recurren a otros revela-
dores; por ejemplo, el reactivo de Erlich (p—
dimetilaminobenzaldehido) es usado para identificar
hidroxiprolina y citrulina y el reactivo de Pauly (acido
sulfanilico) para detectar histidina (Holme, 1987). La
cromatografia bidimensional resulta un enfoque util para
las detecciones en gran escala, aunque conforma un proce-
dimiento engorroso para ser empleado en forma cuantitativa
(Pesce, 1990).

Por su parte, la cromatografia de intercambio catidéni-
co conforma una metodologia confiable cuando es realizada
en analizadores totalmente automatizados (Walton, 1978).
Como intercambiadores idénicos se usan resinas de poliesti-
reno sulfonado, denominadas comercialmente Dowex 50 y los
procedimientos mas comunes para la determinacidén cuantita-
tiva emplean ninhidrina a la salida de la columna, que
permite la colorimetria a 570 6 440 nm, asi como también
o-ftaldehido para producir complejos fluorescentes (exci-
tacidén a 340 nm y emisidédn a 455 nm). Las ventajas caracte-
risticas se resumen en la facilidad de la preparacién de
la muestra, excelente resolucidén y buena precisidn, aunque
no son apropiados para estudios discriminatorios masivos
porque insumen 4 a 6 hs por muestra y por el elevado costo
y complejidad del autoanalizador.
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En base a lo expuesto, el objetivo de este trabajo es
diseflar una técnica que ofrezca una combinacién equilibra-
da de rapidez, sensibilidad y especificidad, necesarias
para la deteccién de aminodcidos en concentraciones pato-
légicas en orina, factible de ser desarrollada en un labo-
ratorio clinico de mediana complejidad. Para ello, se re-
curre a la combinacibén de la EFS para limpiar la muestra
de potenciales interferentes, a la vez de preconcentrarla,
y la CCD monodimensional.

EXPERIMENTAL

Materiales

Muestras: orina 24 h, refrigerada y acidificada con 1 mL
de HC1 6 M.
Cartuchos de extraccién en fase sdélida (EFS): Se utilizan
columnas de intercambio catidénico fuerte Adsorbex SCX
(benceno-sulfonilpropil) 400 mg, marca Merck, catédlogo
19486.
Solventes para EFS

(A) HC1 2M

(B) Agua grado HPLC

(C) NaOH 2M
Solventes para CCD

(D) n-butanol: acetona, (1:1 v/v)

(E) Acido acético glacial: agua, (1:2 v/v)
Placas de Silicagel: Se emplean cromatofolios Al de Sili-
cagel 60 Merck (20x20 cm), catdlogo 440002858.
Reactivo Revelador: Se disuelven 7,0 g de ninhidrina en 50
mL de solvente D. Estable durante un méximo de 3 meses re-
frigerado.
Estdandares de aminodcidos: Se prepararon soluciones de
trabajo de los siguientes aminodcidos marca Sigma: cisti-
na, lisina, histidina, glutamina, arginina, glicina, &cido
glutédmico, alanina, valina, tirosina, fenilalanina, leuci-
na e isoleucina.
Conjunto mezcla de orinas: mezcla de 10 orinas normales
acidificadas, para control de comparaciones cuantitativas.
Esta mezcla se fracciona y congela. Cada alicuota se des-
congela y se mezcla previo a su uso.

Procedimiento

Limpieza/Preconcentracidén en Fase Sdélida
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Para el acondicionamiento de la columna EFS se dejan
pasar dos volumenes de columna de solucién A, obteniéndose
la forma protonada del relleno, elimindndose el exceso de
protones con 5 mL de solucidén B. Luego, se pasan 25 mL de
la orina acidificada, produciéndose la retencidén de los
aminoacidos libres. La etapa de limpieza se realiza con
0,5 mL de B. La elucidén de los aminodcidos retenidos se
efecttia con 1,0 mL de solucidén C. Una vez obtenidos los
aminodcidos concentrados en el eluato, se pasa a la etapa
de fraccionamiento por CCD.

Fraccionamiento de los aminodcidos por CCD

Se cortan las placas Merck en cuadrados de 10 x 10 cm
usando un cortapapeles. Se siembra la orina preconcentrada

con aplicador de banda mediana (5 ML). En la cémara de de-
sarrollo se mezclan 28 mL del solvente (D) con 12 mL del
solvente (E) para luego introducir la placa. En el momento
que el eluyente alcanza la linea de frente (aprox. 45 min-
8 cm) se retira la placa y se procede a su secado en estu-

fa a 60°C durante 10 min.

