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A new specific and sensitive method for determination of oxalic acid in plasma by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) is described. The plasma sample is deproteinized
by ultrafiltration. The oxalic acid in the ultrafiltrate is purified by precipitation with CaCL, new
dilution of calcium oxalate precipitate, oxalic acid extraction with diethyl-ether and total dryness
of the sample. The losses of oxalic acid during this process are evaluated by the addition of
oxalic acid (U-,4C) before the precipitation step. The dried samples are redissolved in mobile
phase (O-H3PO4, 0.05 M) and injected into a HPLC chromatograph, with reversed phase
column (Lichrosorb RP-8, Merck). Oxalate peak is detected spectrophotometrically at 220 nm
with a retention time of 3.20 minutes. The method shows a mean recovery value of 82.11, with
an intra-run and between-run CV values of 2.54 and 6.95 respectively. The oxalic acid measured
in plasma by this method is 291 ± 89 pg/ 100 ml plasma ultrafiltrate, in 16 normal subjects.
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La determination de dcido oxalico en
plasma constituye una prueba cllnica de
gran ayuda para establecer la etiologia de
la hiperoxaluria, ya que los niveles se en-
cuentran aumentados en las hiperoxalui-
rias de origen endogeno.

* Trabajo subvencionado con una ayuda econ6-
mica de la «Comisi6n Asesora de Investigacidn
Cientifica y Tecnica» (n.° 1021/81) del Ministcrio de
Educacidn y Ciencia (Espana).

La dificultad de la determination de los
niveles de acido oxalico en plasma radica
en disponer de una tecnica suficiente-
mente sensible y especifica, para determi-
nar con fiabilidad los bajos niveles presen-
tes, generalmente, en la sangre. Los
metodos hasta ahora publicados presentan
una gran discrepancia en los valores de
oxalemia, los cualcs varfan desde 3-5 pg/
100 ml plasma, determinados por dilution
isotopica (18), a 558-2.340 pg/100 ml 
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plasma determinados por cromatograffa
de gases (7).

El objeto de este trabajo es la adaptation
de un metodo desarrollado recientemente
(12) de determination de Acido oxAfico en
orina por Cromatograffa Lfquida de Alta
Eficacia (HPLC), que debido a su alta sen-
sibilidad na sido adaptado a las determina-
ciones en plasma.

Material y Metodos

Aparatos. Sistema de cromatograffa
lfquida de alta presion Waters, equipa-
do con bomba M-45, inyector univer­
sal U6K, detector espectrofotometrico
Lambda Max 480, registrador integrador
Data Module y columna cromatografica
Lichrosorb RP-8, 10 pm, 250 X 4 mm
(Merck).

Reactivos. El Acido oxAlico U-C14 (88
mCi/minoI) procede de Amersbam. El
resto de ios reactivos utilizados son de
grado analftico (Merck). El Hquido de
centelleo empleado es el Normascit Cock­
tail 22 (Scharlau).

Recta estdndar. Se prepara una disolu­
cion de 50 mg/1 de Acido oxalico en o-
H3PO4 0,05 M, la cual se conserva una se-
mana a 4cC. A partir de ella, diariamente,
se preparan disoluciones estdndar de con-
centraciones de 25, 12,5, 6,25, 3,12 y
1,56 mg/1 en o-ILP04 0,05 M.

Fase mov'd Se prepara una disolucidn
de chH3PO4 0,05 M en agua obtenida a
partir de un sistema de purification Mi-
lli-Q (Milliporc). Esta fase movil se con­
serva a tempcratura ambiente durante 2
semanas. Antes de ser utilizada en el sis­
tema de HPLC, se filtra a traves de filtros
HA 0,45 pm (Milliporc) y se sonica du­
rante 10 min (I Itrasons mod. 513, P-Se-
lecta).

Selection de muestras. Se determinan
Jos niveles plasmaticos de acido oxalico en 

16 sujetos normales, de ambos sexos, que
presentan unos niveles de acido oxalico en
orina inferiores a 40 mg/24 horas. No se
estableci6 ningun regimen dietetico espe­
cial anterior a la toma de las muestras.

Metodo experimental. A los individuos
en ayunas se les extraen 10 ml de sangre
con aguja heparinizada que inmediata-
mente se centrifuga a 3.000 r.p.m. durante
15 min, para separar el plasma y prevenir la
posible sintesis in vitro de Acido oxalico
(1). El plasma obtenido es sometido a ul­
trafiltration en conos Centriflo CF 25
(Amicon), a 3.000 r.p.m. durante 30 min,
a temperatura ambiente. Una alfcuota de
2,5 ml de plasma desproteinizado se re-
coge en tubos conicos de cristal de 50 ml de
capatidad con tapon esmerilado. A conti­
nuation se adicionan 50 pl (50 nCi) de una
disolucion de acido oxAlico U-C14 (1 pCi/
ml), 0,5 ml de una disolucion de CaCl2
2 % (p/v) y etanol absolute en una pro­
portion del 75 % del volumen total. El
contenido del tubo se agita suavemente y
se deja reposar a 4°C durante 8 horas.
Transcurrido este tiempo, los tubos se cen-
trifugan a 3.000 r.p.m. durante 5 min, y el
precipitado se disuelve en 1 ml de HC10,3
M. A cada tubo se adicionan 10 ml de eter
etflico previamente destilado y saturado
con HC10,3 M, y se agitan durante 3 min.
La fase organica que contiene el Acido oxA-
lico se pasa a matraces en forma de corazon
de 25 ml de capatidad, llevAndola poste-
riormente a sequedad en atmosfera de ni-
trogeno. La fase acuosa restante se vuelve
a extraer con eter 3 veces mAs, de mo do si­
milar. Una vez que la muestra se encuentra
perfectamente seca, se redisuelve en 1 ml
de fase mdvil y se filtra a traves de filtros
Millex-HV4,0,45 pm (Millipore). Una alf­
cuota de 50 pl de esta muestra se inyecta
en cl cromatografo de alta presion a un
fiujo de 0,8 ml/min (500 psi), a tempera­
tura ambiente. La absorbancia del oxalato
se determina a 220 nm, con una scnsibili-
dad del detector de 0,10 AUFS, y auna ve-
locidad deregistro grafico de 0,5 cm/min.
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Para obtener el bianco del proceso, 2,5
ml de agua destilada se someten por dupli-
cado al mismo tratamiento aplicado al
plasma desproteinizado.

La cuantificacion del pico del dcido oxa-
lico y el porcentaje de acido oxalico per-
dido durante la preparation de las mues-
tras se realiza segun se ha descrito
previamente (12).

Calculo de los resultados. El valor del
dcido oxalico presente en las muestras de
plasma se calcula mediante la siguiente ex-
presion:

pg 6cido oxdlico
100 ml plasma ultrafiltrado

= n x 1/v x 1/p x 104,

en donde: N = dcido oxalico determinado
en la muestra a partir de la recta de cali-
brado (mg/ml); v = volumen de plasma
ultrafiltrado utilizado en el analisis (ml);
p = porcentaje de dcido oxalico U-C14re-
cuperado al final del proceso de prepara­
tion de la muestra; y, 104 = factor de con­
version de las unidades.

Resultados

La figura 1 muestra el perfil cromato-
grafico obtenido por HPLC de una mues­
tra de plasma procesada de la forma ante-
riormente descrita. El dcido oxalico eluye a
los 3,20 min, siendo el tiempo de andlisis
de 15 min.

-------- ,------- 1-----------------1------------------------------------
o 3.20 io tiernpo {min}

Fig. 1. Cromatograma obtenido por HPLC de una
muestra de plasma norma/.

El pico del dcido oxalico eluye a un tR = 3,2 min.

Fig. 2. Recta de calibrado de las disoluciones es-
tandar de acido oxalico (y = 83838 x — 57092,

r = 0,9998).

El valor de las areas de los picos corres-
pondientes a la inyection de 50 pl de cada
una de las disoluciones estandar en el sis-
tema de HPLC, y el coeficiente de varia­
tion de la medida en cada punto de la recta
muestran una relation lineal en el interval©
de concentraciones medido (fig. 2). La va­
riation que experimenta el drea del pico
del dtido oxalico con el volumen de mues­
tra inyectado en el sistema de HPLC, es
proportional en el intervalo comprendido
ente los 10 y 75 pl de la muestra (fig. 3).

Fig. 3. Variation de! pico de! Scido oxOIioo con el
volumen de muestra inyectado al sistema de

HPLC.
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* El valor real de la disolucidn de Scido oxalico ahadida a la muestra, es el correspondiente al obtenido a partir de la
recta de calibrado, al someter dicha disolucidn al mismo tratamiento que las muestras.

Tabla I. Porcentajes de recuperacidn del mdtodo.