En un segundo desarrollo, se agregan 3 mL de solucidn
de ninhidrina a la misma mezcla de solventes. Desarrollada
la corrida, se retira la placa, se deja evaporar el exceso

de solvente, se la coloca en estufa a 60°C durante 10 min

y luego a 100°C por el término de 5 min. Se deja enfriar a
temperatura ambiente y se examinan las bandas antes de la
hora (Pesce, 1990). La intensidad de cada banda es compa-
rada con la correspondiente a la muestra control (pool de
orinas) que fue preconcentrada en idénticas condiciones vy
corrida paralelamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la bUsqueda de un método que permitiera sembrar una
muestra libre de interferencias en la placa, se probaron
distintas fases sbélidas para la etapa de extraccidédn. Se
ensayaron carboximetil-celulosa (Curtius, 1976), kielsel
gel G, altmina, Dowex-2 y Amberlite IRP-69 (Wang, 1989) vy
columnas de extraccién en fase sdédlida Adsorbex SCX, siendo
esta uUltima la que resultd mas conveniente, con una efi-
ciencia de la retencidén de los aminodcidos del orden del
68-74%. Para determinar los porcentajes de recuperaciédn se
usaron los estédndares y el conjunto mezcla de orinas,
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cuantificando los aminodcidos en el eluato y en la fraccidén
de lavado, utilizé&ndose para ello el método de Goodwin que

mide la absorbancia de los dinitrofluoroderivados a A =
420 nm (Henry, 1980).

Por su parte, el control de la temperatura y el tiempo
de calentamiento de las placas resultd critico en la etapa
de revelado con ninhidrina. Una temperatura de 60°C por el
término de 10 min para la evaporacidén del solvente y 100°C
por 5 min son los recomendados. A menores tiempos y tempe-
raturas, la densidad de las bandas se muestra muy débil,
en tanto que si se exceden estos valores el fondo se colo-
rea 1intensamente, dificultando 1la visualizacién de 1los
aminoacidos.

Por comparacidén con corridas de la misma orina sembra-
das directamente se ha comprobado que no existe una retencion diferenciada
de los aminoacidos en la columna EFS. Adicionalmente, la visualiza-
cién de las bandas mejora notablemente.

Se determinaron los R:s de los principales aminoéacidos,
cuyos niveles de excrecidédn urinaria ponen de manifiesto
distintas deficiencias orgéanicas. En todos los casos se
incluyen las desviaciones estédndares. La Fig. 1 presenta
una descripcidén esquemética de la separacidn de aminoéci-
dos.

La intensidad del color rosado de una banda de una
muestra particular se considera significativamente exhal-
tada cuando es por lo menos el doble de la densidad colo-
rimétrica de la correspondiente al pool de orina. Asimis-
mo, es recomendable proceder a un andlisis cuantitativo de
los aminoadcidos urinarios en un analizador de intercambio
iénico automatizado para confirmar una aminoacidopatia
particular.
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Fig. 1: Descripcion esquematica de la separacion de acidos

El acoplamiento EFS-CCD, introducido en este trabajo,
permite sembrar un menor volumen de muestra con implican-
cias positivas en la resolucidén de las bandas y la remo-
cidén de aquellas sustancias ninihidrina-positivas excreta-
das, muchas de ellas originadas en drogas (ejemplos: ace-
toaminofeno, amoxicilina) o héabitos dietéticos (aminas fe-
nélicas e inddblicas a partir del consumo de ciertos ali-
mentos vegetales), que dificultan la evaluacién final
(White, 1968).

CONCLUSIONES

* La etapa de preconcentracidén por EFS posibilita, ademéas
de la limpieza de la muestra, una mayor resolucidén en
un desarrollo monodimensional y una visualizacidén com-
parativamente mejorada de las bandas.

e El tratamiento de las muestras por EFS permite la remo-
cién de varias otras sustancias ninihidrina-positivas
excretadas que complican la interpretacidén de los re-
sultados.
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e La técnica permite configurar un perfil cromatografico
tipo para individuos normales y es indicada para estu-
dios discriminatorios de distintos casos de aminoacido-
patias.

e Las ventajas de esta técnica sobre la CCD bidimensional
se basan en la simplicidad de sus etapas operativas,
corto tiempo de anédlisis para su desarrollo monodimen-
sional y mayor confiabilidad en la interpretacidén de
los resultados.
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