Acido oxdlico (jig/100 ml)

Inicial
Anadido

Encontrado % recuperado
tedrico real’

362 1.125 1.013 1.170 79,76

362 2.250 1.937 1.998 84,46

Media = 82,11

El estudio de la recuperation del me-
todo se ha realizado preparando un pool
de plasma al que se han aditionado con-
centraciones conocidas de dcido oxalico
(tabla I). La variabilidad intraanalisis del
metodo seha medido inyectando sucesiva-
mente alfcuotas diferentes de las mismas
muestras. La variabilidad interanalisis se

Tabla II. Variabilidad intra- e inter-analisis
del mbtodo.

Acido oxalico* n C.V. (%)

Variation intra-antiisis

243 ± 13 3 5,35
363 ±4 3 1,10
420 ±5 3 1,19

Media — 2,54

Variation inter-analisis

152 + 5 5 3,29
440 + 33 3 7,50
375 ± 41 2 . 10,93
229 ± 14 2 6,11

Media - 6,95

• pg/100 ml plasma ultrafiltrado (media ± DSJ.

ha medido inyectando una misma muestra
en dfas consecutivos (tabla II).

Dada la escasa disponibilidad de volu-
men de plasma para procesar muestras por
duplicado, se ha formado una muestra
pool de plasmas en la que se ha analizado
por triplicado el nivel de dcido oxalico. El
valor medio medido en las 3 muestras, una
vez corregidas las perdidas durante el pro-
ceso de precipitation y extraction, ha sido
de 448 pg/100 ml plasma ultrafiltrado
(DS = 54, CV = 12,05 %).

Niveles de dcido oxalico en plasma. Se
han medido los niveles de acido oxalico en
plasma de 16 sujetos normales de ambos
sexos. El valor medio de dcido oxalico ha-
llado ha sido de 291 pg/100 ml de plasma
ultrafiltrado (DS = 89, intervalo — 158-
450). La recuperation media del dcido
oxdlico-U-C14 obtenida despues del pro-
ceso de purification y extraction de la
muestra antes de someterla a HPLC, ha
sido del 65 %.

Discusion

El presente metodo de determination
de acido oxalico en plasma por HPLC es
sensible y especifico, con unos parametros
de precision, reproducibilidad y recupera­
tion adecuados.

Rev. esp. Fisiol., 42 (4), 1936
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• Intervalo calculado a partir de la media ± DS. (V) Varones. (H) Hembras.

Tabla III. Valores normales medios de oxalemia medidos por tdcnicas diferentes.
(Unidad = pg bcido oxblico/100 ml plasma).

Autores Ano Intervalo Media n Mbtodo

Williams y Smith (18) 1968 3-5 dilucibn isotbpica
Williams et al. (17) 1971 16,5 dilucibn isotbpica
Hodgkinson y Wilkinson (11) 1974 11,8-14,3 3 dilucibn isotbpica
Constable et al. (5) 1979 7,4-18,9 11,7 8 dilucibn isotbpica
Zarembski y Hodgkinson (20) 1965 135-280 15 reduccibn a be. glioxllico
Dagneaux et al. (8) 1976 117-250 180 20 reduccibn a be. glicblico
Bennett et al. (2) 1979 46-141 96 6 radioenzimbtico
Cole et al. (4) 1981 29-77 (V)’ 53 18 radioenzimbtico15-83 (H) 49 118
Hatch et al. (10) 1977 73-199 (V) 131 26 oxalato decarboxilasa

136-464 (H) 262 16 -formato -dgh
Sugiura et al. (16) 1980 60-410 50 oxalato oxidasa
Samsoondar et al. (15) 1983 980-1.940 1.430 15 oxalato oxidasa
Boer et al. (3) 1984 11-57 30 24 oxalato oxidasa
Chambers y Russell (7) 1973 558-2.340 1.449 20 cromatografia de gases
Nuret y Offner (14) 1978 104-184 144 20 cromatografia de gases
Gelot et al. (9) 1980 81-369 180 40 cromatografia de gases
Wolthers y Hayer (19) 1982 11-47 25 22 cromatografia de gases
Presente estudio 1985 158450 291 16 HPLC

Se ha realizado una revision de 16 traba-
jos (2-5,7-11,14-20) publicados sobrelas
tecnicas de determination de acido oxalico
en plasma (tabla III), comparando los va­
lores que proporcionan los metodos de di­
lution isotopica in vivo (5, 11, 17, 18),
quimicos (8, 20), radioenzimdticos (2, 4),
enzimaticos (3, 10, 15, 16) y de cromato­
grafia de gases (7,9,14,19). No se ha en-
contrado en la literatura revisada ningun
metodo de HPLC aplicado a la determina­
tion de acido oxalico en plasma. Se ob-
serva una gran variabilidad entre los valo­
res medios proporcionados por los distin-
tos metodos, que se extiende incluso a me­
todos que presentan el mismo funda-
mento, como en el caso del metodo de la
oxalato oxidasa de Boer et al. (3) y el de
Samsoondar et al. (15), o en el de los me­
todos de cromatografia de gases de Whol-
thers y Ha yer (19) y el de Chambers y
Russell (7). Hay que puntualizar que los 

resultados del presente trabajo van referi-
dos a volumen de plasma ultrafiltrado por
lo que la comparacion del valor medio de
oxalemia determinado con el correspon-
diente a otros metodos, no se puede hacer
en valor absolute. El proceso de ultrafiltra­
tion lleva consigo un cambio en la concen­
tration relativa del metabolito en estudio
en el plasma ultrafiltrado respecto al
plasma total, debido a la elimination de las
protemas que quedan retenidas en el filtro,
junto a un pequeno volumen de plasma re­
sidual.

Se ha descrito que la sangre, una vez ex-
trafda, genera espontaneamente acido
oxalico (1), por lo que es necesario mez-
clarla en el momento de su extraction con
una disolucion de inhibidores de la smtesis
endogena de oxalato. Trabajos posteriores
(3,19) muestran que la utilization de inhi­
bidores es cuestionable, ya que determin an
niveles identicos de oxalato en muestras 
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mantenidas a temperatura ambiente du­
rante periodos de tiempo de hasta 4 horas.
En el presente trabajo las muestras de san-
gre utilizadas fueron centrifugadas inme-
diatamente despues de su extraction, y el
plasma ultrafiltrado a continuation, para
prevenir la posible smtesis in vitro de acido
oxalico.

En resumen, haciendo una valoration
conjunta de los metodos utilizados en la
determination de acido oxalico en plasma,
se deduce que ninguno de ellos puede ser
considerado como superior a los otros,
existiendo varios factores causantes de la
gran discrepancia entre las cifras de oxale-
mia que proporcionan: el tiempo transcu-
rrido con anterioridad al analisis, la forma
de almacenamiento de las muestras (13), el
calentamiento o ebullition de las muestras
durante su preparation, lo cual favorece la
conversion de las sustancias oxalogenicas
(2), y la posible existencia de acido ascor-
bico en la sangre del paciente, ya que esta
vitamina es interferente en el metodo de la
oxalato oxidasa (6), y es posible que actue
como uno de los principales precursores
del acido oxalico durante el almacena­
miento de las muestras (13).

La tecnica de determination de dcido
oxalico en plasma que se describe presenta
la ventaja de que parte de volumenes de
sangre (10 ml) inferiores a los utilizados en
otras tecnicas, debido a que la desproteini-
zacion de los plasmas tiene lugar a traves
de un proceso de ultrafiltration en el que
tcoricamente quedan retenidas el 97 % de
las protemas plasmaticas. Por otra parte, el
metodo permite procesar de forma para-
lela, y en el mismo analisis, muestras de
orina y plasma de pacientes hiperoxaluri-
cos, facilitando el calculo de los indices de
aclaramicnto, y contribuyendo al rapido
diagnostico del tipo de hiperoxaluria que
prcscntan.

Resumen

Se describe un nuevo metodo sensible ycspecifico
para la determination de acido oxalico en plasma por 

cromatograffa liquida de alta eficacia (HPLC). La
muestra se desproteiniza por ultrafiltration a traves
de membranas Centriflo CF 25. El acido oxalico pre­
sente en el plasma ultrafiltrado se precipita con
CaCl2, se redisuelve en HC10,3 M, se extrae con eter
y se lleva a sequedad. Las perdidas de oxalato produ-
cidas durante este proceso se evaluan mediante la
adicion de acido oxalico-U-C14, a las muestras, al co-
mienzo del mismo. La muestra desecada se resus-
pende en fase movil (o-H3PO4,0,05 M) y se inyecta
en un cromatografo de alta presion, con columna de
fase reversa de Lichrosorb RP8. El pico del acido
oxalico se detecta a 220 nm y eluye a un tiempo de re­
tention de 3,20 min. La recuperation del metodo es
de 82,11 % con unos coeficientes de variacidn intra
e interanalisis de 2,54 y 6,95 % respectivamente.
Los valores medios de dcido oxalico obtenidos son
291 ± 89 pg/100 ml plasma ultrafiltrado, en 16suje-
tos normales.
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